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Aislamiento de hongos endéfitos de plantas de Cannabis medicinal y su
evaluacién como agentes de control biolégico frente al hongo fitopatégeno
Botrytis cinerea

Isolation of endophytic fungi from medicinal Cannabis plants and their evaluation as biological

control agents of the fungus plant pathogen Botrytis cinerea

Daniela Vidal Henao* ¥, Aida M. Vasco-Palacios*

Resumen

Introduccion: Botrytis cinerea es un hongo patégeno de mas de mil especies de plantas, una de ellas es el Cannabis, rica
en terpenos, conocidos en medicina tradicional y contemporanea por su potencial terapéutico en humanos y animales. Una alternativa
de biocontrol es el uso de hongos enddéfitos, estos se distinguen por su potencial antagénico derivado de los multiples metabolitos
secundarios bioactivos y otros mecanismos de accion.

Objetivo: Identificar hongos enddfitos de variedades de plantas de Cannabis medicinal con actividad antagénica sobre el
hongo fitopatégeno Botrytis cinerea.

Materiales y métodos: Se realizaron aislamientos de enddfitos de hojas evaluados por enfrentamiento dual y técnica
impronta para determinar el indice de antagonismo con respecto al control.

Resultados: Del total de cepas aisladas en el estudio, 12 cepas (26,7 %) redujeron significativamente el crecimiento de la
colonia de B. cinerea (IA 2) y 6 cepas (13,3%) redujeron el crecimiento y esporularon o invadieron la colonia del fitopatégeno (I1A 3) y
27 cepas mas (60%) no presentaron efecto antagoénico (IA 0 y IA 1). Las cepas de interés se identificaron con técnicas moleculares
como Aspergillus flavus (IA 3), Bjerkandera atroalba (IA 3), Bjerkandera sp. (IA 2), Colletotrichum lindemuthianum (IA 2)
Marguandomyces marquandii (IA 3), dos aislados de Nigrospora sp., ambas (IA 3) y una microscopicamente como Aspergillus sp.

Conclusion: Los hongos enddfitos tienen un alto potencial para el control de patégenos flngicos en plantas. Los endéfitos
aislados de plantas de Cannabis tuvieron un efecto antagonista in vitro sobre B. cinerea, pero se recomienda la evaluacion in vivo, en
plantas y semillas, asi como analisis exhaustivos para confirmar los mecanismos de accion y poder desarrollar estrategias para

aplicarlos a campo.

Palabras clave: Antagonismo. Bioprospeccion. Biotecnologia. Cannabis. Hongos endéfitos. Moho gris.

Abstract

Introduction: Botrytis cinerea is a fungus plant
pathogen for a thousand plant species. Cannabis, rich in
terpenes, known in traditional and contemporary medicine
for its therapeutic potential in humans and animals, is
affected by this fungus. Endophytic fungi are recognized for
their antagonistic potential derived from multiple bioactive
secondary metabolites and mechanisms of action,and for
this reason they are an alternative for the biocontrol of
phytopathogens.

Objective: To identify potential endophytic fungi

isolated from medicinal Cannabis plant varieties with

antagonistic activity against the phytopathogenic fungus
Botrytis cinerea.

Materials and methods: Isolations of leaf
endophytes evaluated by dual confrontation and imprint
technique were made to determine the antagonism index
with respect to the control.

Results: A total of 12 isolated strains (26.7%)
significantly reduce the growth of the B. cinerea colony (IA
2), 6 strains (13.3%) reduced growth and sporulated or
invaded the B. cinerea colony (IA 3), and 27 strains more
(60%) do not have any antagonistic effect (IA 0 and 1A 1).

The strains of interest were identified with molecular tools
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such as Aspergillus flavus (IA 3), Bjerkandera atroalba (IA
3), Bjerkandera sp. (IA 2), Colletotrichum lindemuthianum
(IA 2), Marquandomyces marquandii (IA 3), two isoled of
Nigrospora sp., both (IA 3), and one microscopically as
Aspergillus sp.

Conclusion

Endophytic fungi have a high potential for the control of fungi

showed an in vitro antagonistic effect on B. cinerea. The
identified endophytes had an in vitro antagonistic effect on
B. cinerea in vivo evaluation is recommended, in plants and
seeds as well as exhaustive analyzes to confirm the
mechanisms of action that allow the development of
strategies to apply these fungi in the field for the biological
control of the gray fungus.

plant pathogens. Endophytes isolated from Cannabis plants

Key words: Antagonism. Bioprospecting. Biotechnology. Cannabis. Endophytic fungi. Gray mold

Introduccion

Cannabis es una planta de la familia Cannabaceae de regiones tropicales y
subtropicales, que genera cerca de 500 compuestos quimicos diferentes de los cuales
se resaltan los terpenos como el delta-9-tetrahidrocannabinol (THC), cannabidiol (CBD)
y cannabinol (CBN) presentes en C. sativa con propiedades antiinflamatorias,
anticonvulsivas, ansioliticas, antialérgicas para el tratamiento de varios tipos de cancer,
la migrafa, el glaucoma, también puede reducir el dolor asociado al VIH y mejorar la
calidad de vida de las personas con depresion [1,2]. Ademas de los terpenos, Cannabis
produce polifenoles, flavonoides y otras moléculas bioactivas que pueden interactuar
con receptores especificos en el sistema biologico humano [3]. En Colombia esta
permitido el uso de esta planta para fines medicinales y cientificos, pero requiere
procesos dispendiosos para obtener la licencia de produccion [4]; sin embargo, su
cultivo sigue teniendo una connotacion ilicita al relacionarse con el narcotrafico [5], lo
gue ha dificultado establecer la dosificacion y uso de sus moléculas en humanos y
animales para la comercializaciéon de productos [6]. A pesar de esto, su produccion
sigue siendo prometedora con 57000 hectareas alrededor del pais, que se ven
favorecidas por las condiciones climaticas y bajos costos de produccion por lo que se
tiene como propdsito competir en el mercado mundial para el 2025 con hasta USD
$166 billones [6,7].

Cannabis como cualquier otra planta, es susceptible al ataque por fitopatdgenos como
nematodos, arafia, virus y hongos [8]. Entre los hongos fitopatogenos de mayor
importancia estan Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani y Sclerotinia sclerotiorum,
responsables de la enfermedad del “Moho gris” en racimos florales, pudricion de raiz y

tallo, y el cancro del cafiamo, respectivamente [9].



Botrytis cinerea es particularmente importante en el cultivo de Cannabis ya que genera
pérdidas en la etapa postcosecha, siendo el segundo patégeno fungico clave a nivel
econdémico/cientifico en patologia vegetal molecular [10]. Este hongo necrétrofo secreta
gran variedad de enzimas y toxinas que degradan la pared celular, modulando la
actividad redox de su huésped, continuando con la muerte celular programada y
descomposicion progresiva del tejido vegetal permitiendo la colonizacion [11,12]. Otro
mecanismo de infeccidn que hace altamente exitoso a este patdégeno, es la formacion
de esclerocios melanizados, estructuras reproductivas vegetativas capaces de
dispersarse por el aire hasta tejidos dafiados y sobrevivir afios en el suelo [11].
Ademas, se ha encontrado que, debido a mutaciones genéticas, puede generar
resistencia a agroquimicos como benzimidazoles, carbamatos, fenilpirroles, pirazol

carboxamidas, anilinopirimidinas y fungicidas hidroxianilidas [13,14].

A pesar de esta notable resistencia, el uso de fungicidas es la primera barrera de control
rapida, eficiente, y de facil aplicacién, pero su uso intensivo genera efectos adversos
en humanos y ecosistemas, por lo que actualmente la necesidad de reducir las tasas
de aplicacion de agroquimicos, va en aumento y de la mano de los objetivos de
desarrollo sostenible para prevenir, detener y revertir la degradaciéon de los
ecosistemas de todo el mundo [15] es alli donde se buscan agentes que afecten
naturalmente los patégenos de los cultivos limitando su propagacion sin dejar de ser
respetuosos con el medio ambiente como alternativa de Biocontrol en agricultura
sostenible [13]. Esta tecnologia se ha evaluado para el control de B. cinerea a través
de agentes bioldgicos en los que se incluyen polimeros antimicrobianos naturales,
formulaciones que contemplan extractos de plantas, microorganismos, compuestos

activos enzimaticos y minerales, entre otros [16,17].

De manera alternativa, se ha propuesto el uso de enddfitos como agentes de control
biolégico sobre patdgenos [13,18,19] estos se establecen dentro de los tejidos
vegetales de manera asintomética, a través de una simbiosis mutualista. Son
reconocidos no solo por su capacidad antagonica, sino que mejoran la resistencia al

estrés bidtico (patdbgenos) o abidtico (estrés salino, térmico, hidrico o presencia de
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metales), gracias a que sintetizan compuestos bioactivos como exoenzimas y
metabolitos volatiles que actian como antioxidantes, antibacterianos, antivirales y
antifangicos [20,21]; es por esto que pueden ser importantes controladores bioldgicos.
Se ha evaluado la capacidad antagbnica de enddfitos aislados de diferentes especies
vegetales sobre patdgenos importantes como Colletotrichum, Cladosporium, Fusarium,
Pestalotiopsis en cultivos agricolas [13] incluidos aquellos de Cannabis, encontrandose
mecanismos de accion que implican competencia por espacio y nutrientes, antibiosis,
produccién de enzimas liticas, interferencia con el crecimiento del patégeno, la
induccion de la resistencia de la planta huésped y la produccién de compuestos

organicos volatiles siendo eficientes contra B. cinerea y otros patégenos [22,23].

El presente trabajo propone realizar una bioprospeccion para evaluar la actividad
antagonica in vitro de hongos enddéfitos aislados de variedades de Cannabis medicinal
contra B. cinerea e identificarlos, con el fin de establecer un banco de cepas con
potencial para el biocontrol de este fitopatdgeno en cultivos comerciales de Cannabis

del departamento de Antioquia.

Metodologia

Aislamiento de endofitos y Botrytis cinerea

Se recolectaron hojas sanas de diez variedades de Cannabis de uso medicinal de un
sistema de produccion certificado, ubicado en el Municipio de la Estrella, Antioquia. Las
hojas se almacenaron en bolsas ziploc y se llevaron al laboratorio del Grupo BlIOmicro,
de la Escuela de Microbiologia de la Universidad de Antioquia. En el laboratorio, se
obtuvieron fragmentos de 5 x 5 mm aproximadamente de hojas y se lavaron siguiendo
el método de Schulz et al. [24] que incluye lavados del material vegetal con Tween 80
al 10 %, hipoclorito de sodio al 3%, y Etanol al 70%, alternando con agua destilada para
la eliminacién de contaminantes. Cada fragmento de tejido se sembro en cajas de Petri
de 150 mm con agar agua (2%)y se incub6 a 22 + 2°C por 8 dias. Las cajas se
revisaban diariamente y a medida que se observaba crecimiento se aislaba en cajas
de Petri con agar papa dextrosa (PDA) suplementado con cloranfenicol a 50 ppm para
evitar el desarrollo de bacterias, con el fin de obtener cepas puras de los hongos

enddfitos de hojas de Cannabis (Figura 1)



El hongo fitopatdgeno Botrytis cinerea fue aislado a partir de fragmentos de tejido
vegetal infectado del mismo sistema productivo. Este se sembro directamente en cajas
de Petri con agar PDA suplementado con cloranfenicol a 50 ppm, al cual se le realiz6
seguimiento microscépico para identificacion de caracteristicas esperadas después de

10 dias de crecimiento a temperatura ambiente, aproximadamente 22 + 2°C.

Evaluacion de la actividad antagénica

Para el antagonismo de los hongos sobre B. cinerea se us6 el método de cultivo dual,
en el cual, en un extremo de la placa de Petri se sembr6 un disco de agar de 4 mm con
micelio del patégeno y en el extremo opuesto un disco de igual tamafio del hongo
endofito axénico. La inoculacion se realizo simultaneamente siguiendo el método de
Ramos et al [25]. Los morfotipos con patrones y caracteristicas de levaduras, se
enfrentaron por medio de la técnica impronta [26] la cual consistio en el crecimiento de
la levadura endofitica formando una circunferencia en la caja de Petri derivada de su
crecimiento en caldo ESP (Extracto de malta 13.6 g/L, Sacarosa 8.8 g/L, Peptona 0,8
g/L), después inoculada en la caja a modo de impronta o sello, y en el interior de la
circunferencia, el hongo fitopatégeno (Figura 2). La inoculacion se realiz6 con 12 horas
de diferencia respecto al patdogeno para garantizar el crecimiento axénico de la
levadura. En ambos casos se tuvo tratamiento control del enddfito y el patégeno. Los
enfrentamientos se realizaron por duplicado. Todos se incubaron por 15 dias a 22 *
2°C.

Antioguia

SembmenAA2%  Siembra en PDA + Cloranfenicol Figura 1: Descripcion de metodologia
Corte y lavado 23°C, 8 dias 50 ppm, 23°C, 10 dias L
wﬁ /S — (s, R\w empleada para el aislamiento de
O Vardades /5 . \ e NONGOS — endofitos  de  plantas de
do Gomnabis | /) ) con Byt . . ] .
oats vt == Cannabis y del fitopatgeno B. cinerea,

v
asi como el montaje para su

. x2

X2

- . . e .,
nfromormionocual PO Se determing: enfrentamiento dual e identificacion.
Indice de
antagonismo ({4}
Enfremamiento en PDA: 15 dias, 23°C 1
Schulz B, 1993 Identificacion: ? —
Ramos EA, 2009 microscopica y A 'ﬁ* r; -
Dhingra O, 2017 molecular &= v



Screening de Actividad antagdnica

Figura 2 Representacion  de
enfrentamientos realizados para
evaluar la actividad antagénica de los
aislados y el fitopatégeno. lzquierda:
Enfrentamiento dual Filamentoso - B.
cinerea (izquierda). Derecha: Impronta

de levadura - B. cinerea (centro)

Se realizé en funcion de la reduccion, invasion y esporulacion del hongo enddfito sobre

el patégeno, teniendo como control el comportamiento de B. cinerea en las mismas

condiciones de crecimiento. Se determiné de manera cualitativa, asignando un indice

de antagonismo (IA) definido por nosotros, segun su capacidad, como se describe en

la tablaI.

Tabla I. indices de antagonismo para evaluacion de la capacidad antagénica del

hongo enddfito contra Botrytis cinerea

Capacidad antag6nica

Ninguna invasion del antagonista sobre la colonia de Botrytis cinerea

Evita invasién de la colonia de Botrytis cinerea

Reduce el crecimiento de la colonia de Botrytis cinerea

Reduce el crecimiento y esporula o invade la colonia de Botrytis cinerea

Identificacién de los aislados potenciales

Los hongos enddfitos que presentaron una capacidad antagonica tipo “IA 37, se

estudiaron morfolégica y molecularmente. Las colonias inoculadas en PDA se

describieron y fotografiaron, se realizaron montajes de estructuras en fresco

coloreadas con azul de lactofenol y se observaron en un microscopio 6ptico

Olympus CX 21 a través del objetivo 40X.



Para la identificacion molecular, se siguié la metodologia establecida en el grupo de
investigacion Micofradia, del grupo BIOmicro de la Universidad de Antioquia. Para
esto, se colectd la biomasa fangica de 15 mL caldo ESP mencionado anteriormente,
después de 8 dias de crecimiento a 22 + 2°C, inclinados tipo bisel. El tejido obtenido
se separod del medio de cultivo con centrifugacion a 14.000 rpm por 15 minutos y se
lavd con agua destilada estéril. Posteriormente se le adicion6 100 uL de buffer TE
(Tris 10 mM, EDTA 1 mM) y perlas de vidrio 1 mm, el tejido se fraccion6 mediante
lisis mecénica y fisica de manera alternada usando vértex y choque térmico en bafio
seco 70°C por 1 hora. Luego, se centrifugéd a 10.000 rpm por 5 min, y el
sobrenadante se utilizé para el proceso de PCR. Se utilizaron los cebadores
universales para hongos ITS 5 (GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) e ITS 4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") [26] correspondientes a la region ITS
(Espaciador transcrito interno del ADN ribosomal) que incluye la region ITS-1, 5.8S
e ITS-2. La reaccion contenia 2 yL de ADN fungico, 1X de buffer Taq polimerasa, 1
mM de dNTP's (mix de nucleétidos, nucledsidos trifosfatados), 0.2 uM de ITS 4, 0.2
MM de ITS 5, 3% de DMSO (dimetilsulfoxido), 0.5 mg/mL BSA (seroalbimina bovina)
0.025 U/uL de Taq polimerasa SMOBIO y agua ultrapura MilliQ. La reaccion se llevo
a cabo en el termociclador Bio-Rad MyCycler con las siguientes condiciones: 5
minutos a 94 °C; 40 ciclos de 30 segundos a 94 °C; 45 segundos a 52 °C; 30
segundos a 72 °C y etapa de elongacion de 5 minutos a 72 °C. Se incorporaron
controles de las reacciones PCR. Los productos amplificados se visualizaron en gel
de agarosa 1% con buffer de carga mas gel red como revelador y se compararon
con marcador de peso molecular de ThermoFisher. Los productos purificados se

enviaron a Macrogen, Corea para su secuenciacion.

Anélisis de datos
Los datos se tabularon usando la herramienta Excel Microsoft Office Plus 2019 y se
calcularon los porcentajes asociados al nimero de endofitos aislados y el indice de
antagonismo que presentd cada uno. Para el analisis filogenético, se utilizé el

Software UGENE, con la base de datos NCBI a partir de las secuencias obtenidas



del proceso de secuenciacion. Se seleccionaron las secuencias que exhibieron la
mayor identidad y puntaje en relacién con nuestras secuencias para la identificacion
de nuestros aislados y asi mismo, se realizé el arbol filogenético basado en el
andlisis Neighbor-Joining [27] con nuestros aislados.

Resultados
Aislamiento de hongos
En el presente trabajo, se obtuvieron un total de 45 morfotipos o cepas de hongos
endofitos a partir de variedades de plantas de Cannabis de uso medicinal de un
cultivo comercial en el Municipio de la Estrella, Antioquia. De estos, 21 fueron de
tipo levaduriforme y 24 filamentosos, con un promedio de 5 endofitos por variedad.
La cepa Botrytis cinerea, aislada de Cannabis presentd coloracion grisacea
inicialmente, hasta café oscuro con formacion de esclerocios dispersos (Figura 3),

micelio hialino septado, con conidiéforos anchos y ramificados simulando arboles.

esporas de B cinerea observadas en
microscopio a 40X con azul de
lactofenol. Derecha: Cumulos de

conidios formando ramificaciones

simulando arboles que se extienden
Figura 3: Botrytis cinerea aislado de en hifas hialinas, y un esclerocio en su

floracion colonizada en plantas de fase inicial, a traves de un

Cannabis medicinal. Izquierda: Hifas y estereoscopio.

Actividad antagdnica
Se encontré6 que, de nuestras 45 cepas aisladas, 17 no presentaron ninguna
actividad antagonica con el fitopatdgeno B. cinerea, 10 presentaron actividad IA 1,
12 tipo IA 2 y 6 tipo IA 3 (Figura 1). De acuerdo a la capacidad del endéfito en funcion
de la reduccion, invasion y esporulacion, las cepas con indice de antagonismo IA 3
se consideraron como promisorias para el biocontrol de B. cinerea (Figura 4) y se

seleccionaron para posteriores ensayos.



Actividad antagonica de enddfitos sobre B. cinerea
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Figura 4: Actividad antagonica del total de enddfitos aislados de Cannabis medicinal

sobre B. cinerea segun el indice de antagonismo que lo caracterizo.

Se identificaron taxonémicamente los endofitos considerados potenciales (Tabla II).

Ademas, se realiz6 un andlisis filogenético a partir de sus secuencias ITS.

Tabla II: Identificacion de aislados con potencial antagonista de acuerdo a su IA

Codigo Porcentaje de similaridad
Identificacion 1A en y codigo de acceso de la
cepario | secuencia mejor alineada
Aspergillus flavus 3 V 4-1 100%, ON181958
Aspergillus sp. 3 V 10-1 Segun morfologia
Bjerkandera atroalba 3 V 9-4 97.88%, KU509503
Bjerkandera sp. 2 V2-1 68.56%, MH003471
Colletotrichum lindemuthianum 2 V 9-7 99.47%, KJ572163
Marquandomyces marquandii 3 V4-6 98.48%, AB099511
Nigrospora sp. 1 3 V 9-9 97.61%, JN198500
Nigrospora sp. 2 3 V 9-10 95.8%, KF128850
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Figura 5. La historia evolutiva se dedujo con el método Neighbor-Joining [27]. El
arbol de consenso bootstrap inferido de 1000 repeticiones [28] se toma para la
historia evolutiva de los taxones analizados [28]. Las ramas correspondientes a
particiones reproducidas en menos del 50 % de réplicas de arranque se colapsan.
El porcentaje de arboles replicados en los que los taxones asociados se agruparon
en la prueba de arranque [1000 repeticiones] se muestra junto a las ramas [28]. Las
distancias evolutivas se calcularon usando el método de 2 parametros de Kimura
[29] y estan en las unidades del nUmero de sustituciones de base por sitio. Este
analisis involucré 28 secuencias de nucleotidos. Se eliminaron las posiciones
ambiguas para cada par de secuencias. Hubo un total de 687 posiciones en el

conjunto de datos final. Los andlisis evolutivos se realizaron en el software UGENE.
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Nuestros aislados enddfitos fungicos de plantas de Cannabis presentan un rombo y

su numero de cepario y las secuencias relacionadas en el BLAST con su respectivo

numero de acceso.

Figura 6: Resultados de la evaluacion del efecto antagonista de las cepas de
hongos endofitos obtenidas a partir de plantas de Cannabis medicinal (a la derecha
en el enfrentamiento) y el patdgeno B. cinerea (a la izquierda en el enfrentamiento).
Los nimeros 1 y 2 indican las réplicas por tratamiento, la letra sola muestra las
caracteristicas morfolégicas de la cepa pura. A. Aspergillus flavus (V4-1), B.
Marquandomyces marquandii (V4-6), C. Bjerkandera atroalba (V9-4), D. Nigrospora
sp.1 (V9-9), E. Nigrospora sp.2 (V9-10), F. Aspergillus sp. (V10-1), G. Bjerkandera
sp. (V2-1), H. Colletotrichum lindemuthianum (V9-7). P. Control de crecimiento

patégeno Botrytis cinerea.
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Discusién

Aislamos de hojas sanas de Cannabis un total de 45 endofitos fungicos de material
vegetal de Cannabis de variedades medicinales cultivadas en el departamento de
Antioquia, de los cuales, 21 fueron de tipo levaduriforme y 24 filamentosos. De ellos,
el 27% fue capaz de reducir el crecimiento de la colonia del patégeno (IA 2) y el
13%, los mas representativos de los aislados, no solo redujeron el crecimiento, sino
también esporularon o invadieron la colonia de B. cinerea (IA 3), siendo potenciales
antagonistas. Los demas aislados no tuvieron efecto significativo sobre el patdgeno,
por lo que se clasificaron en los indices 0 y 1 con un 38 % y 22 %, respectivamente
(Figura 4).

Es interesante resaltar, que la mayor proporcion de IA 2, fueron levaduras (67 %) al
reducir la colonia del patdgeno. Se ha encontrado que las levaduras tienen
diferentes mecanismos de accion sobre el patdgeno como son la produccion de
compuestos organicos volatiles, la liberacion de enzimas extracelulares hidroliticas
difusibles [30], produccion de sideroforos que aumentan la competencia por metales

[31] y la competencia por nutrientes [30,32]

Centrandonos en aquellos morfotipos con alta capacidad antagonica sobre B.
cinerea, clasificados aqui como IA 3, observamos que, este esta representado
Unicamente por organismos filamentosos y esporulados, al igual que se ha
registrado previamente por ser el tipo dominantes de los hongos presentes en el
microbioma de plantas de Cannabis [33]. En general, estos hongos se
caracterizaron por su crecimiento rapido y formacién de micelio denso sobre el
patégeno, incluso en algunos se dio la formacién de metabolitos secundarios que
se observaron como exudados traslicidos sobre el micelio, representando los
mecanismos accion reportados en la literatura para los hongos filamentosos, como
son la competencia por espacio y nutrientes, sumadas por otras acciones como
antibiosis, produccion de enzimas liticas y la produccion de compuestos organicos

volatiles aunque esto no se evalud en este trabajo [22,23].

12



Entre los hongos con capacidad I1A3 se encuentra Bjerkandera atroalba, que se
caracteriza por su importante produccion de enzimas antioxidantes [34]. También
obtuvimos otro morfotipo (V2-1) del género, con muy bajo porcentaje de identidad
(68,56 %) debido a inconvenientes en la amplificacion de la region ITS (Figura 5).
La secuencia similar, fue de un enddfito asociados al género Polylepis [35,36], que
se encuentra en la literatura como capaz de degradar un compuesto xenobidtico
recalcitrante [37] ademas de ser antagdénica de Fusarium oxysporum f. sp
herbemontis [38] y F. graminearum, donde presentd ademas promotores de
crecimiento vegetal [39] y 3 tipos de alcaloides como compuestos volatiles [40].
Igualmente, consideramos que es necesario confirmar esta identificacion mediante
el uso de otros marcadores como el de la subunidad larga y del gen peroxidasa [41]
o como lo hizo Robles C., [42] a través de analisis filogenéticos.

Otros dos aislamientos obtenidos pertenecen al género Aspergillus, uno de ellos
identificado molecularmente como A. flavus y el otro hasta género de acuerdo a su
morfologia. Sus enfrentamientos fueron interesantes, debido a que uno de ellos
exhibié un rapido crecimiento filamentoso y el otro enteramente esporulado. En
ambos aislados, la estrategia de antagonismo permitio la reduccion de crecimiento
y esporulacién sobre el patégeno, a través de la competencia, la posible produccién
de enzimas liticas o de 7 tipos de xantonas, 11 derivados de asteltoxina prenilada y
furanona [40] como se enuncia en la literatura. De manera similar al mecanismo de
accion de otro biocontrolador muy utilizado: Trichoderma que expresa una mejor
capacidad para movilizarse y absorber nutrientes [43] gracias a su morfologia
esporulada. Ademas, este tipo de aislados, se han considerado como agentes de
biocontrol de patdgenos como Fusarium sp. [44] C. gloeosporioides [45] C. lunata
[46] Sclerotinia sclerotiorum [18]. Estos géneros se han probado a partir de sus
extractos y en combinacion con segmentos de plantas de Cannabis y otros de sus
enddfitos, potenciando su efecto inhibitorio [46], esta podria ser una metodologia a
implementar a futuro sobre nuestro patdgeno. Con el fin de corroborar de estas dos
cepas de interés, se recomienda estudiarlas con otros marcadores moleculares

importantes para el género, como son el gen de la B-tubulina, calmodulina y la RNA
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pol 1l [47], debido a que la region ITS no presenta suficiente variabilidad para
identificar especies del género Aspergillus [48].

Un aislado particularmente interesante, fue Marquandomyces marquandii
anteriormente llamado Paecilomyces marquandii [49]. Se tiene muy poca
informacién de nuestra especie, pero se resalta su capacidad para descontaminar
ambientes con el pesticida [50] lo que podria ser una ventaja de la especie en el
campo agricola, no solo por el efecto antagonista observado aqui sobre B. cinerea,
sino también como biorremediador y su diversa produccion enzimatica [51]. A pesar
de la separacion filogenética Marquandomyces guarda cierta similaridad y cercania
con el género Paecilomyces, por lo que se espera que se compartan algunas de
Sus caracteristicas ecologicas como promotor del crecimiento vegetal, supresor de
nematodos y produccion de proteinas hidroliticas [52], adicionalmente, el género
Paecilomyces ha sido reportado como endéfito de Cannabis en hojas, ramas y
cogollos con éxito de inhibicion en el mismo patdégeno B. cinerea [46]. Esta cepa, al
igual que los Aspergillus, coloniza rapidamente el medio gracias a que esporula
rapidamente, despojando al patdgeno de los nutrientes cercanos. Su accion puede
obedecer a un mecanismo sinérgico de antagonismo al producir metabolitos
secundarios, para el género Paecilomyces con al menos unos 140 metabolitos entre

policétidos, terpenoides y esteroides [51].

Aislamos también un morfotipo del género Colletotrichum sp. que, en nuestro
enfrentamiento, exhibié competencia por su rapida colonizacion y observamos que
al entrar en contacto con el patégeno formé una zona de inhibicion entre ambos.
Esta inhibicion puede ser posible gracias a varios metabolitos bioactivos presentes
en este género, como son 10 tipos de esteroides, 6 de policétidos y xantonas [40].
Esto podria significar que a nivel in vitro podria mitigar la dispersion de la
enfermedad. Este género es muy diverso, mas de 1300 especies, algunas de ellas
son patégenas causando antracnosis, otros son enddfitos de plantas como
Cannabis [46], promotores del crecimiento, entomopatdégenos o patdgenos

humanos [53]. En este estudio encontramos C. lindemuthianum, sin embargo, la
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region ITS no tiene resolucién suficiente para delimitar una especie del género por
lo que se recomienda una tipificacion de secuencias multilocus (MLST), en particular
de los genes como act, ApMat, apn2, cal [53]. Sin embargo, C. lindemuthianum
guarda cierta especificidad entre huéspedes de plantas dicotiledoneas, al igual que
en nuestro caso el Cannabis [54]. De manera interesante, se ha considerado
antagonismo con Fusarium oxysporum f. sp herbemontis [38] mostrando esas

caracteristicas oportunistas en la naturaleza.

Obtuvimos también dos morfotipos identificados como Nigrospora sp., uno de ellos
crecié completamente sobre el patdégeno, el otro tuvo un crecimiento mas reducido,
pero la interaccion entre micelios mostré una inhibicion mas pronunciada. Este
género se ha aislado como endéfito de varias plantas medicinales, plantas marinas,
en especies vegetales oleaginosas, pero es la primera vez que se encuentra
asociada a la microbiota de Cannabis [33]. En China, se demostré la actividad
antifangica del metabolito Solanapirona C aislado de Nigrospora, ademas de poseer
diversidad enzimatica que incluye proteasas, celulasas, lipasa y fosfatasas, entre
otras [55,56]. En nuestro caso, estos metabolitos, pudieron tener actividad
inhibidora sobre el patdgeno con un mecanismo tipo antibiosis. Este género es
interesante, al presentar efecto antagonico sobre patégenos como C. acutatum, F.
oxysporum y F. solani. [18,55,56]. Se recomienda complementar la identificacion

siguiendo un enfoque polifasico entre caracteristicas fenotipicas y genéticas.

En este estudio, los géneros de endofitos encontrados como parte del microbioma
de plantas de Cannabis medicinal fueron Aspergillus, Colletotrichum vy
Paecilomyces (Marquandomyces), han sido previamente reportados como enddfitos
de plantas de Cannabis en India, y Paises Bajos [46,57]. La presencia de estos
géneros, que ademas puede estar relacionada con las condiciones ambientales y
condiciones bidticas y abibticas de la planta [33] sobre todo la humedad, podria ser
indicador de semejanza entre las variedades de Cannabis que muestreamos y otros

cultivos, obteniendo similares aislados del mismo 6érgano vegetal [46].
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En Colombia se han aislado endofitos con capacidad antimicrobiana, como
solubilizadores de fosfato y con potenciales interacciones planta — hongo que
podrian promover la biosintesis de productos naturales con diversas aplicaciones,
incluidos compuestos anticancerigenos, antifungicos, antidiabéticos e
inmunosupresores [23]. Toda esa capacidad metabdlica albergada en los hongos
endofitos de plantas como Cannabis con los compuestos bioactivos, capaces de
actuar como agentes de biocontrol fungico, no sé6lo actian sobre el patégeno de
interés, sino que podrian ayudar a reducir severidad de otras enfermedades,
controlar la propagacion de los patdégenos e inducir en la planta promotores de
crecimiento y asi contribuir a la disminuciébn de las pérdidas econdémicas y
productivas en la industria agricola causada por los fitopatégenos. Es importante
continuar con los procesos de bioprospeccion, y su aplicacion in vivo en plantas y
semillas, asi como el uso de extractos de nuestros hongos y sus combinaciones,
para asi lograr encontrar alternativas eficientes al uso de agroquimicos y establecer
sus mecanismos de accion y aplicabilidad para lograr una soberania alimentaria,

industrial y sostenible.

Conclusion

La diversidad de hongos enddfitos que subyacen los tejidos de las plantas
productivas y potenciales como Cannabis medicinal, esconden alternativas
sostenibles, aplicables a la agricultura, para el control biologico ante fitopatdgenos
como el Botrytis cinerea. Este es el caso de al menos 18 cepas de hongos endofitos
con potencial in vitro cuya eficacia puede seguir siendo estudiada para futuros
desarrollos en el control del moho gris, contribuyendo a reducir las pérdidas
econdmicas que genera anualmente este patdgeno en cultivos del departamento de
Antioquia, asi como reducir la contaminacion resultante del uso indiscriminado de
agroquimicos, protegiendo la flor como 6érgano clave para la produccién de

compuestos activos utilizados en la industria farmacéutica.
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