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RESUMEN

Antecedentes: El género Fusarium produce metabolitos secundarios como las micotoxinas y pigmentos. Dichos pig-
mentos presentan actividad bioldgica antibidtica, antiparasitaria, e insecticida y han sido utilizados en la identificacién
taxondémica.

Objetivos: Aislar e identificar los hongos obtenidos del Hemiptero Bemisia aff. tabaci, parasitando una especie de cu-
curbitacea e identificar los pigmentos producidos por estas especies.

Métodos: Se recolectaron insectos muertos de Bemisia aff. tabaci sobre frutos y hojas de una cucurbitacea arvense. El
aislamiento fungico se realizé6 mediante la colocacién directa de los insectos, previamente desinfectados, en cajas Petri
con medio PDA. Fueron incubados a 25 °C con un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. La extraccion de
los pigmentos de las cepas se obtuvo con acetato de etilo. La observaciéon de los pigmentos se realizé mediante croma-
tografia en capa delgada (CCD), los extractos completos fueron analizados mediante resonancia magnética nuclear de
protones (THNMR).

Resultados y conclusiones: Se aislaron e identificaron Fusarium avenaceumy F. oxysporum. Estas cepas produjeron tres
y dos compuestos, respectivamente, que mediante comparacion de las sefiales identificadas en el espectro de 'THNMR,
con las reportadas en la literatura, podemos suponer que corresponden a pigmentos de tipo xantona y antraquinona de
color rojo-vino.

Palabras clave: anamorfos, Nectriaceae, metabolitos secundarios, CCD (cromatografia en capa delgada), pigmentos,
'"HNMR (resonancia magnética nuclear de protén)

ABSTRACT

Background: The genus Fusarium produces secondary metabolites such as mycotoxins and pigments. These pigments
have antibiotic, antiparasitic, and insecticidal biological activity and have been used in taxonomic identification.

Objectives: Isolate and identify the fungi obtained from Hemiptera Bemisia aff. tabaci, parasitizing a species of cucurbi-
taceous; and identify the pigments produced by these species.

Methods: Dead insects of Bemisia aff. tabaci on fruits and leaves of endemic cucurbitaceous were collected. Fungal iso-
lation was performed by direct placement of previously disinfected insects in Petri dishes with PDA medium. They were
incubated at 25 °C with a cycle of 12 hours of light and 12 hours of darkness. The pigment extraction from the strains was
obtained with ethyl acetate. The pigment was observed by thin layer chromatography (TLC), the complete extracts were
analyzed by proton nuclear magnetic resonance ("THNMR).

Results and conclusions: Fusarium avenaceum and F. oxysporum were isolated and identified. These strains produced
three and two colorful compounds, respectively, which by comparison of the signals identified in the "THNMR spectrum,
with those reported in the literature, that correspond to xanthone and anthraquinone red-wine pigments.

Keywords: anamorphs, Nectriaceae, secondary metabolites, TLC (thin layer chromatography), pigments, '"HNMR (proton
nuclear magnetic resonance)
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INTRODUCCION

El género Fusarium Link 1809, pertenece a la clase As-
comycota y corresponde a la fase asexual de la familia
Nectriaceae. Son hongos cosmopolitas (Nelson et al.,
1994) saprobios, enddfitos (Leslie y Summerell, 2006) o
patégenos oportunistas provocando la mortalidad de
insectos y plantas (Mosqueda-Anaya et al., 2018). Las
especies del género producen cantidades importantes
de metabolitos secundarios como las micotoxinas; en-
tre las mas estudiadas estan los tricotecenos, las zea-
realenonas y las fumonisinas (Jonsson, 2017), las cua-
les son estrogénicas, inmunomoduladoras, citotoxicas
y mutagénicas (Desjardins, 2006). También producen
diversos pigmentos como las naftoquinonas, antraqui-
nonas, azonaftoquinonas y carotenoides (Frandsen et
al., 2006; Goertz et al., 2010). Algunos pigmentos han
sido citados con actividad biolégica antiparasitaria, an-
ticancerigena, antifingica y antibacteriana (Lopez et
al., 2011; Kwon et al., 2007).

Los pigmentos y micotoxinas, en su mayoria, son deri-
vados de la ruta biosintética de los policétidos. En este
género de hongos, las familias de genes relacionadas a
su sintesis se encuentran distribuidos en casi todas las
especies de Fusarium (Frandsen et al., 2006; Lebeau et
al., 2017; Malz, 2005). La produccién de pigmentos en
medios de cultivo especificos es un caracter usado en
la taxonomia del grupo junto con caracteres macro y
microscopicos (Nelson et al., 1994), particularmente, la
expresion de pigmentos no solo depende del genoti-
po de las especies, sino también de la composicién del
medio o habitat, el pH, la temperatura y la radiacién
(Garcia-Cela et al., 2018).

El presente trabajo tiene por objetivo determinar las
especies de Fusarium que puedan ser aisladas de un
Hemiptero (Bemisia aff. tabaci) asociado a una cucurbi-
tacea ruderal (Cucurbita okeechobeensis subsp. mar-
tinezii (L.H. Bailey) Walters & Deck.-Walt.) y el tipo de
pigmento que estas producen.

MATERIALES Y METODOS

Recolecta de muestras

Se recolectaron insectos muertos encontrados en ho-
jas y frutos de una cucurbitacea ruderal conocida local-
mente como “morchete” o “calabacin loco” (Cucur-
bita okeechobeensis subsp. martinezii), en dos sitios
secundarios de bosque mesoéfilo de montana per-
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turbado en los municipios de Emiliano Zapata (cerca
del beneficio Puerto Rico) y Coatepec (carretera Xala-
pa-Coatepec). Las colectas vegetales fueron herboriza-
das y depositadas en el herbario XAL del Instituto de
Ecologia A.C. Los insectos fueron colocados en viales
de vidrio con tapa para ser trasladados al laboratorio,
la identificacion se realizd con las claves de Caballe-
ro (1994, 1996), EPPO (2004) y Evans (2007). La litera-
tura ha reportado que Bemisia tabaci comprende un
complejo de especies, los ejemplares se identificaron
como Bemsia aff. tabaci (Brown et al., 1995; Perring,
2001; ISSG, 2006).

Aislamiento de hongos

Los insectos se desinfectaron con hipoclorito de sodio
al 0.5 % por 10 minutos, posteriormente fueron lava-
dos con una disolucién de etanol-agua (7:3) por un mi-
nuto y finalmente con agua destilada estéril.

El aislamiento fungico se realizd mediante la coloca-
cién directa de los insectos en cajas Petri de 5 cm de
didmetro, con medio de cultivo agar papa dextrosa
(PDA, Bioxon). Se incubaron a temperatura ambiente
(25 °C), durante 14 dias, con un ciclo de 12h luz/12h
oscuridad. Posteriormente se realizaron aislamientos,
de los micelios visualmente diferentes en cajas Petri
de 5 cm de didmetro con medio PDA, y fueron incuba-
dos durante 5-7 dias, bajo las mismas condiciones de
luz, temperatura y humedad. Mediante aislamientos
consecutivos, se obtuvieron Unicamente dos cultivos
fungicos axénicos con caracteristicas morfoldgicas y
velocidad de crecimiento distintas.

Identificacién taxondmica

La identificacién de las especies fungicas se basé en
la literatura especializada (Booth, 1971; Nelson et al.,
1983, 1994; Seifert, 1996, Leslie y Summerell, 2006). Se
observé la morfologia de las estructuras caracteristicas
del género como la forma y pigmentacién del micelio,
conidiéforos, células conidiégenas, conidios y otras es-
tructuras especializadas, con ayuda de un microscopio
estereoscopico Stemi DV4 (Carl Zeiss) y un microscopio
compuesto iLED (Carl Zeiss). La velocidad de crecimien-
to en medio de cultivo PDA, se determindé en 7 a 21 dias
de incubacién a 25 °C, 12h luz/12h oscuridad.

Extraccion de los pigmentos
La extraccion de los pigmentos se realizé mediante ma-
ceraciéon del micelio con acetato de etilo (grado reacti-




vo, Baker), durante 7 dias, a partir de cultivos estéticos
de 30 dias de crecimiento. El disolvente se eliminé a
presién reducida con un rotavapor Biichi a 45 °C. Para
la visualizaciéon de los pigmentos coloridos, por cro-
matograma en capa delgada (CCD) se utilizaron cro-

matofolios de gel de silice G (F,,,), en aluminio (Merck)

254)'
y mezcla hexano-acetato de etilo (grado reactivo) 8:2,
como eluyente. Los reveladores utilizados fueron luz
ultravioleta onda corta, vapores de yodo sublimado (1)
y 6leum (H,SO, /4cido acético 80%, 1:1). Se obtuvieron
espectros de resonancia magnética de protén ("HNMR)
de los extractos crudos en un espectrometro de NMR
Bruker Avance Ill HD a 500 MHz (BIOMIMIC-INECOL

Xalapa, Ver), utilizando CDCI, como disolvente.
RESULTADOS

Taxonomia

Fusarium Seccién Arthrosporiella

Fusarium avenaceum (Fr.)) Sacc., Syll. fung. (Abellini)
4:713 (1886)

Figura 1 A-D

Morfologia en PDA: micelio aéreo presente, de aspecto
algodonoso, de color blanquecino con algunas zonas
de color amarillento, masas de esporas (esporodoquios)
de color café anaranjado que se observan como gutu-
las. Reverso de la caja de color café anaranjado, beige
amarillento o beige anaranjado, en las orillas pigmen-
tos concéntricos de color naranja. Con la edad, el pig-
mento se torna de color café oscuro. Conididforos de
(17.4-) 22.7- 33.8 ym de longitud, creciendo en espo-
rodoquios, monofialides no ramificadas alargadas. Ma-
croconidios de (12-) 13-30.5 x (1.79) 2.5-3 ym, curvados
dorsiventralmente, abundantes, con 0-5 septos, con
pared delgada. Microconidios cilindricos, hialinos, 5.85-
9.7 x 1.9-2.3 um, escasos. Clamidosporas ausentes. Ve-
locidad de crecimiento en PDA 0.22 cm/24 h.

Habitat: sobre cadaveres de Bemisia aff. tabaci en fru-
tos y hojas de Cucurbita okeechobeensis sub. marti-
nezii, bosque mesdfilo de montafa secundario.

Material examinado: Veracruz. Municipio de Coate-
pec, carretera antigua Xalapa-Coatepec. Cerca del
Retén (cepas CO2, CO2-1); municipio de Emiliano Za-
pata, cerca del Beneficio Puerto Rico (cepas CO2-2,
CO2-3).
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Notas: Las caracteristicas morfolégicas concuerdan
con Fusarium avenaceum, observdndose al reverso
de la caja pigmentos de color café anaranjado, célu-
la basal de los macroconidios alargada, a manera de
un apéndice delgado o ganchudo, ausencia de clami-

dosporas y microconidios muy escasos (Booth, 1971;
Nelson et al., 1983, 1994; Seifert, 1996; Leslie y Sum-
merell, 2006).

Ficura 1. Especies de Fusarium aisladas de ejemplares muertos
de Bemsia aff. tabaci. A-D. Fusarium avenaceum. A: micelio. B:
reverso de la caja de Petri mostrando pigmentos cafés a anaran-
jados. C: conidiéforos. D: macroconidios mostrando el apéndice
largo caracteristico de esta especie. E-H. Fusarium oxysporum. E:
micelio. F: reverso de la caja de Petri mostrando los pigmentos
violetas a morados. G: conidiéforos y clamidosporas. H: macro y
microconidios.




Fusarium Seccion Liseola

Fusarium oxysporum Schltdl., Fl. berol. (Berlin) 2: 139
(1824)

Figura 1 E-H

Morfologia en PDA: micelio aéreo presente, de aspec-
to algodonoso y de color blanquecino. Reverso de la
caja de color morado oscuro al centro, de color mo-
rado claro hacia las orillas de la caja o hialino. Con la
edad, el pigmento originalmente de color violeta se
torna violeta oscuro a casi negro.

Conidiéforos de (5.9-) 8.4-11.9 x (2-) 2.2-4.5 ym de lon-
gitud, creciendo a manera de esporodoquios. Macro-
conidios de 11-30 x 2.5-3 um, escasos, con 1-4, septos,
con pared gruesa, célula basal en forma de pie o gan-
cho, larga. Microconidios de 10-11 x 2-3 pm, abundan-
tes, sin septos, ovoides a ligeramente reniformes, con
pared gruesa. Clamidosporas. Presentes, elipticas, de
pared gruesa, catenuladas, hialinas, de 8-9 x 6-7 pm.
Velocidad de crecimiento en PDA 0.3 cm/24 hrs.

A
SENAL DE -OH SENAL DE
@ ACOPLADO A PROTON
CARBONILO AROMATICO (7
PPMgY VINILICO SENAL DE
(64 PPM) PROTON
@6+ VINILICO 5
e PPV

|

MARQUEZ-FERNANDEZ ETAL. Identificacion de dos cepas de Fusarium...

N

Hébitat: sobre cadaveres de Bemisia aff. tabaci. Sobre
frutos y hojas de Cucurbita okeechobeensis sub. marti-
nezii. Bosque mesdfilo de montafa secundario.

Material examinado: Veracruz. Municipio de Coate-
pec, carretera antigua Xalapa-Coatepec. Cerca del
Retén (cepas CO1, CO1-1); municipio de Emiliano
Zapata, cerca del Beneficio Puerto Rico (cepas CO1-
2, CO1-3).

Notas: Fusarium oxysporum es una especie de am-
plia distribuciéon que se encuentra asociada a una
diversidad de hospederos, en muchas ocasiones es
fitopatégeno, Dentro de las caracteristicas principales
para su identificacién se considera la capacidad de
producir compuestos de color violeta o morado en el
reverso de la colonia, y presentar macroconidios con
un apéndice pequefio a manera de pie en la célula
basal del macroconidio, caracteristica distintiva de
esta especie.
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FiGura 2. Andlisis de los pigmentos obtenidos a partir de cepas de Fusarium avenaceumy F. oxysporum. A: espectro de Resonancia Mag-
nética Nuclear de Protén (THNMR) a 500 MHz de F. avenaceum. Se observan sefales de protones aroméaticos en 7 ppm y vinilicos en 6.5,
ademas de sefales de protones de hidroxilos cercanos a grupo carbonilo en 12 ppm. B: extraccién con acetato de etilo de F. avenaceum.
C: espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Protén (THNMR) a 500 MHz de F. oxysporum. D: extraccién con acetato de etilo de

F. oxysporum.




Observacién de los pigmentos

Cada una de las cepas produjo coloraciones distintas
observadas en medio PDA, sin embargo, en la cro-
matografia en capa delgada de las extracciones con
acetato de etilo se observé que comparten al menos
dos componentes iguales, Fusarium avenaceum pro-
duce ademas un compuesto con mayor polaridad al
de F. oxysporum en las mismas condiciones de cultivo
(Figura 2). En el espectro de "HNMR, de los extractos
completos se advierten algunas diferencias en la zona
de los grupos vinilo, ambas cepas presentan sefales
protones aromaticos y protones provenientes de gru-
pos metoxilo y sefiales adyacentes a grupos carbonilo
y amino. Con base en su coloracién al ser revelados
en CCD y patrones de desplazamientos en 'HNMR
y lo reportado en la literatura, los pigmentos produ-
cidos por las cepas en este estudio podrian corres-
ponder a pigmentos de tipo xanthona y antraquinona
(Tatum et al., 1985; Kundu et al., 2016; Lebeau et al.,
2017).

DISCUSION

Fusarium oxysporum es una especie cosmopolita y
comun en el suelo, contiene formas patogénicas, co-
nocidas como formae speciales que pueden ocasio-
nar enfermedades en mas de 100 especies de plantas
(Gordon y Martyn, 1997; Bosland, 1988). También exis-
ten cepas que no dafian al hospedero (no patégeni-
cas) y que pueden actuar como posibles agentes de
control biolégico (Benhamou y Garand, 2001; Shishido
et al., 2005). Algunos compuestos de tipo secunda-
rio de especies de Fusarium, contribuyen a vencer los
mecanismos de defensa de las plantas hospederas y
pueden matar a los insectos a través de la actividad
de toxinas producidas por las hifas penetrantes (Gupta
et al., 1991). Algunos de los metabolitos secundarios,
reportados en cultivos in vitro de F. oxysporum formae
speciales, son acido fusarico, beauvaericina y pigmen-
tos de color naranja a rojo como bikaverina y otros (Bell
etal., 2003). La bikaverina, puede acttar como biocida
contra diferentes organismos, como Leishmania brasi-
liensis, Phytophtora infestans y Bursaphelenchus xylo-
philus (nematodo del pino) (Balan et al., 1970; Kwon et
al., 2007; Son et al., 2008).

En relacidn a Fusarium avenaceum, este habita cerea-
les y maiz en zonas de clima templado y presenta ca-
pacidad patoégenica en cultivos como manzana y papa
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(Booth, 1971). Puede producir in vitro micotoxinas
como moniliformina, enniatina y fusarina por mencio-
nar algunas (Serensen y Giese, 2013). Existen estudios
en donde se demuestra que F. avenaceum es entomo-
patogénica en diversos insectos como gusano de la
yema del abeto (Choristoneura fumiferana), diversas
especies de mosquitas blancas (Trialeurodes sp., Bemi-
sia sp.) y gorgojo del arroz (Sitophilus oryzae) (Strunz 'y
Strongman, 1988; Rojas et al., 2003; Sun, 2008; Batta,
2012); ademas de mediano nivel de patogenicidad en
algunos insectos del orden Lepidoptera (Teetor-Barsch
y Roberts, 1983).

La mayoria de las especies de Fusarium producen
pigmentos que van del color amarillo, naranja, rojo,
violeta, azul y negro, que se han utilizado como carac-
ter en las claves taxonémicas que corresponden a una
variedad de moléculas de tipo xantona y antraquino-
na (Ashley et al., 1937; Goertz et al., 2010). Algunos
de estos policétidos flingicos son téxicos para anima-
les y humanos, pueden ser fitotoxicos, contribuyendo
a la capacidad de los hongos para invadir y ocasionar
dafio a las plantas, otros presentan propiedades far-
macéuticas benéficas como antibidticos, antiparasita-
rios, e insecticidas (Keller et al., 2005). Aunque no se
pueden describir con exactitud las funciones de los
metabolitos secundarios, generalmente se reconoce
que los pigmentos protegen a los hongos de la expo-
sicién al estrés ambiental como la luz UV y la oxida-
cién. (Duran et al., 2002; Yu. et al., 2004; Medentsev
et al., 2005).

CONCLUSIONES

Los extractos obtenidos de cultivos estacionarios de
ambas especies, son una mezcla de metabolitos se-
cundarios de tipo policetidico, los cuales se evidencia-
ron mediante sefiales caracteristicas en '"HNMR y en
CCD, comparando con lo reportado en la bibliografia,
que pueden corresponder a pigmentos de tipo xan-
tona y atraquinona, y micotoxinas, compuestos que
producen una coloracién anaranjada-rojiza en el me-
dio. Aunque no fue el objetivo del presente trabajo,
la presencia de estos compuestos sugiere algun tipo
de patogenicidad en insectos como la mosquita blan-
ca (Bemisia sp.), no asi en la planta huésped; asimismo
estas dos especies de Fusarium pueden ser entomo-
patégenos débiles o pueden vivir como saprobios en
insectos muertos.




Por lo que resultara interesante determinar la estructu-
ra molecular de los tres compuestos mayoritarios, ob-
servados en cromatografia en capa fina, pues las cepas
identificadas que se obtuvieron a partir de cadaveres
de Bemisia aff. tabaci, podrian presentar actividad bio-
|6gica insecticida.
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