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RESUMEN

HIPERPARASITISMO DE Cladosporium sp. SOBRE P. horiana Henn. Y SU
IMPACTO EN EL CONTROL BIOLOGICO DE LA ROYA BLANCA DEL
CRISANTEMO

David Eduardo Torres Sanchez, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2015

Los objetivos del presente trabajo fueron, determinar la identidad de las especies de
Cladosporium sp. asociadas a Puccinia horiana, asi como determinar su tipo de interaccion
mediante diversas aproximaciones, con la finalidad de esclarecer su potencial dentro del
control biologico de la roya blanca del crisantemo. Mediante un enfoque integrado, basado
en el analisis de caracteres moleculares y morfolégicos, se llegd a la identificacion de los
antagonistas Cladosporium cladosporioides, C. pseudocladosporioides y C. delicatulum, asociados a P
horiana. Los aislamientos se detectaron por primera vez en pustulas de roya blanca
contaminados, colectados en un invernadero comercial en Villa Guerrero, México. Solo C.
cladosporioides 'y C. pseudocladosporiodes fueron asociados estadisticamente a P forana, siendo C.

delicatulum un invasor secundario.

Se estudiaron las interacciones entre los antagonistas C. cladosporioides, C. pseudocladosporioides
con la roya blanca del crisantemo mediante microscopia 6ptica y electrénica wn vitro. C.
cladosporioides 'y C.  pseudocladosporioides crecieron sobre las teliosporas y en las células
esporogenas de la roya blanca, aunque no se produjo la penetracion directa de teliosporas.
Las tres Cladosporium spp. fueron capaces de crecer en medios con laminarina, lo que sugiere
la producciéon de glucanasas, crecimiento ausente cuando se utiliz6 la quitina como Unica
fuente de carbono. El contacto con C. cladosporioides y C. pseudocladosporioides, dana la estructura
y citoplasma de la teliospora, posiblemente debido a mecanismos de antibiosis. El micelio de
los antagonistas se cultivo en un medio de cultivo particular, se filtr6 y se extrajo con
disolventes organicos. Los extractos organicos crudos y las fracciones obtenidas, inhiben la
germinacion de teliosporas de la roya blanca a las 48 h. Aunque en Botrytis cinerea, las
fracciones solo redujeron el crecimiento a las 24 h, la actividad se redujo a 48h y de 72 h. Este
es el primer reporte de antagonismo por C. pseudocladosporioides, C. cladosporioides sobre Puccinia
horiana. Los antagonistas reducen la produccion y la viabilidad de teliosporas y por lo tanto,

potencialmente se podrian utilizar para el control biologico de la roya blanca del crisantemo.



ABSTRACT

HYPERPARASITIC Cladosporium sp. STRAINS AGAINST P. horiana Henn., AND
ITS IMPACTS ON THE BIOLOGICAL CONTROL OF THE CHRYSANTHEMUM
WHITE RUST.

David Eduardo Torres Sanchez, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2015
The goals of this work were the identification of Cladosporium sp. strains associated to Puccinia
horiana, and therefore describes its interaction by different approaches, with the explicit
purpose of determine its role in the biological control of the chrysanthemum white rust. An
integrated approach, based on the analysis of both molecular and morphological characters,
has led to the unambiguous detection and identification of the rust associated antagonists
Cladosporium cladosporiowdes, C. pseudocladosporioides and C. delicatulum from teliospores of the
chrysanthemum white rust fungi P foriana. The three associated fungi were first detected from
contaminated field-collected rust pustules from a commercial greenhouse in Villa Guerrero,
Mexico. Only C. cladosporioides and C. pseudocladosporioides were statistically associated with P

horiana, but C. delicatulum could be a secondary invasor.

Interactions between the antagonists C. cladosporioides, C. pseudocladosporioides and the
chrysanthemum white rust were studied through light and electron microscopy in vitro at the
host—parasite interface. C. cladosporioides and C. pseudocladosporioides grew towards the white rust
spores and on the sporogenous cells, did not occur direct penetration of teliospores. Enzyme
production by the antagonists was suggested by the loosening of the matricial components of
the fungal wall. The three Cladosporium spp. were able to grow on media containing laminarin,
suggesting the ability of producing glucanases, but not when chitin was used as the sole
carbon source. On contact with both C. cadosporioides and C. pseudocladosporioides, teliospore
cytoplasm and structure was damaged, possibly due to antibiosis mechanisms. Mycelia of
antagonists had been grown on a particular medium filtered, and extracted with organic
solvents. The crude organic extracts and purified fractions, inhibit teliospore germination on
white rust at 48 h, but on Botrytis cinerea, fractions only reduced growth at 24 h, activity was
decreased at 48h and 72 h. This is the first report of antagonism by C. pseudocladosporiovdes, C.
cladosporioides on Puccinia horiana. The antagonists reduced the production and viability of
teliospores and, therefore, could potentially be used for biological control of chrysanthemum

white rust
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CAPITULOI
Introduccion:
La Roya blanca del crisantemo y el control

biologico
Introduccion

El crisantemo (Chrysanthemum x morifolium) es una de las especies ornamentales mas cultivadas
a nivel mundial, por lo cual sus problemas fitosanitarios se han convertido en muchos casos
temas de interés internacional (EPPO, 2004; USDA-NASS, 2014). Tal vez la enfermedad mas
importante para el crisantemo es la roya blanca, cuya especie, Puccinia horiana es un agente
cuarentenado en todos los paises que importan las diversas variedades de crisantemo, ya sea
para flor de corte, maceta o como esqueje de invernadero (Firman y Martin, 1968; EPPO,
2004; Bonde et al., 2013; USDA-NASS, 2014), como tal los esfuerzos para su control han sido
exhaustivos. En México, el control quimico es la opcién mas utilizada para combatir esta

enfermedad (Huerta, 2000; Garcia-Velasco, 2007).

En la actualidad los paises importadores, como E.U.A. o la Unién Europea, retan a las
naciones productoras, en este caso de flores ornamentales, para reducir el uso de
agroquimicos. Es por esto que, paises como Colombia, el segundo productor de flores a nivel
mundial, ha considerado el control biolégico como una alternativa viable (van Wik, 1994;
Corredor, 1997), convirtiéndose en un componente importante del manejo de la flor. Los
retos fitosanitarios que ofrece la floricultura moderna son muchos, la roya blanca del
crisantemo es un ejemplo claro, el mirar a otras formas de control no convencionales, es una
oportunidad en la btusqueda de soluciones sostenibles y sustentables que vayan de acuerdo
con la agricultura moderna, por lo que el objetivo general del presente trabajo, es el obtener e
identificar aislamientos de Cladosporium sp. con potencial antagonista de la roya blanca, asi
mismo mediante diversas aproximaciones determinar su interaccioén con 2 horiana y establecer

su viabilidad como agente de control biologico de la roya blanca del crisantemo.



La floricultura y el crisantemo

La floricultura es una de las actividades econémicas mas importantes y rentables a nivel
mundial. En América latina los principales productores son Colombia, Costa Rica, Ecuador y
México (ASERCA, 2006). Asi mismo los principales importadores de flor son Canada,
Holanda, Reino Unido, Alemania y Estados Unidos, los ltimos cuatro llegando a invertir 3,

427.5 millones de ddlares anuales (ASERCA, 2006).

En México la produccion de ornamentales genera alrededor de 3, 600 millones de pesos en
cultivos como gladiolo, rosa y crisantemo (Fig. 1.1), destinandose hasta el 80% de la
produccion hacia consumo interno y el restante 20% hacia exportacion. Los estados mas
importantes son: Morelos, Puebla, Guerrero, Michoacan y el Estado de México (ASERCA,
2008; SIAP, 2014), sobresaliendo el ultimo como el mayor productor de flores a nivel
nacional, con los municipios de Villa Guerrero, Tenancingo, Coatepec, Tenango del Valle y
Texcoco (Rivas, 1994; Huerta, 2000; Orozco y Martinez, 2003). A pesar de éstos datos,
México so6lo participa en el 1% de las exportaciones internacionales a: Estados Unidos,
Canada, Japon, Alemania, Espafa, Panama e Italia (Orozco y Martinez, 2003; Elizondo,
2013). En 2010 estas exportaciones generaron 1, 272 millones de dolares reflejados en 25, 500
productores que ocasionaban 188 mil empleos permanentes, 50 mil eventuales y un millén de

empleos indirectos (SIAP, 2014).

El crisantemo es para la floricultura nacional e internacional uno de sus productos mas
importantes. A nivel internacional, por mencionar un par de ejemplos, en 2008 para
Holanda, el principal productor de flores en el mundo, significaban 332 millones de euros en
flores de corte y 30 millones en maceta (Anon, 2009); para Estados Unidos en 2012
representaban alrededor de 14 mil millones de dolares en flor de corte, 21.5 millones en
maceta y 123.6 millones en flores de jardin (USDA NASS, 2014). En el caso de México
significaban en 2013, en conjunto, tanto flores de corte como en maceta, alrededor de 1,100
millones de pesos (SIAP, 2014, Fig. 1.1). Es el producto ornamental con mayor extension
sembrada en nuestro pais, con 2, 364.75 Ha a cielo abierto y 102 Ha bajo invernadero con
una produccién total de 8, 740.82 ton, convirtiéndola en la flor nimero uno cultivada en

México. De éstos nimeros, el 91.82% de la superficie, el 84.1% de la produccion y el 90.3%



del valor de la produccién de crisantemo corresponde al Estado de México (Fig. 1.2;

SEDAGRO, 2011; SIAP, 2014).

La produccién de crisantemo en México, en muchas ocasiones se ve mermada por diversos
problemas, desde fitosanitarios hasta socioeconémicos a los que se enfrentan los productores,
tales como el desconocimiento de tecnologias postcosecha que aumenten la vida en anaquel,
problemas de movilizaciéon de la flor, por ejemplo por roya blanca, problemas en la
comercializaciéon debido a los intermediarios o problemas arancelarios derivados del TLCAN
(Huerta, 2000; Orozco y Martinez, 2002; Elizondo, 2013). Entonces, al ser un producto
destinado s6lo al mercado nacional, no se exige una calidad o cantidad constante, ya que el
crisantemo en México es mas valorado por el pensamiento religioso o magico que por su
estética o calidad, en consecuencia se convierte en una flor “desechable y de olvido”, que se
compra para llevarla a una tumba, altar o adorno y concluido el evento se olvida o desecha
(Huerta, 2000; Orozco y Martinez, 2002), por lo que muchos productores se han visto
renuentes a una mayor inversion econémica en la produccién simplemente porque la flor no

seria costeable.

980,208.00

Produccién (Ton/Gruesa)

Valor (Miles de Pesos)

4,500,603.25

845,181.91

9,529,819.97

1,042,59054

Crisantemo | Gladiola
Haromers [Nao | Pt | Gresol JAEE
 Azucena_
 Anturio

Figura 1.1. Comparativa entre la produccion y valor de las principales flores de corte

en México. Datos del 2013 (SIAP, 2014).




El cultivo de crisantemo

Dentro de la familia Asteraceae, se encuentra el género Chrysanthemum, su hibrido comercial
Chrysanthemum x morifollum Ramat. (Sin. D. grandiflora Tzveler., D. morifoha Ramat. y D. x
grandiflorum (Ramat.) Kitam), tiene su origen en China (Wu et al., 2011; Davidse et al., 2014).
Ha sido cultivado como una hierba desde hace 3 000 afios en Asia (Horst y Nelson, 1997;
Hacket, 2013), es probablemente uno de los primeros cultivos ornamentales en el mundo
(Boase et al., 1997; Mukherjee e al., 2013). Gracias a su complejidad genética, que llega a ser
decaploide y su sistema de autoincompatibilidad, existe una gran diversidad de cultivares,
clasificados debido a las caracteristicas florales (Horst y Nelson, 1997; Ping-Li et al., 2012),
pocos son los reportes de seleccion de otras caracteristicas fenotipicas, como la resistencia a
enfermedades (Teixeira da Silva, 2003). A ciencia cierta, se desconoce el nimero preciso de

cultivares con valor horticola de crisantemo, aunque se han calculado en alrededor de 7,000

(Boase et al., 1997; Mukherjee et al., 2013).

El crisantemo se cultiva a partir de esquejes, que se enraizan y se trasplantan al sustrato. El
ciclo de cultivo es de 90-120 dias y crece eficientemente en suelos que estén compuestos por
50% sustrato, 30% agua y 20% aire, con un pH entre 6.2 y 7.0, con baja salinidad, con una
humedad relativa en invernadero de 65 a 70% (ICAMEX, 2003). Es un cultivo de dia corto,
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Figura 1.2. Comparacion de la superficie sembrada de hectareas de crisantemo en los 6

estados productores de México. Datos del 2013 (SIAP, 2014). Valores en Ha.



es decir requiere de noches largas para iniciar la floracion, por lo tanto 14 h de luz son
necesarias para promover el crecimiento vegetativo y menos de 12 h diarias de luz inducen
floracion (Arbos, 1992; Huerta, 2000; ICAMEX, 2003). En cuanto a requerimientos
minerales, dentro de las primeras siete semanas se requieren altas concentraciones de Ky N,
posteriormente en floracion no se necesita fertilizaciéon intensa ya que los nutrientes se
translocan directamente de las hojas hacia las inflorescencias, lo que mejora la calidad de la
flor (Gutierrez, 2003; Larson, 2004). Es un cultivo que necesita una gran cantidad de agua, ya
que al momento de sembrar se realiza un riego pesado con lamina de 5 cm, después durante
20 dias se aplica una lamina de riego de 1-1.5 cm cada 3 dias y al final del ciclo, de nuevo se
aplica riego pesado, con la finalidad de darle vigor a la flor (Huerta, 2000). El cultivo es
sensible a la temperatura, por lo que durante el dia, en plantula son recomendables los riegos
de refresco que disminuyen la temperatura de las plantas, por el contrario, para contrarrestar
las heladas en muchas ocasiones es necesaria la presencia de un calefactor o encender fogatas
dentro del invernadero (Boase et al., 1997; Huerta, 2000). Finalmente, como manejos
culturales, destacan el pinchado o eliminaciéon de meristemos apicales, el deshierbe, tutoreo, el
despate o eliminaciéon de follaje en los primeros 15-20 cm a partir del suelo y el desbotone o
eliminacion de botones laterales, que se realizan dependiendo del cultivar que se esté
trabajando y apegados a calendarios dictados por el ciclo de cultivo, por lo que no todos éstos

manejos se realizan en todos los cultivares de crisantemo (Huerta, 2000; Elizondo, 2013).

Las épocas de cosecha del crisantemo son en donde la flor presenta mayor valor comercial,
por ejemplo en 1992 para el 14 de febrero se obtenia un precio por arriba del 70% sobre el
valor promedio, para el 10 de mayo 30% superior al valor promedio al igual que en los
primeros dias de noviembre, por lo que el productor anticipaba a esas fechas la cosecha para
vender su producto a buen precio (Rivas, 1994), otras fechas importantes y por las cuales se
rige su cultivo son para el dia de muertos, para el aniversario de la Virgen de Guadalupe o
para el dia de las madres (Huerta, 2000), esta tendencia se ha mantenido, siendo esas fechas
las de mayor venta de crisantemo (ICAMEX, 2003). Asi entonces, no existe una fecha
especifica de plantaciéon de esquejes, si no que se pretende tener producciéon todo el ano
sobrelapando los ciclos de producciéon (Huerta, 2000), por ejemplo en Texcoco, Estado de

México la mayoria de los productores obtienen dos o tres ciclos en el afio (Elizondo, 2013).



Problemas fitosanitarios en la produccion de crisantemo

El cultivo de crisantemo es afectado por una amplia diversidad de plagas y enfermedades, que
en consecuencia disminuyen el precio de la flor, dafian los canales de comercio y los mercados
de destino del producto. Las enfermedades causadas por hongos son las mas importantes,
como el marchitamiento por Verticillium albo-atrum, que comienza con una clorosis de las hojas
y termina con un marchitamiento generalizado (Alexander y Hall, 1974; Horst y Nelson,
1997; UCIPM, 2010). El follaje también se puede ver afectado por otros hongos como Seploria
obesa y S. chrysanthemella e igualmente la inflorescencia puede ser invadida por Botrytis cinerea
(Alexander y Hall, 1974; Horst y Nelson, 1997; UCIPM, 2010). En el segundo lugar, dentro
de los virus y viroides, destacan el Chrysanthemum stunt viroid (CSVd) que produce enanismo,
reduciendo la calidad de la flor (Horst y Nelson, 1997; UCIPM, 2010; Cho et al., 2013) y el
Tomato spotted wilt tospovirus (TSWV) causando necrosis del tallo y anillos cloréticos en hojas
(Ochoa-Martinez et al., 1999), en total 9 virus y 2 viroides se han reportado infectando el
crisantemo (Cho et al, 2013). En el caso de bacterias, el tizon bacteriano por FErwinia
chrysanthemi o E. carotovora es sin duda alguna de las enfermedades mas destructivas, causando
en casos severos pudricion blanda de los tallos y necrosis del follaje (Romero, 1996; Horst y
Nelson, 1997; UCIPM, 2010). Finalmente, dentro de los nematodos, especies del género
Meloidogyne llegan a afectar las raices, aunque Aphelenchoides ritzemabosi y A. fragariae causan

danos importantes en el follaje (Horst y Nelson, 1997; UCIPM, 2010).

Entre las plagas del crisantemo, destaca la arana roja: Zetranychus urticae (Romero, 1996), por
su habito polifago y la resistencia que ha desarrollado a la mala aplicacion de plaguicidas
(Huerta, 2000). Después de los acaros, los insectos son el problema mas fuerte (Huerta, 2000).
Asi, los trips (Thysanoptera: Thripidae) como Trips tabaci o Frankliniella occidentalis (Romero,
1996) provocan disminucién en longitud del tallo, disminucion del area foliar y manchas
blanquecinas en pétalos como consecuencia de su tipo de alimentacién, ademas de esto, son
transmisores de por lo menos 4 géneros de virus (Ullman, 1996). Los afidos
(Homoptera:Aphididae) como Macrosiphoniella sanborni (Romero, 1996) de igual manera,
causan una reduccién en el crecimiento y deformacion de las hojas, aunado a ser transmisores
de virus como el Chrysanthemum Mosaic Virus (ChMV). Las mosquitas blancas
(Homoptera:Aleyrodidae) llegan a ser problemas importantes, como en el caso de Traleurodes

vaporariorum que puede retrasar la floracion, la apariciéon de fumagina o la transmision de



varias especies de virus (Romero, 1996; Arbos, 1992). Finalmente, los minadores (Diptera:
Agromycidae) danan el follaje y en consecuencia el desarrollo de la planta, siendo la principal

plaga Liryomiza trifolli, motivo de cuarentena para algunos paises (Arbos, 1992).

En México, el control de estos problemas fitosanitarios respecto al cultivo de crisantemo, se
vuelve complejo por las diversas limitaciones que presentan los productores, asi entonces no
se siguen las dosis o las aplicaciones quimicas como deberia de ser o se hace una mezcla de
diferentes moléculas, pero con el mismo modo de acciéon, trayendo como consecuencia a
largo plazo problemas mas graves, siendo un problema multifactorial que merece ser atendido

desde varios puntos de vista.

La roya blanca del crisantemo

La principal enfermedad que afecta al crisantemo es la roya blanca. Detectada en México en
1992 en el municipio de Villa Guerrero, Estado de México (Huerta, 2000), se reconoce su
existencia desde 1895 en Japén (Hiratsuka, 1957; Horst y Nelson, 1997) y a partir de
mediados del siglo pasado se ha reportado en todos los continentes (Firman y Martin, 1968),
aun asi el estatus epidemiolégico de esta enfermedad ha sido debatido en multiples ocasiones,
ya que aunque efectivamente es reportada en casi todas las regiones de produccion de
crisantemo a nivel mundial (EPPO, 2004; Whipps, 1993), se encuentra clasificada a nivel
internacional como patégeno de importancia cuarentenaria para la EPPO (Organizacion
Europea y Mediterranea de Protecciéon Vegetal), IAPSC (Consejo Fitosanitario Interafricano),
CAN (Comunidad Andina) y la NAPPO (Organizacién Norteamericana de Proteccion
Vegetal). Su diagnostico tradicionalmente se ha llevado a cabo por determinacién
morfolégica del agente causal, aunque también ya existen iniciadores especificos, para su

deteccion en esquejes asintomaticos (Pedley, 2009; Alaei ez al., 2009).

Biologia

El agente causal, Puccimia horiana Hennings, pertenece a la clase Basidiomycetes, orden
Uredinales (Bauer et al,, 2006). Es una roya microciclica, en consecuencia sélo forma
teliosporas y basidiosporas, es autoica ya que su ciclo de vida lo desarrolla por completo en el

crisantemo (Firman y Martin, 1968; Hennings, 1901; Whipps, 1993) y es un hongo biotréfico,



es decir solo permanece viable (particularmente las teliosporas) si el tejido vegetal se
encuentra vivo (Bonde ez al., 2015). Se encuentra relacionada filogenéticamente con las royas
de cereales P trebouxt, P boroniae y P cygnorum y no con las royas de asteraceas (Alaei ez al., 2009).
Aunque no es la tnica roya que afecta al hibrido comercial del crisantemo, si es la que causa
mayor dano comparada con P tanaceti o P chrysanthemi, las otras dos royas comunes en
crisantemo (Horst y Nelson, 1997; Alaei et al, 2009). Aunque Alaei et al. (2009) sustentan la
hipétesis de que P tanaceti no es un patogeno del crisantemo y que esta confusion se debe a

una mala interpretacion de P chrysanthemi y de un nuevo clado de Puccinia sp.

En cuanto a la morfologia de P horiana, las teliosporas son en su mayoria bicelulares (hasta 5%
llegan a ser tricelulares), hialinas amarillentas, de forma oblonga-clavada de 32-24 x 12-18
pm (30-45 x 13-17 pm en la descripcion original) y con una fuerte constriccion en el centro,
con paredes no muy gruesas, el apice obtuso engrosado, la base cuneiforme atenuada y con
un pedinculo hialino y consistente de 40 x 5-8 pm (Hennings, 1901; Gonzales y Montealegre,
1981; Garcia-Velasco et al., 2002). Las basidiosporas son hialinas, por lo general binucleadas o
multinucleadas generalmente dos por basidio, aunque se han reportado hasta ocho por
basidio, de 14.4-7.2 x 4.8-9.6 pm y de forma ovalada (Kapooria y Zadocks, 1973; Garcia-
Velasco et al., 2002; Alaei et al., 2009).

En el ciclo de vida de la roya blanca, no ocurre plasmogamia, sélo ocurre cariogamia en las
teliosporas, seguida de una meiosis que da lugar a nucleos haploides distribuidos
generalmente en dos basidiosporas, proceso que ocurre mientras las teliosporas estan
adheridas a la hoja y liberan las basidiosporas, que viajan y se adhieren por medio de
microfibrillas a la cuticula, posteriormente penetra el tubo germinativo y comienza a
colonizar la hoja de manera intercelular, para posteriormente formar hifas infectivas y
penetrar las células del meséfilo por degradaciéon enzimatica, asi mismo llega a colonizar las
traqueidas, en ocasiones ocupando todo el lumen (Firman y Martin, 1968; Bonde ¢t al., 2015;

Fig. 1.3).

Desde hace mucho tiempo se piensa la existencia de varias razas fisiologicas (Dickens, 1971;
Whipps, 1993), Krebs (1985) y De Backer et al. (2011) lo confirman; para México, Garcia-
Velasco et al. (2007) encuentran una diferencia en virulencia y agresividad en aislamientos

provenientes de las principales regiones floricultoras del pais, siendo los del Estado de México



(Occidente y Oriente) los mas agresivos y virulentos, dando un indicio de la presencia de tres

razas en el pais.

Sintomatologia

Los signos caracteristicos de la enfermedad causada por P horiana en crisantemo, son pustulas
principalmente en el follaje, localizadas en el envés, en su madurez blanquecinas, antes de la
maduracién son de color rosa tenue y de apariencia cerosa, en cuanto a la sintomatologia, en
el haz se presentan manchas cloréticas que llegan a alcanzar una pulgada de diametro y se
vuelven mas oscuras con el tiempo (Hennings, 1901; Whipps, 1993; Horst y Nelson, 1997).

Aunque llega a afectar también la inflorescencia (Dickens, 1970). A los 7-10 dias posteriores a

CICLO DE VIDA

Figura 1.3. Ciclo de vida de la Roya Blanca del Crisantemo. A) Las teliosporas producidas
en las pustulas llevan a cabo cariogamia, B) Germinacion de las teliosporas a condiciones 6ptimas
(17-24°C y >96% humedad relativa), G) Se forman las basidiosporas, D) Se liberan las esporas al
ambiente después de 3-6 h de llevada a cabo la germinacién de las teliosporas, E) Las basidiosporas
caen sobre hojas sanas de crisantemo, se adhieren, germinan y penetran la epidermis foliar, F) Entre
los 7 y 14 dias después de la infeccién, se observan los primeros sintomas: manchas cloréticas en el
haz de la hoja. G) Aproximadamente a los 7 dias de la aparicion de los sintomas, en el envés de la
hoja aparecen las primeras pustulas cerosas, amarillentas a rosadas que en su madurez se tornaran
blancas, las pustulas son formadas por teliosporas que asi continuaran el ciclo.



la infeccion se comienzan a presentar las manchas cloréticas y a los 14-18 dias aparecen ya las
pustulas atun sin madurar (Dickens, 1990; Horst y Nelson, 1997; Leyva-Mir et al., 2001; De
Backer et al., 2011).

Epidemiologia

Las basidiosporas de P horiana son las que funcionan como propagulos efectivos, es decir son
los que se liberan de la pustula, dispersan e infectan otras plantas, aunque poco se sabe sobre
el modo preciso de su dispersion y la distancia que estas llegan a viajar (Zandvoort, 1968), por
otro lado estas esporas son muy delicadas (Firman y Martin, 1968), por lo que la dispersion a
grandes distancias, si es que existe por medios como el viento, tendria que ser mediante
teliosporas y no basidiosporas. Leyva-Mir e/ al. (2001) reportan que las teliosporas, sin
producir basidiosporas, son capaces de infectar el tejido vegetal, por lo que podrian fungir
como esporas ¢fectivas, dato que resulta interesante ya que la definicion ontologica de
“teliospora” es: tipo de espora en Uredinales que da origen a basidios y basidiosporas

(Hiratsuka y Sato, 1982), por lo que tendria que confirmarse esa afirmacion.

Para la germinaciéon de las teliosporas es necesario como minimo un 96% de humedad
relativa, por lo menos 17°C y un tiempo optimo de liberaciéon de 3 h después de la
inoculacion, es decir no existe un periodo de dormancia, se ha comprobado que estas esporas
pueden sobrevivir hasta 8 semanas a una humedad relativa de 50% en las hojarasca y sélo
dos semanas si se compostea las hojas (Firman y Martin, 1968; Bonde et al., 2013).En el caso
de las basidiosporas hasta 90% germinan a las 2h de la inoculacién con humedad libre, efecto
relacionado a la sensibilidad de las esporas a la desecacién, por lo que a las 2 h entre
17°C-24°C se piensa que ya se han establecido en el hospedero (Firman y Martin, 1968),
aunque Leyva-Mir e al. (2001) reporta que mas de 7 h son necesarias para éste fenémeno. Asi
entonces hay una correlacion positiva entre la humedad relativa, la temperatura minima y la
precipitacion con la severidad (Firman y Martin, 1968; Rodriguez-Navarro e al., 1996). Es
entonces, una enfermedad policiclica con un comportamiento ajustado al modelo Gompertz,
debido a la gran cantidad de in6culo secundario que produce y las constantes infecciones que

genera en un solo ciclo de cultivo (Rodriguez-Navarro et al., 1996).
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Manejo

La resistencia o susceptibilidad de ciertas variedades de crisantemo a P horiana se ha puesto a
prueba por varios autores (Dickens, 1968; Baker, 1967; Nilsson, 1964; Firman y Martin,
1968, Garcia-Velasco et al., 2007; De Backer et al., 2011). De Backer et al. (2011) en el tnico
analisis de aislamientos a nivel mundial y utilizando 36 cultivares de companias
multinacionales de produccion y comercializacion de esqueje, reportan solo 8 cultivares
completamente resistentes, en su mayoria utilizados como flor de corte. Este patosistema es
bastante complejo, ya que la resistencia a la roya blanca esta determinada por una interaccion
gen por gen, mediante 7 genes de resistencia (con sus 7 genes de avirulencia respectivos) que
controlan al patosistema (De Backer et al., 2011). Por lo que aunado al poco conocimiento que
se tiene sobre la interaccién, hace complicado trabajar y encontrar respuestas en la resistencia

genética frente a la roya blanca.

Dentro de las estrategias culturales que se han propuesto para el control de la roya blanca,
destacan algunas opciones, como el tratamiento con calor, ya sea de plantas completas a
38-40°C por 24 h, o a los esquejes en agua a 45°C por 5 min (Glaeser, 1966), tratamiento que
solo funciona para las variedades resistentes al calor. Se ha propuesto bajar la humedad
relativa a menos del 90% en los lugares donde se cultiva (Wojdila, 1999a; 2004), opciéon
complicada, ya que la mayoria de la produccién de flor se encuentra bajo invernadero o bajo
microtuneles y el mismo cultivo requiere mucha agua. Asi mismo el despate, es decir la
remocion de las hojas inferiores (Huerta, 2000). Se ha probado la aplicacion de la
mineraloterapia, basados en el hecho de alterar el pH de la superficie foliar con sales
inorganicas, en donde el sulfato de cobre, bicarbonato de potasio, y bicarbonato de sodio han
tenido éxito en experimentos controlados, aunque ya en campo, s6lo han mostrado ser

efectivos cuando son combinados con cubiertas epidermales (Rodriguez-Navarro et al., 1996).

El método de control mas utilizado para combatir a P horana es mediante sustancias
quimicas. Se han probado diferentes moléculas como el azoxystrobin ( (O’Neill y Pye, 1997;
Wojdyla, 1999b; Wojdyla, 2004), benodanil (Gullino et al., 1979; Dickens y Potter, 1983;
Dickens, 1990), clorotalonil (O’Neill y Pye, 1997), fenpropimorf (O’Neill y Pye, 1997),
kresoxim-metil (Wojdyla y Orlikowski, 1999), mancozeb (O’Neill y Pye, 1997), maneb (Pe1 y
Sun, 1981), myclobutanil (Bonde et al, 1995; Strider, 1995; Wojdyla, 2004), oxicarboxin
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(Gullino et al., 1979; Dickens y Potter, 1983), tridemorf (Pei y Sun, 1981), propiconazol
(Dickens, 1990), tetraconazole + clorotalonil (Wojdyla, 2004), tebuconazole + trieadimefon
(Wojdyla, 2004), bitertanol (Dickens, 1990) y triforin (Dickens, 1990). Aunque Wojdyla (2004)
comparando diferentes fungicidas en tratamientos preventivos y curativos, reporta que solo
los derivados de azoles o estrobilurinas tienen efecto cuando ya han aparecido los sintomas.
De manera practica, se han propuesto aplicaciones de miclobutanil como curativo, ademas
mancozeb y clorobutanil o bitertanol y tebuconazole, como sustancias quimicas de proteccion
(ICAMEX, 2003; UCIPM, 2010). En México se utilizan miclobutanil, tebuconazole,
propiconazol, bitertanol, triadimefon y bromuconazol (Huerta, 2000). Por lo tanto, debido a
su uso indiscriminado, no es de extranarse el surgimiento de resistencia. Akiko et al. (1977)
reportan en Japon aislamientos resistentes a oxicarboxin, lo mismo Pei y Sun (1981) y Yang et
al. (1992) en Taiwan. Cook (2001) reporta aislamientos ingleses resistentes a propiconazol,

miclobutanil y azoxystrobin.

Finalmente, poco se ha trabajado con métodos de control biologico, existen los casos de
manejo con Verticillium lecani (Srivastava et al., 1985; Whipps, 1993; Rodriguez-Navarro et al.,
1996), con Cladosporium sp. (Srivastava et al., 1985; Garcia-Velasco et al., 2005) o con
Aphanocladium album (Srivastava et al., 1985), aunque hasta el momento no han dado el salto a

la industria, ni han sido aplicados de manera extensiva en el cultivo de crisantemo.

Control biologico de enfermedades

El concepto de control biologico surge desde la entomologia en 1919, acunado por Smith
para indicar el uso de enemigos naturales introducidos o manipulados, para controlar insectos
plaga (Wilson y Huffaker, 1976). Para la fitopatologia, Cook y Baker (1984) lo definen como
“la reduccion de inoculo del patéogeno o su capacidad de producir enfermedad, mediante la
accion de uno o mas organismos, excluyendo al ser humano”, Nigam y Mukerji (1988) lo
expresan como “el uso de uno o mas procesos biologicos, con la finalidad de disminuir la
densidad de inoculo del patégeno o reducir sus actividades patogénicas”. Definiciones
bastante amplias que ofrecen un contexto, pero no puntualizan, por lo que para 1987 la
National Academy of Sciences (EUA) lo acotd a “el uso de organismos naturales o
modificados, sus genes o productos con el fin de reducir los efectos de organismos indeseables,

favoreciendo a organismos benéficos como cultivos, arboles, animales, microorganismos o
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insectos benéficos”. Hasta el momento, una definicion completamente aceptada de control
biol6égico y que incluya todas sus vertientes no existe, por lo que continua la discusion al
respecto. La definicion de la National Academy of Sciences, a mi parecer engloba todos los

requerimientos, por lo que serd la definicion utilizada en éste trabajo.

Se conocen dos vertientes dentro del control biologico de fitopatdogenos, el control clasico y el
control no clasico (Gnanamanickam et al., 2002). El control clasico se aboca a la utilizaciéon de
agentes antagonistas o competidores, ya sean residentes del agroecosistema, o de alguna
manera introducidos a éste (Narayanasamy, 2013). Asi, el antagonismo en todas sus vertientes
explota los mecanismos parasiticos, enzimaticos, antibioticos o de competencia por nutrientes
y espacio, de uno o varios organismos, en contra de un patégeno (Cook y Baker, 1983;
Gabriel y Cook, 1990; Couteaudier, 1992; Schippers, 1992; Pal y MacSpadden, 2006;
Narayanasamy, 2013). Especies como Agrobacterium radiobacter; “Irichoderma harzianum o 1
lignorum son ejemplo de casos de éxito, perteneciendo a algunas de las formulaciones
comerciales de control biologico utilizadas mundialmente (Butt e al., 2001; Desai et al., 2002;
Fravel, 2005). Pero asi mismo, el uso de inoculo “vivo” en diferentes formulaciones, como lo
requiere el control clasico, trae diferentes implicaciones y limitaciones, tales como la perdida
de patogenicidad, el efecto de la deshidratacion, el lavado por la lluvia, el dafio por radiacion
UV o el costo/beneficio para el productor y otras implicaciones socioeconoémicas (Whipps y

Lumsden, 2001; Yang y del Rio, 2002; Desai et al., 2002; Fravel, 2005).

En el control no clasico, la definicién de control biologico de fitopatoégenos, se vuelve mas
extensa y puede abarcar un gran nimero de aspectos. Generalmente engloba metodologias
en donde se explotan productos de otros organismos, se habla de compuestos naturales o de
enzimas presentes en filtrados o de la capacidad alelopatica de algunas plantas hasta la
utilizacion de extractos organicos concentrados (Yang y del Rio,2002; Narayanasamy, 2013).
Dentro del concepto anterior se incluye la aplicaciéon de materia organica dirigida en el suelo,
como la incorporaciéon de residuos de Tagetes erecta contra Naccobus aberrans y Meloidogyne
incognita (Zavaleta-Mejia, 2003), o residuos de brasicaceas en el cultivo de cebolla para la
reduccion de Sclerotium ceprworum (Narayanasamy, 2013), la asociacion con otras plantas como
Crotolaria lognirostrata junto con jitomate en contra de M. wmcognita (Villar y Zavaleta-Mejia,

1990), o T erecta para la reduccion de vectores de virus (Zavaleta-Mejia y Goémez-Rodriguez,
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1995), asi como la utilizaciébn de extractos organicos con actividad antifungica o

antibacteriana, provenientes de plantas u otros organismos (Narayanasamy, 2013).

En el control biolégico, la idea de utilizar a un organismo en contra de otro, en cualquiera de
sus formas, ofrece un acercamiento ambientalmente compatible y racional en el control de
enfermedades vegetales, reflejado en el interés cada vez mayor del consumidor en métodos
seguros de control de enfermedades (o plagas), que protejan al medio ambiente y que eviten
la resistencia de éstos organismos patoégenos (Erwin y Ribeiro, 1996; Whipps y Lumsden,
2001). Estos aciertos y complicaciones, implican que el control bioloégico necesita de un
estudio mas arduo, antes de que se vuelva completamente practico en todos los sentidos para
el manejo de las enfermedades vegetales. Se tiende a utilizar a cabalidad el método cientifico,
reduciendo todas las variables a una observable, particularmente en el control biologico esto
se vuelve un problema por que existen muchos factores biologicos, ambientales y de manejo
que trabajan en conjunto, tanto en el desarrollo de la enfermedad como en la efectividad de
los agentes de control biolégico, volviéndolo un método interdisciplinario (Campbell, 1989;
Erwin y Ribeiro, 1996). Finalmente, es claro que el control biologico no puede aplicarse como
una unica estrategia de manejo y mas bien debe de formar parte de un esquema de manejo
integrado, no so6lo de los patosistemas, si no del agroecosistema en conjunto, con el objetivo
de alcanzar mejores resultados en cuanto a rendimiento, calidad y sanidad, una empresa que

beneficia a todos.
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CAPITULO II

Especies del género Cladosporium Link
asociadas a Puccinia horiana Henn. en Villa

Guerrero, Estado de México

Introduccion

El género Cladosporium sensu lato es uno de los hongos mas comunes a nivel mundial aislado de
diversos sustratos; tradicionalmente incluye especies con habitos de vida muy diversos, desde
saprofitos hasta patégenos de humanos. En la actualidad, sélo la mayoria de las especies
saprofitas se incluyen dentro del género, descartando y reubicando en diversos géneros, a las
que presentan habitos de vida diferentes (Braun e al., 2003; 2012). Mas alla de su habito
saprofito, su asociaciéon con otros hongos, derivada de mecanismos de hiperparasitismo o
antagonismo ha sido descrita (Kiss, 2003; Assante et al., 2004). Una de las asociaciones mas
comunes, es la relacion entre Cladosporium spp. con diversas royas (Sharma y Heather, 1983;
Barros et al., 1999; Moricca et al., 2001; Assante et al., 2004), de lo cual surge la posibilidad de
utilizar algunas especies como potenciales agentes de control biologico (Moricca et al., 2001 y

2005; Garcia-Velasco et al., 2005).

Garcia-Velasco et al. (2003), reportaron en Villa Guerrero, Estado de México un aislamiento
de Cladosporium sp. eficaz como agente de control biologico, por lo cual en el presente capitulo
se determinan las especies de Cladosporium asociadas a la roya blanca (Puccinia horiana) del
crisantemo(Chrysanthemum x morifolium), como probables agentes de control biologico en la

misma localidad.
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Revision de Literatura

El género Cladosporium Link:Fr. descrito en 1816, es uno de los grupos mas grandes y
heterogéneos dentro de los ascomicetos-hifomicetos, incluia siete especies descritas por Link
(David, 1996; Dugan et al., 2004; Heuchert et al., 2005; Schubert et al., 2006; Bensh et al.,
2012) y actualmente se estima que pueden ser entre 100 y 540 especies (Prasil y de Hoog,
1988; Seifert et al., 2011). Segiin Dugan et al. (2004) existen 772 nombres publicados, lo que
muestra su complejidad taxondémica. Su heterogeneidad morfolégica y su clasificacion
molecular compleja, han llevado a plantear su origen polifilético (Bensh et al., 2012). Braun et
al. (2003) determinan que el teleomérfo de Cladosporium no pertenece a Mycosphaerella como se
creia, por lo que proponen un nuevo género: Davidiella, que es reconocido actualmente como
su teleomérfo. Estos géneros difieren entre si por la presencia de inclusiones caracteristicas en
las ascas y en el caso del anamorfo por no poseer la cicatriz caracteristica. El género
Cladosporium queda entonces englobado en la familia Davidiellaceae, dentro del orden
Capnodiales (Schoch et al., 2006), aunque en cuanto al nombre de la familia Hyde et al. (2013)
sostiene que el correcto deberia de ser Cladosporiaceae, debido a que tiene prioridad por

antigiiedad.

Actualmente se reconoce a Cladosporium herbarum (Davidiella tassiana) como la especie tipo del
género, morfolégicamente delimitado por un rasgo particular en las estructuras
reproductoras: un locus conidiogénico coronado y un hilum conidial compuesto de un domo
central convexo rodeado de un anillo periclinal, determinado como cicatriz tipo Cladosporium
(David, 1997; Dugan et al., 2004; Seifert et al., 2011; Schubert et al., 2006; Schubert et al.,
2007).

La correcta identificacion de las especies de Cladosporium se basa tanto en la morfometria de
diversas estructuras, como el conidiéforo y conidios tanto i vivo como i vitro (Seifert et al.,
2011; Bensh et al., 2012), asi como en la determinacién de relaciones filogenéticas apoyadas
principalmente en tres regiones del ADN: I'TS (ADNr Intergenic Transcribed Spacer + gen
5.85), ACT (gen parcial de actina) y TEF la (factor de elongaciéon la) como lo reportan
Bensh et al. (2010; 2012), aunque se han utilizado también otras dos regiones: parcial de
calmodulina y parcial de la histona H3 (Schubert et al., 2007). Ambas herramientas, son

consideradas una regla en la asignacion de especies dentro del género (Schubert et al., 2007).
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Hasta el momento no ha sido posible una clasificacién taxonémica intragenérica por la
complejidad del género, las propuestas de Krangauz (1970), Von Arx (1983) y David (1996)
para estos rangos no fueron aceptadas, sin embargo con los trabajos de Schubert ez al. (2007),
Zalar et al., 2007; Bensh et al. (2010) y Bensh et al. (2012) es claro que existen tres subclados
bien diferenciados, soportados por los complejos de especies: C. herbarum, C. cladosporioides y C.
sphaerospermum, por lo que no seria raro que en un futuro éstos sean la base para la

clasificacion intragenérica de Cladosporium.

Antiguamente cualquier hifomiceto dematiaceo con amerosporas o fragmosporas,
organizadas en cadenas acropetalas era asignado al género Cladosporium sensu lato (Dugan et al.,
2004) muchas especies quedaron fuera del género al momento de su revision, agrupandose en
los siguientes géneros: Ochrocladosporium, Rhizocladosporium, Hormoconis, Sorocybe, Cladophialophora,
Metulocladosporiella, Fusicladium, Rachicladosporium, Graphiopsis, Verrucocladosporium, Toxicladosporium,
Pericomiella, Zasmidium, Pseudocercospora, Ramularia, Passalora, Penidiella, Stenella, Davriesa y
finalmente Cladosporium s. str. (Braun et al., 2003; Bensh et al., 2012). Especies patogénicas del
hombre son ubicadas fuera de Cladosporium s. str, ya que su anamorfo pertenece a la familia
Mycosphaerellaceae, agrupandose dentro del género Cladophialophora (Dugan et al., 2004, de
Hoog et al., 2005). Por lo que Zalar et al. (2007) mencionan que seria necesario una
reexaminacion de todos los casos de Cladosporium asociado a casos clinicos, ya que en la
mayoria de ellos se ha demostrado que es un parasito oportunista. Por lo tanto dentro del
género se encuentran especies en su mayoria saprofitas, algunas patogenas de plantas,
excluyendo por ejemplo a C. fulvum (=Fassalora fulva), fungicolas (asociadas a otros hongos),
endofitas y en raras ocasiones parasitos oportunistas de especies animales (Heuchert et al.,

2005; Schubert et al., 2007; Zalar et al.; 2007; Bensh et al., 2010; Bensh e al., 2012).

Cladosporium asociado a otros hongos

Dugan et al. (2004) y Heuchert et al. (2005) ubicaron a las especies que utilizan a otros hongos
como sustrato (incluyendo hiperparasitas) encontrando 26 pertenecientes a Cladosporium s. str,
12 de las cuales son estrictamente fungicolas, 6 con reportes de asociacion o hiperparasitismo
pero con problemas taxonémicos en la tipificacion o identificacion y 8 con problemas en la
ubicacion taxonomica. Por otro lado en la monografia del género publicada por Bensh et al.

(2012) so6lo se reconocen a 19 especies realmente asociadas a otros hongos: dos especies
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asociadas a liquenes, ocho especies encontradas en ascomicetos (Capnodiales, Erysiphales,
Helotiales, Hypocreales y Taphrinales), 9 reportadas en basidiomicetos (Exobasidiales,
Pucciniales, Agaricales, Boletales, Polyporales y Russulales), incluyendo dentro de estas a C.
tenuissimum, C. herbarum, C. oxysporum y C. sphaerospermum, por los reportes de asociacion e
hiperparasitismo de estas especies con otros hongos, a pesar de sus estatus como saprofitos.
Muchas de estas especies reportadas y analizadas se les ha conferido un papel en el control
biologico (Moricca et al., 2001; Sharma et al., 2002; Assante et al., 2004; Moricca et al., 2005)

evaluando su hiperparasitismo o antagonismo contra otros hongos.

En el Cuadro 2.1 se resumen las especies reportadas como fungicolas, es decir asociadas a
otros hongos, aunque en muchos casos no queda claro su papel como saprofitos o como
micoparasitos, por lo que una revisién a detalle sobre la ecologia de estas especies se vuelve
necesaria, ya que en total se muestran 31 taxa, lo que difiere con lo reportado anteriormente
(Dugan et al., 2004; Heuchert et al., 2005; Bensh et al., 2012). Finalmente, muchas de las
especies de Cladosporium se han encontrado en diferentes especies de hongos como consta en
los reportes de colecta con fines taxondémicos, por ejemplo en Bensh et al. (2010) pero
quedando calificadas como saprofitas mas que como parasitas del hongo en el que se

reportan, por lo que su papel como hiperparasitos o antagonistas queda sin resolverse.

Cladosporium asociado a Puccinia horiana

Son pocos los reportes de Cladosporium en asociacién con Puccinia horiana. Srivastava el al.
(1985) reportan a C. sphaerospermum y a C. wredinicola con la posibilidad de parasitar las
teliosporas de P horiana en un 19% y 28% respectivamente, penetrando principalmente por el
poro de germinacion. Posteriormente Sheta (1996) reporta a Cladosporium uredinicola por
primera vez en embarques de crisantemo provenientes de Brasil con una incidencia de 10%
en pustulas infectadas. En México Garcia-Velasco, et al. (2005) encuentran a Cladosporium (sin
identificar la especie) asociado a P horiana, obteniendo una disminucién de la severidad pero
sin afectar la incidencia de esta enfermedad. Asi, surge la importancia de la determinacion
particular de las especies de Cladosporium en Villa Guerrero con potencial antagonista de P

horiana, como potenciales agentes de control biologico de la roya blanca del crisantemo.
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Cuadro 2.1. Especies de Cladosporium s. str. reportadas en asociacién con otros

hongos (Dugan et al., 2004; Heuchert et al., 2005 y Bensh et al., 2012).

Especie

Sustrato

Parasitismo

C. aeciducola

C. epichloés

C. epimyces

C. episclerotiale

C. exobasidu var. exobasidu

C. exobasidi var. verruculosum

C. gallicola

C. gerwasiae

C. lycoperdinum

C. phyllophilum

En aecias de royas:

Aecidium sp., Aecidium carneum, A.
cyparissiae, A. euphorbiae, A.
Jalcariae, A. lonicerinum, A. trollu,
Coleosporium campanulacearum, C.
tusstlaginis, Melampsora helioscopiae,
Puccimia sp., Puccinia agropyrina, P
circaeae, P coronata, P graminis, P
grandeliae, P passerinii, P
plragmatis, P smilacearum-
digraphidis, P tragopogi, P violae,
Uromyces sp., Uromyces laponicus,
U. limonai, U. pisi,

En estroma de Epicloé typhina

En agallas de Armillaria mellea,
Hypholoma sublatentum, Lactarius
sp. v Leucopaxillus gentianeus

En esclerocios de Sclerotinia
cinerea (=Monilinia laxa) y Suillus
bovinus

En Exobasidium rhododendri, E.
vaccinii,

En Exobasidium vaccinit var.
vaccinii

En Cronartium comandre,
Endocronartium harknessii y
Puccinastrum goeppertianum.
Posiblemente Cronartium
comgenum 'y C. coleosporoides

En Gerwasia sp.

En agallas de Gomphidius viscidus,
Lactarius volemus, Lepiota procera,
Lycoperdon sp., Piptoporus betulinus,
Polyporus sp., Scleroderma
tuberotdeum, Suillus bovinus

En Taphrina sp. incluyendo 7
pruny, I cerast, 'I. commumis, 1.
deformans
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Se ha encontrado asociado a
royas, pero su papel como
hiperparasito no se ha
demostrado hasta el momento.

Sélo se conoce un hospedante
pero aun asi sigue sin conocerse
su papel como hiperparasito.

No se ha reportado parasitismo
como tal, ya que solo se ha
encontrado sobre los hongos
reportados.

Se ha demostrado su papel
como hiperparasito.

Colonias en soros y en el tejido
vegetal deforme que rodea los
SOTros

No se ha reportado parasitismo
como tal, ya que solo se ha
encontrado sobre los hongos
reportados.

Parasitando el estroma de

Taphrina



Especie

Sustrato

Continua Cuadro 2.1

Parasitismo

C. taphrinae

C. antarcticum

C. sphaerospermum

C. wredinicola

C. cladosporioides

C. herbarum

C. urediniphilum

En Taphrina coerulescens

Encontrado en Caloplaca regalis

Asociado a algunos liquenes

En royas, Peronosporales y
Erysiphales; Chrysocyclusestr,
Cronartium fusiforme f. sp. quercum,
Erysiphe euonymi-japonict,
Gymnosporangium nelsoni, G. sabine,
Melampsora coleosporoides, M.
laricis-populina, Peronospora
arborescens, P gaeumanii,
Phragmidium sp., Phyllactinia
angulata, P guttata, Puccinia
artemisicola, P cestri, P coprosmae,
P. horiana, P jaceae, P
malvacearum, P melanocephala, P
recondita, Tranzschelia pruni-
spinosae, Tiphragmium ulmariae

Es un hongo saproéfito y en
ocasiones enddfito cosmopolita.
En ocasiones se ha reportado en
Rhyzopus oryzae, Cantharellus
ctbarus, Golovinomyces cichoracearum

Es un hongo saprofito
cosmopolita. Se ha reportado
asociado con otros hongos
fungicolas como C. aecidiicola y
C. episclerotiale. Encontrado
también en Lenzites applanata
Mitophora semilibera, Amanita
rubescens, Scleroderma sp., Clitocybe,
Cantharellus ctbarius, Laccaria sp.,
Gomphidius sp., Hypholoma sp.,
Lepiota sp., Panus conchatus, Boletus
sp. y Polyporus sp.

En soros de Uredo cyclotrauma

27

Crece entre y sobre las ascas de
Taphrina, en comparaciéon con la
especie de Cladosporium anterior

Se desconoce mas de la ecologia
de esta especie

Se desconocen ejemplares de
herbario, sélo se conoce el
reporte.

Se reconoce como parasito de
soros de diferentes royas y
micelio de Peronosporales y
Erysiphales

Aunque se ha encontrado
asociado a algunos hongos, no
hay ejemplar de herbario
parasitando otros hongos

No se conoce su papel como
parasito, asi mismo los limites
taxonémicos de la especie no
estan tan claros por lo que
podria haber errores en la
identificacion.

Falta de informacién en el
ejemplar tipo, estatus
taxonomico dudoso



Especie

Sustrato

Continua Cuadro 2.1

Parasitismo

C. oxysporum

C. pannosum

C. lenuissimum

C. argillaceum

C. fungorum

C. herbarum [ sp. parasiticum

C. lophoermai

C. penicilloides

C. phyllachorae

C. spongiosum

C. stromatum

C. tuberculatum

C. umbrinum

C. phyllactinicola

De amplia distribucion
generalmente en zonas
tropicales y subtropicales como
saprofito. Se ha encontrado en
Phyllactinia moricola y Melampsora
cthata

Probablemente en Chaetophorma
musae, aunque no existe
ejemplar de herbario

Los ejemplares de herbario que
se han revisado resultan ser
confusiones con C. uredinicola.
aunque se encuentra reportado
en Cronartium flaccidum y
Peridermium pinty Uromyces
appendiculatus

Encontrado en un mixomycete
marchito

Reportado en Dematium herbarum
J3- fungorum y Polyporus sp.

Encontrado en ascas de Taphrina
tosquinetit

Reportado en apotecios de
Lophodermium pinastrum

Reportado en Tubercularia
granulata y T vulgaris

En Phryllacora apoensis

En Oudium dendrophthoae

En Eutypa lejoplaca

En Gytospora leucosperma

En Agaricus olearius y Lactarius sp.

En chasmotecios de Phyllactinia
guttata
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A pesar del conocimiento de su
habito de vida en general, si se
le reconoce como hiperparasito
de las dos especies de hongos
con las que se ha encontrado
asociado

Se desconoce la ecologia de esta
especie

Al parecer los eventos de
hiperparasitismo de estas
especie se han confundido con
los de la especie C. uredinicola,
aunque algunos autores
demuestran su caracter como
hiperparasito

Se desconoce su estatus y su
ecologia

Posible confusion con C.
herbarum, C. cladosporoides o C.
epimyces

No se conoce otro ejemplar mas
que el ejemplar tipo, pudiendo
confundirse con otras especies

de Cladosporium

Se desconoce su estatus
taxonomico

Se desconoce su estatus
taxonomico, debido a la
sinonimia de la especie y los
pocos ejemplares de herbario

Se desconocen ejemplares de
herbario. Estatus dudoso.

Los materiales analizados
corresponden a C. uredinicola.
Estatus dudoso

Estatus dudoso ya que no existe
ejemplar de herbario

Estatus taxonémico dudoso

Ejemplar parece ser
corresponde a C. herbarum

Estatus taxonémico dudoso



Objetivo

Obtener e identificar morfoldgica y molecularmente, aislamientos de Cladosporium, asociados a

pustulas de Puccinia horiana, como potenciales agentes de control biologico en Villa Guerrero,

Estado de México.

Materiales y Métodos

Colecta. Se efectuaron dos recolectas (Enero Octubre, 2014) de hojas de
b
crisantemo cv. spider con lesiones causadas por la roya blanca, tanto con signos de
hiperparasitismo como pustulas “sanas”, en un invernadero comercial de crisantemo en Villa
b

Guerrero, Estado de México (coordenadas: 18.957119, -99.660013).

Aislamiento. A partir de las pustulas de Puccinia horiana parasitadas se obtuvieron
cultivos monosporicos de Cladosporium, mediante la obtenciéon de una suspension de esporas en
1 mL de agua estéril, depositada en una caja de Petri con agar 2% dejando por 24 h a 25°C
(Crous et al., 2009), posteriormente se reviso y las colonias incipientes provenientes de una sola
espora se tomaron y se transfirieron a medio PDA 2% (Papa Dextrosa Agar, Bioxon©O,
México). A los 7 dias las colonias se separaron por morfologia, obteniendo cuatro aislamientos

diferentes, determinados: DETSCIA, DETSC1B, DETSCO02 y DETSCO3.

Identificacion morfologica y cultivo. Con los cuatro aislamientos obtenidos
(DETSCIA, DETSC1B, DETSCO02 y DETSCO03), se siguieron los métodos de identificacion
de Schubert et al. (2007) y Bensh et al. (2012). Para determinar las caracteristicas de las
colonias, se cultivaron en los medios: PDA 2% sintético (Bioxon®), Extracto de malta-Agar
2%(MEA 2%, Bioxon®), Avena-Agar 2% (OA 2%, avena comercial y Agar Bioxon®)
manteniéndose en oscuridad a 24°C por 14 dias. Se document6 la apariencia y los colores con
las tablas de Munsell (1994). Para el caso de la morfologia de las estructuras reproductoras, los
aislamientos se crecieron en medio SNA (Synthetic Nutrient Poor Agar, Crous et al., 2009) por
7 dias en oscuridad a 24°C, se realizaron preparaciones con cinta adhesiva transparente y una
gota de glicerol en un portaobjetos, para su observaciéon al microscopio. Se midieron 40
conidios (largo y ancho) y 20 conidiéforos (ancho), se fotografiaron en un fotomicroscopio

Carl Zeiss, se describieeron siguiendo la terminologia utilizada por Schubert et al. (2007).
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Obtencion de ADN y amplificacion por PCR. A partir de los cuatro aislamientos
antes mencionados, cultivados en medio PDA 2% (Bioxon®) por 14 dias, 22°C y luz/
oscuridad 12h, se obtuvo el micelio y mediante la metodologia de Falcon y Valera (2007) se
extrajo el ADN. La pastilla obtenida se disolvi6 en agua desionizada estéril, se estim6 y
verifico su calidad en espectrofotometro (NanoDrop N100°). Con el DNA obtenido se
amplificéd la region ribosomal I'TS (Internal Transcribed Spacer) junto con la regiéon 5.8S, las
regiones parciales de actina (ACT) y factor de elongacion 1-a (TEF 1-a). Las secuencias de los
iniciadores utilizados se muestran en el Cuadro 2.2. La mezcla de reaccion y las condiciones
de amplificacion fueron las reportadas por Bensh et al. (2012), en un termociclador Techne
TC3000 (Techne). Los fragmentos amplificados se corrieron en un gel de agarosa 1.5%, (90
V/45 min.) y como marcador de peso molecular de referencia se utiliz6 el 1 kb (Axygen® 1kb
Ladder DNA Marker). El gel se observo en un fotodocumentador (Geldoc 2000, BioRad)
para visualizar las bandas obtenidas y su correlaciéon con el marcador de peso molecular. Los
productos amplificados se purificaron con un kit (Wizard® SV gel and PCR clean up system,
Promega) y se mandaron a secuenciar en ambos sentidos al Instituto de Biotecnologia,
UNAM (Cuernavaca, Morelos).

Cuadro 2.2. Iniciadores utilizados para la amplificaciéon de la region ITS1-5.8 ADNr-
ITS2 y regiones parciales de actina y de factor de elongacién. Sintetizados en el Instituto de

Biotecnologia, UNAM (Cuernavaca, Morelos)
Region Nombre Secuencia (5°-3") Referencia
ITS ITS 1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG White et al., 1990
ITS 4 GCTGCGTTCTTCATCGATGC White et al., 1990
ACT(region parcial)  ACT-512F ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC  Carbone y Kohn, 1999
ACT-783R TACGAGTCCTTCTGGCCAT  Carbone y Kohn, 1999
TEF la EF1-728F  CATCGAGAAGTTCGAGAAGG  Carbone y Kohn, 1999

(regién parcial)
EF1-986R  TACTTGAAGGAACCCTTACC  Carbone y Kohn, 1999

Analisis y Filogénia. Para confirmar la identidad de los aislamientos, las secuencias
obtenidas (Anexo I) se analizaron por BLAST (NCBI). Se corroboraron las secuencias con el
programa 4Peaks®, posteriormente se ensamblaron y editaron con el programa CLC
sequence viewer7®. Las secuencias obtenidas se compararon con 43 secuencias reportadas

por Bensh et al. (2010; 2012) depositadas en el GenBank (Anexo I). El conjunto total de
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secuencias para cada region se alinearon por medio de ClustalW y con Mesquite v.3.01
(Madison y Madison, 2014) se concatenaron las tres regiones en una sola matriz. Con
jModelTest 2.1.7. (Darriba et al., 2012) se determin6é el mejor modelo de sustitucion

nucleotidica para cada particion utilizando el criterio de informacién de Bayesiano (BIC).

El analisis filogenético se estim6 por métodos bayesianos utilizando BEAST v.1.8.1.
(Drummond et al., 2012) y métodos Monte Carlo con cadenas de Marcov de cuatro cadenas,
comenzando con una topologia al azar hasta 20 millones de generaciones, salvando los
arboles cada 1,000 generaciones resultando en 20,001 arboles generados. Se analizaron los
resultados con Tracer v.1.6. con lo que el “burn in” se fij6 en 2 millones de generaciones,
después los valores se volvieron estacionarios. Los arboles resultantes fueron analizados en
TreeAnnotator v.1.8.1., el resultado se visualizo y edité en Figlree v.1.4.2. Para evaluar la
estabilidad de cada clado, se utilizé6 el método de Neighbor-Joining utilizando el mismo
modelo de sustitucién nucleotidica y 1,000 generaciones en bootstrap en el programa
MEGAG6 (Tamura et al., 2013). Ya que la regiéon I'TS tiene una resoluciéon limitada, solo se

utiliz6 ACT y TEF como marcadores de referencia (Anexo II).

Prueba de antagonismo. Se obtuvieron hojas infectadas con P horiana de un
invernadero comercial en Texcoco, Estado de México. Las hojas se desinfestaron con una
solucion de cloro 3% por 3 min y un lavado triple con agua destilada estéril. Se realizé un
tratamiento con el antagonista asperjado sobre P fhoriana, ademas de controles con P horiana
asperjada con agua destilada estéril y hojas sin P horiana asperjadas con Cladosporium. Por
tratamiento en camara humeda se colocaron 10 hojas (provenientes de 5 plantas diferentes),
con severidad por arriba del 30% de P foriana (Barbosa et al. 2006). A las hojas se les aplico
una suspension de 2 x 10° conidios/ml (0.01% Tween20) de los cuatro diferentes aislamientos
obtenidos. Se mantuvieron en camara hiimeda por 4 dias a temperatura ambiente. Cada hoja
se consider6 una repeticion, a partir de esto, se calculd el porcentaje de asociacion de las
diferentes cepas de Cladosporium con las pustulas de P foriana. Se realiz6 una prueba ANOVA,
la distribucion normal fue verificada con la prueba de Shapiro-Wilk [P>0.05] y la
homogeneidad de varianzas con la prueba de Levene [P>0.05]. Las diferencias entre las
medias se calcularon con la prueba post hoc Ryan-Einot-Gabriel-Welch, basada en una

prueba de F [P>0.05]. Todos los analisis se realizaron en SPSS Statistics 21.0°.
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Resultados

Los cuatro aislamientos pertenecen al género Cladosporium (Cladosporiaceae o Davidiellaceae:
anamorfo Davidiella), basados en las claves de Brown y Crous contenidas en Crous et al., 2007;
Seinfert et al., 2011 y Bensh e al., 2012, mismas que consideran conidiéforos pigmentados,
bien diferenciados y desarrollados, loci bien diferenciados, multiples y altamente

pigmentados, asi como conidios aseptados (Fig 2.1).

En cuanto al analisis filogenético, se obtuvo un alineamiento total de 47 taxa, con una matriz
conjunta de 908 caracteres (incluyendo gaps), a partir de TEF (190 caracteres), ACT (231
caracteres) e I'TS (487 caracteres), incluyendo a los grupos externos Cercospora beticola, C.
sphaerospermum 'y C. herbarum. Los mejores modelos de sustitucién nucleotidica fueron: para I'TS
y ACT, el K80+G; para TEF el mejor fue GTR+G. Estos modelos se utilizaron para evaluar

la consistencia de los arboles obtenidos, mediante Neighbour-Joining.

N\ 25 pm '.,:, vy s 5 25 pm

C.)
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) (; < : ’ L
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Figura 2.1. Morfologia del conidi6éforo y conidios de especies de Cladosporium aisladas
a partir de P. horiana. A) C. cladosporoides DETSCI1A), B) C. cladosporoides DETSC1B), C) C.
delicatulum (DETSCO02), D) C. pseudocladosporoides (DETSCO3).
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Basados en la morfologia in vitro, detallada en la Fig. 2.1 y 2.2, la identificacion a especie con
las claves de Bensh e al (2010; 2012), asi como el analisis molecular de tres regiones
genomicas (nimeros de accesion en el Anexo I), los cuatro aislamientos obtenidos:

DETSCIA, DETSCI1B, DETSC02 y DETSCO03 corresponden a tres especies bien definidas.

A continuacion se detalla su descripcion.

Cladosporium delicatulum Cooke

A esta especie pertenece el aislamiento DETSCO02, con las siguientes caracteristicas. Micelio
inmerso, liso, septado y color café claro. Conidi6foros pigmentados bien diferenciados,
definidos, lisos, solitarios, terminales o laterales, erectos, en ocasiones septados y ramificados

(ancho: 5.39-4.30-3.41 pm), con células conidiogénicas no diferenciadas y terminales, con 1-4

MEA PDA OA

C. cladosporoides
(DETSC1A)

C. cladosporoides

(DETSCIB)

C. delicatulum

(DETSC02)

C. pseudocladosporoides
(DETSCO03)

Figura 2.2. Morfologia de las colonias de Cladosporium aisladas en asociacién con P.
horiana, con tres medios de cultivo diferenciales. MEA=extracto de malta agar, PDA= papa
dextrosa agar, OA= avena agar
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loci engrosados y mas oscuros en el apice. Ramoconidios cilindrico-oblongos, lisos, café claro,
originandose del conidiéforo, en ocasiones | septo, caracteristicos por tener mas de una
cicatriz engrosada en alguno de los extremos (17.82-10.86-7.02 x 4.22-3.59-3.08 pm). Es
dificil distinguir entre ramoconidios primarios, secundarios, etc. Conidios numerosos,
catenados, cadenas de hasta 5 esporas, terminales: globoso, subgloboso a obovoide,
intercalares: limoniforme, elipsoidal, ovoides a obovoides, café claro, aseptados
(5.44-4.16-2.19 x 4.9-2.74-1.93 pm), lisos con hila conspicuos oscuros y engrosados,

generalmente 1 en cada extremo. Fig. 2.1.

Las colonias en MEA son flocosas, micelio inmerso y difuso, gris olivo oscuro, al reverso
olivaceas oscuras, sin exudados. En PDA superficie completamente aterciopelada, gris
olivaceo oscuro, al reverso olivo oscuro, sin micelio aéreo, sin exudados. En OA
aterciopeladas a polvorientas, gris oscuro, al reverso gris olivo oscuro, sin micelio aéreo, sin

exudados. Esporulacion profusa en todos los medios. Fig. 2.2.

Respecto a la identificacién molecular, en los resultados de BLAST (NCBI), para todas las
regiones amplificadas se obtienen porcentajes de identidad con Cladosporium delicatulum del
100% y con valores de E muy cercanos a 0.0. En el analisis filogenético se incluyen los tinicos
11 aislamientos de C. delicatulum reportados, provenientes principalmente de sustratos no
biologicos (Anexo I). Nuestras secuencias se agrupan con altas probabilidades posteriores
(0.99) a los otros 11 aislamientos, con consistencia en Neighbor-Joining (Anexo II); asi mismo
se observa una separaciéon de nuestro aislamiento en la base del grupo, igual sostenida por
valores cercanos a 0.99. Esta especie es monofilética, claramente divergente dentro de las
especies estudiadas y estrechamente relacionada, con valores cercanos a 0.97, al linaje 4 de C.

cladosporioides y con valores cercanos a 0.99 a los linajes 1 y 2 de C. cladosporioides. Fig. 2.3

Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries

A esta especie pertenecen los aislamientos DETSCIA y DETSCIB, con las siguientes
caracteristicas. Micelio inmerso, liso, septado, y subhialino. Conidiéforos pigmentados bien
diferenciados, solitarios sin ramificaciones, lisos, terminales o laterales, erectos (ancho,

DETSCIA: 3.63-3.1-2.77pm; DETSCI1B 3.83-3.44-2.91 pm), con células conidiogénicas no

diferenciadas terminales, 3-4 loci engrosados y oscuros en el apice. Ramoconidios cilindrico-
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oblongos, lisos, café claro originandose del conidi6foro, caracteristicos por tener mas de una
cicatriz engrosada en alguno de los extremos (DETSCIA: 18.15-9.27-5.47 x 3.83-2.96-2.43
pm; DETSCIB: 30.2-12.43-6.39 x 3.41-2.74-2.34 pm). Es dificil distinguir entre
ramoconidios primarios, secundarios, etc. Conidios numerosos, catenados de hasta 9 esporas,
cadenas ramificadas, terminales: ovoides, obovoides a subglobosos, intercalares: limoniformes,
ovoides a obovoides (DETSCIA: 5.02-4.08-2.94 x 2.94-2.18-1.77 pm; DETSCIB:
5.55-4.20-2.80 x 3.37-2.28-1.59 pm), café claro, aseptados, con hila engrosados y conspicuos,

generalmente 1 en cada extremo. Fig. 2.1.

Las colonias en medio MEA flocosas, olivaceas oscuras, al reverso oliviceas oscuras, micelio
mmerso y difuso, sin exudados. En medio PDA olivaceas (DETSCIA) a gris-olivaceas
(DETSCI1B), al reverso olivo oscuro, superficie plana aterciopelada, en ocasiones plegada al
centro, micelio aereo agrupado sélo formado en DETSCIA, sin exudados. En OA
polvorientas a aterciopeladas, olivaceas a gris-olivaceas, al reverso gris olivaceas, micelio aereo
en DETSCIA, sin exudados. Esporulacion profusa en todos los medios. Debido a estas
caracteristicas diferenciales, particularmente en PDA y OA, nos permitimos mencionar la
presencia de dos cepas (DETSCIA y DETSCI1B), que seran trabajadas independientemente.
Fig. 2.2.

Respecto al analisis molecular mediante BLAST (NCBI), indicé para todas las regiones
porcentajes de identidad con Cladosporium cladosporioides por arriba del 98% y con valores de E
muy cercanos a 0.0. En el analisis filogenético, se incluyen 16 aislamientos de C. cladosporioides
provenientes de diversos sustratos (Anexo I). Nuestras secuencias se agrupan con altas
probabilidades posteriores en el “core” de C. cladosporioides (Fig. 4), consistencia verificada por
Neighbor-Joining de cada una de las regiones (Anexo II). Dentro del core se encuentran tres
grupos principales, todos ellos apoyados por probabilidades posteriores cercanas a 0.99, el
primero agrupa a solo 3 aislamientos obtenidos a partir de hongos, incluyendo los nuestros. El
segundo grupo definido por las secuencias tipo, agrupa a aislamientos asociados a plantas,
finalmente el tercero agrupa a aislamientos provenientes de hongos y plantas, pero con una
probabilidad posterior de 0.67 en relacién a las secuencias tipo C. flenuissimum, especie
utilizada como guia por sus reportes de hiperparasitismo de royas y produccién de un tipo
particular de metabolitos secundarios. Los otros aislamientos se encuentran en la base del

arbol relacionados con C. delicatulum, agrupados en tres linajes claros,
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Figura 2.3. Analisis filogenético de las especies de Cladosporium asociadas a Puccinia
horiana. Consenso de 20 001 arboles generados por analisis bayesiano de secuencias obtenidas de
Bensh et al. (2010; 2012) y las generadas el presente trabajo. Con un alineamiento concatenado de
ITS, ACT, TEE. Probabilidades posteriores de los clados reportadas en los nodos. En la clave se
muestran los detalles del sustrato donde fueron aisladas esas cepas. El arbol fue enraizado con
secuencias (ITS, ACT, TEF) de Cercospora belicola, asi mismo se encuentran los aislamientos tipo de
Cladosporium herbarum y C. sphaerospermum y C. tenuissimum.
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por lo que C. cladosporioides resulta ser polifilético. Fig. 2.3.

Cladosporium pseudocladosporioides Bensh, Braun & Crous

Finalmente, el aislamiento DETSCO3 corresponde a esta especie, con las siguientes
caracteristicas. Micelio inmerso, liso, septado y subhialino. Conidi6éforos pigmentados bien
diferenciados, solitarios, sin ramificaciones, en ocasiones septados, terminales o laterales,
erectos (ancho: 4.57-3.44-2.21 pym) y lisos; células conidiogénicas no diferenciadas, terminales,
3-4 loci bien diferenciados y engrosados. Ramoconidios cilindrico-oblongos, lisos, café claro
originandose en el conidiéforo, caracteristicos por tener mas de una cicatriz engrosada en
alguno de los extremos (38.23-13.94-7.37 x 4.76-3.57-2.43 pm). Es complicado distinguir
entre ramoconidios primarios, secundarios, etc. Conidios numerosos, catenados de alrededor
de 6 esporas, cadenas ramificadas, aseptados (7.59-5.64-4.08 x 3.97-2.76-1.82 pm),
terminales: obovoide, ovoide a elipsoide, intercalares: limoniforme a elipsoide, lisos, café claro,

con hila engrosados y conspicuos, generalmente uno en cada extremo. Fig. 2.1.

Las caracteristicas de las colonias en medio de cultivo MEA son flocosas, olivaceas oscuras, al
reverso olivaceas oscuras, micelio inmerso y difuso, sin exudados. En medio PDA de
aterciopeladas a polvorientas, en ocasiones plegada al centro, olivo a olivo oscuro con los
margenes mas oscuros, al reverso café rojizo, sin micelio aéreo ni exudados. En medio OA
aterciopeladas a polvorientas en el margen, al centro micelio inmerso, gris a café grisaseo, al

reverso café rojizo. Esporulacion profusa en todos los medios. Fig. 2.2.

En cuanto a la identificacion molecular, los resultados de BLAST (NCBI), para todas las
regiones obtienen porcentajes de identidad con Cladosporium pseudocladosporioides por arriba del
99% vy con valores de E muy cercanos a 0.0. En el analisis filogenético se incluyen 14
aislamientos de C. pseudocladosporioides provenientes de diversos sustratos (Anexo I). Nuestras
secuencias se agrupan con altas probabilidades posteriores con los otros 14 aislamientos,
consistencia verificada por Neighbor-Joining de cada una de las regiones (Anexo II). La
especie parece ser monofilética, pero dentro se encuentran tres grupos principales bien
soportados estadisticamente. Nuestro aislamiento se agrupa con otro obtenido a partir de
material vegetal, formando una sola rama, aunque efectivamente diferentes por valor cercano

a 0.99. El grupo anterior se separa en la base con los otros dos grupos por un valor de 0.99.
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El segundo y tercer grupo estan bien soportados por un valor de 0.84, dentro del segundo
podemos observar aislamientos provenientes de una diversidad de sustratos, mientras que en

el tercer y dltimo en su mayoria se encuentran aislados de material vegetal. Fig. 2.3.

Aunque se identificaron tres especies distintas (cuatro aislamientos), la Fig. 2.4 y 2.5. muestran
que sélo C. cladosporiovdes y C. pseudocladosporiordes se asociaron de manera significativa y causan

los signos observados sobre Puccinia horiana.

CONTROL4 —— a
C. delicatulum4  —— a
C. pseudocladosporioides — b
C. cladosporioides C1BH — b
C. cladosporioides C1A- — b
© o © & ® ,\QQI

% de asociacion

Figura 2.4. Porcentaje de parasitismo de las diferentes especies y aislamientos de
Cladosporium en pustulas de Puccinia horiana. Como control se muestra el porcentaje de
pustulas parasitadas so6lo con agua destilada estéril. Entre cada tratamiento, columnas con letras
diferentes indican diferencias significativas, P<0.05 (REGW-F). Las barras representan el error
estandar.

F

IIXZ2X’

Figura 2.5. Parasitismo de diferentes especies y aislamientos de Cladosporium en
pustulas de Puccinia horiana. A) Control sin roya, sélo se muestra una hoja en donde se aplico
C. cladosporioides DETSCI1A, aunque ninguna especie/aislamiento parasito las hojas de crisantemo
sanas; B) Control con roya y agua+0.01% Tween20; C) Tratamiento con C. cladosporioides DETSCI1A,;
D) Tratamiento con C. cladosporioides DETSCI1B; E) Tratamiento con C. pseudocladosporioides
DETSCO03; F) Tratamiento con C. delicatulum DETSCO02.
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Discusion

Aunque en su mayoria el género Cladosporium es reconocido como saprofito, hay excepciones
de importancia agricola (Hyde et al., 2013), como C. cucumerinum, que causa lesiones foliares en
cucurbitaceas (Laborda y Maxwell, 1976), C. caricinum que afecta al género Carica (Bensh et al.,
2012) o de importancia ornamental como C. colocasiae afectando al género Colocasia (Holcomb,
1989) v C. heterophragmatis que causa dano foliar en Heterophragma adenophyllum (Schubert y
Braun, 2004), por lo que la identificacién precisa de sus miembros no es un asunto trivial. Asi,
se ha propuesto dejar de lado las caracteristicas morfologicas para la identificacion a nivel de
especie debido a su plasticidad y complejidad, abriendo paso a la clasificaciéon basada en
marcadores moleculares con ADNr-ITS, ACT y TEF dtiles en la reorganizacion y asignacion
moderna de especies de Cladosporium (Schubert et al., 2007; 2009; Bensh et al., 2012; Hyde et
al., 2013).

La region ITS a rangos intraespecificos no muestra una efectiva diferenciacion (Zalar et al.,
2007; Bensh et al., 2010), por lo que aunque es un buen apoyo para la distinciéon a rasgos
genéricos, su uso es limitado. Asi, se ha propuesto la utilizaciéon de genes codificantes de
proteinas, debido a la resoluciéon intraespecifica que poseen (Schoch et al, 2012).
Particularmente TEF, que generalmente posee una sola copia en el genoma vy sintetiza el
factor de elongacién de la traducciéon, molécula que controla la tasa y fidelidad de la sintesis
de proteinas (Roger et al., 1999; Helgason et al., 2003), y ACT, que igualmente posee una sola
copia en el genoma vy codifica la actina, una proteina del citoesqueleto. Ambos marcadores
son altamente conservados, aunado a que su variabilidad intraespecie es muy baja, por lo que
son preferidos en la tipificaciéon molecular de hongos (Voigt y Wostemeyer, 2000; Helgason et
al., 2003). Voigt y Wostemeyer (2001) analizando la filogénia de los Zygomycetes menciona
que la utilizacién de ambas regiones da como resultado una buena resolucién filogenética,
ademas de que es posible su concatenacion con ADNr (i.e. ITS), robusteciendo asi la
informacion filogenética. En nuestro caso, solo ACT y TEF se utilizan para el soporte de los
clados, efectivamente congruentes para todas las especies (Anexo II), hecho también

reportado por Bensh et al. (2010).

Basados en lo anterior y en la imposibilidad de que la morfologia explique la diversidad de

especies en el género Cladosporium, actualmente el concepto de “especie filogenética” ha
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mostrado ser por demas util. Definiéndola como “el taxin menos inclusivo reconocible en una
clasificacion, cuyos organismos se agrupan debido a la evidencia de monofiha” (Seinfert et al.; 2011;
Morrone, 2013). Ligado con lo anterior, el género es reconocido por la presencia de especies
cripticas, definidas como “especies filogenéticas pero distintas genéticamente, que no pueden ser distinguidas
usando caracteres morfoldgicos” (Seinfert et al., 2011; Bensh et al., 2012). En este contexto, las
especies identificadas en éste estudio se agrupan en un sélo complejo de especies dentro de
Cladosporium, el complejo definido por Cladosporium cladosporioides, confirmando la agrupacion
previamente reportada por diversos autores (Schubert et al., 2007; Zalar et al., 2007; Bensh et
al., 2010; 2012).

El aislamiento DETSCO02, corresponde a Cladosporium delicatulum, originalmente descrita en
hojas muertas (Cooke, 1876), asi mismo se ha aislado de frutos, tallos o tubérculos muertos y
en lesiones causadas por otros hongos (Bensh e al.,, 2012), por lo que es una especie
reconocida en su totalidad como saproéfita (Bensh ez al., 2010). Esta condicion se ve reflejada
en el nimero de aislamientos provenientes de fuentes como polvo, viento o rocas (Anexo I).
Asi mismo, es cosmopolita, con aislamientos de Asia (Iran, China, India y Taiwan), Europa
(Francia, Alemania y Dinamarca) y América (EUA, México y Uruguay) segin Bensh et al.

(20105 2012), Amirmijani ez al. (2015) y Gémez-Cornelio et al. (2012).

Morfolégicamente el aislamiento DETSCO02 presenta ramoconidios y conidios un poco mas
pequenos que los reportados para C. delicatulum, aunque con las demds caracteristicas
morfologicas distintivas (Bensh et al., 2012), pero se distingue de las otras especies analizadas
por la presencia de conidiéforos ramificados y conidios mas globosos que los limoniférmes
tipicos de C. cladosporioides y C. pseudocladosporioides. Asi entonces el aislamiento DETSCO02 de C.
delicatulum se agrupa con los obtenidos de Bensh e al (2010), aunque con una clara
diferenciacion en la base del clado atribuible a las diferencias poblacionales que existen entre
los aislamientos europeos (provenientes de Alemania y Dinamarca; Anexo I) con el mexicano.
El aislamiento europeo proveniente de Puccinia bromina spp. symphyti-bromarum (CPC13148), no
se encuentra relacionado con el obtenido de P horiana, lo que junto a la topologia del arbol,
indica que el habito saprofito prevalece en la especie y que ambos aislamientos, podrian ser
consecuencia de su capacidad de colonizar lesiones causadas por otros hongos (Bensh et al.,
2010; 2012). Afirmacién sostenida por el porcentaje de parasitismo en Puccinia horiana, asi esta

especie podria aprovecharse del efecto de las otras especies aisladas, invadiendo de forma
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secundaria. O bien alimentarse del tejido vegetal muerto, gracias al dano excesivo en ultimos

estadios de la epidemia causada por P horiana.

Por otro lado, los aislamientos DETSCIA y DETSCIB, corresponden a Cladosporium
cladosporioides, una de las especies de hongos mas comunes, cosmopolitas y saprofitas que
existen, tan es asi que su determinaciéon exacta ha llevado a muchos problemas.
Morfologicamente nuestros aislamientos coinciden con lo reportado (Bensh et al, 2012),
aunque el ancho del conidiéforo es mas delgado. En cuanto a los dos aislamientos obtenidos,
la diferencia radica en la posibilidad de que DETSCIA forme micelio aéreo a los 14 dias, que

podria estar relacionado con la plasticidad morfolégica de las especies de Cladosporium.

Originalmente C. cladosporioides fue aislada de hojas de invierno de Hydrangea sp. y reasignado a
partir de aislamientos provenientes de aire encerrado (Bensh et al., 2010), se ha encontrado
principalmente en plantas marchitas o como invasor secundario de tejido necrotico, asi
mismo se ha aislado como endéfito, de viento, suelo, alimentos, material de construccién,
agua y muchos otros sustratos mas (Bensh e al, 2010; 2012). Esta diversidad de sustratos se
ven reflejados en las secuencias obtenidas de Bensh et al. (2010, Anexo I). En realidad Bensh et
al. (2010) la circunscriben como un complejo de especies indistinguibles morfolégicamente,
pero definidas filogenéticamente, por lo que logran determinar 22 nuevas especies dentro de
C. cladosporiowdes s. lat., siendo la razon de que se incluyan los linajes 1, 2, 4 y el “core” de la
especie en nuestro andalisis, con la finalidad de determinar si nuestros aislamientos estan
relacionados con alguno de los linajes o a lo que se conoce como C. cladosporiowdes s. stz Debido
a que lo que Bensh ¢t al (2010) definia como linaje 3, ahora es la especie definida C.
perangustum. Estos linajes externos, se encuentran mas relacionados con C. delicatulum, que con
C. cladosporiowdes s. str., como ha sido reportado previamente (Bensh et al., 2010, Anexo II), lo
que apoya la idea de que C. cladosporioides es polifilética, asi el linaje 2, se encuentra so6lo
definido por cepas micofilicas, obtenidas a partir de Puccinia alli y Leptosphaeria sp. y el linaje 4

por cepas aisladas de plantas de cereza y Paconia obovata (Anexo I).

Los aislamientos DETSCIA y DETSCIB corresponden a C. cladosporioides s. str., agrupados
junto a C. tenwissimum, entonces se podria hablar de la posibilidad de una diferenciacion
debido a los habitos de vida, ya que se muestran 3 clados, 2 de ellos bien soportados. El

rimero de ellos con un valor de 0.67, son aislamientos relacionados a C. lenuissimum
) b
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obtenidos a partir de material vegetal y en asociaciéon con chaesmotecios de Phyllactinia guttata
(Anexo I). El siguiente grupo, con un valor de 0.99, se caracteriza por presentar en su mayoria
aislamientos provenientes de material vegetal, incluyendo asi a el aislamiento tipo de la
especie. Los aislamiendos DETSCIA y DETSCIB obtenidos a partir de P /horana se
encuentran agrupados, con un valor de 0.99, a un aislamiento (CPC11398) obtenido de
Phragmidium griseum (Pucciniomycetes). La relacion de C. cladosporioides con diversos hongos ha
sido previamente reportado (Sakagami et al, 1995), asi Zhan et al (2014) demostro la
existencia de un aislamiento de esta especie parasitando urediosporas de Puccinia straformus f.
sp. tritict, lo que confirma la existencia de un grupo (quiza un genotipo) dentro de C.
cladosporioides capaz de asociarse a diferentes royas. Basados en estos patrones filogenéticos, se
puede decir que es posible la presencia de especies cripticas dentro de C. cladosporioudes s. str.,
duda que habia tratado de subsanarse con el trabajo de Bensh et al. (2010), pero que gener6
mucha incertidumbre sobre la identidad y explicacion evolutiva de ésta especie, o bien, que su
plasticidad genética es muy amplia y puede aprovechar diversos sustratos, llevando a la
formacién de razas, como las que se conocen en el antiguo miembro del género: Passalora fulva

(Day et al., 1953).

Finalmente, el ultimo aislamiento: DETSCO03, corresponde a la especie Cladosporium
pseudocladosporioides recientemente descrita por Bensh ef al. (2010) debe su nombre a la similitud
morfolégica que presenta con C. cladosporioides s. str, dificil de determinar. El aislamiento
DETSCO03 presenta conidios en general menos alargados que los reportados, aunque con las
demas caracteristicas morfologicas dentro de la descripcion (Bensh et al., 2012). La diferencia
clara entre C. cladosporioides y C. pseudocladosporioides, es que el Gltimo presenta ramoconidios y
conidios mas alargados. Originalmente aislada de aire exterior, se ha encontrado en material
vegetal y cuerpos fructiferos de hongos, asi como a partir de viento, suelo, agua y alimentos
(Bensh et al., 2012; Plakthongdee et al., 2013), recientemente se ha encontrado en manchas
necroticas de Rubus sp. (Amirmijani et al, 2014), epifito en el alga Asparagopsis taxiformas
(Garzoli et al., 2014), endofito en Nuphar lutea (Ellsworth et al, 2013), asi y patdégeno
oportunista de humanos (Sandoval-Denis et al., 2015), diversidad de sustratos que trataron de
verse incluidos en los aislamientos utilizados de Bensh e al. (2010), aunque Bensh ez al. (2012)
la reconoce solamente como una especie saprofita. Se encuentra ampliamente distribuida,
con aislamientos segin Bensh et al. (2010, 2012), Gémez-Cornelio ¢ al., (2012), Amirmijani et

al. (2014) y Plakthongdee ¢t al., (2013) en Africa (Uganda y Sudafrica), Asia (Iran, Indonesia,
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Tailandia y Corea del Sur), Australia, Nueva Zelanda, Europa (Francia, Alemania, Italia,

Holanda, Rumania, Rusia, Eslovenia), America (México, EUA, Canada, Brasil, Chile).

Cladosporium pseudocladosporioides esté mas relacionada con C. cladosporioides y es claro que hay
una diferenciacion importante en tres sub-clados, asi el clado mas tempranamente divergente
le corresponde a DETSCO03, agrupado con uno europeo obtenido del helecho Preridium
aqutlinum (CBS176.82). Bensh et al. (2012) menciona la posibilidad de que C.
pseudocladosporioides en realidad esté conformado por especies cripticas, asi la diversidad de
habitos ecologicos, junto con los reportes de diversos habitos de vida, como saprofito,
endofito, epifito, ademas de patogeno de humanos y de plantas (Bensh ez al., 2012; Ellsworth
et al., 2013; Amirmijani et al, 2014; Garzoli et al., 2014; Sandoval-Denis et al., 2015) y la
distribucion de algunos de ellos en el arbol obtenido, apoyan la idea de la presencia de
diferentes especies cripticas dentro de C. pseudocladosporioides. Es importante mencionar que
efectivamente C. pseudocladosporioides es una de las especies que son parasitas de P honana,
replicandose los signos observados en campo, por lo que nuestro aislamiento parece ser
completamente micofilico, observacién que podria repercutir en el andlisis de C.

pseudocladosporioides s. lat.

De manera general en las tres especies encontradas, los patrones filogenéticos observados,
hablan de la tendencia a una especializacion nutricional clara en grupos como C.
cladosporioides 'y C. pseudocladosporioides, dejando de lado a C. delicatulum debido a la poca
diversidad de sustratos en donde se ha encontrado. Esta especializaciéon puede deberse a la
plasticidad genética, bien conocida a lo largo de los Capnodiales (Crous et al., 2009). Asi
podriamos decir que aunque C. delicatulum no cause los signos observados en campo, podria
actuar en conjunto con (. cladosporioides y C. pseudocladosporiodes, llegando como invasor
secundario. Por ejemplo, Goémez-Cornelio e/ al. (2012) en estudios de sucesién en rocas
calizas, encuentran, entre muchas especies de hongos, que C. cladosporioides y C.
pseudocladosporioides colonizan primero el sustrato rocoso, meses después llega y coloniza C.
delicatulum, aunque son modelos diferentes, se apoya la idea anterior de sucesion y se explica la

presencia de C. delicatulum.

Por otro lado, la co-ocurrencia de varias especies asociadas a un solo sintoma, por ejemplo en

especies vegetales, es comun en géneros como Mycosphaerella (Mycosphaerellaceae) y
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Terathosphaeria (Teratosphaeriaceae; Crous et al.,, 1998), especies muy cercanas
filogenéticamente a Cladosporium, también Schubert et al (2007) encuentra dentro del
complejo C. herbarum, diferentes genotipos coexistiendo en el mismo espacio, determinando
que éstos estan sometidos a una baja presion de seleccion y que son mantenidos en el tiempo
por las bajas tasas de recombinacion de los hifomicetes, lo que aumenta la posibilidad de
encontrar diferentes genotipos, ocurriendo en un mismo espacio. Lo que podria ser una
explicaciéon a la co-ocurrencia de especies distintas, pertenecientes al mismo complejo
taxonoémico, a partir de lesiones causadas por P horiana, siendo similar a lo que ocurre con

patdgenos vegetales que acttian en complejo con varias especies (Crous y Gronewald, 2005).

Dentro de las excepciones al habito saprofito dentro de Cladosporium, se encuentran las 31
especies reportadas como “fungicolas" en la Tabla 2.1., desde las bien definidas
ecologicamente como C. aecidicola, hasta las de estatus dudoso como C. stromatum.
Particularmente, la asociacion de Cladosporium a diferentes especies de royas (Pucciniomycetes)
no es un evento nuevo (Tabla 2.1; Moricca y Assante, com. pers.), aunque s6lo en pocas
ocasiones se ha reportado y tratado de explicar esta asociacion (Moricca ef al., 2001; Assante
et al., 2004; Zhan et al., 2014), con miras en el control biologico. Ahora bien, en el caso de
Puccinia horiana, solo existian reportes de C. uredinicola y C. sphaerospermum parasitando a ésta
roya (Srivastava et al. 1985; Sheta, 1996), por lo que las especies encontradas son nuevos
reportes de parasitismo en P horana. En México el reporte de Cladosporium sp. carece de
sustento taxonoémico, ya que aunque es correcta su asignacion al género, no fue posible
realizar la identificaciéon a especie, nuestra colecta se llevo a cabo en la misma localidad de
Garcia-Velasco et al. (2005), por lo que podriamos hipotetizar que alguna de estas especies, o

el complejo en su totalidad, sustentan los resultados estos autores.

La precisa identificacién de las tres especies de Cladosporium mediante diversas
aproximaciones, asi como la relacién con sus héabitos de vida, es un auxilio en el soporte del
control bioloégico de la roya blanca del crisantemo. Asi mismo ofrece un sustento a su
clasificacion taxonomica, a la generacion de hipotesis respecto a los habitos nutricionales y a
su presencia como un complejo definido de especies con capacidad de incidir en el desarrollo
normal de P horiana, con miras claras en su progreso como potenciales agentes de control

biologico.
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Conclusiones

Los cuatro aislamientos de Cladosporium sp., obtenidos de muestras provenientes de un
invernadero comercial de crisantemo dafado con roya blanca, correspondieron a las especies:
Cladosporium  delicatulum (DETSCO02), C. pseudocladosporioides (DETSCO3), C. cladosporioides
(DETSCIA y DETSCB). Solamente los aislamientos de C. pseudocladosporioides y C.

cladosporioides parasitaron de manera estadisticamente significativa con Puccinia horiana.
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CAPITULO 111

Antagonismo de Cladosporium sp. contra

Puccinia horiana Henn.

Introduccion

Cladosporium sp., es un género cominmente encontrado en diversos sustratos (Bensh et al.,
2012), particularmente en ocasiones en interaccién con otros hongos (Tabla 2.1), por lo que se
ha explorado como agente de control biolégico de algunas enfermedades (Spreafico, 2004;
Assante ef al., 2005), aunque solo en pocos casos se conoce el mecanismo de acciéon particular
de éstas especies (Assante et al., 2004). Los mecanismos dentro de las asociaciones micofilicas
en su mayoria se engloban dentro del concepto mas amplio de antagonismo, en donde la
competencia por nutrientes o espacio, lleva al éxito del organismo con mayores ventajas
adaptativas (Gabriel y Cook, 1990; Schippers, 1992; Couteaudier, 1992; Narayanasamy,
2013a). Dentro de este contexto se ubica el concepto de hiperparasitismo (también como una
extension del parasitismo), en donde una especie obtiene nutrientes a costa de otra especie
parasita de un organismo diferente (Cook y Baker, 1983; Gabriel y Cook, 1990; Pal y
MacSpadden, 2006; Narayanasamy, 2013a). La determinaciéon adecuada de estas
interacciones puede tener como consecuencia su aprovechamiento en el control biologico
(Burges, 1998; Butt y Copping, 2000; Whipps, 2001; Whipps y McQuilquen, 2009;
Narayanasamy, 2013b) como es el caso de las diversas especies y cepas de Trichoderma
utilizadas en el control de varias enfermedades (Whipps y Lundsden, 2001; Benitez e al.,

2004) o de miembros de Fusarium sp. parasitando a Hemileia vastatrix, la roya del cafeto

(Haddad et al., 2014).

Es por esto, que el presente trabajo, tuvo por objetivo determinar los mecanismos de
antagonismo entre los aislamientos de Cladosporium identificados previamente contra Puccinia
horiana, con el fin de determinar su potencial como agentes de control biologico en el manejo

de la roya blanca y del cultivo del crisantemo en México.
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Revision de literatura

Mecanismos de accién en asociaciones micofilicas de hongos

La asociacion de comunidades de hongos en la naturaleza, esta basada en la competencia por
recursos nutricionales y espaciales (Jeffries, 1995; Woodward y Boddy, 2008), que se lleva a
cabo mediante diversos mecanismos antagoénicos con el fin de llevar al reemplazo de una
especie por otra (Narayanasamy, 2013a). Estas interacciones pueden llevarse a diferentes

niveles: a distancia, al contacto con las hifas o al contacto con el micelio conjunto (Woodward

y Boddy, 2008).

El antagonismo a distancia es mediado por metabolitos capaces de difundir en el espacio,
como enzimas o compuestos fungicidas y/o fungistaticos (Whipps, 2001; Woodward y Boddy,
2008). Como en algunos hongos causantes de pudriciones forestales que producen y difunden
enzimas como: quitinasas, lacasas, fenoloxidasas, [3-glucosidasas (Woodward y Boddy, 2008).
Asi también, TZalaromyces flavus, produce grandes cantidades de glucosa oxidasa contra

Verticillium dahlie en Solanum tuberosum (Fravel y Roberts, 1991; Stosz et al., 1996).

A nivel hifal se pueden establecer dos vertientes principales de interaccion: el parasitismo y la
interferencia hifal (Barnett, 1963; Woodward y Boddy, 2008; Narayanasamy, 2013a). El
parasitismo esta determinado por un crecimiento y nutricion dentro o alrededor del hongo
(Whipps, 2001; Woodward y Boddy, 2008; Benitez et al., 2004; Narayanasamy, 2013a). El
hiperparasitismo en este sentido, se refiere al tipo particular de relaciéon, en donde un
organismo parasito obtiene nutrientes de otro organismo parasito (Barnett, 1963; Boosalis,
1964; Holt y Hochberg, 1998; Morozov et al., 2007), como en Ampelomyces sp. y Lecanicillium
lecanit que parasitan algunos Erysiphales (Kiss, 2003; Kiss et al., 2004) o de Conyothirium minitans
parasito de Sclerotima sp. (Whipps et al, 2008; Whipps y McQuilquen, 2009). El
micoparasitismo se reconoce como un estado ancestral dentro de algunos grupos
taxonomicos, como es el caso de Hypocreaceae y Bionectriaceae, grupos a los que pertenecen

Trichoderma spp. y Clonostachya spp. (Kubicek et al., 2011; Karlsson et al., 2015)

A nivel hifal, las enzimas mas importantes son las [3-1,3-glucanasas, quitinasas y proteasas, ya

que degradan la pared de otros hongos (Whipps, 2001; Steayert ef al., 2003; Narayanasamy,
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2013a), actuando de manera sinérgica en cepas de 7. harzianum y 1. hamatum contra Pythium,
Rhuzoctoma, Sclerotium 'y Fusarum (Jeffries y Young, 1994; Inglis y Kawchuck, 2001), de
Aureobasidium pollulans contra Monilinia laxa, B. cinerea'y Penicillium expansum (Zhang et al., 2010) y
de Meyerozyma carabbica contra Colletotrichum gloeosporoides (Bautista-Rosales et al., 2013). Las
[3-1,3-glucanasas, se dividen en dos tipos: exoglucanasas y endoglucanasas (Reese y Mandels,
1959; Steyeart et al., 2003; Gruber y Seidl-Seiboth, 2012), importantes en la inhibicién del
desarrollo de B. cinerea, R. solani y Phytophthora sp. por algunas cepas de Trichoderma (Benitez et
al., 2004; Narayanasami, 2013a), Conwthyrium minitans y Talaromyces flavus contra Fusarium
equisetis, P ultimum y R. solani (Inglis y Kawchuck, 2001; Martin e al., 2007). Las quitinasas, se
dividen en: endoquitinasas, exoquitinasas y 1,4-f-acetilglucosaminidasas (Steyeart ef al., 2003;
Gruber y Seidl-Seiboth, 2012), importantes en cepas de 1. harzianum contra Rhizoctonia solani
(Benitez et al., 2004), T hamatum contra Rhizoctonia; Myrotectum verrucaria y Gliocladium roseum
contra Fusarium equisetii v Pythuum ultimum (Inglis y Kawchuck, 2001). Las proteasas son las
responsables de la degradacion de proteinas constitutivas de otros hongos, reportadas en
Trichoderma sp. contra FE culmorum y R. solani (Benitez et al., 2004), o de cepas de T harzianum

hidrolizando las enzimas clave para la infeccion de B. cinerea en frijol (Elad y Kapat, 1999).

Por otro lado, la interferencia hifal ocurre cuando dos hifas de diferentes especies de hongos
entran en contacto, llevando a la muerte celular de la especie susceptible, siendo un
mecanismo de reconocimiento a nivel genético, que tiene el objetivo de evitar el
entrecruzamiento de dos especies diferentes de hongos (Silar, 2012). La interaccion de
Phlebiopsis  gigantea con Helerobasidion annosum en especies forestales, esta marcada este
mecanismo, asi P gigantea es utilizado en la formulaciéon del Rotstop© para controlar la

pudricion de la madera causada por H. annosum (Ikediugwu, 1976; Silar, 2012).

A nivel micelial, se presentan varios mecanismos con efectos a niveles macroscopicos, como la
capacidad de colonizaciéon del micelio y la inhibiciéon de ciertas estructuras reproductoras
(Woodward y Boddy, 2008). La competencia por nutrientes, puede ser mediante la
produccion de compuestos que intervienen en la asimilacion de N, P o Fe, como en (Benitez et
al., 2004; Whipps y McQuilquen, 2009; Whipps, 2001; Woodward y Boddy, 2008), o también
por la capacidad de asimilar nutrientes a mayor velocidad, como algunas cepas de 7
harzianum (Benitez et al., 2004), o de Cryptococcus laurenti y Sporobolomyces roseus (Filonow, 1998) y

de Meyerozyma caribbica eficaz competidor de carbohidratos contra Colletotrichum gloeosporioides
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(Bautista-Rosales, 2013). Igualmente, la modificaciéon de pH, como en el caso de cepas de
Trichoderma, puede llevar a la inhibicion de otros hongos (Benitez et al., 2004). Finalmente, la
colonizacion fisica de la raiz, por micorrizas como Glomus sp. (Torres-Barragan et al., 1996),
Trichoderma sp. (Whipps, 2001; Benitez et al, 2004) o cepas no patogénicas de Fusarium y
Rhizoctonia, llegan a impedir la colonizacion de sus contrapartes patogénicas u otros hongos

(Whipps y McQuilquen, 2009).

Mecanismos de accién en asociaciones micofilicas de Cladosporium sp.

Dentro del género Cladosporium, existen pocos casos de analisis detallados de los mecanismos
de accién clave en asociaciones micofilicas. Por lo que no para todas las especies contenidas
en la Tabla 2.1. se conoce con certeza su papel ecologico, ni los mecanismos que participan
en la interaccion con diversos hongos. Tal vez la especie mas estudiada es Cladosporium
uredinicola, asociada principalmente a uredias y telias de royas, como Puccinia recondita, Puccinia
puta (Barros et al., 1999), P cestri, P henmingsu, P violae (Traquair et al., 1984) y Cronartium sp.
(Morgan-Jones y McKemy, 1990). Parasita debido a la fuerza mecanica de sus hifas formando
una estructura similar a un apresorio, ademas de la acciéon de enzimas liticas (Dolinska et al.,
2011). En esta especie, Dolinska e/ al. (2011) mostraron una asociaciéon diferencial con la fase
del ciclo de vida de algunas royas, parasitando solamente las teliosporas en Puccinia komarova,
Phragmidium potentille, las aeciosporas en P lagenophorae, las urediniosporas en P recondita y P
tanaceti. En  Gymnosporangium cornutum, G. sabinae y Tranzschelia pruni-spinosae parasita
espermogonios y aeciosporas, finalmente en P graminis parasita aeciosporas y urediniosporas,
es decir en estas especies es capaz de parasitar mas de una parte de su ciclo de vida. También
Barros et al. (1999) reporta que esta especie de Cladosporium solo parasita las aeciosporas de

Puccinia puta.

Cladosporium tenuissimum por otro lado, ha sido una especie muy estudiada y controversial en
sus habitos, ya que se conoce parasitando a Cronartium flaccidum y Peridermium pini (Moricca et
al., 1999), aunque Heuchert et al. (2005) no la reconoce como tal y sugiere una confusiéon con
C. uredinicola, Fisher y Petrini (1992) la reportan como endoéfita de algunos cultivares de arroz y
Zalar et al. (2007) la documentan en ambientes hipersalinos, pero con un aislamiento identico
al reportado por Moricca ¢t al. (1999). Actualmente Bensh e al. (2012) la incluyen dentro de

las especies asociadas a otros hongos, aunque aceptando su caracter mas bien como saprofito.
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En este caso se conocen varios de sus mecanismos antagonistas (Nasini et al., 2004; Spreafico,
2004; Assante et al, 2005; Moricca et al., 2005). En interaccion con Uromyces appendiculatus
ademas de la producciéon de metabolitos secundarios, existe penetracion formandose una
estructura similar a un apresorio, en conjunto con un proceso enzimatico. En interacciéon con
Cronartium flaccidum su ciclo de vida se sincroniza con el ciclo de vida de esta roya, alcanzando
picos de liberacion de conidios cuando la roya se encuentra esporulando (Assante y Moricca,

2010).

Cladosporium aecidiicola reduce la germinacion de Melapsora medusae, pero no por un parasitismo
directo, si no por efecto del antagonismo a distancia, produciendo compuestos que inhiben la
germinaciéon de sus urediniosporas (Sharma y Heather, 1980). En el caso de C. gallicola,
Tsuneda y Hiratsuka (1979) detallan la formacién de una estructura similar a un apresorio
que se adhiere y posteriormente penetra las esporas de Endocronartium harknessi. En este caso la
accion parece ser al contacto presumiblemente mediado por enzimas liticas. C. exobasidi,
parasita a Exobasidium camelliae var. gracilis (Braun, 2001), en este caso se demostrd que aunque
no parasitaba los basidios/basidiosporas expuestas, pero si inhibia su germinacién y les
provocaba necrosis, lo que podria ser un estado intermedio entre el antagonismo y el

hiperparasitismo (Mims ef al., 2007).

En el caso de Erysiphales parasitados Cladosporium sp., Kiss (2003) y Dugan y Glawe (2006)
mencionan a Cladosporium sp. asociado con Phyllactinia sp. y P guttata, parasitando solo las
celulas peniceladas de los chaesmotecios, refiriéndose a un comportamiento saprofito mas que
parasito, aunque dejando en claro que la dispersion y maduraciéon de ascocarpos se ve

disminuida.

Aunque existen reportes de Cladosporium asociado a P horiana (Srivastava et al., 1985; Garcia-
Velasco et al. 2005), no existen estudios que detallen los mecanismos de su interaccion,
particularmente en México, Garcia-Velasco et al. (2005) reportaron una cepa de Cladosporium
sp. eficaz en el control de P horiana, sin determinarse los mecanismos de acciéon vinculados a
éste reporte, entonces un analisis fino de las especies encontradas en la misma localidad se
vuelve necesario, tratando de esclarecer los mecanismos de accion de Cladosporium contra la

roya blanca del crisantemo.
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Objetivos

Determinar la interaccion entre Cladosporium cladosporioides y C. pseudocladosporioides con Puccinia
horiana, como potencial para ser utilizados como agentes de control biolégico de la roya

blanca del crisantemo.

Objetivos particulares

Mediante aproximaciones histologicas determinar el tipo de asociacion entre Cladosporium sp.

y P horiana

Determinar la utilizacion de glucanasa y quitinasa como método de accién de los

aislamientos de Cladosporium sp. contra P horana.

Materiales y Métodos

Colecta. Hojas sanas y con pustulas de P foriana se recolectaron de plantas de
crisantemo cv. Spider en un invernadero comercial en Villa Guerrero, Estado de México, en
octubre de 2014. Se desinfestaron con una solucién de cloro 3% por 3 minutos y un triple

lavado con agua destilada estéril.

Pruebas de parasitismo in vitro. A partir de colonias en medio PDA 2% (14 dias)
de los aislamientos: DETSCI1A, DETSC1B, DETSC02 y DETSCO03 de Cladosporium sp., se
prepararon suspensiones de 2.5x10? conidios/mL con agua destilada estéril y 0.01% de
Tween20. Cada tratamiento consistié en la inoculaciéon cada uno de los aislamientos antes
referidos, en dos hojas de crisantemo con roya blanca, ademas del control con pustulas de P
horiana sélo con agua destilada estéril y un control de hojas sanas sin P foriana inoculadas con
cada uno de los aislamientos de Cladosporium sp. Cada tratamiento se incub6 en camara
hiimeda por 36 h a 24°C. Posteriormente, se obtuvieron cuatro pustulas por tratamiento y de
los controles, las secciones se fijaron en glutaraldehido-paraformaldehido 3:1 por 12 h, se
deshidrataron en una serie de alcoholes graduales (30%-100%) por una hora cada cambio y
se infiltraron gradualmente con LR-White, se montaron en capsulas de gel con LR-White

puro y polimerizaron a 57°C por 12 h. Se realizaron cortes de 1 pm de grosor en un
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ultramicrotomo Reichert Jung ultra E, se tifieron con azul de toluidina sobre un portaobjetos
y se montaron con Entellan©. Por otro lado, se llevaron a cabo observaciones en Microscopio
Electronico de Barrido (MEB), para esto, pustulas desinfestadas de P /oriana se inocularon en
las mismas condiciones mencionadas anteriormente, excepto el control con hojas sanas. Se
fijaron cuatro pustulas por tratamiento en glutaraldehido 3% por 12 h, se deshidrataron en
una serie de alcoholes graduales (30%-100%) por una hora cada cambio, se desecaron a
punto critico, montaron sobre una cinta de carbon y cubrieron con oro para finalmente ser

observados en MEB a bajo vacio, por las caracteristicas de la muestra.

Degradacion de quitina y 3-1,3-glucanos. Se utiliz6 como base un medio bajo en
nutrientes (g%: NaNOs, 0.2; KH2PO4, 0.1; MgSO4 x 7H20, 0.05; KCI, 0.05), con diferentes
tratamientos suplementados con laminarina 1% (laminarina de Laminara digitata, Sigma
Aldrich©), quitina coloidal 1%, como control negativo glucosa 1%, como control positivo no
se agreg6 fuente de carbono. La preparacion de quitina coloidal se llevo a cabo de la siguiente
manera: 10 g de quitina (hojuelas purificadas de cangrejo, Sigma Aldrich©) previamente

molida finamente, se suspendi6 en 100 ml de HCI concentrado por 2 horas a 4°C, pasado el
tiempo se lavd con una gran cantidad de agua destilada fria, se dejo 24 h a 4°C en agua
destilada y se sigui6 lavando hasta llegar a un pH cercano al neutro, finalmente se obtuvo una

pasta gelatinosa. A partir de colonias de los diferentes aislamientos crecidas por 15 dias en

medio PDA sintético 2% (Bioxon©), se obtuvieron discos de 3 mm y se depositaron al centro

de cada caja, esto por triplicado con una repeticion. Se midi6 el diametro de la colonia cada 4

dias por 16 dias. Al termino del experimento se tomaron fotografias de las colonias.
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Resultados

El micelio de Puccinia horiana colonizé todo el tejido de la hoja, tanto parénquima en
empalizada como tejido esponjoso. En estados avanzados, el tejido esponjoso colaps6
completamente, en el sitio donde irrumpe la putstula se encuentra un estroma bien
diferenciado de células esporogenas que da origen a las estructuras reproductoras. Las
teliosporas son bicelulares, sin ornamentaciones, altamente constrenidas en el centro y
oblongo-clavadas. El grosor de la pared se acentia en el apice de la espora, decrece en el

cuerpo de la espora y en el pedicelo se vuelve atin mas delgada (Fig. 3.1; 3.2).

Para confirmar el resultado de parasitismo (capitulo II), se decidi6 realizar un tratamiento con
DETSCO02 de C. delicatulum. Los resultados fueron negativos, no hubo crecimiento observable
de esta especie, ni afectacion al tejido foliar, ni al micelio de la roya en las siguientes 48 h. Se

observo una ligera alteracion en la morfologia de las células apicales de las teliosporas (Fig.

Figura 3.1. Controles positivos y negativos de la interaccion entre Cladosporium sp. con
P. horiana. A) Hoja sin infeccion por Puccinia horiana, ni C. cladosporioides C1A*, B) Pastula de P
horiana sin ningun antagonista en LRWhite; C y D)Pastula de £ foriana sin ningin antagonista en
MEB. *Aunque s6lo se muestra la hoja inoculada con C. cladosporioides C1A, ninguna otra cepa/
especie de Cladosporium caus6 una alteraciéon en la morfologia. E=epidermis abaxial, e=epidermis
adaxial, t=teliospora. s=estroma.
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3.2). Teniendo en cuenta éstos resultados, no se realizaron observaciones al MEB. A los 15
dias C. delicatulum no creci6 eficientemente en el medio con quitina coloidal, sugiriendo una
ausencia de quitinasas. Aunque hubo un buen desarrollo en medio con laminarina 1% (diam:
41.33+£1.69 mm), sin diferencias con el medio con glucosa 1% (diam: 42+0.81 mm), lo que
sugiere la presencia de [-1,3-glucanasas (Fig. 3.6). Evidencias que podrian soportar la

hipétesis de que se trata de un invasor secundario.

Figura 3.2. Ausencia de antagonismo entre C. delicatulum (DETSCO02) y P. horiana.
A)lmagen panoramica de la morfologia de la telia, se observa el tejido esponjoso colapsado; B)
Algunas teliosporas se ven afectadas en la morfologia de la célula apical. E= epidermis adaxial,
s=estroma, t=teliosporas, ca=c¢lula apical.

Ambos aislamientos DETSCIA y DETSCI1B de C. cladosporioides se asocian con P horiana a las
48 h (Fig. 3.3; 3.4), debido a la mayor pigmentacién de Cladosporium, es sencillo delimitar su
interacciéon, asi se encuentra principalmente en el estroma de la roya, creciendo
eficientemente y disgregando a las hifas de P foriana, asi como sobre la superficie de la telia.
Es importante recalcar que el crecimiento de C. cladosporioides dentro de la hoja se encuentra
delimitado por la colonizaciéon de la roya, no se encuentra en tejido vegetal sano. Es posible
observar una alta vacuolacion en las hifas de C. cladosporioides, lo que es un indicio de una alta
movilidad de nutrientes a lo largo del micelio de Cladosporium (Fig. 3.3; 3.4). En el caso del
aislamiento DETSCIA, las teliosporas presentan un dafio bastante importante relacionado al
crecimiento del hifomicete sobre la telia, aunado al crecimiento asociado al estroma. Las
teliosporas se encuentran en ocasiones colapsadas, lo que junto con un citoplasma altamente
vacuolado indicio de dafio celular, sugiere la presencia de un efector quimico producido por
C. cladosporioides, como causa del dano (Fig. 3.3). Los apices de las hifas de Cladosporium en la
parte de aérea de P horana, se encuentran adheridas a la pared del cuerpo de las teliosporas

sin llegar a penetrarlas; no obstante su morfologia se ve afectada (Fig. 3.3).
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El aislamiento DETSCIB se encuentra en mayor medida asociada al estroma de la roya y
aunque hay dafios en las teliosporas, no hay un crecimiento extensivo sobre éstas, como en el
caso de la cepa anterior. Las teliosporas se encuentran colapsadas y con el citoplasma bastante
denso, lo que sugiere que el dafio provocado en el estroma tiene una repercusiéon en la parte

ac¢rea de P horiana (Fig. 3.4). No se evidenci6 parasitismo directo de las teliosporas de la roya

Figura 3.3. Interaccion entre Cladosporium cladosporioides DETSC1A con Puccinia
horiana. A) Imagen panoramica de la morfologia de la pustula alterada; B) Organizacién y
morfologia de las teliosporas alterada, citoplasma de las teliosporas en ocasiones altamente
vacuolado; C) Adhesion de hifas del antagonista contra la pared de la teliospora; D) Alteracién
morfologica completa de la teliospora en interaccién; E) Colonizacion de Cladosporium sobre la
superficie de la telia, observaciéon al MEB; F) Adhesiéon de hifas a la pared de la teliospora,
observacion al MEB. t=teliospora, s= estroma de P horiana, cc= C. cladosporioides, v= vacuolas
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(Fig. 3.4). El crecimiento a los 15 dias de ambas cepas de C. cladosporioides en el medio con
quitina coloidal fue muy pobre similar al control sin ninguna fuente de carbono, esto sugiere
la ausencia de quitinasas en el medio. Por otro lado en el caso con sustrato de laminarina 1%
(diam: ClA 42.66%6.12 mm, CIB 49.66£0.47 mm) se presenta un buen desarrollo sin
diferencias en el medio con glucosa 1% (diam: C1A 41.33+2.49 mm, C1B 44.66+0.47 mm),
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Figura 3.4. Interaccién entre Cladosporium cladosporioides DETSC1B con Puccinia
horiana. A) Imagen panoramica de la morfologia alterada de la pustula; B) Organizacién y
morfologia alterada de las teliosporas; C) Abundante crecimiento de C1A en asociacién al micelio
de P horiana; D) Colapso de las teliosporas; E) Colonizacion de Cladosporium en la pustula; F)
Acercamiento E= epidermis adaxial, s=estroma, t=teliosporas, cc=C. cladosporioides, v=vacuolas.
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lo que sugiere la presencia de [3-1,3-glucanasas (Fig. 3.6). Los resultados hasta ahora
encontrados apoyan la idea de que C. cladosporioides es efectivamente un agente antagonista de
la roya blanca, aunque su accién no es parasitica de manera directa sobre las teliosporas, el
dano que se genera en el estroma repercute en la morfologia de las esporas, los indicios
demuestran que otros agentes no detectados en el andlisis histologico, como metabolitos
secundarios (sinérgicamente con participacion de [3-1,3-glucanasas) pueden ser los

responsables de ésta alteracion morfologica de P horana.

Finalmente, Cladosporium pseudocladosporioides a las 48 h se encuentra también intimamente
asociado a P horiana, al igual que las cepas de C. cladosporiodes, el crecimiento del micelio se
observa completamente asociado al de la roya blanca, disgregandolo. No existe afectacion del
ejido sano de la hoja. De igual manera las hifas de C. pseudocladosporioides se encuentran
altamente vacuoladas, indicativo de una alta actividad metabolica en ellas (Fig. 3.4). En el
caso de las teliosporas, no hay penetracién por hifas de C. pseudocladosporioides, su morfologia
no se ve alterada como en el caso de las expuestas a las cepas de C. cladosporioides (Fig. 3.3; 3.4),
las hifas y conidioforos crecen entre las teliosporas o sobre éstas, en ocasiones la alteracion
puede llevar a un colapso de la estructura de la teliospora (Fig. 3.4). A las 48 h en MEB
podemos observar una buena colonizacién de las hifas en superficie de la telia, asi como
crecimiento en el estroma y entre las teliosporas, en ocasiones ésta asociacion tiene como
consecuencia un colapso de la teliospora; sin embargo la causa no es una penetracion directa
de C. pseudocladosporioides (Fig. 3.4). El crecimiento de C. pseudocladosporioides en el medio con
quitina coloidal fue muy escaso, indicando la probable ausencia de quitinasas. Asi en el caso
del medio con laminarina 1% (diam: 32.66£3.29 mm), se presenta un mejor crecimiento
similar en diametro con glucosa 1% (diam: 36+4.32 mm), aunque con menor esporulaciéon de
la colonia, lo que sugiere la presencia de [3-1,3-glucanasas (Fig. 3.6; 3.7). En el caso de ésta
especie, los resultados hasta ahora presentados indican que efectivamente es una especie
antagonista de Puccinia horiana, aunque su accion no es fisica sobre las teliosporas, por lo que
otros agentes, como metabolitos secundarios, enzimas ([3-1,3-glucanasas), o la interacciéon con
las otras especies encontradas en asociacion con P horiana, podrian ser las claves en la

interaccion con la roya blanca del crisantemo.
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Figura 3.5. Interaccion entre Cladosporium pseudocladosporioides (DETSCO03) y
Puccinia horiana. A) Panoramica de la telia en asociacién con el antagonista, ausencia de estroma;
B) Crecimiento de C. pseudocladosporioides entre y sobre las teliosporas, asi como en el estroma de la
telia; C) Alta vacuolaciéon de las hifas asociadas al estroma de P fhoriana; D) Estructuras de C.
pseudocladosporioides sin penetrar las teliosporas; E) Apariencia de la telia en asociaciéon con el
antagonista, vista a MEB; D) Crecimiento entre y por encima de las teliosporas visto en MEB. s=
estroma, t=teliospora, v=vacuolas, cp= C. pseudocladosporioides.
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Las alteraciones observadas en la colecta inicial en invernadero coinciden con las generadas
por C. cladosporioides y C. pseudocladosporioides (Fig. 3.7), por lo que aunado al porcentaje de
asociacion reportado en el capitulo II, podemos deducir que ambas especies actian alterando
el desarrollo de P horiana y que es probable que por sus capacidades enzimaticas C. delicatulum

sea un invasor secundario.

LAMINARINA 1% QUITINA 1% GLUCOSA 1% SIN CARBONO
i,
C. cladosporioides e ‘ °
C. cladosporioides Yl . )
C. delicatulum (/

C. pseudocladosporioides ;‘ i \ ® ‘ ‘\ ®
A\
< =

Figura 3.6. Crecimiento de los diferentes aislamientos de Cladosporium sp. en agar
suplementado con diferentes fuentes de carbono a los 15 dias en obscuridad. Como
control negativo se utilizé glucosa 1% y como control positivo el medio sin ninguna otra fuente de
carbono. La quitina 1% se refiere a quitina coloidal 1% detallada en los métodos.

Figura 3.7. Micrografias electronicas de pustulas de P. horiana obtenidas de un
invernadero comercial en Villa Guerrero, Estado de México. Se muestra el crecimiento del
antagonista (morfologia de Cladosporium sp.)en la primera colecta, hifas y conidiéforos creciendo sobre

teliosporas dafiadas de P horiana. a=antagonista, t=teliosporas
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Discusion

La morfologia de Puccinia horiana, corresponde con lo reportado por Leyva-Mir et al. (2001),
Garcia-Velasco et al. (2002); Bonde et al. (2015) y O Keefe et al. (2015), la colonizacién se dio
abundantemente en los espacios intercelulares, por debajo de las teliosporas se encuentra una
agregacion diferenciada de hifas, correspondiendo a las células esporégenas o simplemente

estroma y en estados avanzados se colapsa el tejido esponjoso.

Es claro que C. cladosporioides y C. pseudocladosporioides no son hiperparasitas de las teliosporas,
ya que no existe una penetraciéon de estas estructuras, como si ocurre en el caso de C.
aeciduicola (Sharma y Heather, 1980), C. tenuissimum (Assante et al., 2004), C. gallicola (Tsuneda y
Hiratsuka, 1979) o C. wredinicola (ITraquair et al., 1984) o en los casos particulares de C.
uredinicola contra P horiana (Srivastava et al., 1985). Las caracteristicas morfologicas de las telias
afectadas, en la asociacion con ambas especies de Cladosporium, coinciden hasta cierto punto
con lo reportado por Garcia-Velasco et al. (2005), colonizando entre las esporas y sobre éstas,
aunque la penetracion de las teliosporas reportada por el autor no fue posible observarse. Es
muy probable que alguna de las dos especies encontradas en este trabajo, sea la especie que
trabajaron Garcia-Velasco et al. (2005), ya que se obtuvieron del mismo sitio de colecta. Si
bien es cierto que no se asocian de manera expresa con la parte aérea, es claro que la region
estromatica o de células esporégenas se encuentra altamente danada. Pocas especies de
Cladosporium se conocen con éste habito particular de asociaciéon, como C. phylophyllum, C.
exobasidu y Cladosporium epichloés (Heuchert et al., 2005). Solo existe el reporte detallado de
Mims et al. (2007), de Cladosporium sp. asociado al himenio (células espordgenas) de Exobasidium
camelliae var. gracilis, aunque no penetra las basidiosporas si causa un dafio importante,
morfologia que concuerda con la interaccion de C. cladosporioides, C. pseudocladosporioides y P

horiana.

Esta asociacion fisica diferencial de ambas especies de Cladosporium., sélo con la regién de P
horiana al interior de la hoja, puede deberse a las diferencias estructurales y quimicas entre la
pared celular de las teliosporas con las propias del micelio y células esporégenas (Chong et al.,
1985; Deising et al., 1996; Ruiz-Herrera, 2012). De manera general, la pared fingica esta
compuesta en mayor proporcion de [3-glucanos, que funcionan como una matriz que soporta

fibras de quitina en menor proporcion (Bartnicki-Garcia, 1968; Bowman y Free, 2006; Ruiz-
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Herrera, 2012). En el caso de royas, las paredes celulares de las hifas vegetativas poseen una
menor proporciéon de quitina (Freytag y Medgen, 1991; Deising et al., 1996), estructuralmente
esta pared presenta 4 estratos, 3 de ellos con abundantes polisacaridos y glicoproteinas, s6lo
uno de ellos compuesto de quitina en P graminis (Chong et al., 1985), los mismos se encuentran
también en las células esporogenas (Harder, 1984). En cambio, las estructuras reproductoras
como las teliosporas de P coronata f. sp. avenae poseen 6 estratos en la pared (Harder, 1977;
Littlefield y Heath, 1979; Mengden, 1984) y las urediosporas de P graminus f.sp. tritici presentan
5 estratos (Harder ef al., 1986). Las teliosporas, son las que presentan la pared mas gruesa,
comparada con las otras formas durante en el ciclo de vida de las royas (Littlefield y Heath,
1979). La composicién de ésta pared es mas compleja, ya que presenta una alta proporcion de
glucanos, glicoproteinas, quitina, residuos de glucosamina y una alta cantidad de melanina
(Joppien et al., 1972; Littlefield y Heath, 1979; Harder et al., 1986; Mengden, 1984). Esta
complejidad estructural, asi como las diferencias en composiciéon quimica entre la pared
celular de las teliosporas, las células espordgenas y el micelio vegetativo, puede ser un
determinante en la asociaciéon de las especies de Cladosporium cladosporioides y C.
pseudocladosporioides con P horiana, razén por la cual existe preferencia en relaciéon con estas

regiones de la roya.

La ausencia de crecimiento de las tres especies en medio con quitina coloidal, nos refiere a la
probable ausencia de quitinasa, enzima responsable de la degradaciéon de quitina. Esta
ausencia de la enzima, ha sido también reportada en especies hiperparasitas del género, como
C. tenwissimum (Spreafico, 2003; Assante ef al., 2004). En todos los casos, s6lo hubo crecimiento
en el sustrato con laminarina. La laminarina es un polisacarido lineal, compuesto por
unidades de [3-D-glucopiranosa, unidos en posicion 1-3 (Connell et al., 1950; Peat et al., 1958),
un simil a los [-glucanos de la pared de los hongos. Las enzimas que degradan este
compuesto son las [3-glucanasas, en realidad se sabe que puede ser un complejo de enzimas,
tanto exoglucanasas como endoglucanasas (Chesters y Bulls, 1963; Fleming et al., 1963). Se
puede inferir la presencia de [-glucanasas producidas por las tres especies, ya que
efectivamente hay un buen desarrollo en el medio sélido con sélo esa fuente de carbono,
siendo entonces la enzima probablemente responsable de la asociacién de las especies de
Cladosporium con P horiana. La presencia de glucanasas, ha sido demostrada en C. tenuissimum
(Spreafico, 2004; Assante ef al., 2004), lo que ha llevado a la conclusiéon de que éstas enzimas,

junto con la presencia de ciertos metabolitos secundarios son los responsables de la accion
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contra Uromyces appendiculatus. En un futuro tendria que llevarse a cabo la identificacién del
tipo particular de [-glucanasa, su proporcion y su actividad, logrando esclarecer el papel de
este grupo de enzimas en el antagonismo de estas especies de Cladosporium. Asi entonces,
aunque la actividad quitinolitica éste ausente, la obtencién de nutrientes se ve compensada
por la accion de [B-glucanasas, suficientes para degradar la pared celular el micelio y las
c¢lulas esporégenas de P horiana e insuficiente para penetrar la pared de las teliosporas,
aunque como lo menciona Bull y Chesters (1966), la utilizacién de s6lo un mecanismo, como
lo es la produccién de 3-glucanasas, es poco probable en este tipo de interacciones, por lo que

otros mecanismos deben participar en ésta interaccion.

Por otro lado, tomando en consideraciéon que la unica diferencia ontogénica entre la
formacién de teliosporas y urediosporas en P coronata f. sp. avenae, es que en el primer caso, las
células espordgenas almacenan y translocan una alta cantidad de glucdégeno (Harder, 1977;
Harder, 1984),pudiera ser que las altas cantidades de éste polimero, sea uno de los
determinantes en la asociacion de Cladosporium a las células esporogenas, pero se desconoce a
detalle su presencia en P horiana. Se reconoce también la presencia de glucégeno acompanado
de lipidos en el micelio vegetativo de las royas (Bracker, 1967; Littlefield y Heath, 1979),
region a la que se asocian también ambas especies de C. cladosporioides y C. pseudocladosporioides.
La presencia de grandes vacuolas bien definidas esta relacionada con la translocacion de
nutrientes a lo largo del micelio (Darrah et al., 2006; Fricker et al., 2008; Casadevall et al.,
2009). Al observar ésta morfologia en el micelio de C. cladosporioides y C. pseudocladosporioides
asociado a las hifas vegetativas y a las células esporogenas de P horiana, se puede pensar que
efectivamente existe una translocacion de nutrientes de las estructuras de la roya a las hifas de
Cladosporium. De igual manera, la presencia de éste tipo de vacuolas ha sido relacionada con el
almacenamiento, biosintesis y transporte de compuestos secundarios, como en el caso de
Aspergillus parasiticus (Chanda et al., 2009). La liberacion y difusion de éste tipo de compuestos,
podria corresponder con las alteraciones morfoldgicas de las teliosporas, ya que una teliospora
madura de cualquier roya, esta acompanada en general de un citoplasma denso y bien
definido, desaparicién de vacuolas, almacenamiento de aceites y la formaciéon de un sélo
nucleo (Mengden, 1984), en cambio se observa una morfologia en ocasiones con paredes

colapsadas, coagulacion del citoplasma y alta vacuolacion.
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En un ensayo preliminar (datos no mostrados), utilizando los filtrados del medio de cultivo en
donde se creci6 Cladosporium sp. se obtuvo una disminucién en la germinaciéon de las
teliosporas, esto junto con los datos morfologicos de la alteracion de las teliosporas, en donde
no existe penetracién, apoya la idea de que el antagonismo de C. cladosporioides y C.
pseudocladosporioides esta mediada a distancia, por metabolitos capaces de difundir. Estos
metabolitos, podrian ser los que inciden en el colapso de las teliosporas en contacto con las
especies de Cladosporium aisladas, la utilizacion de éste tipo de moléculas con funciones
antagdénicas ha sido también reportada en otras especies de Cladosporium contra diversos
hongos (Omar y Heather, 1979; Sharma y Heather, 1980; 1978; Moricca ¢t al., 2001, 2005;
Assante et al., 2004).

Por lo cual la interaccion entre C. cladosporioides y C. pseudocladosporioides es efectivamente
antagdnica con el desarrollo de P horiana, de manera necrotréfica y que ademas se da a
distancia, con la participacién activa de glucanasas y compuestos probablemente de origen
secundario que afectan de manera directa las células espordgenas, el micelio vegetativo y de
manera indirecta la morfologia de las teliosporas, con consecuencias en la formacién de
basidiosporas. Este antagonismo se encuentra basado en las caracteristicas de éstas especies
saproéfitas, ya que por ejemplo Cladosporium spp. ha sido reportado colonizando las células
pediceladas de los chaesmotecios de Phyllactimia spp., afectando la adhesién de éstas
estructuras a diferentes sustratos, entonces al no parasitar los chaesmotecios o las hifas
vegetativas no puede ser entonces clasificado como micoparésito, aunque es claro que ésta
interacciéon implica una supresion de la maduracion de ascosporas y la dispersion de
chaesmotecios (Raghavendra y Pavgi, 1978; Kiss, 2003). Caso similar a la ausencia de

micoparasitismo encontrado entre C. cladosporioides, C. pseudocladosporioides y P horiana.

Podriamos estar hablando entonces, que los signos observados en campo, son debido a un
complejo de especies pertenecientes a Cladosporium, dos de ellas antagonistas directas y una
mas, probable antagonista indirecta. El conjunto de varias especies coexistiendo,
aprovechando un nicho y en este caso, produciendo un mismo signo/sintoma, ha sido
reportada con anterioridad en organismos capaces de causar enfermedades en plantas, como
Fusarium sp. (O'Donell et al., 2000; 2004) y Mycosphaerella sp. (Crous et al., 1998; Crous y
Gronewald, 2005).
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C. cladosporioides es una de las especies mas estudiadas dentro del género y aunque es un
habitante comun del filoplano (Dix y Webster, 1995; Bensh et al., 2010), se ha encontrado en
asociacion con diferentes royas (Moricca y Assante, com. pers.), recientemente ha sido
reportada como hiperparasita de urediosporas de P struformus f. sp. tritici, teniendo un efecto
importante en la reducciéon de produccion y viabilidad de éstas esporas (Zhan et al., 2014),
aunque también existen reportes de su asociaciéon con otros hongos (Bensh et al., 2010), como
Erisyphe cichoracearum (Kiss, 2003), Venturia inequalis (Kohl et al., 2008), Botrytis fabae (Jackson et
al., 1997) y Sclerotinia sclerotiorum (Boland y Hunter, 1988). La reciente reasignacion de C.
pseudocladosporioides y sus problemas taxonémicos (Bensh et al., 2012; 2010), hace complicado
determinar si existen o no reportes previos de asociacion a otros hongos debido a su confusion
con C. cladosporioides, por lo que éste seria el primer reporte claro sobre su biologia en relacion
a P horiana. Respecto al papel de C. delicatulum como se ha estado mencionando, podria ser el
de un invasor secundario, efectivamente capaz de degradar [3-glucanos, pero sin capacidad de
participar activamente en la colonizacion de las telias de la roya blanca, es decir
aprovechandose del dafio causado por C. cladosporioides y C. pseudocladosporioides. En realidad no

existen reportes sobre la biologia de ésta especie, por lo que su papel como invasor secundario

solo ha sido sustentado por Gomez-Cornelio ¢t al. (2012) y Bensh et al. (2012; 2010).

Las caracteristicas del cultivo del crisantemo hacen complicado el manejo de la roya blanca,
ya que se sobrelapan diferentes ciclos de cultivo con la finalidad de obtener una mayor
produccion, ademas de la capacidad de P horiana de sobrevivir en plantas voluntarias o en
residuos de cosecha (Bonde ez al., 2013; O’Keefe e al., 2012). A este nivel, al llevarse a cabo la
colonizacion primaria de P horiana en el tejido sano del crisantemo y a la par el complejo de
Cladosporium incidiendo en la formacién de teliosporas, la producciéon de indculo secundario se
ve diezmada. La presencia de Cladosporium spp. en el filoplano, ha sido asociada a una
reduccién en la cantidad de inoculo secundario, causado por diferentes niveles de
antagonismo como en el caso de Phyllactinia (Raghavendra y Pavgi, 1978; Kiss, 2003),
Melampsora larici-populina (Omar y Heather, 1979; Sharma y Heather, 1978; 1980), Cronartium
faccidum, Peridermium pini (Moricca et al., 2001), Uromyces appendiculatus (Assante et al., 2004), P
struformus f. sp. tntier (Zhan et al., 2014) y P honana (Garcia-Velasco et al., 2005), ofreciendo

niveles de incidencia de la enfermedad bajos.
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El control biologico de las royas ha sido bastante complejo debido a la biologia de éste grupo
de organismos y a la complejidad de las enfermedades en partes aéreas (Kuhlman et al., 1978;
Fokkema, 1978; Blakeman y Fokkema, 1982; Dix y Webster, 1995; Moricca et al., 2001), por
lo que aunque se han propuesto varios agentes de control, como Tuberculina spp., Verticillium
spp., Cladosporium spp., Sphaerellopsis philum, Scytalidium uredinicola (Moricca y Ragazzi, 2008),
pocos han superado la aplicaciéon comercial requiere (Kuhlman et al., 1978; Mengden, 1981).
Estos organismos, afectan principalmente las esporas de las royas. Siguiendo la biologia de las
royas, esto se convierte al mismo tiempo en una desventaja, ya que dentro de la hoja el
patdgeno sigue intacto (Fokkema, 1978; Blakeman y Fokkema, 1982), esta es una de las
razones por la que el control biolégico de royas (asi como de muchas otras enfermedades
foliares) se vuelve todo un reto. En este sentido, los aislamientos de C. cladosporioides y C.
pseudocladosporioides cobran mayor relevancia, ya que su principal dafio fisico se lleva a cabo en
las estructuras de P horiana al interior de la hoja, lo que podria sugerir una buena efectividad

en la reduccién de inoculo de la roya en campo.

Estos aislamientos del complejo de Cladosporium sp., cumplen con la mayoria con
caracteristicas de agentes de control biologico de royas y enfermedades foliares (Blakeman y
Fokkema, 1982; Moricca y Ragazzi, 2008), por ejemplo no son altamente especializados, se
encuentran de manera natural en interaccion con P horiana, pueden persistir como saprofitos,
tienen una manera de propagacién efectiva, son faciles de cultivar m wvitro, resisten las
condiciones del filoplano, etc. Pero por otro lado, no se encuentran exentos de los problemas
clasicos, en los agentes de control biologico de enfermedades al ser analizados en condiciones
comerciales, por lo que un analisis exhaustivo con éste fin se vuelve completamente necesario,
con la finalidad de ofrecer soporte a ésta alternativa mas en el manejo de ésta importante

enfermedad del crisantemo.
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Conclusiones

De los cuatro aislamientos encontrados en asociacion con la roya blanca del crisantemo,
solamente C. cladosporioides (C1A; C1B) y C. pseudocladosporiovdes, son antagonistas de Puccinia
horiana. Todos los aislamientos tienen la capacidad de producir 3-glucanasas, caso contrario
con la produccion de quitinasas, por lo que ésta enzima podria ser clave en la interacciéon con

P horiana. En el caso de C. delicatulum, se sugiere como un actor secundario en la interaccion.

Existe un marcado dafo en las teliosporas sin existir contacto entre las hifas de C.
cladosporiodes, C. pseudocladosporioides y 1a roya, lo que sugiere la presencia de metabolitos toxicos

capaces de difundir.
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Capitulo IV

Actividad de los metabolitos secundarios de
especies de Cladosporium antagonistas de

Puccinia horiana Henn.

Introduccion

Los metabolitos secundarios han sido por mucho tiempo tema de interés, producidos por casi
todos los grandes grupos de organismos. Son desde el punto de vista biologico indispensables
para el desarrollo de estructuras, para la sincronizaciéon de ciclos de vida o de patrones de
apareamiento y pueden conferir alguna ventaja adaptativa, por ejemplo aprovechando su
funcion alelopatica, insecticida o fungicida (Harborne, 1973; Keller et al., 2005; Hanson,
2008; Teichert y Nowrousian, 2011). Nuestro estilo de vida como seres humanos, no podria
ser entendido sin el estudio y aprovechamiento de éstos compuestos (Hanson, 2003; Keller e¢
al., 2005). Actualmente, cobran mayor importancia al ser tutiles en tratamientos para
enfermedades humanas como contra diversas enfermedades y plagas en la agricultura, en
forma de agroquimicos o como control biolégico no tradicional (Goémez-Rodriguez y

Zavaleta-Mejia, 2001; Wedge y Smith, 2006; Hanson, 2008).

Se han encontrado diversas especies del género Cladosporium micoparasitas de otros hongos, en
la mayoria de los casos se han propuesto compuestos secundarios clave en la interaccion entre
los dos organismos fingicos, por ejemplo en el caso de C. tenuissimum (Nasini et al., 2004). Por
lo anterior y las alteraciones morfolégicas determinadas, se decidié evaluar la actividad de
extractos organicos de las especies aisladas de Cladosporium antagonistas de Puccinia horiana, con
la finalidad de determinar si éstos inciden en la germinacion de las teliosporas de la roya

blanca del crisantemo.
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Revision de literatura

Los metabolitos secundarios son por lo general moléculas de bajo peso molecular, restringidos
a grupos particulares de organismos, bioactivos en algunos casos y no se encuentran como
intermediarios en el metabolismo primario, aunque sus precursores provienen de éste
(Hanson, 2003; Keller et al., 2005; Dewick, 2009; Gerke y Braus, 2014). Se clasifican debido a
su similitud estructural y por sus rutas de biosintesis, siendo en algunos casos compartidas. Los
hongos producen en la mayoria de los casos terpenos, compuestos nitrogenados o derivados
de aminoacidos (como los alcaloides y los péptidos no ribosomales) y de manera muy

importante policétidos (Keller et al., 2005; Hanson, 2008; Teichert y Nowrousian, 2011).

Los terpenos son estructuras constituidas de unidades de isopreno y sintetizados por la via del
acido mevalonico, en consecuencia estos compuestos se clasifican dependiendo del nimero de
carbonos que los conforman (Harborne, 1973; Keller et al., 2005; Hanson, 2008). Como el
acido giberélico de Gibberella fujikoror (Hanson, 2003) y la ofiobolina A de Helmintosporium maydis
(Dewick, 2009). Los compuestos nitrogenados, estan caracterizados por poseer atomos de
nitrogeno en sus estructuras (Dewick, 2009), destacan en importancia los péptidos no
ribosomales y los alcaloides (Keller et al., 2005; Teichert y Nowrousian, 2011). Los péptidos no
ribosomales, son derivados de aminoacidos no proteinogénicos (Hanson, 2003), como el
precursor del anillo f3-lactamico de la isopenicilina N en Penicillium (Keller et al., 2005). Dentro
de los alcaloides, los hongos producen alcaloides indoélicos, en su mayoria derivados del
triptofano y del difosfato de dimetilalilo, tales como la ergotamina y el acido lisérgico de
Claviceps (Keller et al., 2005). Sin embargo, el grupo mas importante es el de los policétidos, se
caracterizan por poseer grupos carbonilo y metilo de manera alternada (Baerson y Rimaldo,
2007; Hanson, 2008; Teichert y Nowrousian, 2011) y por su biosintesis a partir de acetil-CoA,
malonil-CoA y metilmalonil-CoA (Keller et al., 2005; Baerson y Rimaldo, 2007). Los
policétidos se clasifican dependiendo del nimero de acetatos que formen la cadena, asi
existen tri-, tetra- o pentacétidos, etc., que a su vez pueden formar compuestos aromaticos,
quinonas, pironas y lactonas (Hanson, 2008). La enzima responsable de su sintesis es la
policétido sintasa (PKS), esta familia de proteinas de gran importancia se divide en 3 grupos
(PKS I-III), caracterizados por la complejidad de sus dominios cataliticos y la estructura de
los productos obtenidos (Keller et al., 2005; Baerson y Rimaldo, 2007). En hongos sélo se
encuentra la PKS I'y la PKS III (Cox, 2007; Teichert y Nowrousian, 2011).
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Funcion de los metabolitos secundarios en hongos

Aunque no se ha asignado una funcién clara para todos los metabolitos secundarios en los
hongos, se mencionan muchas hipotesis, entre ellas que son reguladores del desarrollo o de
diferenciacion celular, principalmente en la esporulacion (i.e. el acido linoléico), que son
componentes esenciales de las esporas (i.e. la melanina) o simplemente que son toéxinas
producidas en el momento de la formaciéon de esporas (Demain y Fang, 2000; Calvo et al.
2002; Gerke y Braus, 2014), como el caso de la zearalenona de Fusarium graminearum, que
induce la esporulaciéon, y activa la formaciéon de peritecios (Calvo et al., 2002), o la
butirolactona I de Aspergillus terreus, un inhibidor de cinasas dependientes de ciclinas que
induce esporulacion y aumenta la produccion de lovastatina (Calvo et al., 2002). Por otro lado,
no hay que dejar de lado la funcién de los metabolitos secundarios como factores de
virulencia (Calvo ez al., 2002). Como la T-toxina de Cochliobolus heterostrophus, agente causal del
tizon de la hoja de maiz, asi la raza T virulenta produce este policétido, en cambio la raza O
no lo produce y no es virulenta (Teichert y Nowrousian, 2011; Kono ¢t al., 1980), igualmente
existen otros casos, como la cercosporina de Cercospora o las melaninas de muchos hongos ,

con la misma funcién (Teichert y Nowrousian, 2011).

Particularmente, el caso de los policétidos, se les han conferido funciones de respuesta al
estrés: como proteccion contra luz UV, inhibidores del crecimiento de otros organismos
(reguladores del desarrollo) o como factores de virulencia (Keller et al., 2005; Baerson y
Rimaldo, 2007; Ehlrich, 2007). Muchos de estos compuestos han tenido impacto benéfico en
el ser humano, ya que se les ha encontrado actividad antibiética o terapéutica en 1% de las
5,000-10,000 estructuras conocidas, como la lovastatina (hipocolesterolémico), la
doxorubicina (anticancerigeno) o la tetraciclina (antibiético), tanto que alrededor del 20% de
los farmacos empleados actualmente pertenecen a este grupo estructural (Rimado y Baerson,
2007); aunque también existen estructuras altamente toxicas, como las micotoxinas:
zearealona, fumonisinas, aflatoxinas y 'I-toxinas (Baerson y Rimaldo, 2007; Cox, 2007; Zhu et
al., 2008). Por lo cual es considerado como uno de los grupos de compuestos naturales mas

importante para los seres humanos (Zhu et al., 2008).
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Quimica de Cladosporium

Dentro del género Cladosporium s.lat., se han analizado sus metabolitos secundarios desde
mediados del siglo pasado, aunque con el problema de que en la mayoria de los reportes se
reporta solo el género (1.e. Cladosporium sp.), por lo que su conocimiento particular dentro de
las especies del género es limitado. Actualmente se conocen alrededor de 130 estructuras
diferentes aisladas de éste género, aunque Frisvad (2015) reconocé 113 s6lo como

exometabolitos de Cladosporium.

Entre los policétidos, uno de los primeros en ser aislados y ampliamente estudiado es la
cladosporina (=asperentina; Fig. 4.1A), aislada de C. cladosporoides a la par de Aspergillus,
Eutorium, y Chaetomium, razén por la cual su sinénimo es asperentina (Scott et al., 1971). A este
compuesto se le ha reportado actividad antifungica (Scott et al., 1971), insecticida (Grove y
Pople, 1981), bactericida (Anke, 1978), reguladora del crecimiento en plantas (Springer et al.,
1981) y anti inflamatoria en pulmoén de raton (Miller et al, 2010). Hoepfner et al. (2012)
reporta por primera vez el modo de accion de la cladosporina contra Plasmodium falciparum, el
cual es inhibiendo su lisil-tRNA sintetasa citosolica. Jacyno et al. (1993) reporto la presencia de
un isomero de la cladosporina en C. cladosporoides: la 1socladosporina, con actividad inhibitoria
del crecimiento de coleoptilos metilados de trigo. Recientemente se ha probado la efectividad
de la cladosporina e isocladosporina frente a Colletotrichum gloesporoides, C. acutatum, C. fraganae,
Phomopsis obscurans y P wviticola, segin Wang et al. (2013), mismos que encuentran una nueva
estructura de la misma familia: la 5-hidroxiasperentina. Actualmente debido a sus
caracteristicas estructurales y su actividad se ha intentado con éxito la sintesis artificial de la

cladosporina e isocladosporina (Zheng et al., 2012; Mohapatra et al., 2013).

Igualmente, dentro de los policétidos se encuentra la familia del cladosporol, originalmente el
cladosporol A (Fig. 4.1B) se aislo de C. cladosporoides (Sakagami et al., 1985), posteriormente
Nasini et al. (2004) reportan otras 4 estructuras nombradas B-E aisladas de C. tenuissimum. Son
considerados como inhibidores de la produccion de 3-1,3 glucanos (Sakagami et al., 1985),
inhibidores de la germinacién de urediosporas de Uromyces appendiculatus, aeciosporas de
Cronartium flaccidum y Peridermium pint (Moricca et al., 2001; Nasini et al., 2004: Moricca et al.,
2005), inhibidores del crecimiento micelial de Alternara alternata, Helmintosporium teres,

Phytophthora capsict, P cinnamomi, P erytroseptica y P nicotianae (Streafico, 2004; Assante et al.,
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2005). Actualmente ha sido intenso el estudio del cladosporol A como modulador de p21va1/
¢Pl un inhibidor de cinasas dependientes de ciclinas, que lleva a la célula a un arresto en la

fase G1 del ciclo celular, siendo un prometedor anticancerigeno (Zurlo et al., 2013; 2014).

Otros policétidos aislados de Cladosporium sp. son el grupo de los cladosporidos (A-D; Fig.
4.1D), compuestos que inhiben el desarrollo micelial de Aspergillus fumigatus (Hosoe et al., 2000;
2001). Los cladospolidos (Fig. 4.1E), presentan alrededor de 5 estructuras diferentes (Fuji et al.,
1995; Zhang et al., 2001; Gao et al., 2010). Aunque fueron aislados de C. tenuissimum y otro
miembro de Cladosporium no identificado, se ha propuesto su funciéon como reguladores del
crecimiento en plantas, ya que los cladospolidos A-C inhiben la elongacion del tallo, siendo el
cladospolido C un inhibidor de la sintesis de giberelinas (Fuji et al., 1995; Reddy et al., 2013).
Asi mismo, el cladospolido D inhibe el desarrollo de Pyricularia oryzae y Mucor racemosus (Zhang
et al., 2001), el cladospolido E inhibe a Escherichia coli, Bacillus thuringiensis, Bacillus subtilis,
Mpysobacterium smegmatis y Staphylococcus aureus (Gao et al., 2010). Se han encontrado otras
estructuras similares a los cladospolidos, como las estructuras aisladas de C. ftenuissimum
reportadas por Dai et al. (2006). Al igual que otros metabolitos se ha planteado la sintesis

artificial de este grupo de compuestos (Mori y Maemoto, 1987; Reddy et al., 2013).

De igual manera uno de los grupos mas estudiados por su implicacion médica son las
calfostinas (Fig. 4.1C), estructuralmente englobadas dentro de las perilenequinonas, aisladas
de C. cladosporoides. Se han reportado cinco diferentes estructuras (A-I), con una alta afinidad a
la proteina cinasa C (PKC; Iida et al., 1989; Morgan et al., 2009). La calfostina C es la tnica
que ha mostrado actividad contra Streptococcus faecalis y una mayor inhibicion de la PKC a
concentraciones muy bajas, tambien en la calfostina D (Kobayashi e/ al, 1989a, 1989b;
Morgan et al., 2009). Se ha reportado también una fuerte actividad citotoxica contra lineas
celulares cancerigenas en el caso de la calfostina G (Kobayashi et al., 1989b). Al igual que
otros metabolitos y por su importancia tanto quimica como terapéutica, se ha planteado su
sintesis artificial (Morgan et al., 2009). Relacionado con lo anterior, Arnone et al. (1989; 1988)
reportan estructuras muy similares a las calfostinas aisladas de C. cladosporoides y C. cucumerinum,
compuestos a los que nombran cladocromos (Fig. 4.1J), nombrados como A, B, D y E. En
muchas ocasiones se han interpretado como sinéonimos de las calfostinas, pero es claro que
aunque las diferencias son mintsculas no son los mismos compuestos, hipétesis reforzada por

los mismos Se ha pensado que presentan una actividad fitotoxica (Weiss et al., 1987). Williams
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et al. (2008) analizando a C. cladosporoides, agregando un inhibidor de la deacetilasa de histonas,
es decir agregando un modificador epigenético, producen dos nuevas estructuras de
cladocromos, los I y G, aunado a los ya conocidos A, B, D, E y calfostina B, siendo el primer
caso en donde se aislan de un s6lo hongo todas estas perilenequinonas. Finalmente dentro del
grupo de las perilenequinonas se encuentra el fleicocromo, aislado de C. phler y C. cladosporoides
(Yoshihara et al., 1975; Arnone et al., 1989). Se le ha conferido una actividad fitotéxica contra
Phleum patrense (Yoshihara et al., 1975) y frente a lineas celulares cancerigenas (Morgan et al.,
2009). Las perilenequinonas, son fotosensibles y tienen la capacidad de producir radicales de
oxigeno que por su acumulacién llevan a muerte celular, la cual se considera como otra via
posible de accion, ademas de la inhibicién de PKC, gracias a esto se les ha considerado

moléculas promisorias en cancer (Morgan et al., 2009).

Existen otro grupo de metabolitos aislados por Wrigley et al. (2001) a partir de C. cladosporoides
con forma estructural reducida de Benzo(j) 3-fluorantenonas, 4 estructuras muy similares a la
bulgarodina y bulgareina de Bulgaria inquinans, siendo fuertes inhibidores de la tirosina cinasa.
Bouillant ez al. (1981) reporta a la micosporina 2 aislada de C. herbarum, en comun con otros
hongos como Septoria nodorum, Botrytis cinerea y Stereum hirsutum. Gokul Raj et al. (2015)
confirman la presencia de paclitaxel (Fig. 4.11) en C. oxysporum, evaluando su eficacia contra
bacterias Gram- y Gram+, asi como contra una linea celular de cancer de colon, ofreciendo
esta cepa como alternativa para la producciéon de este importante anticancerigeno. Otros
compuestos mas se han aislado, como los dépsidos de C. wredinicola bacteriostaticos de
Escherichia colr, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Bacillus subtilis (Soman de Medeiros
et al., 2011). Holler et al. (2002) reporta una serie de policétidos aislados de Cladosporium sp.,
algunos de ellos reportados anteriormente en Alternaria, con actividad bactericida,
particularmente el 4acido 3-deoxi-isocracinico y la 7-hidroxi3-(2,3-dihidroxibutil)-1(3H)-
isobenzofuranona contra Bacillus subtilis y el cladoacetal A contra Bacillus aureus, ademas de la

macrosporina y el altersolanol A.

Dentro de toda esta gama de compuestos, muchos han sido aislados de ambientes marinos,
por ejemplo Ding et al. (2008) reportan a un miembro de Cladosporium sp. asociado a un
estadio particular del ciclo de vida del alga roja Porphyra yezoensis, reportando alrededor de 13
metabolitos nuevos para el género con actividad antimicrobiana, otorgando la mayor

actividad al acido fenilacético y al acido L-8 fenilactico. Gesner, et al. (2005) reporté a otro
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miembro de Cladosporium sp. aislado de la esponja Niphates rowr, obteniendo 3 diferentes
compuestos, dos pandangolidos y el iso-cladospolido B. Smith et al. (2000) en un hongo
aislado de una esponja, probablemente perteneciente al género Cladosporium, reportaba ya el
1so-cladospolido B, seco-patulolido C, y los pangolidos 1-2, como componentes principales de
sus extractos crudos, pero sin mostrar actividad frente a bacterias Gram- y Gram+. Este
ultimo grupo de compuestos, los pandagolidos aislados de C. herbarum y similares a los
cladospolidos, han sido probados contra bacterias Gram- y Gram+, pero no muestran

actividad inhibitoria significativa (Jadulco et al., 2001).

Existen otros grupos u otros compuestos no englobados dentro de los policétidos, no tan
comunes en Cladosporium. Tal es el caso de los derivados del acido furancarboxilico reportados
por Jacyno et al. (2001) en C. herbarum, compuestos con actividad inhibitoria de B. subtilis o S.
aureus. Asi mismo, la herbarina A-B y el acido herbarico de C. herbarum, con actividad frente a
Artemia salina, la citreoviridina A con una actividad contra Spodoptera lttoralis (Jadulco et al.,
2002). De igual manera las tres oxilipinas obtenidas por Williams et al. (2008) a partir de C.
cladosporoides. Las cotileninas (Fig. 4.1G), promotoras del desarrollo de los cotiledones de
Brassica campestris (Sassa, 1971; Sassa y Togashi, 1973; Sassa et al, 1975). Dentro de los
alcaloides se han encontrado diversas estructuras, aunque no es el grupo mejor representado
de metabolitos secundarios dentro de Cladosporium, se ha encontrado el acido nicotinico o la
N-acetiltriptamina (Ding et al., 2008), la oxogliantripina (14S; Fig. 4.1H), norquinadolina,
deoxinortriptoquivalina, deoxitriptoquivalina, triptoquivalina y la quivadolina B, eficaces
anti-virales del virus AHINI(Peng ez al., 2013). Finalmente se encuentran las cladosinas en C.
sphaerospermum, con seis diferentes estructuras. Solo la cladosina C es activa contra el virus de

la influenza AHIN1 (Wu et al., 2014;Yu et al., 2015).

Debido a las alteraciones morfologicas de las teliosporas de Puccinia horiana en interaccion a
distancia con Cladosporium cladosporoides y C. pseudocladosporiovdes, se determiné el efecto
inhibitorio de la germinacién de P horiana. Asi los metabolitos secundarios (particularmente
los policétidos), podrian ser moléculas clave en el antagonismo de ambas especies de

Cladosporium contra P horiana.
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Figura 4.1. Estructuras representativas de metabolitos secundarios aislados de
Cladosporium sp. A) cladosporina; B) cladosporol A; C) calfostina A; D) cladosporido A; E)
cladospolido A; I) cladoacetal A; G) cotilenina A; H) oxigliantripina; I) paclitaxel; J) cladocromo A.

87



Objetivos

Determinar si los extractos organicos obtenidos de Cladosporium cladosporiodes y Cladosporium

pseudocladosporioides inhiben la germinacion de las teliosporas de Puccinia horiana.

Particulares

Determinar el mejor medio de cultivo para la producciéon de compuestos secundarios de

ambas especies de Cladosporium

Utilizando a Botrytis cinerea como un modelo, determinar el efecto en el desarrollo de los

metabolitos secundarios de ambas especies de Cladosporium

Materiales y Métodos

Obtencion de los extractos organicos de Cladosporium. Se cultivo C.
cladosporioides (aislamientos DETSCIA y DETSCIB) v C. pseudocladosporioides en dos medios
liquidos nutritivos diferentes, el primero: PDB (Papa-Dextrosa), preparado con 20 g de papa
comercial y 20 g/L:! de glucosa; el segundo (medio CL) se encuentra detallado en el Cuadro
4.1. En ambos medios se crecieron las dos especies por 14 dias, 150 rpm de agitacion y
temperatura ambiente. Posteriormente se realiz6 una triple extraccion con AcOEt/MeOH
99:1, se filtro, pas6é por un embudo de separacion, sec6) con MgSOy4 y rotavaporo, obteniendo
asi el extracto crudo que se secd con en vacio y finalmente se peso para comparar el

rendimiento entre los dos medios nutritivos.

Fraccionamiento de los extractos organicos. El extracto seco obtenido a partir
de medio CL de los diferentes aislamientos de Cladosporium, se fracciondé por medio de
cromatografia en capa delgada preparativa, en placas de 20 x 20 cm de silica con 5 mm de
espesor, aplicando 100 mg de extracto crudo por placa. Como fase moévil se utilizéo CloCHa/
MeOH 15:1. Posteriormente, las placas se revisaron en una lampara de luz UV a 352 nm, se
marcaron las fracciones de interés, que se revelaban a esa longitud de onda y finalmente se
obtuvieron con una espatula, lavando con CloCHy/MeOH 99:1. Las fracciones se colectaron

y secaron con No.
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Cuadro 4.1. Medio de cultivo (CL) utilizado para la

produccién de los extractos organicos de
Cladosporium cladosporioides (DETSC1A y DETSC1B)
y C. pseudocladosporioides (DETSCO03).

Chen et al., 2009 (Medio CL)

Componentes Cantidad
Glucosa 1%
Sacarosa 2%

Harina de soya 0.25%

Extracto de levadura 0.05%

Sulfato de Magnesio 0.03%
Fosfato monopotasico 0.035%
Fosfato dipotasico 0.056%
Vitamina Bl 10 mg/1
Tricloruro de Fierro 2 mg/1
Sulfato de Zinc 2.5 mg/1
Ioduro de potésio 0.7 mg/1
Acido bérico 1.4 mg/1

pH 6.8

Actividad biolégica contra Puccinia horiana. Se prepard una suspension de 1.5
x 10* teliosporas/mL de P horiana, en la concentracion final del experimento. Se probo la
actividad de los extractos organicos y las fracciones obtenidas, disueltos en DMSO a una
concentracion de 33.3 mg/mL. En el caso de los extractos crudos se probaron tres
concentraciones diferentes disueltas en agua destilada estéril, con una concentracién maxima
de 0.3% DMSQO, para las fracciones organicas de cada extracto se utilizaron cuatro
concentraciones con las mismas caracteristicas. En una micro-placa de 96 pozos, se tomaron
50 pl de las diferentes fracciones diluidas en agua destilada estéril y 50 pl de la suspension de
teliosporas por pozo, cada concentraciéon por triplicado. Se incub6 por 48 h a 22°C, con un
fotoperiodo de 12 h. Pasado el tiempo se cont6 el nimero de teliosporas germinadas y no

germinadas.
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Se calcul6 el % de inhibicion de la germinacion, mediante la siguiente formula:
%IG= [(%G control- %G tratamiento)/%G control] x 100
En donde: %G control= porcentaje de germinacién en el control sélo con agua destilada y
%G tratamiento= porcentaje de germinacion en el tratamiento con el extracto organico o
fraccion del mismo.

Actividad biologica contra Botrytis cinerea como modelo. Se sigui6 la
metodologia de Raposo ¢t al. (1995). Para tal fin, se prepar6 una suspension de conidios (agua
destilada estéril y 15% de glicerol) a una concentracion final de 10* conidios/mL de las cepas
BC117 y BC120, disponibles en la Universidad de Milan, Italia. Las fracciones organicas se
disolvieron en DMSO a una concentraciéon de 33.3 mg/ml, las concentraciones se ajustaron
sin sobrepasar 0.3% DMSO dentro del medio liquido. El medio utilizado fue PDB 2X (Papa-
Dextrosa) en donde se ajustaron las concentraciones, asi mismo este medio fue utilizado como

control positivo y como control positivo adicional se utiliz6 PDB2X+0.3%DMSO, para

comparar el efecto del DMSO. Como control negativo se utilizd Boscalid® a una

concentracion de 200 pg/ml. En una micro-placa de 96 pozos, se tomaron 50 pl de las

diferentes fracciones disueltas en PDB2X y 50 pl de la suspensiéon de conidios por pozo,

inmediatamente después se tomoé una primera medicion de absorbancia empleando un lector

de microplacas con un filtro a 492 nm, la placa se incub6 por 72 h a 20°C y pasado el tiempo

se volvio a tomar la lectura de absorbancia. Se realizaron dos réplicas del experimento.

Para calcular el porcentaje de inhibicién de crecimiento se sigui6 la siguiente férmula:
%IC=[(Atx-Ato) no tratados)]-[(Atx-Ato) tratados)]/[(Atx-Ato) no tratados)] x 100

En donde: Ato= Lectura del pozo al tiempo 0, Atyx= Lectura del pozo al tiempo x.

Analisis de datos. Se calcul6 la Clso para cada fraccién, a las 24 h en el caso de B.
cinerea 'y a las 48 h en el caso de Puccimia horiana, debido a las caracteristicas de los resultados,
utilizando una regresion Probit (Finney, 1971) en SPSS Statistics 21.0©. Los resultados del
porcentaje de inhibiciéon y Clso fueron analizados estadisticamente por medio de una ANOVA
de una via. Para conocer sus asunciones, la distribucién normal fue verificada con la prueba
de Shapiro-Wilk [P>0.05] y la homogeneidad de varianzas con la prueba de Levene

[P>0.05]. Las diferencias entre las medias se calcularon con la prueba post hoc Ryan-Einot-

Gabriel-Welch, basada en una prueba de F [P>0.05]. Todos los analisis se realizaron en SPSS

Statistics 21.0©.
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Resultados

Se obtuvieron los extractos organicos de AcOEt/MeOH de ambas especies, los rendimientos
encontrados se encuentran en el Cuadro. 4.2. El mejor medio de cultivo para la produccion
de metabolitos secundarios en Cladosporium tue el medio CL (Chen et al.,2009), comparando
con el medio PD. Asi mismo, la especie que produjo mayor cantidad de extracto organico fue
C. pseudocladosporioides, seguido del aislamiento DETSCI1B de C. cladosporioides, aunque con una
estrecha diferencia con el aislamiento DETSCIA de la misma especie. Recordando que la
diferenciaciéon de estos aislamientos surge por la morfologia de la colonia, detallada en el
capitulo II.
Cuadro 4.2. Rendimiento de los extractos organicos de las diferentes especies/cepas de

Cladosporium a partir de 1L de medio de cultivo liquido. PD= papa-dextrosa; CL= medio
detallado en el Cuadro 4.1

Medio C. cladosporoides 1A C. cladosporoides 1B C. pseudocladosporoides
PD 0.1875 ¢ 0.1172 ¢ 0.2255 ¢
CL 0.1239 ¢ 0.1395 ¢ 0.3016 g
£ £
E PD CL PD CL B PD CL PD CL PD CL
© 0
) &

C.cl 1A C.cl 1B C. ps C.cl 1A C.cl1B C. ps

Figura 4.2. Cromatografia en capa delgada de los diferentes extractos organicos de
Cladosporium con CH>Cl:/MeOH 15:1 como fase movil. Comparacién de los diferentes
perfiles cromatograficos observados a dos longitudes de onda. Se aplic6 10 pl a una concentracién

de 2 mg/ml en cada carril. C.cl. 1A= DETSCIA; C.cl 1B= DETSCI1B; C.ps=DETSCO03. PD y
CL, son los dos medios diferentes
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Figura 4.3. Inhibicion de la germinacion de las teliosporas de Puccinia horiana a las 48
h, con los extractos organicos obtenidos a partir de medio CL, de los diferentes
aislamientos de Cladosporium. Se calculdé una ANOVA de una via, con una comparacién
poshoc, letras iguales indican no diferencias significativas a P < 0.05 (REGW-F test).

Los resultados obtenidos en la cromatografia en capa delgada, evidenciaron una diferencia
cualitativa y cuantitativa entre el extracto producido en medio CL y en medio PD. Los
perfiles con mayor complejidad en todos los casos pertenecen a los extractos organicos
obtenidos a partir de medio CL. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, las pruebas en

la inhibicién de la germinacién de las teliosporas se desarrollaron solo con los extractos a

partir de medio CL.

La actividad a las 48 h se vio reflejada en una inhibicién de la germinacién de alrededor del
50%, atn en los casos en donde las concentraciones mas bajas no tuvieron muy buena
actividad (Fig. 4.3). El mejor porcentaje de inhibicion lo presenta la concentracién de 1000
ppm de C. cladosporioides DETSCI1A, llegando a alrededor del 90% de inhibicion, cercanos a
la inhibiciéon causada por el fungicida a 500 ppm en los ensayos de C. cladosporioides
DETSCIA y C. pseudocladosporioides (DETSCO3; Fig. 4.3). Es claro que existe una diferencia
en actividad respecto a los dos aislamientos de C. cladosporioides, asi en el aislamiento
DETSCIB, todas las concentraciones alcanzan un porcentaje de inhibicién entre el 50% vy el
60%, muy similar a lo encontrado con el fungicida a una concentracién de 500 ppm en ese
mismo ensayo. Por lo cual, la concentraciéon mas alta (1000 ppm) es similar estadisticamente a

la concentraciéon mas baja de DETSCIA, observacién que pudiera estar basada en las
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diferencias en complejidad y cantidad de los extractos obtenidos de cada uno de los
aislamientos, sugiriendo que el extracto de DETSCIB es el que presenta menor actividad
inhibitoria de la germinaciéon en teliosporas de P horana (Fig. 4.3). Finalmente, C.
pseudocladosporioides (DETSCO3) presenta una inhibiciéon de la germinacion por arriba del 60%
en sus concentraciones mas altas (500 y 1000 ppm), similares estadisticamente a la
concentracion de 500 ppm de C. cladosporioides DETSCIA. Este extracto fue el segundo mas

efectivo en inhibir la germinacion de las teliosporas (Fig. 4.3).

Posteriormente, se llevo a cabo un fraccionamiento de los extractos de C. cladosporioides DETSCIA y C.
pseudocladosporiordes (DETSCO03), los mas activos, obteniéndose los rendimientos totales del Cuadro 4.3.
Las fracciones 2 y 4 de ambas especies, resultaron ser las mismas mediante CCD, por lo que se opt6
por utilizar aquellas en mayor cantidad, es decir las de C. pseudocladosporioides (DETSCO3). Con estas
fracciones se llevé a cabo un ensayo de inhibicién de la germinaciéon en teliosporas, del total de
fracciones obtenidas, s6lo 5 mostraron actividad, es por esto que a continuacién sélo se muestran los

resultados de las fracciones 4, 5, 6, 7 y 8 (Cuadro 4.3; Fig. 4.4) de ambas especies de Cladosporium.

Cuadro 4.3. Rendimiento del total de las fracciones obtenidas a partir de los
diferentes extractos organicos (600 mg) de ambas especies de Cladosporium. C1A= C.
cladosporioides DE'T'SC1A; Cps= C. pseudocladosporioides DETSCO3.

1 2 3 4 ) 6 7 8 9

Cps 11 mg 8mg 85mg 385mg 10.5mg 16.5mg - - -

Cl1A - 6 mg - 19 mg - - 15mg 17 mg 5> mg

A partir de las fracciones obtenidas, se muestra una acciéon inhibitoria de la germinaciéon en las
teliosporas de P foriana (Fig. 4.4), con la cual se pudo calcular la Clso (Cuadro 4.4). La fraccién menos
efectiva pertenece a la fraccién 7 de C. cladosporioides DETSC1A, mostrando a una inhibicién de hasta
el 40%, resultados muy bajos, por lo que su Clso es relativamente alta, y estadisticamente diferente a la
de las demas fracciones (Cuadro 4.4). Las fracciones 5 y 6 exclusivamente de C. pseudocladosporioides
(DETSCO03), 1a 8 de C. cladosporioides DETSCI1A y la 4 de ambas especies, fueron las mas efectivas, no
encontrandose diferencias significativas a la concentraciéon mas alta de 100 mg/mL (Fig. 4.4), ni en las
ClIs0 (Cuadro 4.4). La fraccion 4 y 8 de C. cladosporioides DETSCI1A con inhibiciones entre el 70 y el
80%, parecen ser la clave de la actividad de los extractos organicos (Fig. 4.4), ambas en mayor
proporcion dentro del extracto (Cuadro. 4.3), aunque no se descarta que su interaccion entre ellas, o
ya sea con otros compuestos dentro del extracto sean las responsables de la inhibicién encontrada a
1000 ppm de ese extracto organico (Fig. 4.4). Asi mismo las Clso tienen valores bajos cercanos a 30

mg/mlL, lo que habla de una buena efectividad (Cuadro 4.4). En el caso de C. pseudocladosporioides
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(DETSCO03), las fracciones 4, 5 y 6, las tres en mayor proporciéon dentro del extracto (Cuadro 4.3),
presentan valores de inhibicién entre el 60 y el 80% (Fig. 4.4), hipotesis sustentada por los valores de
Cls0, entre 19.8 y 28.5 mg/mL (Cuadro 4.4), fracciones que parecen ser las que le otorgan la actividad

dentro del extracto organico de ésta especie (Fig. 4.3).

c 100~
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E 80 a -e 8 (DETSC1A)
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Figura 4.4. Inhibicién de la germinacion de las teliosporas de Puccinia horiana a las
48h, en contacto con diferentes fracciones obtenidas a partir de los extractos organicos
de los aislamientos de Cladosporium spp. Se calculé una ANOVA, soélo para las
concentraciones mas altas (100 mg/ml), letras diferentes implican diferencias significativas a P <
0.05 (REGW-F test). No hubo diferencias significativas entre el tratamiento con HoO y el
tratamiento HoO+DMSO 0.3%, el porcentaje de germinaciéon fue por arriba del 80%, como
control positivo se utilizé Captan a 100 pg/ml, en donde la inhibiciéon fue por arriba del 80%.
DETSCO03= C. pseudocladosporioides. DETSC1A= C. cladosborioides.

Por otro lado, al ser P horiana un patégeno obligado no es posible evaluar el efecto de las
fracciones de los extractos orgaanicos en la formacién de micelio, por lo cual optamos por el
modelo de Botrytis cinerea, evaluando en este caso la inhibicién del desarrollo miceliar, cada
24h por 72h. En B. cinerea, los compuestos antes mencionados tienen un efecto contrastante
en comparaciéon con la germinacion de teliosporas de P horana. A las 24 h existe una
inhibicién por arriba del 60% con las fracciones 5y 6 de C. pseudocladosporioides (DETSCO03),
asi como con la 7 de C. cladosporioides DETSCIA, siendo la fraccion 6 la mas activa a 200 pg/
ml con cast un 100% de inhibiciéon (Fig. 4.5A), en cambio las fracciones 8 de C. cladosporioides
DETSCIA vy fracciéon 4 de ambas especies, muestran los valores mas bajos de inhibicion

alrededor del 20%, con las concentraciones mas altas de 200 pg/ml. A las 48 h, las fracciones

8y 7 de C. cladosporioides DETSCIA pierden casi por completo su actividad, las 5 y 6
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disminuyen la inhibicién a 40%, una merma importante en actividad inhibitoria, asi como la
fraccién 4 de ambas especies repunta en alrededor de 30% de inhibicion (Fig. 4.5B).

Finalmente, a las 72 h, las fracciones 7 y 8 de C. cladosporioides DE'TSCIA han perdido por completo su
actividad, la 5 y 6 de C. pseudocladosporioides (DETSCO3) conservan actividad a la concentraciéon mas
alta, observandose solamente un 20% de inhibicién, de las 48 a las 72 h existe casi la mitad de pérdida
de actividad en éstas fracciones (Fig 4.5C). La fracciéon 4 presente en ambas especies, mantiene la
actividad de las 48 h de obteniéndose alrededor del 30% de inhibicién. En ambos tiempos las cuatro
concentraciones presentan una actividad muy similar. La actividad inhibitoria de esta fraccion

comienza después de las 24 h, manteniéndose en valores bajos (Fig. 4.3).

Al encontrarse una mejor actividad inhibitoria del desarrollo micelial a las 24h, el calcul6 de la Clso se
realiz6 a ese tiempo. Los valores mas bajos, entre 47 y 71 png/ml se obtuvieron con las fracciones 5 de
C. pseudocladosporiodes (DETSCO03) v 8 de C. cladosporioides DETSC1A, respectivamente (Cuadro 4.4).
En los otros casos, las fracciones tienen Clso bastante elevadas, aunque estas diferencias son débiles
(Cuadro 4.4). Las diferencias en el efecto de éstas fracciones se pueden observar en la Fig. 4.6, en
donde se muestra la curva de desarrollo. En contacto con las fracciones menos activas a las 24 h se
muestra una disminucion en el desarrollo, pasado ese tiempo el desarrollo se torna de manera normal,
exceptuando el caso de la fracciéon 7 que pareciera estimula el crecimiento, aunque esta aseveracion

tendria que ser analizada a mayor detalle.

Cuadro 4.4. CIso de las cinco diferentes fracciones obtenidas de ambas especies
de Cladosporium, en contacto con diferentes P. horiana y B. cinerea. En el caso de
Botrytis cinerea se refiere a la Clso inhibitoria del desarrollo micelial, en el caso de P horiana se
refiere a la Cls inhibitoria de la germinacién de las teliosporas. Letras diferentes dentro de
P horiana, implican diferencias significativas a £ < 0.05 (REGW-F test), lo mismo en el caso
de B. cinerea a P < 0.1 (REGW-F test)

g B. cinerea P. horiana .
Fraccion Especie
(pg/ml) (pg/ml)
C. pseudocladosporioides/
88.631 9.73b .
4 2 ac 2 C. cladosporioides
5 47.34a 19.845b C. pseudocladosporioides
6 277.64 ac 28.581b C. pseudocladosporioides
7 760.47 ¢ 113.001a C. cladosporioides
8 61.78 a 31.612b C. cladosporioides
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Figura 4.5. Inhibicion del desarrollo de Botrytis cinerea, en contacto con cinco
fracciones de C. cladosporioides DETSCI1A y C. pseudocladosporioides (DETSCO03). Sec
calculé una ANOVA de una via, letras diferentes implican diferencias significativas a P < 0.05
(REGW-F test) a la maxima concentraciéon (200 pg/ml). No hubo diferencias significativas entre el
tratamiento con HoO vy el tratamiento HoO+DMSO 0.3%y 0.6%. Como control positivo se utilizo
Boscalid a las mismas concentraciones de las fracciones utilizadas.
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Figura 4.6. Crecimiento de Botrytis cinerea expresado en valores de absorbancia a 492
nm. Los nimeros sobre las graficas (1-8) corresponden a las fracciones a la que fue expuesto B.
cinerea. Se muestra el comportamiento del control con Boscalid a diferentes concentraciones.

Por lo cual la actividad de las fracciones obtenidas esta en funcién del tiempo de exposicion,
lo que sugiere una afectacion parcial de los conidios de B. cinerea causando un retraso en la

germinacion y desarrollo, pero sin tener un efecto fungicida sobre este hongo modelo.
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Discusion

La biosintesis de metabolitos secundarios esta influenciada en gran medida por las
caracteristicas ambientales, como las fuentes de nitrégeno, de carbono, la temperatura y la luz
(Hanson, 2008; Rohlfs, ¢ al. 2009). Estas propiedades ambientales se modifican de manera
artificial mediante medios nutritivos de cultivo. Asi, el cultivo de ambas especies de
Cladosporium se realizé en un medio nutritivo liquido bastante complejo (Cuadro 4.1), con el
cual Chen et al. (2009) creciendo Alternaria alternata var. monosporus, obtuvieron rendimientos de
2 g a partir de 200 ml de medio de cultivo, por lo que se sugiere el uso de éste medio como un
buen sustrato para la obtenciéon de compuestos secundarios, particularmente policétidos
similares al cladosporol, moléculas reportadas en el género Cladosporium. Los componentes de
éste medio, como una amplia fuente de carbono y una extensa distribuciéon de
macronutrientes y micronutrientes, son participantes activos en la formacién de biomasa, una
de las razones del aumento en el rendimiento con éste medio (Lilly y Barnett, 1951; Jones y
Jennings, 1965; Jennings, 1995; Hanson, 2008; Walker y White, 2011). Asi mismo la presencia
de tiamina (vitamina Bl), factor del desarrollo en hongos, siendo cofactor importante de las
enzimas que participan en el metabolismo del carbono (Lilly y Barnett, 1951; Jenning, 1995)
y su derivado, el pirofosfato de tiamina es el cofactor de la piruvato deshidrogenasa, enzima
clave junto con la dihidrolipoil transacetilasa y deshidrogenasa, en la biosintesis de la acetil-
CoA a partir del acido piravico, producto final de la glucdlisis dentro del metabolismo del
carbono (Herbert, 1981; Nelson y Cox, 2008). La acetil-CoA, junto con la malonil-CoA
(producida por la acetil-CoA carboxilasa), son los precursores en la biosintesis de los
policétidos (Baerson y Rimando, 2007; Schueman y Hertweck, 2009), asi mismo puede
participar en la formacién de compuestos heterociclicos en agua de manera artificial (Liu et
al., 2012). En consecuencia, una buena cantidad de carbohidratos, mas una serie de macro- y
micronutrientes que estimulan el metabolismo del carbono, asi como otras vias metabolicas
con incidencia en el desarrollo miceliar, junto con la tiamina que participa en el metabolismo
del carbono y que promueve la formacién de los precursores de policétidos, podria ser la
explicacion a las diferencias en complejidad y rendimiento de los extractos organicos, entre el
medio nutritivo propuesto por Chen et al. (2009) y el medio de papa-dextrosa, sugiriéndose el
primero como un sustrato nutritivo efectivo para la producciéon de policétidos y compuestos

de origen similar en hongos.
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En su mayoria se han aislado solamente policétidos a partir de Cladosporium sp., con excepcion
de algunos alcaloides y terpenos (Ding et al., 2008; Wu et al., 2014; Frisvad, 2015). Los
policétidos de manera general se obtienen mediante extraccion organica con acetato de etilo,
en combinacién con algin solvente de mayor polaridad como el metanol, por lo cual,
podemos pensar que la complejidad de los extractos organicos de las especies C. cladosporioides
y C. pseudocladosporioudes, tiene su origen dentro del grupo de los policétidos. Aun asi, la tnica
aseveracion particular dentro de la dilucidacion quimica de estas especies, es que no producen
cladosporol ni ninguno de sus derivados (Rojas-Martinez et al., 2015;Torres et al., 2015).
Rojas-Martinez et al. (2015) mencionan que la interaccion de C. cladosporioides y C.
pseudocladosporioides, no produce malformaciones hifales en Phytophthora acerina y P ramorum,
relacionado con la ausencia de compuestos inhibitorios de la sintesis de [-glucanos
(Fukushima et al., 1993; Sakagami et al., 1995), aunque disminuye el diametro de las colonias
de los oomycetos, restringe su crecimiento e induce drasticamente la formacién y aborcién de
estructuras reproductoras. La ausencia de cladosporol, habla de la plasticidad genética dentro
del complejo C. cladosporioides, ya que ésta molécula fue aislada por primera ocasion a partir de
ésta especie (Sakagami et al, 1995; Assante et al., 2006), posteriormente a partir de C.
tenuisstmum, especie muy cercana (Bensh et al., 2010; 2012; Fig. 2.3), se lograron aislar 4
estructuras similares al cladosporol (Nasini ef al., 2004; Assante et al., 2005), en contraste estos
compuestos estan ausentes en C. cladosporioides y C. pseudocladosporioides aislados en México, en
asociacion con P horiana. Esta plasticidad genética se ha reportado en otras especies del

género, como C. herbarum (Schubert et al., 2007).

La producciéon de metabolitos secundarios, se encuentra claramente determinada por las
caracteristicas ambientales (Hanson, 2008; Rohlfs, ez al 2009), asi las condiciones de
aislamiento C. cladosporioides y C. pseudocladosporioides en pustulas de P horiana, a partir de
crisantemo en produccién comercial intensiva, son muy particulares en comparaciéon con las
reportadas para los demds aislamientos reportados en la literatura, por lo que estas
caracteristicas ambientales definitivamente podrian influir en la complejidad de compuestos
secundarios producidos por ambas especies. En Cladosporium aunque se conoce una amplia
diversidad estructural de policétidos (Frisvad, 2015), en muy pocas ocasiones se reporta el
nombre de la especie que los produce, llegando solamente a referirse como Cladosporium sp.,
esto aunque aumenta el conocimiento del género, no lo hace asi para las especies particulares

dentro del mismo. Por ejemplo Silber et al. (2014) purifican cinco estructuras de maletinina,
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con actividad antibacteriana y fungicida; no obstante la incapacidad de diferenciar entre C.
cladosporiodes, C. uredinicola y C. pseudocladosporioides, el reporte solo llega a Cladosporium sp. o
bien, el ejemplo de Garcia-Velasco et al. (2005), en donde encuentran altos niveles de control
de la roya blanca del crisantemo y se postula la posibilidad de que ésta cepa actué mediante el
efecto de sus metabolitos secundarios, sin llegar a identificar la especie, quedando el reporte

como Cladosporium sp.

Cladosporium cladosporioides es una de las especies comunmente aislada, a partir de una gran
diversidad de sustratos (Bensh et al., 2010; 2012). Debido a ésta caracteristica, a sus
metabolitos secundarios se les han conferido una serie de actividades como fungicida (Pandey
et al., 1993; Chalfoun, 2010; Wang et al., 2013), bactericida (Sette et al., 2006), inductores del
desarrollo (Mori y Maemoto, 1987; Paul y Park, 2013), anticancerigena (Kobayashi et al.,
1989a,b) y antiprotozoarios (Hoepfner e al., 2012), lo que ha tenido impacto en su utilizacion
como agente de control biologico, por ejemplo en bayas de café¢ (Chalfoun, 2010). Reportes
que apoyan la actividad demostrada en esta investigacion. En cuanto a C. pseudocladosporioides,
su reciente determinaciéon y la controversia en su clasificacion (Bensh et al, 2010; 2012),
aunado a la falta de reportes sobre su biologia hace complicado su analisis dentro de la
literatura existente. En el tnico reporte de actividad biologica, Ellsworth et al. (2013) la
encontr6 como endofita de Nuphar lutea, evalud su actividad, demostrando la inhibicién del
crecimiento de Pseudomonas aeruginosa en 12.4£0.8% a las 24h (200 pg/ml de medio nutritivo
filtrado). Datos que contrastan con la actividad reportada en el presente trabajo contra P
horiana, ya que los valores de la inhibiciéon en el extracto crudo entre las concentraciones de
100 ppm y 500 ppm, reflejan una inhibicion del 50-60% a las 48 h. Por lo que
probablemente, la actividad de los compuestos producidos por esta especie esté restringida a

modelos fingicos.

Los metabolitos secundarios, como piezas clave en la interaccion de especies de Cladosporium
con diversas royas se ha propuesto en gran parte de los reportes de antagonismo, como en C.
gallicola, contra Endocronartium harknessu (Tsuneda y Hiratsuka, 1979); C. wredinicola contra P
violae (Traquair et al., 1984), P puta (Barros et al., 1999) y Cronartium fusiforme (Morgan-Jones y
McKemy, 1990); Cladosporium sp. contra Melampsora larici-populina (Omar y Heather, 1979); C.
aeciduicola contra Melampsora medusae (Sharma y Heather, 1980); C. tenuissimum contra Cronartium

flaccidum y Peridermuum pine (Moricca et al., 2001; 2005) y Cladosporium sp. contra P horiana
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(Garcia-Velasco et al., 2005), en todos los casos con un impacto en la producciéon, maduracion
y germinacién de las esporas. El porcentaje de inhibicién de la germinacion entre 60 y 90%
en teliosporas de P horiana con los extractos organicos y con las fracciones, coinciden entre si,
lo que apoya la idea de que efectivamente éstas fracciones obtenidas, son las responsables de
la actividad de los extractos organicos de ambas especies, asi como factores clave en las
alteraciones morfolégicas de P horiana. De manera contrastante, al evaluar el desarrollo de B.
cinerea, a las 24 h se muestra un buen efecto, para posteriormente a las 48h y 72 h esta
inhibiciéon decrecer. En este caso, esta inhibicion podria deberse a las caracteristicas genéticas
de B. cinerea para contender con moléculas fungicidas (Raposo et al., 1996; Leroux et al., 2002;
Kretschmer et al., 2009; Vercest et al., 2014), también a la poca afinidad de éstas moléculas al
sitio de accidn, ya sea por ausencia de regiones particulares dentro de las estructuras
quimicas, o finalmente por mutaciones en las moléculas receptoras (Cui et al., 2002; Leroux et
al., 2002), lo que hablaria también de poca especificidad hacia B. cinera y en consecuencia, de

metabolitos con un espectro de actividad reducido.

Se conocen algunos blancos de accion de los metabolitos secundarios aislados de Cladosporium
sp., como [3-glucanasas constitutivas (Sakagami et al., 1995), tirosina cinasas G (Wrigley et al.,
2001; Assante et al., 2006; Morgan et al., 2009), lisil-tRNA-sintetasas (Hoepfner et al., 2012) y
moléculas que influyen en la via de la f3-catenina (Zurlo e al., 2013; 2014), todas ellas con
consecuencias en el desarrollo (Spreafico, 2004; Assante et al., 2005; Moricca et al., 2005;
Wang et al., 2013). Los mecanismos de desarrollo hifal, asi como los de diferenciaciéon en
estructuras reproductoras, se encuentran controlados por redes genéticas de activacion
diferentes (Ye, 2005; Boyce y Adrianpoulos, 2006, Shaw y Hoch, 2007). Las diferencias entre
los resultados en la germinacion de teliosporas de P horiana y crecimiento micelial de B. cinerea,
asi como las encontradas en Phytophthora (Rojas-Martinez et al., 2015) podrian ser explicadas
con base en estas diferencias en los mecanismos de diferenciaciéon y desarrollo.
Probablemente los metabolitos secundarios de ambas especies de Cladosporium se encuentren
adaptados a un sitio de reconocimiento particular dentro de la regulaciéon de la germinacion
de teliosporas y producciéon de basidiosporas en royas, e igualmente es posible que el efecto

sea momentaneo.

La utilizacion de forma directa o indirecta de metabolitos secundarios en el manejo de

enfermedades, ha sido propuesta por varios autores, de manera indirecta la incorporacion al
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suelo de diversos residuos vegetales con actividad antimicrobiana y alelopatica (Anaya, 2006),
como de Tagetes erecta para el control de Alternaria solani (Goémez-Rodriguez y Zavaleta-Mejia,
2001; Gémez-Rodriguez et al., 2003); igualmente la incorporacion de residuos de los géneros
Crotolaria, Tagetes y Ricinus, para el control de nematodos (Kokalis-Burele y Rodriguez-Kabana,
2006), asi como la utilizacion de diversos agentes en el control de enfermedades en
postcosecha (Barkai-Golan, 2001) o de forma directa, utilizando extractos organicos vegetales
para el control de Colletotrichum gloeosporioides en enfermedades en postcosecha de papaya

(Bafios-Guevara et al., 2004).

En cambio, las enfermedades a nivel foliar, tienen una dinamica particular, por esta razén su
manejo se torna en ocasiones bastante complejo (Fokkema, 1978; Blakeman y Fokkema,
1982). Debido a la complejidad en la utilizacion de organismos vivos en el control biolégico
clasico (Whipps y Lumsden, 2001; Fravel, 2005), la utilizacién de extractos organicos de
Cladosporium (o bien filtrados del cultivo a gran escala), como un método de control biolégico
no tradicional, podria contribuir al manejo de la enfermedad dentro de un manejo integrado
del cultivo (Gaytan-Acuia et al., 2005). La asociaciéon de especies saprofitas a patégenos
foliares, ha sido reportada por varios autores (Omar y Heather, 1979; Pandey et al., 1993;
Chalfoun, 2010). Asi, en el caso de la asociacion fisica de ambas especies de Cladosporium con
P horniana, podria tener un impacto negativo en la formaciéon de inoculo secundario
(Rodriguez-Navarro et al., 1996; Garcia-Velasco et al., 2005; Bonde et al, 2013), pero en
cambio la utilizacién de extractos organicos o filtrados de Cladosporium, podria tener un
impacto en el inoculo primario y en la tasa de infeccion, es decir alterando el inicio y
desarrollo de la epidemia (Nutter, 2007). La exploraciéon de ambos escenarios, tomando en
cuenta la epidemiologia de P horiana, son factores a tomarse en consideraciéon, de manera que
el manejo sea efectivo. De igual manera, al ser un conjunto complejo de diferentes moléculas,
el desarrollo de resistencia es dificil de surgir y podria comenzar la disminucién en la
utilizacién de grandes cantidades de fungicidas, ayudando a disminuir los efectos ambientales
y a la salud que esto acarrea en la regiones de produccion floricola mexicana (Huerta, 2000;
Anaya, 2006). Pero no todo es tan sencillo, por eso el estudio en una siguiente fase en
condiciones de invernadero se vuelve necesario, para poder asi materializar la utilizacion de
C. cladosporiowdes y C. pseudocladosporiordes, como en los casos de éxito en control biologico con
cepas de Cladosporium sp. en cafeto y manzano (Kohl ez al., 2008; Chalfoun, 2010), surgiendo

una alternativa en el manejo de la roya blanca del crisantemo.
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Conclusiones

Existe una produccion diferencial de metabolitos secundarios de C. cladosporiodes y C.
pseudocladosporioides, con respecto al medio de cultivo utilizado. Con base en los rendimientos y
complejidad de los extractos, se sugiere el medio de Chen ez al. (2009) como el 6ptimo para la
produccion de metabolitos secundarios. Es muy probable que la composiciéon de los extractos

organicos se encuentré basada en compustos de origen policétido.

Los extractos organicos a partir del aislamiento DETSCIA de C. cladosporioides, presentan
altos valores de inhibicion de la germinacion de teliosporas en P horiana, comparada con el
aislamiento  DETSCIB, siendo ésta ultima la menos efectiva. Los extractos de C.

pseudocladosporioides muestran una inhibicion efectiva en la germinacion de P horana.

Se obtuvieron 9 fracciones a partir de extractos organicos de AcOEt/MeOH 99:1 de ambas
especies, la fracciones activas fueron la 4 y 8 de C. cladosporioides DETSCI1A y las 4, 5, 6 de C.
pseudocladosporioides (DETSCO3), responsables de la actividad inhibitoria de la germinacion de

teliosporas de P horiana.

Respecto a B. cinerea, aunque se presentan actividades excelentes a las 24h, su efectividad
decrece con el tiempo, por lo cudl parte la idea de una naturaleza fungistatica mas que

fungicida, de los metabolitos de ambas especies de Cladosporium.
La utilizacion de extractos organicos o filtrados de medio de cultivo de ambas especies de

Cladosporium, podria ser un método eficaz para la reduccién de inoculo de P horiana, teniendo

un impacto en el manejo de la roya blanca del crisantemo.
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CONCLUSIONES GENERALES

A partir de pustulas dafiadas P horana parasitando Crysanthemum x morifolium cv. polaris, se
aislaron e identificaron a Cladosporium delicatulum, C. pseudocladosporioides y C. cladosporioides. De la
ultima especie, se asignaron dos aislamientos, determinados como DETSCIA y DETSCIB,

basados en la morfologia distintiva de las colonias en tres medios diferenciales.

Solamente C. cladosporioides y C. pseudocladosporioides parasitaron significativamente la roya
blanca, confirmandose como los causales de la alteracion de las puastulas observada en campo.
Analizando su asociaciéon antagonica a mayor detalle, se determin6 que el crecimiento de
ambas especies de Cladosporium se da en las células esporégenas y micelio intercelular, asi
como sobre las pustulas de P horiana, sin existir una penetracion directa de las teliosporas. A

pesar de esto, existe un dafio generalizado de las teliosporas y de la estructura de la pustula.

Cladosporium  cladosporiodes, C. pseudocladosporioides y C. delicatulum, son capaces de crecer en
medio con laminarina como unica fuente de carbono, lo que sugiere su capacidad de
produccion de 3-1,3 glucanasas extracelulares. No asi en medio con quitina coloidal. En el
caso de C. delicatulum, su capacidad de producciéon de ésta enzima podria apoyar su papel
como invasor secundario. La presencia de esta enzima podria ser un determinante nutricional

en la asociacion diferencial de las estructuras de P horana.

Extractos organicos de C. cladosporioides y C. pseudocladosporioides reducen la germinacion de las
teliosporas por arriba del 50%. Por otro lado, utilizando a Botrytis cinerea como modelo en el
desarrollo micelial, los resultados solo fueron efectivos a las 24h, decreciendo la actividad con
el tiempo. Aunque es claro que los esfuerzos tienen que redoblarse en esclarecer la

implicacion de los metabolitos secundarios con el parasitismo de este complejo de especies.

Se observé que el antagonismo mediado por C. cladosporioides y C. pseudocladosporioides, como un
complejo de especies, altera la produccién y reduce la viabilidad de las teliosporas, por lo que
ambas especies podrian ser una nueva opciéon util en el manejo de la roya blanca del

crisantemo, mediante control biolégico y como parte de un manejo integrado del cultivo.
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Anexo L. Datos de los aislamientos de Bensh et al. (2010; 2012) utilizados en el analisis filogenético.

Especie

C. cladosporoides

C. cladosporoides

C. cladosporoides

C. cladosporoides

C. cladosporoides

C. cladosporoides

C. cladosporoides

C. cladosporoides
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C. cladosporoides

C. cladosporoides

C. cladosporoides

C. cladosporoides
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C. delicatulum

C. delicatulum
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8
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CPC 14287
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CPC 14299
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HM1 HMI

4800 48245
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HM1 HMI

4801 48252
1

HM1 HMI

4801 48255
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HM1 HMI
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HM1 HMI
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0

HM1 HMI
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3

HM1 HMI
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0

HM1 HMI
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5

HM1 HMI
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48490
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48568
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48569

117

Sustrato

Botén de uva

Pisum satioum

Semillas de Gossypium

Phragmidium griseum en
Rubus crataegifolius

Semillas de Spinacia
oleracea

Eucalyptus sp.

Chasmotecios de
Phyllactinia sp. en
Fraxinus rhynchophylla

Liquen en hojas de Acer
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E.UA.
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Sur
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Dinamar
ca

Autor

Bensh et al.,
2010

Bensh et al.,
2010

Bensh et al.,
2010

Bensh et al.,
2010

Bensh et al.,
2010

Bensh et al.,
2010

Bensh et al.,
2010

Bensh et al.,
2010

Bensh et al.,
2010

Bensh et al.,
2010

Bensh et al.,
2010

Bensh et al.,
2010

Bensh et al.,
2010

Bensh et al.,
2010; Bensh
etal., 2012

Bensh et al.,
2010

Bensh et al.,
2010



C. delicatulum
C. delicatulum
C. delicatulum
C. delicatulum
C. delicatulum
C. delicatulum
C. delicatulum
C. delicatulum
C. delicatulum

C

pseudocladosporoides

C.
pseudocladosporoides

C.
pseudocladosporoides

C.

pseudocladosporoides

C.

pseudocladosporoides

C.

pseudocladosporoides

C.
pseudocladosporoides

C.
pseudocladosporoides

C.

pseudocladosporoides

CBS
126344;
CPC 11389

CPC 13148

CPC 14285

CPC 14286
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CPC 14307

CPC 14360

CPC 14363

CPC 14372
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4

CBS11715
3

CBS
125993*

CBS
176.82
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574.78A
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574.78B

CPC 11392

CPC 11841

CPC 12850
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4808

HM1
4808

HM1
4808

HM1
4808

HM1
4808

HM1
4808

HM1
4808

HM1
4808

HM1
4808

HM1
4815

HM1
4815

HM1
4815

HM1
4816

HM1
4816

HM1
4816

HMI1
4816

HM1
4816

HM1
4816

HM1
48325

HM1
48326

HM1
48327

HM1
48328

HM1
48329

HM1
48330

HM1
48331

HM1
48332

HM1
48333

HM1
48400

HM1
48401

HM1
48402

HM1
48406

HM1
48407

HM1
48408

HM1
48410

HM1
48412

HM1
48413

HM1
48570

HMI1
48571

HM1
48572

HM1
48573

HM1
48574

HM1
48575

HM1
48576

HM1
48577

HM1
48578

HM1
48645

HM1
48646

HMI1
48647

HM1
48651

HM1
48652

HM1
48653

HM1
48655

HM1
48657

HM1
48658
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Tilia cordata

Puccinia bromina ssp.

symphyti-bromarum

Aire interior

Alire interior

Marco de la puerta

Alga marina

Alire interior

Aire interior

Polvo

Nube

Hojas de Paconia sp.

Aire exterior

Preridium aquilinum

Melampsoporidium betulae

Melampsoporidium betulae

Chrysanthemum coronarium

var. spatiosum

Hojas de Phalaris
aquatica

Madera podrida

Alemania

Alemania

Dinamar
ca

Dinamar
ca

Dinamar
ca

Dinamar
ca

Dinamar
ca

Dinamar
ca

Dinamar
ca

Alemania

Holanda

Rumania

Rusia

Rusia

Corea del

Sur

Nueva
Zelanda

E.UA.

Bensh et al.,
2010; Bensh
etal., 2012

Bensh et al.,
2010

Bensh et al.,
2010

Bensh et al.,
2010

Bensh et al.,
2010

Bensh et al.,
2010

Bensh et al.,
2010

Bensh et al.,
2010

Bensh et al.,
2010

Bensh et al.,
2010

Bensh et al.,
2010

Bensh et al.,
2010; Bensh
etal, 2012

Bensh et al.,
2010

Bensh et al.,
2010

Bensh et al.,
2010

Bensh et al.,
2010

Bensh et al.,
2010

Bensh et al.,
2010



C. CPC 13488 HM1 HMI1 HMI Vernonia sp. Brasil Bensh et al.,
pseudocladosporoides 4817 48415 48660 2010
1
C. CPC 14295 HM1 HMI1 HMI Suelo Chile Bensh et al.,
pseudocladosporoides 4818 48432 48677 2010
8
C. CPC 14357 HM1 HM1 HMI1  Comida, hojadecafé =~ Uganda  Benshetal.,
pseudocladosporoides 4818 48433 48678 2010
9
C. CPC 14992 HM1 HMI1 HMI Eucalyptus sp. Indonesia  Bensh et al,,
pseudocladosporoides 4819 48436 48681 2010
2
C. CPC 13992 HM1 HM1 HMI Arbol de café E.UA. Bensh et al.,
pseudocladosporoides 4817 48418 48663 2010
4
C. sphaerospermum CBS193.54 DQ7 EU57 EU57 - - Bensh et al.,
8034 0261 0269 2012
3
C. herbarum CBS EF67 EF67 EF67 - - Bensh et al.,
121621; 9363 9440 9516 2012
CPC 12177
C. tenussimum CBS12599 HMI1 HMI1 HMI - - Bensh et al.,
5; 4819 48442 48687 2012
CPC14253 7
Cercospora beticola CBS11645 AY84 AY84 AY84 - - Bensh et al.,
6 0527 0494 0458 2010; Bensh
etal., 2012

C/L= Complejo/Linaje, 'Complejo C. sphaerospermum, *Complejo C. herbarum, >Complejo C.
cladosporoides, *Familia Mycospharellaceae.
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ANEXO II. Arboles construidos por el método de Neighbour-Joining con el objetivo de verificar la
estabilidad de los clados obtenidos en el andlisis bayesiano.
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En violeta se muestran los aislamientos pertenecientes a C. delicatulum, en azul los aislamientos
pertenecientes a C. cladosporioides y en rojo aquellos pertenecientes a C. pseudocladosporioides. Se muestras
solo las ramas con valores de bootstrap por arriba del 60%.La diferencia de topologia, utilizando el
marcador ACT y el TEF1, se debe al nivel de resoluciéon de cada marcador, atin asi se mantienen de
manera general las asociaciones, en cambio contruyendo un arbol utilizando ITS, el nivel de
resolucién es mucho menor, colapsando la gran mayoria de las ramas, es por esto que no se utilizd
como marcador en la estabilidad de los clados de Cladosporium.

La topologia de los arboles mediante N-J. coincide y apoya la encontrada mediante andlisis bayesianos
reportada en el capitulo II del presente trabajo.
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