OYTON

REVISTA INTERNACIONAL DE BOTANICA EXPERIMENTAL
INTERNATIONAL JOURNAL OF EXPERIMENTAL BOTANY

FUNDACION ROMULO RAGGIO
Gaspar Campos 861, 1638 Vicente Lopez (BA), Argentina
www.revistaphyton.fund-romuloraggio.org.ar

Evaluacién antimicrobiana de extractos obtenidos de micromicetos tropicales

contra fitopatégenos

Antimicrobial evaluation of extracts obtained from tropical micromycetes against phytopathogens

Moreno Pérez P3 M Gamboa Angulo’, G Heredia?, B Canto Canché!, CM Rodriguez Garcial,

IL Medina Baizabal!, L. Peraza Echeverrial

Resumen. En la actualidad, es altamente necesario encontrar nuevos
y mis seguros productos agroquimicos. En este sentido, los micromice-
tos son una fuente importante de productos naturales los cuales pueden
ser usados en el control de enfermedades vegetales. Con el objetivo de
contribuir a la bisqueda de productos con aplicaciones antimicrobi-
anas, un total de 49 cepas fingicas fueron aisladas de dos cenotes de la
peninsula de Yucatin. Estas cepas se cultivaron en arroz fermentado, se
obtuvieron sus respectivos extractos orgdnicos macerados en acetato de
etilo (EAE) y metanol (EM) y se evaluaron contra cinco fitopatégenos
de importancia agricola. Estos pat6genos incluyeron a los hongos Alter-
naria chrysanthemi, Colletotrichum gloeosporioides, Mycosphaerella fijiensis
y las bacterias Erwinia carotovora y Xanthomonas campestris, utilizando
el bioensayo en microdilucién. E1 69% de los extractos fiingicos evalua-
dos mostraron actividad antifingica y/o antibacteriana contra al menos
uno de los patégenos evaluados a concentraciones de 2000 y 200 pg/
mlL, respectivamente. Las cepas de Penicillium sp. OSE-61, Fusarium
sp. OH2-30, Hypocrea lixii OSN-37 y Rhizoctonia solani OSE-73
mostraron actividad contra al menos tres de los fitopatégenos en estudio.
Los extractos de EAE mis promisorios fueron particionados obtenien-
do tres fracciones de baja (A), media (B) polaridad y un precipitado (C),
los cuales fueron evaluados contra los patégenos estudiados. La fraccién
A de Fusarium KS-15 fue la mas efectiva presentando la mas baja Con-
centracién Minima Inhibitoria (MIC <25 pg/mL) y efecto bactericida
contra X. campestris. La fraccion B de Penicillium sp. OSE-61 contra
A. chrysanthemi fue relativamente mayor (MIC <500 pg/mL); mientras
la fraccién B de H. /ixii OSN-37 mostr6 efecto antifiingico contra C.
gloeosporioides y M. fijiensis (MIC = 1000 pg/mL). Esta investigacion
contribuye a enriquecer el conocimiento sobre la actividad biolégica de
hongos anamérficos nativos de los cenotes de Yucatin y su potencial uso
en aplicaciones biotecnoldgicas en la agricultura.

Palabras clave: Bioensayos; Extractos fingicos; Fusarium; Hypo-
crea; Mlicromicetos; Penicillium, Cenotes.

Abstract. Nowadays, it is highly necessary to find more and safer
agrochemicals. In this sense, micromycetes are an important source of
natural products which could be used to control plant diseases. There-
fore with the aims to contribute in this searching of natural products
with antimicrobial applications, a total of 49 fungal strains were isolat-
ed from the Yucatan Peninsula. These fungi were cultured in fermented
rice, their respective organic extracts macerated in ethyl acetate (EAE)
and methanol (ME) were obtained and tested against five fungal
pathogens of agricultural importance. These included Alternaria chry-
santhemi, Colletotrichum gloeosporioides, Mycosphaerella fijiensis, and the
bacteria Erwinia carotovora and Xanthomonas campestris using micro-
dilution assays. The 69% of fungal extracts showed antifungal or anti-
bacterial (2000 and 200 pg/mL, respectively) against at least one of the
tested target. Strains Penicillium sp. OSE-61, Fusarium sp. OH2-30,
Hypocrea lixii OSN-37 and Rbizoctonia solani OSE-73 showed activity
against at least three of the five study pathogens. The most active EAE
were partitioned, and its low (A), medium (B) polarity and precipitated
(C) were obtained and assessed. The fraction A from Fusarium KS-15
displayed the lowest Minimum Inhibitory Concentration (MIC <25
pg/mL) and bactericide effect on X. campestris; fraction B of Penicillium
sp. OSE-61 was relatively greater than the previous on 4. chrysanthemi
(MIC <500 pg/mL). Last fraction also exhibited good inhibitory effect
on C. gloeosporioides. Finally, fraction B of H. /ixii OSN-37 displayed
promissory antifungal effect on C. glocosporioides y M. fijiensis IMIC =
1000 pg/mL). This research contributes to enrich the limited knowl-
edge on the biological activity of native anamorphic fungi of the sink-
holes of Yucatan and its potential use in biotechnological applications
in agriculture.
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INTRODUCCION

A nivel mundial, una necesidad reconocida es la reduc-
cién en el uso de plaguicidas sintéticos en la agricultura con
la finalidad de evitar el colapso de los ecosistemas. Este efecto
adverso impacta negativamente en el bienestar de la pobla-
cién humana. Una alternativa viable es el uso de productos de
origen natural, tales como los compuestos quimicos obtenidos
a partir de diversos microorganismos, los cuales representan
una fuente abundante de compuestos novedosos y con di-
versas propiedades biolégicas (Cantrell et al., 2012; Demain
y Sanchez, 2009). Un ejemplo son los extractos fingicos de
Colletotrichum dematium con actividad inmunosupresora y an-
tifingica contra Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum y Rhbi-
zoctonia sp. (Strobel et al., 2011). Las investigaciones en este
campo se han visto incrementadas durante los ultimos afios,
a fin de descubrir nuevos productos naturales efectivos en el
control de enfermedades de las plantas.

En la Peninsula de Yucatin han sido aislados micromicetos
cuyos extractos y compuestos puros poseen efecto antifiingico
contra diversos microorganismos patégenos. Entre los extrac-
tos de los micromicetos aislados podemos mencionar a los ob-
tenidos a partir de Muscodor yucatanensis, un hongo endéfito
de las hojas de Bursera simaruba, que libera compuestos orgé-
nicos volitiles con efectos antimicrobianos contra Alfernaria
solani, Guignardia mangifera, Colletotrichum sp., Phomopsis sp.,
Phytophthora capsici, Phytophthora parasitica y Rhizoctonia sp.
Otro ejemplo lo constituye el extracto obtenido a partir de
Edenia gomezpompae que sintetiza preusomerina EG1y preu-
somerina EG2, ambos compuestos presentan propiedades in-
hibitorias contra los hongos Colletotrichum sp.y Phomopsis sp.
(Macfas-Rubalcava et al., 2008; 2010).

En estudios exploratorios previos, realizados por nuestro
grupo de investigacion en dreas tropicales del sureste de Mé-
xico se detectaron e identificaron micromicetos con la pro-
piedad de producir metabolitos capaces de controlar fitopa-
tégenos de importancia agricola. Entre estos micromicetos, se
pueden mencionar a las cepas de Beltrania rhombica TH26,
Fusarium sp. XH1Ga y varios aislados no identificados (TA53,
TH34, 2TA2, 2TA6, 2TS6, 2XA7), los cuales mostraron ac-
tividad antimicrobiana contra los hongos Aiternaria tagetica,
C. gloeosporioides, Fusarium oxysporum y varias bacterias zoo
y fitopatégenas. Los resultados demostraron la evidente ac-
tividad biol6gica de algunos de los extractos fingicos, justi-
ficando la continuidad de la investigacién en estas regiones
(Reyes-Estebanez et al., 2011; Gamboa-Angulo et al., 2012).
En el presente trabajo el objetivo se dirigi6 a la busqueda de
microorganismos que producen metabolitos con efecto anti-
microbiano contra cinco fitopatégenos que afectan a cultivos
de importancia comercial. Para esto, 98 extractos orginicos
obtenidos de micromicetos aislados de dos cenotes del estado
de Yucatin se probaron contra los hongos fitopatégenos A/-
ternaria chrysanthemi, C. gloeosporioides, Mycosphaerella fijiensis,
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y las bacterias Erwinia carotovora y Xanthomonas campestris;
los extractos mds activos se fraccionaron y se determinaron
sus concentraciones minimas inhibitorias (MIC, por sus siglas
en inglés).

MATERIALES Y METODOS

Micromicetos. Las especies fingicas fueron aisladas a par-
tir de hojarasca sumergida en los cenotes Kikal (20° 34'59” N,
89°10°49”O) y Oxola (20° 40’41 N, 89° 1430” O) del muni-
cipio de Homuin, Yucatdn. Estas especies se encuentran en el
cepario de la Unidad de Biotecnologia del Centro de Investi-
gacién Cientifica de Yucatdn, A.C. Mérida, Yucatin, México.

Cultivo de los hongos saprofitos y extraccién organica.
Una suspension de esporas (1x10° esporas/mL) de cada cepa
se inocularon en arroz fermentado y se incubaron a 25 + 2 °C
con fotoperiodo de 12/12 horas de luz/oscuridad (Soman et al.,
2001). A los 40 dias de cultivo se congelaron y liofilizaron. Pos-
teriormente, estos se molieron y las extracciones se realizaron
por maceracién a temperatura ambiente con acetato de etilo en
tres ocasiones (24 horas, cada vez) y posteriormente con meta-
nol una vez (24 horas) bajo las mismas condiciones. Los disol-
ventes se eliminaron en un evaporador rotatorio a 40 “C bajo
presién reducida, obteniéndose los correspondientes extractos
orgénicos secos de acetato de etilo (EAE) y metanol (EM) de
cada una de las cepas.

Identificacién molecular de los hongos. Las especies de
hongos cuyos extractos mostraron actividad antifingica se
sometieron a andlisis molecular para su identificacién taxo-
némica siguiendo la técnica descrita previamente por Reyes-
Estebanez et al. (2011). Las secuencias se compararon en las
bases de datos publicas GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.

gov).

Fitopatogenos evaluados. Los extractos orgdnicos se
evaluaron contra los hongos A. chrysanthemi (CICY004)
aislado de Chrysanthemum morifolium, C. gloeosporioides
(CICY005) aislado de Carica papaya L., M. fijiensis (C1233,
IMI 392976) aislado de Musa acuminata, la bacteria E. caro-
tovora (ATCC138) y X. campestris aisladas de Daucus carota
(ATCC10547). Los hongos fueron aislados y mantenidos en
medio de cultivo papa dextrosas agar (PDA) y las bacterias en
agar Mueller Hinton (MHA), ambos de la marca Bioxon®.

Evaluacién antimicrobiana por el método de microdilu-
cién en placa

Hongos fitopatigenos. El ensayo se realizé en placas de
96 micropozos, siguiendo la técnica modificada de Andrews
(2001). Los extractos orgdnicos fingicos se disolvieron en di-
metilsulféxido (DMSO) a una concentracién de 40 pg/pL. A
todos los pozos se le adicionaron 90 pL de medio RPMI 1640
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(Roswell Park Memorial Institute) y 10 pL de los extractos
fungicos a evaluar (400 pg). Finalmente, todos los pozos se
inocularon con 100 pL de la suspensién de esporas del hon-
go fitopatégeno: A. chrysanthemi (2.5x10%), C. gloeosporioides
(1x10°), M. fijiensis (5x10%), para obtener un volumen final de
200 pL, con una concentracién final de 2000 pg/mL del ex-
tracto fungico y 5% del DMSO. Como control de crecimiento
(control negativo) se utilizé el medio RPMI-1640, la suspen-
sién de esporas del fitopatégeno en evaluacién y DMSO al
5%; y como control de inhibicién del crecimiento (control
positivo) Mirage (Procloraz, 200 uL/mL) para 4. chrysanthe-
mi'y C. gloeosporioides, y nitrato de miconazol al 0,15% para
M. fijiensis. Todas las pruebas se realizaron por triplicado. Las
microplacas se incubaron por 96 horas a 26 “C y 16/8 horas
de luz/obscuridad. Las lecturas se realizaron de manera visual
mediante la escala numérica (0, 1, 2, 3, 4) establecida por el
Comité Nacional para Estindares de Laboratorios Clinicos
(NCCLS, 2002). Estos se reportan como porcentaje de in-
hibicién del crecimiento (IC) de acuerdo al crecimiento (0 =
100,1=75,2=50,3 =25,4 =0% de IC).

Los extractos de EAE que presentaron mayor actividad
antimicrobiana se fraccionaron con hexano-acetonitrilo tres
veces, en la primera extraccién en una proporcién de 2:1, 1:1,
1:1, de la mezcla. Los disolventes se eliminaron en un evapo-
rador rotatorio a 40 °C bajo presién reducida. De esta forma
se obtuvieron tres fracciones de cada EAE, de baja polaridad
o hexanica (A), de media polaridad o de acetonitrilo (B) y en
la mayor parte de los casos un precipitado (C). Las fracciones
A, B, C, junto con los EM se evaluaron en una serie de tres di-
luciones para determinar su concentracién minima inhibitoria
(MIC, por sus siglas en inglés), a una concentracién final de
1000, 500 y 250 pug/mL de la muestra y a 2,5; 1,25; 0,62% de
DMSO. La concentracién mds baja a la que no se encontré
crecimiento fungico se le consider6 la concentracién minima
inhibitoria (CMI). Estos se resembraron en medio nuevo y
se monitorearon por una semana. La presencia de crecimien-
to indico un efecto fungistitico y la ausencia efecto fungicida
(Taylor et al., 1983).

Bacterias fitopatigenas. Las bacterias E. carofovora y X.
campestris se inocularon en Caldo Mieller-Hinton (CMH) y
se incubaron a 37 °C por 24 horas. Los cultivos se ajustaron en
CMH por comparacién visual con el tubo 0,5 del nefelémetro
de McFarland a una concentracién final aproximada de 5x10°
ufc/mL. Los extractos fungicos evaluados se disolvieron en
DMSO a una concentracién de 4 pg/pL. A todos los pozos se
le adicionaron 90 pL. de medio CMH estéril y 10 pL de los
extractos activos (40 pg). Posteriormente, se inocularon con
100 pL de la suspensién de la bacteria patégena; la concen-
tracion final del extracto fungico fue de 200 pg/mL y 0,5% de
DMSO. Como control negativo se utilizé DMSO (5 pL) y
como control positivo amikacina (5 pg). Los ensayos se reali-
zaron por triplicado y se incubaron por 18 horas a 37 °C para

ambas bacterias. A las 24 horas de incubacién se adicionaron a
cada pozo 50 pL de 2,3,5-cloruro de trifenil tetrazolio (T'TC)
al 1%. La ausencia de color (formaz4n) indicé la no reduccién
del compuesto por las bacterias, lo cual sugiere la muerte de
éstas (aunque no necesariamente de acuerdo a Busso et al.,
2015). La lectura se realizé de manera visual como se descri-
bié para los hongos fitopatégenos (NCCLS, 2002) y se repor-
tan como inhibicién del crecimiento (IC).

Las fracciones hexdnicas, de acetonitrilo y los EM activos
se evaluaron en diluciones seriadas de 100, 50 y 25 pg/mL del
extracto y de 2,5; 1,25 y 0,62% de DMSO. La concentracién
mids baja a la que no se encontré crecimiento microbiano se le
consideré la MIC.

A las 24 horas de incubacién, una alicuota de cada pozo que
no presenté crecimiento, es decir, sin coloracién después de
aplicar el TTC, se transfiri6 a cajas con medio agar soya tricap-
seina y se incub6 a 37 °C. A las 24 horas se verificé la presencia
o ausencia de crecimiento siendo catalogado como efecto bac-
tericida o bacteriostitico, respectivamente (Taylor et al., 1983).

RESULTADOS

Entre los 98 extractos fungicos evaluados, 49 de acetato de
etilo y 49 de metanol, el 69% mostré efecto antimicrobiano (%
1C 2 50) contra al menos uno de los patégenos evaluados (Ta-
bla 1). El hongo fitopatégeno mds sensible fue 4. chrysanthe-
mi, cuyo crecimiento fue inhibido por 42 de los extractos eva-
luados. Entre estos extractos, se pueden mencionar los EAE
y EM de Fusarium sp. OH2-30, los EM de Scopulariopsis sp.
KS-18 y las cepas no identificadas KR-14 y OSE-43, los cua-
les fueron capaces de inhibir en un 75% el crecimiento de A.
chrysanthemi. La cepa M. fijiensis fue inhibida por siete de los
extractos estudiados, donde el mds efectivo correspondié al
EM de Penicillium sp. OSE-61 (IC = 75%). Para C. gloeospo-
rioides, seis extractos fueron capaces de inhibir su desarrollo
(IC = 50%).

Entre las dos bacterias evaluadas, E. carotovora mostré ma-
yor resistencia, ya que solo seis extractos inhibieron su creci-
miento en un 75%, entre los que se destacaron los extractos
obtenidos a partir de las cepas de Fomitopsis meliae KSE-64,
Fusarium sp. KS-15, Penicillium sp. KE-83, las no identifica-
das OH2-22 y KE-85. En contraste, 17 extractos fingicos
fueron capaces de inhibir completamente el crecimiento de
X. campestris (IC = 100%), de los cuales seis correspondian
a cepas de Fusarium solani OE-80, Hypocrea liixi OSN-37,
Pseudorobillarda sojae OSN-36, las no identificadas OSE-41,
OSE-53 y OSN-78 con efecto bactericida (Tabla 1).

En general, la cepas de Fusarium sp. OH2-30, H. lixii
OSN-37, Penicillium sp. OSE-61'y Penicillium sp. KE-83 de-
mostraron la capacidad de inhibir el crecimiento de tres o mds
fitopatégenos. En particular, los EAE de F meliae KSE-64 y
Penicillium sp. KE-83 exhibieron los mds altos efectos antimi-
crobianos contra las bacterias estudiadas (Tabla 1).
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Tabla 1. Extractos de hongos saprofitos de cenotes de la Peninsula de Yucatan con actividad inhibitoria del crecimiento de hongos y
bacterias fitopatdgenos, evaluados a una concentracion de 2000 y 200 ug/mL, respectivamente.

Table 1. Extracts from saprophytic fungi from sinkholes of the Yucatan Peninsula with growth inhibition activity on fungal and bacterial phyto-
pathogens, tested to 2000 and 200 pg/mL, respectively.

Porcentaje de inhibicién del crecimiento

Cepa fiingica Extracto Alternaria Colletotrichum Erwinia Mycospaherella ~ Xanthomonas
chrysanthemi gloeosporioides carotovora fijiensis campestris
Bionectria ochroleuca OE-81 AcOEt 0 0 0 0 100*
MeOH 0 0 100 0 75
Cladosporium sp. KH-09 AcOEt 50 0 0 50 0
MeOH 50 0 0 50 0
Fomitopsis meliae KSE-64 AcOEt 0 0 75 0 100*
MeOH 0 0 75 0 0
Fusarium solani OE-80 AcOEt 0 0 0 100*
MeOH 0 0 0 100™*
Fusarium sp. KS-15 AcOEt 0 0 0 0 100*
MeOH 0 0 75 0 0
Fusarium sp. OH2-30 AcOEt 75 50 0 0 100*
MeOH 75 0 0 0 100*
Hypocrea lixi OSN-37 AcOEt 0 50 0 50 100*
MeOH 25 0 25 100™*
Penicillium sp. OSE-61 AcOEt 50 50 0 0 0
MeOH 50 50 0 75 100*
Penicillium sp. KE-83 AcOEt 75 50 100*
MeOH 0 50 100*
Pseudorobillarda sojae OSN-36 MeOH 0 0 0 100
Rbizoctonia solani OSE-73 AcOEt 50 50 0 0 0
MeOH 50 50 0 0 0
No identificada OSN-38 AcOEt 50 0 0 0 0
MeOH 50 0 0 0 100™*
No identificada OSE-53 AcOEt 50 0 0 0 100™*
No identificada OSN-78 AcOEt 0 0 0 0 100*
MeOH 0 0 0 0 100*

Se presentan los extractos que mostraron inhibir al menos uno de los patégenos en porcentajes de inhibicién del crecimiento >50%, y al

menos dos patégenos al 50%. * Bacteriostitico ** Bactericida

*Bacteriostatic **Bactericide

Para determinar la polaridad (baja, media o alta) de los me-
tabolitos antimicrobianos presentes en los extractos mds activos,
se seleccionaron diez de los EAE y se particionaron entre hexa-
no (A) y acetonitrilo (B). Estos extractos seleccionados inclu-
yeron a los obtenidos de las cepas Bionectria ochroleuca OE-81,
E meliae KSE-64, F solani OE-80, Fusarium sp. KS-15, Fu-
sarium sp. OH2-30, H. liixi OSN-37, Penicilium sp. OSE-61,
Penicillium sp. KE-83, Rhizoctonia solani OSE-73 y la cepa no
identificada OSE-53, junto con los EM de las cepas no iden-
tificadas OSN-38 y OSN-78. Contrario a lo esperado, solo la
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fraccién B de Penicillium sp. OSE-61 limit6 el crecimiento de
A. chrysanthemi con una MIC de 500 pg/mL. Por otra parte,
las fracciones B de H. /ixii OSE 37 y de Fusarium sp. OH2-
30 mostraron efectividad en el crecimiento de C. gloeosporioides
(MIC = 1000 pg/mL para ambas). La fraccién B de H. /ixii
OSE-37 fue la tnica capaz de inhibir a M. fijiensis (MIC =
1000 pg/mL). Todos los extractos antes mencionados tuvieron
efecto fungiestitico sobre las cepas fitopatégenas.

Las mas bajas MIC’s contra la bacteria E. carotovora se

observé con los EM de E solani OE-80 e H. /ixii OSN-37
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(100 y 50 pg/mL, respectivamente); y contra X. campestris seis
fracciones exhibieron efecto bactericida, donde las mis pro-
misorias fueron la fraccién hexdnica de Fusarium sp. KS-15
(=25 pg/mL) y la de media la no identificada OSE-53 (<50
pg/mL) (Tabla 2).

DISCUSION

En general, los resultados de la evaluacién de los 98 extrac-
tos orgédnicos obtenidos de hongos microscépicos aislados de
dos cenotes de Yucatin mostraron que mds del 50% presentd
actividad antimicrobiana contra al menos uno de los fitopaté-
genos evaluados. El efecto inhibitorio de los extractos fingi-
cos contra los hongos fitopatégenos fue del 46,9% y contra las
bacterias del 34,6% (Tabla 1), lo cual coincide con la actividad
antimicrobiana reportada con hongos aislados de otros ceno-
tes cercanos a la costa (Gamboa-Angulo et al., 2012) y de
hojarasca (Reyes-Estebanez et al., 2011).

La actividad mds notable contra las bacterias fitopatége-
nas se detect6 con la fraccién de acetonitrilo de Fusarium sp.
KS-15 con efecto bactericida, asi como las fracciones de £
solani OE-80 con efecto bactericida contra X. campestris con
una MIC <25 pg/mL. Lo anterior coincide con el reporte de
Hateet et al. (2014) quienes evaluaron los EAE de esta es-
pecie, aislada como endéfito de Taxus baccata, contra E. coli
y 8. aureus. Los andlisis quimicos de sus extractos indicaron
la presencia de taninos, compuestos fenélicos y flavonoides.
Otros estudios con la especie F solani reportan la presencia
de actividad antimicrobiana contra otros patégenos clinicos
(Tayung et al., 2011). El tercer Fusarium con actividad sig-
nificativa fue Fusarium sp. OH2-30, cuya fraccién de media
polaridad inhibié a C. gloeosporioides con una MIC de 1000
pg/mL (Tabla 2). En estudios previos, de estas tres cepas, ini-
camente F solani OE-80 demostré efecto antagonista contra
Corynespora cassicola, C. gloeosporioides, Curvularia sp.y Fusa-
rium sp. (Moreno Pérez et al., 2014). Aunque pertenecen al
mismo género, sus perfiles biolégicos son diferentes, siendo
también obtenidos de diferentes cenotes. Lo anterior sugiere
que también sus metabolitos secundarios y/o enzimas y pro-
teinas producidos para su defensa serdn diferentes. Reciente-
mente Musavi y Balakrishnan (2014) evaluaron el potencial
efecto antimicrobiano de los extractos de £ oxysporum NFX
06 aislado de hojas de Nothapodytes foetida, descubriendo acti-
vidad contra las bacterias S. aureus, Escherichia coli, Pseudomo-
nas aeruginosa 'y la levadura C. albicans.

Interesantemente, el crecimiento de M. fijiensis se inhibié
unicamente ante las fracciones A, B y C de H. /ixii OSN-37,
con la MIC mas baja a 1000 pg/mL con la fraccién B, siendo
fungistético. La capacidad biocontroladora del género Tricho-
derma contra M. fijiensis ha sido documentada por distintos
métodos a nivel in vitro (Acosta-Sudrez et al., 2013), inver-
nadero (Arzate-Vega et al., 2006) e incluso con bio-productos
comerciales como Trikofun® (Castro et al., 2015). El presente

trabajo representa la primera contribucién de la inhibicién del
crecimiento de M. friensis ocasionado por la exposicién a un
extracto de acetonitrilo obtenido de H. /ixii. La especie H.
lixii, estado sexual de Trichoderma harzianum (Druzhinina et
al., 2011), es cominmente aislado como hongos sapréfitos en
tierra y crecen frecuentemente en madera, aunque se encuen-
tran en innumerables sustratos, demostrando su alto potencial
oportunista y adaptabilidad a diferentes condiciones ecol6gi-
cas (Klein & Eveleigh, 1998; Jaklitsch, 2011). El género 77i-
choderma es prolifico en metabolitos secundarios, con mds de
100 compuestos reportados (Reino et al., 2008), que incluyen
moléculas de bajo peso molecular como pironas, terpenoides,
esteroides y policétidos y péptidos no ribosomales como la
epipolitiodioxopiperazinas y sideréforos (Mukherjee et al.,
2012). Asimismo, son reconocidos productores de peptaiboles
(pequefios péptidos de origen no ribosomal con presencia de
amino4cidos no comunes). Se conocen mas de 700 secuencias
de peptaiboles en Trichoderma/Hypocrea; algunos de éstos son
ecolégica y comercialmente importantes debido a su actividad
antimicrobiana y propiedades anti-cancerigenas (Degenkolb
et al., 2008). Del género Hypocrea se ha reportado actividad
antimicrobiana contra S. aureus y F. oxysporum (Gogoi et al.,
2008) y de sus EAE se han detectado compuestos con activi-
dad antiftingica contra Aspergillus flavus IMI 242684 (Janta-
rach y Thanaboripat, 2010). En estudios previos Moreno-Pé-
rez et al. (2014) reportaron el efecto antagonista de la cepa de
H. lixii OSE-37 con los fitopatégenos C. cassiicola, Curvularia
sp., Fusarium spp.y C. gloeosporioides.

A pesar de la elevada actividad antimicrobiana detecta-
da en la presente investigacién, el crecimiento del hongo 4.
chrysanthemi inicamente fue inhibido ante la fraccién B de
Penicilium sp. OSE-61 (<500 pg/mL). Después de una bus-
queda exhaustiva en la literatura solo se encontré un reporte
de la actividad antifingica de los extractos de hexano y acetato
de etilo de Penicillium sp. contra A. flavus (Thanaboripat et al.,
2011).

La actividad antimicrobiana de los extractos organicos de
micromicetos contra microorganismos fitopatégenos ofrece
una alternativa viable para el control de estos patégenos.
Sin embargo, a pesar de las ventajas que ofrece el control
biolégico desde un punto vista ecoldgico, la eficiencia de
este método de control generalmente no equivale al con-
trol quimico mediante la utilizacién de compuestos quimi-
cos (Guetsky et al., 2001). Para superar esta problemaitica,
Alamri et al. (2012) sugieren utilizar una combinacién de
agentes quimicos (en bajas dosis) y el control biolégico. El
uso combinado de ambos productos es atractivo debido a la
posibilidad de un efecto sinérgico o aditivo contra los mi-
croorganismos, aunque en ocasiones pudiera ser antagénico.
Coincidiendo con los presentes resultados la cepa H. Jixii
OSE 37 nativa de Yucatén, tiene la capacidad de presentar
actividad frente al organismo in vivo, asi como los extractos
obtenidos de ella.
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Tabla 2. Concentracion minima inhibitoria de extractos de acetato de etilo y fracciones obtenidos de hongos de cenotes de la Peninsula
de Yucatan contra hongos y bacterias fitopatdgenos en el ensayo en microdilucion.

Table 2. Minimum inhibitory concentration of extracts of ethyl acetate and fractions obtained from fungi of sinkholes of the Yucatan Peninsula
against phytopathogenic fungi and bacteria on the microdilution assay.

Concentracién minima inhibitoria pg/mL

Cepa fingica Extracto Fraccién — Alternaria Colletotrichum Erwinia Mycospaherella  Xanthomonas
chrysanthemi  gloeosporioides carofovora Sijiensis campestris
Bionectria ochroleuca OE-81 AcOEt A — — > — — 100 *
B — — > — — 50 *
C — — > — — > 100
MeOH — — 100 * — 200 *
Fomitopsis meliae KSE-64 AcOEt A — — > 100 — 100 *
B — — > 100 — > 100
C — — > 100 — > 100
Fusariun solani OE-80 A — — — — <25 *
B — — — — <25 *F
C — — — — > 100
MeOH — — 100 * — 200 **
Fusarium sp. KS-15 AcOEt A — — > 100 — <25
B — — > 100 — 50 *
C — — > 100 — > 100
MeOH — — > 100 — —
Fusarium sp. OH2-30 AcOEt A — 2000 * — — > 100
B — 1000 * — — 100 *
C — > 2000 — — > 100
MeOH — — — — 200 *
Hypocrea lixi OSN-37A AcOEt A — ©2000 * — > 1000 ** <25 *
B — *1000 * — 1000 ** 50 *
C — *2000 * — > 2000 50 *
MeOH — > 22000 50 * — > 100
Penicilium sp. OSE-61 AcOEt A > 2000 — — — —
B <500 * — — — —
C > 2000 — — — —
MeOH — — > 200 — 200 *
Penicillium sp. KE-83 AcOEt A — — > 100 — > 100
B — — > 100 — > 100
C — — > 100 — > 100
Pseudorobillarda sojae OSN-36 MeOH — — — — 200 **
Rhizoctonia solani OSE-73 AcOEt A > 2000 2000 * — — —
B > 2000 > %2000 — — —
C > 2000 > 2000 — — —
No Identificada OSN-38 MeOH — — — 200 **
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No Identificada OSE-53 AcOEt A — — — — 50 *
B — — — — 50 **
C — — — — > 100
No Identificada OSN-78 MeOH — — — — 200 **

EtOAc: ethyl acetate extract; MeOH:methanol extract; A: Hexane fraction; B: Acetonitrile fraction; C: Precipitate; "Bacteriostatic/ Fun-

gistatic; **Bactericide; a: Reported by Moreno-Pérez et al. (2014).

AcOEt: Extracto de acetato de etilo; MeOH: Extracto metanélico; A: Fraccién hexénica; B: Fraccién de acetonitrilo; C: Precipitado; *Bacteriostético/

Fungistitico; **Bactericida; a: Reportado por Moreno-Pérez et al. (2014).

Los extractos de las cepas F solani OE-80, Fusarium sp.
KS-15, H. lixii OSN-37 y Penicillium sp. OSE-61 fueron ca-
paces de inhibir el desarrollo de los microorganismos fitopa-
tégenos estudiados. Estos extractos fingicos representan una
alternativa de control biolégico viable. Sin embargo, se requie-
ren estudios ulteriores tanto a nivel iz vifro, como en inver-
nadero y campo. Los resultados de este trabajo proporcionan
evidencia del potencial biotecnolégico de los micromicetos
que habitan los cenotes de Yucatdn.
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