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RESUMEN

El fluido celébmico de Eisenia fetida comienza a utilizarse contra el crecimiento de hongos
fitopatdgenos, como una alternativa econdmica y amigable con el medio ambiente por la gran
diversidad de sustancias que contiene, entre ellas, los celomocitos. En este ensayo, se llevo a cabo
el aislamiento e identificacion de hongos filamentosos a partir de plantas de café y de maiz que
presentaron signos de infeccién fungica. Posteriormente se pusieron en contacto con fluido de E.
fetida en concentraciones de celomocitos de 1500, 2250 y 4500 cel/ml, incubandolos en medio
PDA por 96 h. En la mayoria de los hongos expuestos al fluido celémico se observé un efecto
negativo en su crecimiento, principalmente en los géneros, Penicillium, Pestalotiopsis y
Nigrospora, hongos que son de importancia ya que afectan cultivos de importancia econémica

como las gramineas.
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Effect of Eisenia Fetida Coelomic Fluid on the Growth of Potentially
Phytopathogenic Fungi

ABSTRACT

The coelomic fluid of Eisenia fetida begins to be used against the growth of phytopathogenic
fungi, as an economical and environmentally friendly alternative due to the great diversity of
substances it contains, including coelomocytes. In this essay, the isolation and identification of
filamentous fungi was carried out from coffee and maize plants that showed signs of fungal
infection. Subsequently, they were placed in contact with E. fetida fluid in coelomocyte
concentrations of 1500, 2250, and 4500 cell/ml, incubating them in PDA culture medium for 96
h. In most of the fungi exposed to the coelomic fluid, a negative effect on their growth was
observed, mainly in the genera Penicillium, Pestalotiopsis and Nigrospora, fungi that are

important since they affect economically important crops such as grasses.
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INTRODUCCION

Las enfermedades causadas por hongos en plantas de interés comercial, representan un constante
dafio en diversas etapas de su crecimiento, lo que da como resultado disminucion en la calidad,
en el valor nutricional, asi como en la produccién de estas (Ammar et al., 2013; Li et al., 2019).
La utilizacion de fungicidas de origen industrial, son considerados como el primer tratamiento de
control para hongos fitopatogenos (Krishnan et al., 2019; Lu et al., 2014), debido principalmente
a que es el método mas rentable (Catto et al., 2019). Sin embargo, en los Gltimos afios, se han
visto favorecidas técnicas alternativas de control de plagas que tengan un menor impacto
ambiental, en la salud humana y animal (Medina-Cérdova et al., 2016). Algunas de estas técnicas,
como el control biolégico, involucran la busqueda de enemigos naturales, parasitos, patdgenos o
compuestos que carezcan de toxicidad, ademas de que sean producidos de manera natural (Wang
etal., 2019; Di Liberto et al., 2019). Las lombrices de tierra como Eisenia fetida, son organismos
saprofitos, los cuales han desarrollado caracteristicas inmunogénicas de defensa contra una gran
variedad de microorganismos (Wang et al., 2007). Dentro de los metabolitos de defensa que
exhibe E. fetida, se encuentra el fluido celémico, que esta compuesto por células denominadas
celomocitos, que presentan una actividad bioldgica ligada principalmente a la fagocitosis, una
mezcla de &cidos organicos, espermidina, putrecina entre muchos otros compuestos no
identificados a la fecha (Rochfort et al., 2017; Chelkha et al., 2020). Recientemente, se describio
un efecto negativo en el crecimiento in vitro del hongo fitopatdgeno Fusarium oxysporum, debido
a la adicion del fluido celémico de E. fetida, como lo demostré Plavsin et al., (2017). En este
ensayo, se aislaron e identificaron un total de nueve hongos microscépicos a partir de plantas de
maiz (Zea mays) y de café (Coffea arabica), las cuales mostraron sintomas de infeccion causadas
por hongos en la Sierra Norte de Oaxaca, México, con la finalidad de evaluar si el efecto de
inhibicion en el crecimiento de hongos fitopatdgenos silvestres causado por el fluido celémico de

E. fetida, se puede observar en otros géneros distintos a F. oxysporum.




METODOLOGIA

Aislamiento de los Hongos Fitopatogenos

Se tomaron muestras de tejido foliar de plantas de maiz (Zea mays L.) y de café (Coffea arabica),
de la regién de la Sierra Norte de Oaxaca, México, las cuales mostraban signos de infeccion por
hongos. Las muestras se mantuvieron en refrigeracion a 4 °C hasta su procesamiento en el
laboratorio. El tejido foliar de cada muestra se desinfectd con hipoclorito de sodio al 3 % durante
3 minutos, posteriormente se enjuagd exhaustivamente con agua destilada estéril. Cada tejido se
coloco en cajas de Petri con medio Agar Papa Dextrosa (19.5 g L, PDA, Difco) acidificado al
10 % con acido tartarico (Fermont PA), se incubaron a 28 °C durante 5 a 7 dias. Transcurrido el
tiempo, las colonias caracteristicas de hongos se reaislaron en medio PDA a 28 °C durante 5a 7
dias, para la obtencion de cultivos axénicos.

Identificacion Microscépica de los Hongos Fitopatdgenos

Para la identificacion microscopica de las estructuras fungicas, se tomé una porcién de cada una
de las colonias, se coloco en un portaobjetos, se adiciond una gota de agua y una gota de azul
lactofenol y finalmente se coloc6 un cubreobjetos. Se observé en microscopio 6ptico a 40 y 100
X.

Identificacion y Secuenciacion Molecular de los Hongos Fitopatogenos

Se extrajo el DNA a partir del cultivo monospérico en medio Sabouraud caldo dextrosa,
utilizando el kit GeneAll Egene Plant SV mini (GeneAll Biotechnology Co., Ltd, Seoul, Korea).
Se realizaron triplicados de la reaccién de PCR, teniendo como blanco la region ITS. Los
fragmentos amplificados se purificaron mediante el kit QIAquick PCR Purification (Qiagen,
Hilden, Germany), se secuenciaron mediante el analizador AB13130/3130xI Genetic Analyzer
(Applied Biosystems/Hitachi, Foster City, CA, USA) (Hernandez-Hernandez et al., 2016). El
andlisis de las secuencias se realizd mediante QIIME 2 (https://giime2.org) Las cepas de los
hongos identificados, se depositaron en el cepario de la Universidad de la Sierra Juarez, Oaxaca,

Meéxico, con la identificacion Cepas-IEA-1711.
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Extraccion del Fluido Celémico de E. fetida

Para los diferentes ensayos, se seleccionaron 20 especimenes adultos, con clitelo completamente
desarrollado, con un peso promedio de 4 g. Se enjuagaron por 4 ocasiones con agua destilada
estéril y se depositaron en una placa de Petri de 5 cm de diametro, se adicion6 100 pl de agua
destilada estéril y se sometieron a estrés eléctrico de 9 v por 10 segundos. El fluido celémico se
colecté con una micropipeta y se depositd en un tubo Falcon de 15 ml, manteniendo una
temperatura de 4 °C. Se realiz6 el conteo de celomocitos en una placa de Neubauer para realizar
el ajuste de la suspensién de celomocitos a 0, 1500, 2250 y 4500 cel/ml de acuerdo a Plavsin et
al. (2017).

Ensayo de Inhibicién del Crecimiento de Hongos Fitopatégenos

La evaluacién de actividad antiftngica del fluido celémico, se realizé mediante la medicion del
diametro micelial de cada hongo respecto al control. Cada uno de los hongos previamente
aislados, se inocularon en el centro de 3 cajas Petri de 10 cm de didmetro por cada tratamiento. A
cada una de estas cajas se les adicionaron 100 pl de suspension de celomocitos a las
concentraciones previamente descritas (0, 1500, 2250, 4500 cel/ml). Cada placa se incub6 a 28 +
2 °C y cada 24 h se realizé la medicion del micelio hasta cumplir 96 h, tiempo en el cual se
compararon los resultados (Plavsin et al, 2017).

Analisis Estadistico

Pararealizar el andlisis estadistico del crecimiento de los hongos en las diferentes concentraciones
de fluido celémico, se realizé una prueba de analisis de varianza de las medias de crecimiento
diametral y comparaciones por pares entre las medias de los grupos utilizando la plataforma R a
través de agricolae (Mendiburu y Yaseen, 2020).

RESULTADOS Y DISCUSION

En total se aislaron 26 cepas de hongos (Tabla 1) a partir de los signos de infeccion observados
en las plantas de café y de maiz, los cuales se agruparon finalmente en 9 géneros distintos de
acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas, microscopica y moleculares, identificAndolos como

Fusarium, Curvularia, Hypoxilon, Epicoccum, Mucor, Cladosporium, Penicillium, Nygrospora

y Pestalotiopsis. En los aislamientos de plantas de café predominaron los géneros Fusarium,
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Curvularia, Nudulisporium y Cladosporium, mientras que en las plantas de maiz los géneros

encontrados en la mayoria de aislamientos correspondieron a Penicillium, Epicoccum y

Fusarium.

Tabla 1. Hongos aislados a partir de plantas de café y de maiz

Géneros de hongos aislados de
plantas de café. /ldentificado

Géneros de hongos aislados de
plantas de maiz. /ldentificador

Fusarium sp. /15C
Fusarium sp. /18C
Curvularia sp. /25A
Curvularia sp. /29A
Hypoxilon sp. /27A
Hypoxilon sp. /31A
Epicoccum sp. /14A
Penicillium sp. /26A
Mucor sp. /30A
Cladosporium sp. /20A
Cladosporium sp. /20B
Fusarium sp. /21A

Penicillium sp. /10A
Penicillium sp. /12A
Penicillium sp. /13B
Penicillium sp. /14C
Epicoccum sp. /A
Epicoccum sp. /10A
Nygrospora sp. /11B
Pestalotiopsis sp. /9A
Curvularia sp. /13A
Fusarium sp. /1A’
Fusarium sp. /2A
Fusarium sp. /5A
Fusarium sp. /11A
Penicillium sp. /1A

De los hongos aislados, se seleccion6 un ejemplar por cada género a partir de los siguientes

identificadores, 27A, 9A, 11B, 14A, 29A, 12A, 20B, 30Ay 2A. Los cuales correspondieron a las

especies Hypoxylon antochroum, Pestalotiopsis vismiae, Nygrospora oryzae, Epicoccum

layuense, Curvularia geniculata, Penicillium sp., Cladosporium cladosporioides, Mucor

circinelloides y Fusarium graminearum respectivamente de acuerdo a su identificacion molecular

(Figura 1).




Figura 1. Arbol de dentificacion molecular de las cepas aisladas

Strain_27A
Hypoxylon anthochroum (MF380761.1)
¥ Hypoxylen anthochroum (MFEE3750.1)
Hypoxylon anthochroum (KM516709.1)
Hypoxylen griseobrunneum (MHBE5231.1)
Hypoxylon anthochroum (JNEE0B12.1)
Hypoxylon anthochroum (KF192825.1)
Pestalotiopsis microspora (MK347240.1)
... % Pestalotiopsis sp. (MK026802.1)
[ Pestalotiopsis trachicarpicola (MN427963.1)
. Pestalotiopsis kenyana (MKB62236.1)
¥ Pestalotiopsis kenyana (MK210059.1)
¥ Pestalotiopsis kenyana (MK910055.1)
Strain_0A
Pestalotiopsis vismiae (MH930399.1)

ligrospora sphaerica (MK409331.1)

Nigrospora oryzae (MK409241.1)

Nigrospora oryzae (MK409340.1)

Nigrospora oryzae (MK409236.1)

Nigrospora sp. (KR822154.1)

Strain_11B

Nigrospora oryzae (KF398977.1)

Strain_14A

Epicoccumsp. (MK793731.1)

Epicoccum layuense (MN242722.1)

Epicoccum layvensa (MNI36392 1)

3§ Epicoccum nigrum (MN185744.1)
Epicoccum pigrum (MN533539.1)
Epicoceum sp. (MN153960.1)

Curvularia geniculata MN544880.1)
Strain_29A
Curvularia geniculata (KF131672.1)
Curvularia afinis (MN540242.1)
Curvularia geniculata (MN398962.1)
Curvularia $p. (D0993652 1)
Curvularia affinis (MN540253.1)

95%

Mucor circinelloides (KT336541.1)
3] Mucor circinelloides (MK396486.1)
Mucor circinelloides (DQ118989.1)
Mucor circinefloides (JOGB3251.1)
o Mugor circinelloides (MHB56521.1)
CLE Strain_30A
Mucor circinelloides (KF435039.1)

B0%

Strain_12A
Penicillium bravicompactum (MH714548.1)
Ponicillium sp. (MKE34999 1)
Penicillium sp. (MK267484.1)
X Poeniciliium bravicompactum (MHE54983 1)
Penicillium brevicompactum (KY463047.1)
Penicillium sp. (MKB0B447.1)
Cladosporium sp. (KP702155.1)
Cladosporium anthropophilum (MN515363.1)

Strain_20B
Cladasporium cladosporiaides (KR12307 1)
Cladasporium cladosporiaides (KR912308 1)
Cladasporium cladospariaides (KR12306.1)
Fusarium graminearum (MFOB3027.1)
Fusarium graminearum (MK762537.1)
Strain_2A
Fusarium gramingarum (MK243482.1)
Fusarium graminearum (MK243483.1)
ooy, [ Fusarium graminearum (MK212898.1)

Fusarfum culmorum (MGBT1281.1}

Fusarium asiaticum (KY272838.1)

100%

8a%

04

A partir de este punto, cada cepa seleccionada se utilizd para realizar el reto contra el fluido

celémico de Eisenia fetida a diferentes concentraciones de celomocitos a las 96 h de incubacién

tal como se describe en la Tabla 2.




Tabla 2 Evaluacidn del crecimiento de hongos fitopatdgenos con la adicion de fluido celémico a
96 h de incubacion

Hongo CeII/m! de fluido Diametro Grupo Valor de Valor de DMS
celomico (mm) P F
0 18.8 A
Fusarium 1500 17.0 A 0.9052
. 2. 7.
graminearum 2250 154 A 0.5913 959 63
4500 11.2 A 0.0512
0 31.2 A
P.estffllotlopsw 1500 25.2 AB 0.1856 8.16 8.05
vismiae 2250 20.8** B 0.0096
4500 18.2** B 0.0015
0 50.0 A
. 1500 44.6 AB 0.6805
Nigrospora oryzae 2250 394 AB 01637 5.55 13.74
4500 31.2%* B 0.0061
0 11.0 A
- 1500 9.0* B 0.0236
Penicillium sp. 2250 7 g BC 0.0002 16.61 1.76
4500 1.0*** C 0.0000
0 36.6 A
Epicoccum 1500 26.4* B 0.0269
9.83 9.18
layuense 2250 24.2%* B 0.006
4500 19.8*%** B 0.0004
0 18.6 A
Cladosporium 1500 15.4 AB 0.3858 372 558
cladosporioides 2250 13.8 AB 0.1055 ' '
4500 12.4* B 0.0270
0 27.6 A
Hypoxylon 1500 24.4 AB 0.1790 208 404
antochroum 2250 23.6 AB 0.0690
4500 20.8** B 0.0016
0 44.2 A
Curvularia 1500 34.8* B 0.0404
. 19. .
geniculata 2250 30.0** B 0.0019 9.0 9.05
4500 20.8*** C 0.0000
0 50.0 A
Mucor 1500 50.0 A 1.0
circinelloides 2250 50.0 A 1.0 15.21 3:52
4500 43.2%** B 0.0000

Grupos con diferente letra, A, B 6 C son diferentes significativamente. Grado de significancia de P: *** <
0, **<0.001, *<0.01y ’ <0.05. DMS = Diferencia minima significativa

Los resultados encontrados muestran que la cepa silvestre de Fusarium graminearum, no se vio
afectada significativamente cuando se incuba en precencia del fluido celémico aun en la mayor

concentracion de celomocitos. De acuerdo con Gudeta y col. (2021), el extracto de la

vermicomposta de E. fetida tiene un efecto antagonico contra este hongo fitopatégeno. Sin
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embargo, otros reportes hacen mencién a que las condiciones medio ambientales, tales como la
humedad, temperatura, presencia de nutrientes entre otros factores, pueden modificar el efecto de
antagonismo (Jorge-Escudero et al., 2021). Razon por la cual no se pudiera observar en este
ensayo in vitro un efecto antagdnico en el crecimiento de F. graminearum, como se muestra en
las Figuras 2y 3.

A la concetracion de 2250 y 4500 Cel/ml del fluido celémico contra el crecimiento de P. vismiae,
fue posible encontrar diferencias altamente significativas en cuanto a la reduccion de crecimiento
respecto al control. Este género de hongos representa pocas descipciones en la literatura actual,
pero lo han asociado como un potencial patdgeno de la zona radicular de Panax notoginseng (Cui-
Ping et al., 2016). En cuanto a la inhibicion de crecimiento de N. oryzae, un hongo que suele
atacar cultivos de maiz (Katsurayama et al., 2020), el efecto antagdnico significativo se llevo a
cabo Unicamente con la mayor concentracion de celomocitos respecto al control, con un valor de
P < 0.01 y teniendo uno de los efectos visuales antagonicos mas grandes en el crecimiento en
placa de Petri como se puede observar en la Figura 4 y Figura 5, que corresponden al control de
N. oryzae y N. oryzae con la adicion de fluido celémico a 4500 cel/ml. Actualmente algunas
especies de Penicillium como P. brevicompactum se utiliza para la extraccion de algunos
pigmentos que pueden ser utilizados en alimentos, tal como lo describe Fonseca y col., (2022).
Sin embargo, también se le ha registrado como fitopatégeno y productor de micotoxinas en
algunas especies de plantas como el gengibre (Overy y Frisvad, 2005). Los resultados de
inhibicion de crecimiento de Penicillium sp. al interactuar con el fluido celomico fueron altamente
significativos en las dos concentraciones mas altas, tal como se describe en la Tabla 2. Al realizar
la evaluacion de E. layuense frente al fluido celémico, se determiné que las tres concentraciones
utilizadas presentaron un efecto antagonico significativo respecto al control, sin embargo este
hongo no tiene registros en cuanto a una fitopatogenicidad remarcable o que sea notoria
actualmente en algun tipo de cultivo. El analisis estadistico observado para la evaluacién de C.
cladosporioides tuvo un nivel de significancia de P < 0.01, sin embargo, este hongo tiene registros

como un enddfito con actividad antibacteriana en algunas especies de plantas. De manera similar

a C. cladosporioides, Hypoxylum antochroum es descrito como un hongo endéfito de algunas




plantas con propiedades positivas para estas (Macias-Rubalcava et a., 2018). Para este ensayo, se
observé un efecto antagdnico en la mayor concetracion de celomocitos con un valor de P < 0.001.
Un efecto similar se determind en el hongo endofitico Mucor cirnielloides, con un efecto
antagdnico de crecimiento en la maxima concentracion de celomocitos. Por otro lado, el género
Curvularia se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza, e incluso puede causar
infeccion e humanos, por lo que su control ha sido bastante estricto en diversos cultivos (Rolfe et
al., 2020). En esta evaluacion de antagonismo, el hongo muestra poca resistencia al efecto del
fluido de E. fetida, ya que su crecimiento disminuye significativamente con un valor de P < 0.001
con la maxima concentracion de celomocitos.

Figura 4 Ejemplo del crecimiento de N. oryzae sin adicion de fluido celémico

Figura 5, N. oryzae con la adicion de fluido a una concentracion de 4500 cel/ml de celomocitos
en medio PDA a 96 h.

CONCLUSIONES
En la actualidad se buscan muchas soluciones alternativas al ataque de hongos fitopatdgenos en
diversos cultivos de importancia econémica. La utilizacion de los celomocitos contenidos en el

fluido celémico parece ser una buena opcién para el control de este tipo de microorganismos. Si




bien los resultados descritos en diversos ensayos, muestran grandes efectos en cepas previamente
identificadas y catalogadas, el efecto real tiene que determinarse en cepas silvestres, tal como se
realizo en esta aproximacion en cultivos in vitro, para, posteriormente realizar las determinaciones
correspondientes a nivel invernadero aplicando distintos hongos fitopatdgenos en plantas de
importancia econdmica, con la finalidad de que las condiciones sean lo mas cercanas a lo que
experimenta un agricultor en condiciones de campo. En este ensayo, no todos los hongos que se
aislaron a partir de plantas sospechosamente infectadas resultaron ser netamente fitopatdgenos,
ya que se probaron incluso de manera fortuita con hongos de caracter endoéfito pero que por
diversas circunstancias, estaban causando una infeccion en las plantas analizadas. De primera
mano, se puede inferir que aplicar de manera indiscriminada el fluido celémico en plantas en las
cuales se sospecha cursan una infeccidn fangica, podria afectar negativamente algunos de los
hongos endofitos que son benéficos para las plantas. Por otro lado, es notorio e importante que el
fluido celémico haya tenido un efecto negativo significativo en la mayoria de los hongos silvestres
analizados, sobre todo en géneros como Penicillium, Pestalotiopsis y Nigrospora, ya que suelen
afectar plantas de interés comercial. Desafortunadamente, en este ensayo, no se pudo afectar
negativamente el crecimiento de F. graminearum, con el fluido de E. fetida, ya que este hongo es
de importancia ambiental. Por ultimo, resulta relevante que se haya observado un efecto negativo
en el crecimiento del género Curvularia, ya que es un hongo cosmopolita, saprofito y
fitopatogeno, pero en determinadas circunstancias puede tener efectos clinicos.
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