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RESUMEN

Introduccion: Se estima que en México existen al menos 200, 000 especies fungicas, mayormente
micromicetos. A nivel industrial, se han utilizado hongos para mejorar y/o facilitar el desarrollo
de nuevos productos, demostrando que los hongos pueden aportar beneficios para el desarrollo
humano. Sin embargo, también existen cepas flngicas consideradas como fitopatdgenas, que han
demostrado tener repercusiones negativas importantes, como la perdida de cultivos con su
consecuente repercusion econdmica a nivel mundial. Uno de los patdgenos de mayor interés es la
especie Fusarium solani, es una especie virulenta y actualmente, ninguno de los tratamientos
antimicoticos comerciales ha demostrado contrarrestarlo eficientemente. En los Ultimos afios se
han propuesto nuevas fuentes de antimicrobianos y antifungicos, entre ellos algunas especies
fangicas que mostraron actividad antagdénica ante agentes micoéticos infecciosos. Objetivo:
Evaluar la capacidad antifungica de 45 cepas de hongos saprofitos aislados el Estado de México
contra el fitopatdégeno F. solani. Métodos: Se reactivaron 45 cepas saproéfitas y el hongo F. solani
ATCC® 32793™ en medio PDA, todas las cepas previamente aisladas. Todos los cultivos se
mantuvieron en incubacién por 7 dias a 25 °C. La confrontacion entre las cepas a evaluar y el
fitopatdgeno se realizd6 mediante bioensayo de cultivo dual. Como control negativo se utiliz6 un
cultivo exclusivo del patdgeno y como controles positivos se utilizaron los fungicidas Captan ultra
50 WP® o Cercobin M®. Todos los bioensayos se realizaron por cuadruplicado. Resultados: Un
total de 44 cepas inhibieron a F. solani en un rango de 4.5 a 76. 26%. Las cepas fingicas que
presentaron mayores porcentajes de inhibicion fueron M3C6 (>70%,) y 75 (>70%) seguido de las
cepas 95, 69, 001, 110 y 14 (>60%) y las cepas 57, 116 y 130 (>50%). De acuerdo con la
clasificacion taxonémica basada en las guias de identificacion de Barnett y Hunter y Watanabe, se
identificaron entre las cepas activas a 3 cepas: Trichoderma harzianum (57), Trichoderma
pseudokoningi (95) y Nigrospora sp. (116). Los porcentajes de inhibicion del crecimiento de F.
solani confrontado con los antifingicos comerciales a dos concentraciones (dosis alta y dosis baja)
fueron: en el caso de Captan ultra 50 WP® 1.45% y 1.73% y de Cercobin M®, 0.57% y 0.78%,
mientras que los hongos saprofitos que mostraron porcentajes mas altos presentaron rangos de
inhibicion entre 76%-54% de inhibicion. Las cepas fungicas aisladas de suelo del Estado de
México tienen actividad antifingica contra el fitopatdgeno F. solani y pueden considerarse como
una alternativa para el control bioldgico de Fusarium solani y contribuir al desarrollo de fungicidas

y/o antimicéticos de origen biotecnolégico.
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I. INTRODUCCION

Una de las categorias taxondmicas con mayor nimero de especies después de los insectos, son los

hongos. De acuerdo con la base de datos Species Fungorum (http://www.speciesfungorum.org),

actualmente se han descrito al menos 150,600 especies. Sin embargo, se estima que existen
aproximadamente de 2 a 11 millones variedades de hongos. Las especies fangicas son de suma
importancia dentro de los ecosistemas y las relaciones intraespecificas ya que pueden fungir como
descomponedores, mutualistas y patdégenos (Wu, et al., 2019; Phukhamsakda, et al., 2022).

El impacto que tienen los hongos en la salud humana se ha subestimado, durante 1950 las
infecciones fungicas humanas no eran tan conocidas hasta la llegada de los antibi6ticos. No
obstante, en la actualidad sabemos que los patdgenos de origen micotico son responsables de
enfermar a millones de personas en todo el mundo, ademas de provocar la muerte de mas de 1.5
millones de seres humanos al afio. Por otro lado, las infecciones flngicas no afectan Gnicamente
a los humanos. Se han reportado alrededor de 8, 000 especies micoéticas asociadas a enfermedades
en plantas. Muchas de estas enfermedades son alarmantes para la seguridad alimentaria ya qué

afectan a los cultivos mas importantes a nivel mundial (Fisher, et al., 2020).

El género Fusarium esta conformado por especies que atafien tanto a cultivos agricolas como al
ser humano (Hof, 2020). Fusarium solani, es un hongo toxigénico oportunista que produce
micotoxinas peligrosas como los tricotecenos y el &cido fuséarico (Rashad, Abdel, & Darwish,
2022). Algunos estudios consideran a esta, la especie mas virulenta, resistente y con mayor
mortalidad, comparada con otras especies del mismo género (Olivares, Luppi, & Diaz, 2018). Las
infecciones humanas causadas por F. solani, pueden ser superficiales como queratitis u
onicomicosis, localizadas como endoftalmitis o sinusitis y diseminadas (Monzon & Rodriguez,
2000). En cuanto al sector agricola, se ha reportado desde el afio 1967 que F. solani es uno de los
principales responsables de la marchitez en diferentes cultivos de Chile en México (Villa, et al.,
2015).

El principal tratamiento utilizado para infecciones humanas por F. solani es la anfotericina B
deoxicolato, aunque desafortunadamente ha demostrado resultados muy limitados (Olivares,
Luppi, & Diaz, 2018). Para infecciones agricolas se recomienda el uso de plaguicidas de amplio
espectro. Desafortunadamente, como se menciond anteriormente F. solani es una de las cepas mas

resistentes de su género (DECCO Naturally Postharvest, 2020). La resistencia de agentes
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patdgenos es un problema considerado como una de las amenazas mundiales mas importantes del
siglo XXI. La Resistencia a Antimicrobianos (RAM) cuenta con diferentes mecanismos de
propagacion relacionados con genes de resistencia movil, dichos genes pueden permanecer en
cualquier hébitat. Algunos estudios han reportado este tipo de genes en aguas residuales de

industrias textiles e incluso en la orina de animales (Smoglica, et al., 2022).

Con el paso de los afios la prevalencia de infecciones de origen micético ha crecido de manera
exponencial, alarmando a las organizaciones mas importantes como la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) y la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO por sus siglas en inglés), ya que muchas de las patogenias no se han comprendido en su
totalidad y la recurrencia de estas infecciones aumenta. Se cree que este aumento en la recurrencia
estd ligado a la resistencia antifingica que es transmitida y adquirida evolutivamente
(Phukhamsakda, et al., 2022).

En los Gltimos afios se han desarrollado investigaciones para solucionar esta problematica. Con
ayuda de la cienciay especificamente de la biotecnologia, el ser humano ha buscado nuevas fuentes
de antimicrobianos en plantas, bacterias y hongos. Con el objetivo de desarrollar nuevos
tratamientos para estas infecciones ayudando al control y prevencién de la RAM. Ya que México
es catalogado como un pais megadiverso de especies, tenemos una extensa variedad de posibles
antifangicos (CNDH, 2019; CONABIO, 2021).
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II. MARCO TEORICO
2.1. Infecciones micoticas

A lo largo de la historia se ha reconocido la presencia e importancia de microorganismos en todo
tipo de ambientes. Actualmente, sabemos de la presencia de microorganismos en el suelo, cuerpos
de agua e incluso en el microbiota intestinal, los cuales han demostrado ser Gtiles para el desarrollo
de productos de primera necesidad como alimentos fermentados, medicamentos, etc.
Desafortunadamente, no todos los microorganismos con los que cohabitamos este planeta son
benéficos (ArgenBio, 2022).

La prevalencia de enfermedades, la falta de informacién y tratamientos despert6 la curiosidad en
nuestros antepasados sobre el origen de una enfermedad y fue asi como probaron que las
infecciones estan estrechamente relacionadas con la presencia de agentes externos, que al entrar
en contacto con el hospedero provocan afecciones en el mismo, dichos agentes son denominados
patogenos (Van Doorn, 2017; Baron, 1996; Mufoz, Cerrada, & Fernandez, 2013). En 1882, el
cientifico aleman Robert Koch sustento esta idea estableciendo la relacién patdgeno-hospedero y
desarrollando tres postulados, los cuales permiten demostrar cuando un microorganismo es
causante de infecciones (Robledo, 2016), a partir de ese momento se inicié la busqueda de
sustancias que jueguen un papel antagonico frente a dichos microorganismos, dandoles el término

antimicrobianos (Barberan, 2013).

Los hongos son agentes causales tanto de enfermedades invasivas potencialmente mortales en
humanos, asi como de infecciones agricolas con una gran importancia econémica, debido a las
pérdidas que generan. Como todos los microorganismos, estos hongos deben buscar con éxito
micronutrientes esenciales como el zinc para poder proliferar, los cuales pueden encontrar en seres
humanos, plantas e incluso animales (Liu, et al., 2017; Perlin, Rutemaa, & Alastruey, 2017,
Wilson, 2021).

2.1.1. Infecciones micoticas agricolas.

El sector agricola es muy importante en el &mbito alimentario y economico de nuestro pais. De
todas las infecciones agricolas, el 70-80% son causadas por hongos quienes afectan en el

crecimiento y rendimiento de los cultivos, lo que se ha visto reflejado en la perdida de
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aproximadamente 10-15% de los cultivos infectados (Peng, et al., 2021). Se estima que al menos
8, 000 especies de hongos son causantes de 100, 000 enfermedades en las plantas (Shuping &
Eloff, 2017). De acuerdo con las estadisticas de la cosecha mundial reportadas entre 2009-2010
por la FAO, sugieren que los hongos afectan a cinco de los cultivos mas importantes en el mundo,

es decir: arroz, trigo, maiz, papa y soya (Almeida, Rodrigues, & Coelho, 2019).

Dentro de los principales géneros fitopatdgenos se encuentran: Fusarium, Giberella, Rhizoctonia,
Verticillium, Alternaria y Botrytis, entre otros (Alvarez, Serrano, & Otero, 2021). El Servicio
Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA), menciona algunas de
las especies fungicas que han impactado a nivel histérico, econémico y/o cientifico en el desarrollo
de la fitopatologia mundial como: Phytophthora infestans causante del tizon tardio en la papa,
Puccinia graminis f. sp. tritici causante de la roya en el tallo del trigo y Fusarium oxyspoum f. sp.
cubense responsable de la marchitez del platano (SENASICA, 2019).

Especificamente en nuestro pais, algunos de los fitopatdgenos que afectan a los cultivos méas
representativos de la alimentaciéon mexicana tales como chile, ajo, papa, maiz, etc. son:
Phytophthora infestans, Alternaria solani, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia spp; Fusarium
spp; Phytophthora capsici, Verticillium spp; Pythium spp; Oidiopsis spp; Aspergillus spp; entre
otros (Veldsquez, Reveles, & Reveles, 2017).

Un estudio realizado en México durante el afio 2014, por Manzo y colaboradores report6 que la
industria del platano cosecho una superficie de 74, 585 hectareas, de donde se obtuvo un total de
2.15 millones de toneladas del producto, con un valor de aproximadamente $6, 305, 790.00 pesos.
La industria bananera alimenta a mas de 70, 000 familias originarias de tres regiones del pais:
Golfo, Pacifico Centro y Pacifico Sur. Las principales infecciones fungicas que afectan al cultivo
de platano son: mancha foliar (Mycosphaerella eumusae), Mal de Panama (Fusarium
oxysporum spp.), moho del platano (Rolstonia solanacearum), marchitez bacteriana del platano
(Xanthomonas campestri), estas enfermedades en los cultivos de platano pueden ocasionar un
impacto negativo en la industria, afectando a millones de mexicanos

(Manzo, Orozco, Martinez, Garrido, & Canto, 2014).
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2.1.2. Infecciones micdticas por Fusarium solani.

El género Fusarium cuenta con alrededor de 100 especies, de las cuales la mayor parte han sido
reportadas como patégenos humanos (F. solani, F oxysporum y con menor frecuencia F
verticillioides, F proliferatum, F. dimerum y F. sacchari); Al ser uno de los géneros conformado
por especies con cierta similitud entre ellas, es dificil su clasificacion, por lo cual muchas veces no
se menciona la especie (Gaviria, Giraldo, Santa, & Cano, 2018). En su mayoria las especies que
conforman este género afectan tanto cultivos agricolas como al ser humano (Hof, 2020). Fusarium
solani, es la especie méas abundante del género Fusarium, es catalogado como un hongo toxigénico
oportunista que produce micotoxinas peligrosas como los tricotecenos y el &cido fusarico que
afectan cultivos, la salud animal y humana especialmente en pacientes inmunocomprometidos
(Rashad, Abdel, & Darwish, 2022; Serrano & Cardona, 2015). Dicha especie es considerada como
la mas virulenta, resistente y con mayor mortalidad del género, comparado con otras como
Fusarium verticillioides, Fusarium oxysporum, Fusarium moniliforme, etc. (Olivares, Luppi, &
Diaz, 2018).

Las infecciones en plantas causadas por estos hongos incluyen la marchitez vascular y el tizon, las
cuales causan manchas, marchitamiento, pudricion y muerte en hojas, flores, frutos, tallos, granos,
0 en toda la planta. El impacto de este agente infeccioso ha llegado a afectar del 50% al 80% del
producto en cultivos de frijol, pifia y trigo respectivamente. En nuestro pais, la SENASICA
evidencio que estos hongos han contaminado de un 5-76% del maiz y de 40-100% en cultivos de
agave (Rodriguez, Gonzalez, & Montoya, 2022).

2.2. Antimicrobianos

Cuando hablamos de antimicrobianos, es importante mencionar a cientificos como Pasteur,
Ehrlich, Domagk, Fleming, Florey y Chain, personajes que fungieron como precursores en el
desarrollo y la investigacion de dichas sustancias, dandonos las bases de una de las estrategias mas

eficaces para el control y tratamiento de enfermedades infecciosas (Fernandez, 2015).

Los antimicrobianos se definen como sustancias de origen natural, biosintético o sintético con
capacidad de inhibir o detener el crecimiento de microorganismos causantes de infecciones

(patdgenos). Estas sustancias pueden ser empleadas en el desarrollo de medicamentos dirigidos a
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la prevencion y/o tratamiento de infecciones que afectan a todos los seres vivos ya sean animales,
plantas y/o humanos, siempre y cuando no afecten la integridad del hospedero (Burnett, 2011;
OMS, 2020; Paredes & Roca, 2004). Debido a esto, es importante conocer todos los factores
posibles desde el &mbito microbioldgico de la infeccion y quimico del tratamiento a utilizar, ya
que un mal tratamiento puede traer graves consecuencias al hospedero (Lilley, Collins, & Snyder,
2020).

Los antimicrobianos pueden ser catalogados de acuerdo con:

e EIl agente causal de la enfermedad: Es decir, el agente bioldgico responsable de las
anomalias en el hospedero. Los microorganismos patdgenos responsables de las
enfermedades son: bacterias, virus, hongos y parasitos. De acuerdo con esto reciben los
nombres de antibidtico, antivirico, antifingico y antiparasitario, respectivamente (OMS,
2020).

e Meétodo de accion: via de accion por la cual desestabiliza al patdégeno inhibiendo su
desarrollo, por ejemplo: inhibicién de sintesis de pared celular, alteracion de funcion de la
membrana celular, inhibicidn de la sintesis proteica e inhibicion de la sintesis o funcion de

acidos nucleicos (Omareda, 2018).

2.2.1. Antifungicos

Dentro de cada periodo historico, la sociedad construy6 su forma de pensar y actuar ante las
distintas enfermedades. En la busqueda de tratamientos, los primeros hombres utilizaron los
elementos que conformaban su entorno como agua, hongos, hojas, hasta su propia saliva.
Aplicando el método de prueba y error se logré la identificacion de algunas plantas con
propiedades curativas, dando origen a la medicina herbolaria, la cual se define como la aplicacion
de conocimientos botanicos para el tratamiento terapéutico, curativo o preventivo de enfermedades
(Lima, Guzman, Lopez, & Satchwell, 2019). Sin embargo, el desarrollo del ser humano trajo

consigo conocimientos que ampliaron las alternativas terapéuticas.

En los ltimos afios se ha observado un aumento en la incidencia de infecciones de origen micotico

y a diferencia de los antibioticos, la existencia de antifingicos es reducida, tal es el caso de la
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anfotericina B, el cual fue el Unico tratamiento para micosis invasiva durante un largo tiempo
(Robbins, Wright, & Cowen, 2016).

Actualmente, en el mercado farmacéutico podemos encontrar tratamientos dirigidos a micosis
sistémicas, como: anfotericina B (y sus formulaciones lipidicas), derivados azolicos (fuconazol.
Isavuconazol, itraconazol, posaconazol y voriconazol), equinocandinas (anidulafungina,
caspofungina y micafungina) y flucitosina. Aunque la anfotericina B ha sido el pilar del
tratamiento antifungico, se ha demostrado que tiene repercusiones en el paciente, debido a que es
considerado relativamente toxico, por lo cual se han desarrollado nuevas formulaciones como

triazoles y equinocandinas menos toxicos (Revankar, 2021).

En el sector agricola, la cantidad de fungicidas utilizados a nivel mundial es imprecisa, debido a
la falta de informes. Sin embargo, en 2014, los 43 paises que informaron a la FAO sobre su uso de
antimicoticos ayudaron a determinar que los fungicidas elaborados a partir de compuestos
inorganicos, es la mas utilizada (43%), seguido de los ditiocarbamatos (17%) y los derivados de
azoles (11%).

De los fungicidas presentes en el mercado, exclusivamente siete de estos se usan de manera
rutinaria para el tratamiento de infecciones fungicas en humanos y animales. Estos son: azoles,
macroélidos de polieno, fluctosina, equinocandinas y de manera esporadica griseofulvina,
alilaminas y yoduros. Por el contrario, algunos de estos tratamientos humanos y animales no son

utilizados en cultivos (Miller, Ferreira, & LeJeune, 2022).

2.3. Resistencia a Antimicrobianos.

La evolucion de especies patdgenas y el uso excesivo de antimicrobianos durante los Gltimos 80
afios ha dado pie a una de las problematicas mas importantes a nivel mundial, la RAM. Existen
tratamientos para infecciones humanas y agricolas, desafortunadamente, en ambos casos la RAM
se ha propagado rapidamente alrededor del mundo, debido a la capacidad evolutiva de los
microorganismos y a la presencia de los genes de resistencia a antimicrobianos en el ambiente, lo
cual nos hace pensar que estos mecanismos de resistencia seguiran evolucionando. Pero la RAM,
no es la Gnica problematica que nos han originado los tratamientos de origen sintético, al mismo

tiempo dichos tratamientos han afectado la salud del ser humano y generado contaminacion
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ambiental (Akhtari, Davari, Habibi, Ebadollahi, & Feizpour, 2022). Consecuentemente, la
busqueda de nuevas fuentes antimicrobianas que eviten el desarrollo de genes de resistencia y que
cuenten con una baja o nula propagacion y persistencia de genes de resistencia, serian una posible
solucién y un precedente importante en el disefio de nuevos objetivos terapéuticos (Christaki,
Marcou, & Tofarides, 2020).

2.3.1. Resistencia a antifungicos.

La resistencia antifungica hace referencia a la disminucion de la efectividad de los tratamientos
antimicéticos debido a que el agente infeccioso ya no se ve afectado por el medicamento. Las
alternativas antimicéticas humanas son muy reducidas, por esta razéon, la aparicion de resistencia
aantifingicos es un tema de mucho cuidado ya que limita las opciones para controlar las patologias
de origen fungico (Centers for Disease Control and Prevention, 2022).

La resistencia a fungicidas agricolas ha sido un proceso complejo donde el sistema de cultivo, el
patdgeno, el fungicida, el climay, lo que es mas importante, la capacidad y la voluntad de los
agricultores para implementar estrategias de manejo de la resistencia juegan un papel de suma
importancia, ya que como se ha mencionado, la resistencia a antifungicos en el sector agricola
tendra repercusiones en la economia y la alimentacion a nivel mundial. Por esta razon se han
creado organizaciones como el Comité de Accion de Resistencia a Fungicidas (FRAC por sus
siglas en inglés), el cual tiene como propdsito proporcionar pautas para el manejo de la resistencia
a los fungicidas y prolongar la eficacia de los fungicidas comerciales en riesgo de desarrollo de

resistencia (Crop Life International, 2017).

AUln con la existencia de organizaciones como FRAC, es sumamente necesaria la identificacion
de nuevos antifingicos para el desarrollo de nuevos tratamientos que amplien las opciones de

control y prevencion de infecciones de origen nicotico.

2.4. Nuevas fuentes de antifingicos

Para el desarrollo de terapias antimicéticas, las investigaciones actuales se enfocan en la busqueda

de nuevas moléculas con actividad de amplio espectro, mayor especificidad y diferentes
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mecanismos de accion frente a patdgenos fungicos (Ciociola, et al., 2016). Como podemos
observar en el Cuadro 1, se enlistan varias investigaciones realizadas en diferentes partes del
mundo, reportadas en los ultimos afios, donde se muestra una gran variedad de fuentes
antimicrobianas como plantas o extractos de plantas, hongos, bacterias, actinobacterias, productos

del metabolismo, entre otros (Cordova-Callo, 2013).
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Cuadro 1. Sustancias con capacidad antifungica

Afo
2022

2021

2020

2019

2019

2017

2017

2016

2016

2016

2016

2015

Pais

China

Brasil

Francia

China

Japon

Arabia
Saudita

Italia

China

Polonia

China

Sudafrica

China

Sustancia antiflingica

Triterpenoides de las hojas de Citrullus colocynthis

Saponinas de Chamaecostus cuspidatus

Aceite esencial de Ammoides verticillata

Tres nuevos metabolitos de fenazina del caldo de
cultivo de una cepa de Streptomyces YIM PH20095

Ou-gon (extracto de raiz de Scutellaria baicalensis
Georgi)

Ciclodepsipéptido, llamado fusaripéptido A del
hongo edéfito Fusarium spp.

Paenibacillus pasadenensi cepa R16

Alcaloides de las partes aéreas de Piper flaviflorum
y Piper sarmentosum

Aceites esenciales de Melaleuca alternifolia Cheel,
Mentha piperita,Thymus vulgaris y Syzygium
aromaticum

Ramnolipidos Pseudomonas

aeruginosa

producidos  por

Extracto de hojas de Bucida buceras

Dos componentes bioactivos de Bacillus

amyloliquefaciens (ZJU-2011)

Efectos reportados

Inhibicion de Rhizoctonia solani

Las saponinas de Chamaecostus cuspidatus funcionan como
antifingicos contra Candida spp. y Trichophyton spp.

El aceite esencial mostro inhibicién antifungica frente a las cepas
de Alternaria alternata y Fusarium solani.

Actividad antifingica contra Fusarium oxysporum, F. solani,
Plectosphaerella cucumerina, Alternaria panax y Phoma
herbarum a diferentes concentraciones.

Apoptosis de los hongos patégenos: Trichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytes, Aspergillus fumigatus y Candida
albicans.

Actividad antifungica frente a C. albicans, Candida glabrata,
Candida krusei y A. fumigatus.

Reduccidn del crecimiento de Botrytis cinérea.

Los compuestos 6 al 15 mostraron actividades selectivas contra
Cryptococcus neoformans.

La alta actividad antiflngica de los AE examinados, previenen el
desarrollo de cepas de Candida spp. de diferente origen.

Reduccion en el crecimiento de Mucor circinelloides tanto en
forma de levadura como en forma filamentosa.

Inhibié el crecimiento de Pencillium expansum, Penicillium
janthinellum, Trichoderma harzianum y F. oxysporum.

Concentracion inhibitoria minima de clorotetaina contra seis
patdgenos fungicos (Candida spp. y A. niger) comunes estaba en
el rango de 1,8 a 7,8 mg/mL.
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(Ahmed, et al., 2022)

(Cota, et al., 2021)

(Senouci, Benyelles, Dib,
Costa, & Muselli, 2020)

(Chen, et al., 2019)

(Da, et al., 2019)

(Ibrahim, et al., 2017)

(Passera, et al., 2017)

(Shi, et al., 2016)
(Rajkowska, a Kunicka-

Styczynska, &
Maroszynska, 2016)

(Sha & Meng, 2016)

(Mahlo, Chauke, McGaw,
& Eloff, 2016)

(Wang, Wu, Chen, Lin, &
Yang, 2015)



2015

2014

2014

2013

2013

2013

2012

2012

Brasil

Chile

India

Egipto

Australia

Polonia

Venezuela

Francia

Aceite esencial de Rosmarinus officinalis.

Tres meroterpenos de las hojas de culen (Psoralea
glandulosa).

Quitinasa de un Citrobacter freundii haritD11
recién aislado

Corales blandos del Mar Rojo identificados como
Sarcophyton glaucum

Defensinas de Nicotiana alata

Extracto de metanol de Ligusticum mutellina.

Ajoeno (compuesto organosulfurado derivado del
ajo)

Aceites esenciales de Pelargonium graveolens y
Artemisa arborescens

El aceite esencial actlia contra Fusarium verticillioides rompiendo
la pared celular y provocando la pérdida de componentes
celulares, inhibiendo posteriormente la produccion de
fumonisinas y ergosterol.

El exudado resinoso inhibi6 el crecimiento micelial de los
patdgenos (Botrytis cinerea y Phytophthora cinnamomi).

Actividad antifingica contra hongos patogenos (Aspergillus
flavus y A. niger).

Las cepas de Bacillus subtilis HC7 y HC17 afectaron a C.
albicans.

Permeabilizacién de membrana plasmatica y granulacion del
citoplasma en tubos germinales de Puccinia spp.

Disminucion del radio de crecimiento de Candida spp.

Actividad inhibitoria in vitro sobre Histoplasma capsulatum, en
fase micelial.

Disminucion del radio de crecimiento de R. solani.

(da Silva, et al., 2015)

(Madrid, Diaz, Gonzélez,
Catalan, & Espinoza,
2014)

(Meruvu & Donthireddy,
2014)

(EIAhwany, Ghozlan,
ElSharif, & Sabry, 2013)

(Dracatos, et al., 2013)

(Sieniawska, et al., 2013)

(Torres & Romero, 2012)

(Bouzenna & Krichen,
2012)
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2.5. Evaluacion de actividad antagonica

El antagonismo microbiano es una medida de control bioldgico que se puede definir como la
capacidad de inhibicién, deterioro o muerte de alguna especie de microorganismos ante otra
(Pérez, Gonzalez, & Muifioz, 2014). Los microorganismos antagonistas deben tener una gran
capacidad de colonizacion, ademés de una mayor habilidad que el patégeno para adquirir los
nutrientes y la capacidad de desarrollarse ante diferentes condiciones ambientales incluyendo

refrigeracion y almacenamiento controlado (Maury, 2018).

2.5.1. Bioensayo dual

El ensayo dual, también conocida como la prueba de confrontacion dual, es una prueba donde se
enfrentan dos microorganismos de interés. ElI organismo con mayor capacidad antagonica sera
aquel que aproveche los nutrientes para tener un crecimiento mayor, inhibiendo asi el desarrollo
del otro (Chavarria & Carmona, 2016). Tras una exhaustiva revision bibliografica se observo una
gran cantidad de investigaciones, algunas enlistadas en el Cuadro 2, en las cuales el objetivo en

comun era determinar la capacidad de inhibicion de algunos microorganismos ante otros.

Para poder considerar a microorganismos con capacidad antifingica como tratamiento o parte del
tratamiento de infecciones, es importante que dicho microorganismo tenga estabilidad genética,
sea efectivo a bajas concentraciones, no tenga una gran exigencia nutricional, capacidad para
sobrevivir ante condiciones ambientales adversas y no patogénico sobre el hospedero. Hasta ahora,
los conocimientos sobre los mecanismos de accidn involucran: la antibiosis, produccion de

enzimas liticas, parasitismo y competencia por nutrientes (Pérez, Gonzélez, & Mufioz, 2014).
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Cuadro 2. Investigaciones realizadas a partir de bioensayo de cultivo dual

Ao

Objetivo

Referencia

2022

2022

2022

2021

2020

2020

2020

2018

2018

2017

2017

Identificar y examinar las capacidades antagdnicas de hongos endofitos contra dos patégenos flngicos y

bacterianos.
Evaluar cepas que actlien como biocontrol ante Sclerotium rolfsii.

Determinar la capacidad antagonica contra hongos fitopatdgenos
Verificar la actividad antagonica de una proteina de Bacillus amyloliquefaciens contra F. solani.
Identificacidn de aislados bacterianos antagonicos de Monilinia. fructigena.

Identificar cepas de Pseudomonas endofitas de la vid contra Botryosphaeria.

Evaluar la interaccion entre F. oxysporum y Rhizobium etli in vitro.

Determinar la supresion in vitro entre el laurel y Raffaelea lauricola.

Los endofitos reportados pueden antagonizar patégenos fangicos y oomicetos.

Evaluar la actividad antifungica de Paenibacillus pasadensis contra B. cinerea, F. verticilloides y
Phomopsis viticola.
Probar la actividad antagonica de Trichoderma spp contra F. oxysporum y A. altermala.
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(Lu, etal.,
2022)

(Liu, et al.,
2022)
(Gonzalez, et
al., 2022)
(Wang, et al.,
2021)
(Lahlali, et
al., 2020)
(Niem,
Billones-
Baaijens,
Stodart, &
Savocchia,
2020)
(Martinuz,
2020)
(Pérez,
Ploetz, &
Konkol,
2018)
(Khalaf &
Raizada,
2018)
(Passera, et
al., 2017)
(Zehra,
Dubey,
Meena, &



2017

2016

2016

2015

2015

2014

2013

2013

2012

Encontrar endofitos de trigo como agentes de control bioldgico contra Fusarium spp.
Deteccidn del antagonismo de estreptomicetos contra patdégenos fungicos.
Evaluar la actividad antagonica de Bacillus spp. y Trichoderma asperellium contra patdgenos flngicos.

Evaluar la capacidad de reducir la infeccidn por Sclerotinia scllerotiorum.

Investigar el potencial de los antagonistas flngicos para control de los patdgenos F. graminearumy F.
crookwellense.

Evaluar la actividad antifungica de los metabolitos de Phomopsis spp. y Alternaria spp. contra patdgenos
fangicos.
Evaluar la actividad antagénica de Jatropha curcas contra S. scierotiorum, F. oxysporum y R. solani.

Determinar el efecto antagonico de Bacillus spp. frente a dos hongos fitopatgenos.

Estimar el porcentaje de inhibicion de Fusarium spp. por cepas antagonistas.

Upadhyay,
2017)
(Comby, et
al., 2017)
(Kunova, et
al., 2016)
(Rios, et al.,
2016)
(Rodriguez,
Rothen, Lo,
Cabrera, &
Godeas,
2015)
(Schoneberg,
Musa,
Voegele, &
Vogelgsang,
2015)

(Li, Wang,
Luo, Ding, &
Cox, 2014)
(Kumar &
Kaushik,
2013)
(Tejera,
Heydrich, &
Rojas, 2012)
(Reyes,
Cristdbal,
Ruiz, & Tun,
2012)
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2.5.2. Hongos con capacidad antifungica

Uno de los Reinos més diversos es el Fungi, ya que cuenta con un extenso numero de especies que
podemos encontrar en casi todo tipo de ecosistemas. Se estima que existen entre 500, 000 y 9.9
millones de especies. Hasta 2011 se habian reportado 60, 000 especies ya identificadas de hongos,
lo que significa que hasta ahora somos conscientes de la existencia del 4-10.5% del total de hongos
presentes en todo el mundo (Aguirre, Ulloa, Aguilar, Cifuentes, & Valenzuela, 2014; Calcaneo &
Cueva, 2021).

Ramas de la ciencia como la biotecnologia han propiciado la bisqueda de microorganismos que
ayuden a resolver problematicas importantes de nuestro dia a dia. Un claro ejemplo de esto es el
descubrimiento de aplicaciones para diferentes cepas fangicas, por ejemplo, los hongos han sido
utilizados en la produccién de alimentos, saborizantes e incluso aromatizantes de grado
alimentario. Ademéas de productos bioquimicos que presentan propiedades medicinales y
nutracéuticas. De igual forma los hongos se han incorporado en la mejora de procesos industriales
como el uso de enzimas para la disposicién de compuestos (clorados, fendlicos, hidrocarburos,
etc.), implementacién de catalisis enzimatica de oxidorreductasas en lugar de métodos

electroquimicos que impactan de manera negativa al medio ambiente (Curvetto, 2004).

Tomando en cuenta ambas premisas podemos asegurar que alguna de las especies que conforman
un Reino tan variado como el Fungi, existen cepas con capacidad antifungica que ain no han sido
reportadas y que pueden ser utilizadas para la obtencidon de nuevos tratamientos antimicoticos.
Prueba de ello, en los Gltimos afios se han reportado hongos que juegan un papel antagonico frente

a patdgenos fangicos, algunos de ellos pueden ser observados en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Especies fungicas reportadas con capacidad antimicotica.

Afo
2022

2022

2022

2022

2022
2022
2022

2022

2022

2020

2020

2019

Pais
Arabia Saudita

Tlnez

Egipto

Qatar

Tlnez
Tailandia
Arabia Saudita

Egipto

Tailandia

Australia

Cuba

Paraguay

Especie fangica con actividad antimicética

Trichoderma spp.

Penicillium spp. y Gliocladium spp.

Trichoderma harzianum

Cyberlindnera jadinii 273

Aspergillus spp. y Trichoderma harzianum

Aspergillus tubingensis

Trichoderma spp

Aspergillus terreus

Emericella stellatus y Neosartorya siamensis

Epichloé spp.

Trichoderma spp

Trichoderma arundinaceum, T. brevicompactum y T.

harzianum

Patogeno inhibido

Alternaria solani

Colletotrichum coccodes

S. sclerotiorum y S. rolfsii

Aspergillus parasiticus, Aspergillus niger y Penicillium
verrucosum

F. oxysporum, F. solani, Pythium ultimum y Phytophthora
citrophthora
F. solani y A. niger

Penicillium implicatum, A. alternata, A. niger, F.
oxysporum, y Fusarium chlamydosporum

Rhizopus oryzae, Mucor racemosus, y Syncephalastrum
racemosum

Alternaria padwickii, Bipalaris oryzae, Fusarium semitectum,

Pyricularia oryzae y Rhizoctonia solani

Ceratobasidium sp., Dreschlera sp., y Fusarium sp.,

Fusarium spp.

Macrophomina phaseolina
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(Mohamed, et al.,
2022)
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2022)
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(Cubilla, Ruiz,
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2018
2016

2015
2015

2015

2015

2014

2012

Ecuador
México

China
Suiza

Estados
Unidos
Argentina

China

China

Usnea laevis
Trichoderma spp.

Aspergillus sp y Penicillium sp.
Trichoderma spp.

Biscogniauxia mediterranea

Clonostachys rosea BAFC1646

Phomopsis sp. K38 y Alternaria sp. E33

Ulocladium sp.

Rhizopus stolonifer, Aspergillus spp. y Penicillium spp.

Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea, Penicillium
crustosum, Aspergillus nidulans y Alternaria alternata

C. albicans
F. graminearum y F. crookwellense

Phomopsis obscurans
S. sclerotiorum
Gaeumannomyces graminis, Rhizoctonia

cerealis, Helminthosporium sativum y Fusarium graminearum
Candida albicans

(Jaramillo, 2018)
(Rios, et al., 2016)

(Xu, et al., 2015)

(Schoneberg, Musa,
Voegele, &
Vogelgsang, 2015)
(Silva, et al., 2015)

(Rodriguez, Rothen,
Lo, Cabrera, &
Godeas, 2015)

(Li, Wang, Luo,
Ding, & Cox, 2014)
(Wang, et al., 2012)
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JUSTIFICACION

Dentro de la gran variedad de especies que conforman el Reino Fungi, existen cepas patdgenas
responsables de muchas infecciones humanas, agricolas y animales. Las cuales tienen repercusion

en sectores basicos como lo es la salud, la alimentacion y la economia, a nivel mundial.

Aunque desde hace muchos afios se ha trabajado en el desarrollo e innovacién de tratamientos
antimicéticos y pruebas de diagnostico para identificar, controlar, prevenir o erradicar las
infecciones fungicas, el nimero de posibles tratamientos es muy reducido. Sin tomar en cuenta
que, durante los ultimos 80 afios, se ha observado un uso descontrolado y desinformado de los
antimicrobianos en general convirtiéndose en una de las probleméticas mas importantes que
enfrenta el ser humano, nos referimos a la RAM, ya que, si no evitamos el desarrollo exponencial
de esta, podemos desencadenar un gran nimero de pérdidas humanas acompafadas de pobreza

extrema, hambre, etc.

Por todas estas razones, en los Gltimos afios se ha realizado una bdsqueda de nuevas fuentes de
antifangicos que no generen resistencia y que ademas sean amigables con el ser humano y el medio
ambiente, puesto que la sintesis quimica ha sido un parteaguas en el desarrollo del ser humano, sin
embargo, la salud y el medio ambiente se han visto afectados por los productos que hemos obtenido

de ella.

Muchos estudios han demostrado que los hongos pueden ser utilizados para el beneficio del ser
humano. Meéxico es uno de los territorios con mayor nimero de especies fungicas en el mundo,
por lo cual evaluar la capacidad antagdnica de hongos microscopicos aislados en México frente a
uno de los patdgenos fangicos mas importantes como lo es F. solani, puede ayudar a la
identificacion de nuevas moléculas que puedan ser incluidas en el desarrollo de nuevos

tratamientos antimicoticos.
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\V2 HIPOTESIS

Las cepas saprofitas aisladas del Estado de México presentan actividad antagdnica contra el hongo

fitopatdgeno Fusarium solani.
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V. OBJETIVOS

General:

Evaluar la actividad antifungica de hongos saproéfitos aislados del Estado de México contra el

fitopatdgeno Fusarium solani, mediante un bioensayo de cultivo dual.

Especificos:

e Reactivar 45 cepas fungicas y el hongo fitopatdgeno Fusarium solani,
previamente aisladas del Estado de Mexico y conservadas en el Laboratorio de

cepas Fungicas de la Universidad Auténoma del Estado de México.

e Determinar que antifingico comercial y la concentracion se utilizara en el

bioensayo de cultivo dual.

e Realizar el bioensayo de cultivo dual confrontando a los 45 hongos saprofitos

con el fitopatdgeno Fusarium solani.

e Determinar el porcentaje de inhibicion del crecimiento fangico.
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VI. METODOLOGIA

6.1.  Cepas fungicas

Para el desarrollo de esta investigacion, se utilizaron 45 cepas fungicas saprofitas aisladas del
Estado de México y la cepa de referencia Fusarium solani ATCC® 32793™, todas obtenidas del
Laboratorio de cepas Fungicas de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma del Estado
de México (UAEMEéX).

Las 45 cepas fungicas y la cepa de referencia se encontraban aisladas previamente en cajas Petri
de 90 x 15 mm. Para su reactivacion se tomaron tres muestras de cada caja y se inocularon
individualmente en cajas Petri de 60 x 15 mm, con medio agar papa dextrosa PDA Bioxon® estéril,
se incubaron durante 7 dias a 24 °C. Cumplidos los 7 dias se verificd que no se observara rastro

alguno de contaminacion.

6.2.  Concentracion del fungicida comercial del control positivo (+)
Se consideraron dos fungicidas utilizados cominmente en el Estado de México:

e Captan ultra® 50 WP (Captan: N-triclorometiltio-4-ciclohexeno-1,2-dicarboximida) en
polvo humectable (con 500 g de i.a./kg), distribuido por Arysta LifeScence México, SA de
CV Saltillo, Coahuila de Zaragoza, México.

e Cercobin M® (Tiofanato metilico: Dimetil-4,4’-o-fenilenbis (3-tioalofanato)) en polvo
humectable (con a 700 g de i.a./kg), distribuido por BASF mexicana SA de CV, Ciudad de
México, México.

Dado que los fabricantes sugieren utilizar diversas concentraciones en campo, se probaron dos

concentraciones (Cuadro 4):

Cuadro 4. Concentraciones de fungicidas agricolas utilizados

Captan ultra® 50 WP Cercobin-M
Dosis baja 100 mg/ 50 mL 100 mg/ 50 mL
Dosis alta 175 mg/ 50 mL 150/ 50 mL

En una caja Petri se adicioné medio PDA Bioxon® estéril y antes de que gelificara se agrego el

fungicida a evaluar (Captan ultra® 50 WP o Cercobin-M®) a las concentraciones previamente
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mencionadas, se dejo gelificar. Posteriormente se tomo un disco (5 mm didmetro) con el
antifangico ya gelificado y se adiciond en un extremo de una caja de Petri con medio PDA, en el
otro extremo de la caja se inocul6 un disco (5 mm diametro) con el hongo F. solani (7 dias de
crecimiento previo). Las cajas se incubaron durante 7 dias a 25 °C una incubadora compacta
Thermo Scientific®. Transcurrido ese tiempo se determind de manera visual que antifungico
inhibié més al hongo F. solani. Dado que el fungicida comercial Captan ultra® 50 WP a una
concentracion de 175 mg/ 50 mL inhibié més a F. solani, se eligid utilizar como control positivo
(+) en el bioensayo dual.

6.3. Bioensayo de cultivo dual

Se realizd de acuerdo con las metodologias reportadas por (Abdel, Shabana, Ismail, & Rashad,
2007)y (Bell, Wells, & Markham, 1982). Todas las cepas fungicas (sapréfitas y patégeno) fueron
inoculadas en medio PDA Bioxon®, e incubadas 7 dias a 25 °C en una incubadora Thermo
Scientific®. Trascurridos los 7 dias en una caja de Petri de 60 x 15 mm se colocé un disco de 5
mm @ de la cepa saprofita previamente crecida (tomada con un sacabocados estéril) y se coloco
en un extremo de la caja, inmediatamente después en el otro extremo de la caja se coloco otro
disco de 5 mm @ del patdgeno F. solani previamente crecido (tomada con un sacabocados estéril).
las cajas se incubaron durante 7 dias a 25 °C. Todos los bioensayos se realizaron por triplicado,

como controles se utilizaron:

e Control positivo (+): Disco de 5 mm @& de medio PDA con el antifingico comercial Captan
ultra® 50 WP (175 mg/50 mL).

e Control negativo: Disco de 5 mm @ de medio PDA estéril.

Se utiliz6 el programa ImageJ (https://imagej.nih.gov) para capturar las imagenes de los

bioensayos individuales (Figura 1).
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Figura 1. Medicion del crecimiento de las cepas fungicas utilizando el programa ImageJ.

6.4. Determinacion del porcentaje de inhibicion.

Una vez capturadas las imagenes, se procedid a realizar las mediciones para determinar el
porcentaje de inhibicion, se midié el radio de crecimiento de las cepas saproéfitas y el radio de
crecimiento de la cepa patdgena, utilizando la formula:

1—R2

R
%1 =100 (———

Rl)

Donde:

e Ril=es el radio de crecimiento del patdgeno en el control negativo.

e R2=es el radio de crecimiento del patégeno en el bioensayo dual.

6.5. Identificacién taxondmica tradicional de las cepas fungicas.

La informacion acerca de la identificacion taxondmica tradicional fue tomada de la tesis de
Doctorado titulada: Determinacién de la toxicidad de fungicidas sintéticos y naturales en
fibroblastos humanos BJ, 2022. Andy José Moo Mufioz. Donde se utilizaron como referencia las
guias de identificacion de (Barnett & Hunter, 1972) y (Watanabe, 2002) para una descripcion
certera.
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6.6. Conservacion de cepas.

Una vez finalizada la fase experimental todas las cepas utilizadas fueron conservadas en un tubo
inclinado, brevemente, se vertid en tubos de ensayo estériles medio PDA, los tubos se colocaron
inclinados para que el medio gelificara en un plano inclinado. Cada una de las cepas de los hongos
asilados se inocul6 en un tubo, se incubaron a temperatura ambiente durante 7 dias y se

almacenaron en refrigeracion a 4 °C.

6.7. Analisis Estadistico.

Con los datos proporcionados por el programa ImageJ (https://imagej.nih.gov), se realizd el

analisis estadistico a partir de la prueba t de student de los radios de inhibicion en el programa R

studio (https://www.rstudio.com/).

35


https://imagej.nih.gov/
https://www.rstudio.com/

VII. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. Reactivacion de cepas

Se lograron reactivar las 45 cepas de hongos saprofitos obtenidas de suelo del Estado de México y la
cepa de F. solani (Figura 2), estos resultados pueden ser debidos a la temperatura y la humedad
utilizados, que son factores que influyen en el crecimiento fungico, por lo cual una buena adecuacion
de condiciones climéticas es de vital importancia. Autores como (Talley, Coley, & Kursar, 2002) y
(De Ligne, et al., 2019), han reportado que el crecimiento y la esporulacion de un gran numero de
cepas fungicas es posible en rangos entre 5y 50 °C. Sin embargo, algunas cepas experimentan estrés
hidrico a temperaturas muy altas, por lo cual se considera que una dptima para el buen desarrollo de
cepas fungicas radica entre 20 y 30 °C, estos resultados coinciden con los reportados en la presente
investigacion donde la temperatura de incubacion fue de 25 °C, incluso para la cepa de referencia F.

solani.
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M3C6 M3C7

M3C8 Fusarium solani

Figura 2. Cepas fangicas reactivadas a los 7 dias de crecimiento a 25 °C con su respectiva
clave de identificacion.
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7.2.  Determinacion del porcentaje de inhibicion de antifingicos comerciales
Como se observa en el Cuadro 4 los cuatro fungicidas comerciales confrontados con F. solani

mostraron porcentajes de inhibicidn bajos.

Cuadro 5. Determinacion del porcentaje de inhibicion de dos fungicidas comerciales a dos concentracic
contra F. solani

Fungicida Crecimiento de F. solani en Diferencia en cm del %I
bioensayo (cm). control negativo

Captan ultra® 2.78 0.04 1.45
(100 mg/50 mL)

Captan ultra® 2.77 0.05 1.73
(175 mg/50 mL)

Cercobin-M (100 2.81 0.01 0.56
mg/ 50 mL)

Cercobin-M (150 2.80 0.02 0.77
mg/50 mL)

7.3.  Bioensayo de confrontacion dual

A continuacion, se muestran 35 cepas (de un total de 45) que se confrontaron a F. solani, de las
cuales todas las cepas presentaron un buen crecimiento (Figura 3). (Robles, et al., 2016)
reportaron que F. solani tuvo un buen crecimiento tras una incubacion en medio PDA a 25° C
por 12 dias. Por otro lado, (Rodriguez & Flores, 2018) realizaron pruebas de confrontacion dual
a 28 °C por un periodo de 3 a 5 dias de incubacidn, obteniendo un buen crecimiento micelial.
Mientras gque en la confrontacion dual realizada por Andrade y colaboradores se reporté un buen
crecimiento fngico en medio PDA incubado a 25 + 2 °C en oscuridad por dos dias (Andrade,
et al.,, 2019). Los datos comparativos de las condiciones de incubacion de temperatura
anteriormente mencionados sugieren que las condiciones de incubacion de la presente
investigacién (25 °C por 7 dias), fueron adecuadas para las 46 cepas reactivadas. Respecto al
patogeno F. solani, la media del crecimiento fue de 1.805 £ 0.551 cm. EIl crecimiento del

fitopatdgeno en los bioensayos estuvo dentro de un intervalo de 0.67 a 2.82 cm (Figura 4).
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Figura 3. Bioensayos duales de 35 cepas microscépicas frente a F. solani (==). Letras significan
el nimero de clave de la cepa: a) 002, b) 006, c) 5, d) 10, e) 16, f) 23, g) 58, h) 59, i) 83, j) 100,
k) 101, 1) 102, m) 103, n) 108, 0) 112, p) 127, q) 131, r) 140, s) 143, t) 144, u) 171, v) 176, w)
186, x) 192, y) M1C3, z) M2C1, aa) M2C3, bb) M2C4, cc) M2C5, dd) M2C6, ee) M3C2, ff)
M3C4, gg) M3C5, hh) M3C7 y ii) M3C8.

Crecimiento de Fusarium solani confrontado a las 45 cepas saprofitas

25

2.0

centimetros

1.5

1.0

Cepas saprofitas

Figura 4. Mediay desviacion estandar del crecimiento de F. solani en medio PDA a los 7 dias
de cultivo confrontado a las 45 cepas saproéfitas en los bioensayos duales.
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7.4. Evaluacion de porcentaje de inhibicion.

Respecto al porcentaje de inhibicion, casi todas las cepas presentaron actividad antagonica frente
a F. solani, los porcentajes de inhibicion variaron del 4.5% hasta el 76%. De las 45 cepas
saprofitas, 4 presentaron rangos de inhibicién menores del 10%, 7 cepas presentaron porcentajes
>10%, 7 cepas mas mostraron valores > 20%, 9 cepas mostraron porcentajes de inhibicion
>30%, 8 cepas inhibieron en un >40% y 10 cepas inhibieron en un rango mayor al 50% (Cuadro
5). Las cepas con mayor porcentaje de inhibicion fueron M3C6 (>70%,) y 75 (>70%) seguido
de las cepas 95, 69, 001, 110 y 14 (>60%) y las cepas 57, 116 y 130 (>50%) (Figura 5, 6, 7, 8).
La media del porcentaje de inhibicién de estas diez cepas es de 64.8%.

Cuadro 6. Porcentajes de inhibicion de F. solani confrontada a 45 cepas fungicas

saprofitas.
Cepa saprofita Crecimiento de Desviacién estandar Porcentaje de inhibicién
F. solani (cm) (%)

001 0.98 0.002 65.26
002 2.69 0.003 4.56
006 1.77 0.002 37.39

5 211 0.002 25.11
10 2.28 0.003 19.17
14 1.06 0.002 62.50
16 2.27 0.001 19.53
23 1.86 0.003 33.92
57 1.14 0.002 59.57
58 2.27 0.003 19.56
59 2.06 0.003 26.99
69 0.91 0.002 67.49
75 0.73 0.002 74.07
83 1.97 0.003 30.03
95 0.91 0.001 67.70
100 1.90 0.001 32.61
101 1.59 0.003 43.44
102 1.62 0.002 42.66
103 1.70 0.003 39.83
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108
110
112
116
127
130
131
140
143
144
171
176
186
192
M1C3
M2C1
M2C3
M2C4
M2C5
M2C6
M3C2
M3C4
M3C5
M3C6
M3C7
M3C8

Control

1.58
0.98
231
1.23
2.45
1.29
2.49
2.05
2.58
2.61
1.82
2.16
1.64
2.82
1.72
2.48
1.57
2.19
1.56
1.89
2.10
2.02
1.67
0.67
1.60
1.76
2.78

0.002
0.003
0.002
0.001
0.001
0.003
0.003
0.001
0.002
0.003
0.002
0.002
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.002
0.001
0.002
0.002
0.002
0.001
0.002
0.003
0.001

43.86
65.19
18.11
56.28
13.05
54.19
11.67
27.20
8.50
753
35.59
23.52
41.85
0.07
38.95
12.17
44.32
22.43
44.75
32.93
25.54
28.20
40.82
76.26
43.23
37.64
1.73
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Cepa
M3C6

Cepa
75

Cepa
95

Figura 5. Inhibicién de crecimiento del fitopatdgeno Fusarium solani confrontado a las cepas
saprofitas con registro M3C6, 75y 95.

Linea de crecimiento del F. solani ( )
Fitopatdgeno Fusarium solani (===). Inhibicion de crecimiento del F. solani frente a la cepa saprofita ($). Inhibicion
de crecimiento de F. solani frente al fungicida Captan ultra® 50 WP (II). Columna A control negativo (Fusarium
solani + disco de 5 mm & de medio PDA estéril). Columna B confrontamiento dual (Fusarium solani + cepa saprofita).
Columna C control positivo (disco de 5 mm @ de medio PDA con el antifngico comercial Captan ultra® 50 WP, a
una concentracion de 175 mg/50 mL.
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Cepa
69

Cepa
001

Cepa
110

Figura 6. Inhibicion de crecimiento del fitopatogeno Fusarium solani confrontado a las cepas
saprofitas con registro 69, 001 y 110.

Linea de crecimiento del F. solani ( )
Fitopatdgeno Fusarium solani (===). Inhibicién de crecimiento del F. solani frente a la cepa saproéfita (¢). Inhibicién
de crecimiento de F. solani frente al fungicida Captan ultra® 50 WP (1l). Columna A control negativo (Fusarium
solani + disco de 5 mm & de medio PDA estéril). Columna B confrontamiento dual (Fusarium solani + cepa saprofita).
Columna C control positivo (disco de 5 mm @ de medio PDA con el antifngico comercial Captan ultra® 50 WP, a
una concentracion de 175 mg/50 mL.
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Cepa

14 62.5%
inhibicion

Cepa
57

Cepa
116

Figura 7. Inhibicién de crecimiento del fitopatdgeno Fusarium solani confrontado a las cepas
saprofitas con registro 14,57 y 116.

Linea de crecimiento del F. solani ( )
Fitopatdgeno Fusarium solani (===). Inhibicion de crecimiento del F. solani frente a la cepa saprofita ($). Inhibicion
de crecimiento de F. solani frente al fungicida Captan ultra® 50 WP (II). Columna A control negativo (Fusarium
solani + disco de 5 mm & de medio PDA estéril). Columna B confrontamiento dual (Fusarium solani + cepa saprofita).
Columna C control positivo (disco de 5 mm @ de medio PDA con el antifngico comercial Captan ultra® 50 WP, a
una concentracion de 175 mg/50 mL.
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Cepa
130

Figura 8. Inhibicion de crecimiento del fitopatdgeno Fusarium solani confrontado a la cepa
saprofitas con registro 130.

Linea de crecimiento del F. solani ( )
Fitopatdgeno Fusarium solani (==). Inhibicién de crecimiento del F. solani frente a la cepa saprofita (z). Inhibicién
de crecimiento de F. solani frente al fungicida Captan ultra® 50 WP (). Columna A control negativo (Fusarium
solani + disco de 5 mm @ de medio PDA estéril). Columna B confrontamiento dual (Fusarium solani + cepa saprofita).
Columna C control positivo (disco de 5 mm @ de medio PDA con el antifungico comercial Captan ultra® 50 WP, a
una concentracion de 175 mg/50 mL.

Los mayores valores de inhibicidn de crecimiento coinciden con los reportados por algunos autores
como (Rashad, Abdalla, & Shehata, 2022) que demostraron la capacidad inhibitoria de cepas como
Aspergillus flavus en condiciones in vitro contra F. solani, hasta un 80%, mientras que, en
invernadero, la afectacion del patdgeno al cultivo de maiz se redujo un 73.4%. Por su parte (Awad,
et al., 2018) afirmaron que el hongo Trichoderma viride tiene la capacidad de inhibir al patégeno
fangico de nuestro interés en un 29.76%, mientras que (Hewedy, et al., 2020) demostraron que
T.viride tenia una capacidad de inhibicién de 50%, por su parte la especie Trichoderma harzianum
demostro inhibir a F. solani en un 71.42%. También se han encontrado reportes del género
Nigrospora donde se menciona cierta capacidad antifungica, (Arenas, Torres, & Diaz, 2013)
reportaron que Nigrospora sp. presentd potencial antifungico al detener el crecimiento de
morfoespecies de Fusarium sp. ellos propusieron una escala para medir el grado de invasion del
organismo antagonico. De acuerdo con dicha escala Nigrospora sp. invadio 1/3 de la superficie

del patégeno.
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7.5. Identificacion taxondmica tradicional de cepas con mayor actividad antagonica.

La identificacion taxonomica se realizd (previamente) a las cepas que presentaron mayor
inhibicion del crecimiento de F. solani (M3C6, 75, 95, 69, 001,110, 14, 57, 116 y 130), de las
cuales Unicamente tres cepas presentaron esporas, las cepas 57, 95 y 116, las restantes se

clasificaron como micelio estéril y no fue posible asignarles un taxon (Cuadro 6).

Cuadro 7. Identificacion morfoldgica de cepas con mayor actividad antagonica

Cepa Microscopia Descripcion Geénero o0 especie

57 Conidioforos: hialinos, erectos,
o ramificados, con esporas en masa
apicalmente en fialides
verticilados.

Fialides: cortos y gruesos. Trichoderma
Conidios: fialosporosos, harzianum
hialinos, globosos, subglobosos u
ovados, unicelulares.

Clamidosporas: color marrén,
subglobosas.

>~

95 Conidioforos: hialinos, erectos,
ramificados, con masas de
esporas apicalmente en fialides
dispuestos irregularmente.
Fialides: cortos y gruesos.
Conidios: fialosporosos, verde
palido, elipsoidales u ovados,
unicelulares, apiculados en un
extremo. Clamidosporas: color
marron, subglobosas.

Trichoderma
pseudokoningi

Conididforos: simples, hialinos,

globosos, con conidios Unicos

apicalmente.

Conidios: aleuriosporosos, Nigrospora sp.
negros, subglobosos o en forma

de disco, ocasionalmente

apiculados en la parte superior

Informacion tomada de la tesis de Doctorado titulada: Determinacién de la toxicidad de fungicidas sintéticos y
naturales en fibroblastos humanos BJ, 2022. Andy José Moo Mufioz
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Un total de 7 cepas con micelio estéril presentaron inhibicion del crecimiento de F. solani. Se han
reportado cepas fungicas que presentan micelio estéril con esta actividad, tal como lo informan
(Ramirez, Fernandez, Rodolfi, & Solveig, 2006), quienes reportaron cepas fangicas con micelio
estéril, (cepas que no mostraron los elementos sisteméaticos y un incompleto desarrollo en cultivos
para su posible identificacion taxonomica), pero si presentaron alta produccion de metabolitos
secundarios, asegurando su capacidad para ser considerados una posible herramienta de control
biolégico y (Prada, Avila, Sierra, Bernal, & Restrepo, 2009), quienes reportaron la actividad
antagonica de un hongo con micelio estéril, que al ser identificado por técnicas moleculares mostro
un 94% de similitud con la de Diaporthe phaseolorum, quien inhibi6 al patégeno Phytophthora

infestans.

Para las especies identificadas taxondmicamente en el presente estudio (Trichoderma harzianum,
Trichoderma pseudokoningi y Nigrospora sp.), (Pérez, et al., 2018) reportaron que T. harzianum
tiene capacidad antagonica frente a las cepas Bipolaris oryzae, Sarocladium oryzae y Pyricularia
grisea a travées de los mecanismos por competencia, antibiosis y microparasitismo, los cuales se
presentan en forma de enrollamiento, lisis, vacuolizacion y penetracion. Mientras que (Ayvar, et
al., 2021) indicaron que T. harzianum inhibi6 un 49.37% el crecimiento de F. solani, esto debido
al mecanismo de antibiosis lo cual se relaciona con la produccién de metabolitos con capacidad

antagdnica como la gliotoxina, trichodermina, trichorzianina, entre otros.

En el caso de Trichoderma pseudokoningii, (Monaco, Perello, & Rollan, 1994) mencionaron que
dicha cepa cuenta con capacidad inhibitoria (50% >) frente a F. solani en condiciones in vitro, esto

puede estar asociado a la produccion de metabolitos difusibles.

Respecto al género Nigrospora sp., (Tacca, Yataco, Farfan, Calderén, & Cantoral, 2022)
mostraron que cuenta con capacidad antagonica a partir del mecanismo de antibiosis frente Botrytis
cinérea (89.82%), el cual se debe a los metabolitos secundarios producidos por este género. De
igual forma (Du, et al., 2022) reportaron que Nigrospora sp. puede inhibir hasta un 90% al

patogeno Botrytis cinerea.
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7.6.  Andlisis estadistico

Se realiz6 la comparacion del porcentaje de inhibicion del crecimiento obtenida por el control
positivo y las 10 cepas saprofitas que presentaron mayores porcentajes de inhibicion del
crecimiento. Como se observa en la Figura 9 se agruparon los datos en dos grupos para despues

evaluar la diferencia de medias a partir de la prueba t de student.

*¥

60 -

LA R R L

*

fungicida comercia hongo microscdpico

Antagonista

|:|_

Figura 9. Grafico de dispersion del porcentaje de inhibicion del crecimiento de F. solani
confrontado a las cepas fungicas saprofitas y el fungicida comercial.

La normalidad de los datos se determiné a partir de la prueba de Shapiro-Wilk. Como se muestra

en la Figura 10 el valor de W es mayor al p valor por lo cual no se rechaza la hipétesis nula, es

decir las variables tienen una distribucion normal.
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Shapiro-wilk normality test

data: hm3 %I’
W = 0.96587, p-value = 0.8501

Figura 10. Prueba de normalidad Shapiro-Wilk en el programa R studio.

7.6.1. T de student
Con este andlisis estadistico se buscé probar la hipdtesis planteada en la Figura 11.

#Hipotesis: E1 %I de los hongos microscopicos sera mayor que 1.7%
#5e sabe que el %I del control + es de 1.7%

#HO: E1 %I de hm<= 1.7%

#Ha: E1 %I de hm= 1.7%

Figura 11. Hipotesis planteada a evaluar con la prueba t de student.

Los resultados obtenidos de la prueba t de student de una cola mostrados en la Figura 12 nos indica
que se rechaza la hipotesis nula indicando que él porcentaje de inhibicion del crecimiento entre F.
solani confrontado con las cepas saprofitas es mayor que él porcentaje de inhibicién por fungicida
Captan ultra® 50 WP (175 mg/50 mL) frente al patégeno.

One Sample t-test

data: hm$ %I

t = 28.205, df = 9, p-value = 2.152e-10

alternative hypothesis: true mean is greater than 1.7
95 percent confidence interval:

60.74875 Inf
sample estimates:
mean of x

b4 .8B532

Figura 12. Prueba t de student de una cola realizada en el programa R studio.
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En Figura 13 podemos confirmar los resultados obtenidos por la prueba t de student donde se
muestra que la media de ambos grupos es diferente. EI grupo de fungicidas comerciales presento
porcentajes de inhibicion menor al 2%, por su parte las cepas de hongos microscopicos con mayor

%I, presentaron porcentajes de inhibicion mayores al del control positivo.

60

40

| |
fungicida comercial hongo microscapico

Antagonista
Figura 13. Prueba de comparacion de medias de dos grupos independientes.
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VIll. CONCLUSIONES

Se reactivaron 45 cepas fungicas de las cuales 44 mostraron actividad antagonica frente al

patdégeno Fusarium solani.

Los fungicidas comerciales inhibieron el crecimiento de F. Solani en rangos de 1.45% a
1.73% para Captan ultra 50 WP® y de 0.57% y 0.78% para Cercobin M®,

Un total de 44 cepas fangicas inhibieron el crecimiento del fitopatdgeno Fusarium solani en
rangos de 4 -76%.

Un total de 10 cepas saproéfitas destacaron por un alto porcentaje de inhibicion, M3C6
(76.2%), 75 (74.0%), 95 (67.7%), 69 (67. 4%), 001 (65. 2%), 110 (65.1%), 14 (62.5%), 57
(59. 5%), 116 (56.2%) y 130 (54.1%).

Basado en la identificacion taxondémica previa, solo 3 cepas que presentaron mayores
porcentajes de inhibicion pudieron ser identificadas, la cepa 57 (Trichoderma harzianum), la

cepa 95 (Trichoderma pseudokoningi) y la cepa 116 (Nigrospora sp.).

Las cepas 57 (Trichoderma harzianum), 95 (Trichoderma pseudokoningi) y 116 (Nigrospora
sp.), pueden ser consideradas para futuras evaluaciones como control bioldgico contra el

fitopatdgeno F. solani, al inhibir su crecimiento més que al antifingico comercial.
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