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Resumen 

RESUMEN 

Con la finalidad de contribuir a la búsqueda de alternativas naturales en el control de 

hongos patógenos que afectan cultivos de importancia agrícola, en la Unidad de 

Biotecnología del Centro de Investigación Científica de Yucatán, se están 

desarrollando investigaciones con hongos microscópicos nativos de la región 

peninsular. Estos microorganismos son ampliamente reconocidos como una fuente 

importante de metabolitos secundarios que tienen un considerable rango de actividad 

y diversidad estructural. Con estos antecedentes se planteó como objetivo del 

presente trabajo aislar cepas fúngicas de restos vegetales sumergidos en cenotes de 

la península de Yucatán para evaluar su potencial antagónico y el efecto 

antimicrobiano de sus extractos orgánicos en contra de baterías y hongos 

fitopatógenos. 

Se seleccionaron dos cenotes en los que se colocaron trampas y se recolectaron 

muestras de hojarasca sumergiüa, a partir de las cuales se aislaron y purificaron 49 

cepas fúngicas. Éstas se evaluaron en un ensayo de actividad antagónica contra los 

hongos fitopatógenos Col/etrotíchum gloeosporíoídes, Corynespora cassíícola , 

Curvu/aría sp., y Fusaríum sp. En total se detectaron 15 cepas con capacidad para 

inhibir entre un 50-60% del crecimiento en al menos uno de los fitopatógenos 

evaluados. La cepa Hypocrea líxíí OSN-37 presentó el mayor potencial antagónico al 

inhibir en rango del 61-77% el crecimiento de las cuatro cepas fitopatógenas 

evaluadas. Las cepa Pestalotíopsís mangíferae OH-02 y la cepa Rhízoctonía sotaní 

OSE-73 presentaron un potencial antagónico ligeramente menor al inhibir el 

crecimiento entre 59-64% de tres fitopatógenos. 

Todas las cepas se cultivaron en arroz fermentado para obtener sus extractos en 

metano!, acetato de etilo y sus fracciones. En total 98 extractosfueron avaluados 

mediante un ensayo de dilución en microplaca contra los fitopatógenos Alternaría 

chrysanthemí Colfetrotíchum gloeosporíoídes, Mycosphaerel/a fijíensís y las bacterias 

Erwínía carotovora y Xanthomonas campestrís. El 71% de los extractos tuvieron efecto 

antimicrobiano contra al mu11os uno de los fitopatógenos. Los extractos 

correspondientes a las cepas Penícil/íum sp. OSE-61 , Hypocrea líxíí OSN-37 y 

Fusaríum OH2-30 presentaron los mayores efectos de inhibición de las cepas 

evaluadas. Esta investigación contribuye a subsanar el escaso conocimiento que se 

tiene en México sobre la actividad biológica de los micromicetos nativos de los restos 

vegetales sumergidos en los cenotes de Yucatán. 
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ABSTRACT 

ABSTRACT 

The Biotechnology Unit of the Scientific Research Center of Yucatan, in arder to 

contribute to the search for natural alternatives for controlling pathogenic fungi affecting 

crops of agricultura! importance, is conducting research with native microscopic fungi 

from peninsular reg ion. These microorganisms are widely recognized as an important 

source of secondary metabolites that have a wide range of activity and structural 

diversity. With th is background arase aim in th is paper to isolate fungal strains from the 

sinkholes of the Yucatan Peninsula and evaluate their antagonistic potential and 

antimicrobial effect of the organic extracts against phytopathogenic microorganisms. 

Two sinkholes were selected and submerged leaf litter was collected , from wh ich were 

isolated and purified 49 fungal strains. These were evaluated in a test antagonist 

against the phytopathogenic fungi : Co/letotrichum g/oeosporioides, Corynespora 

cassiicola, Curvularia sp. and Fusarium sp. The results detected 15 strains with the 

ability to inhibit growth between 50-60% against at least one of the phytopathogen 

evaluated. Hypocrea lixii OSN-37 strain showed the highest antagonistic potential to 

inhibiting the mycelia growth (61-77%) of the four plant pathogenic strains. 

Pestalotiopsis mangiferae OH-02 and Rhizoctonia so/ani OSE- 73 inhibited growth by 

50 % over three challenged phytopathogens.Subsequently, all strains were grown in 

fermented rice to obtain the corresponding ethyl acetate extracts and methanol. The 98 

extracts were tested in a microdilution assay against the phytopathogenis Alternaría 

chrysanthemi, Co/letotrichum g/oeosporioides, Mycosphaerella fijiensis, Erwinia 

carotovora and Xanthomonas campestris. A total of 71 % of the extracts sho":Ved 

antimicrobial activity against vne or more pathogens. Strains corresponded to 

Penici/lium sp. OSE-61 , Hypocrea lixii OSN-37 and Fusarium OH2-30 which showed 

the highest inhibitory effects to plant pathogenic strains evaluate. This research 

contributes to improve our limited knowledge about the biological activity of native 

micromicetos from submerged plant debris in the sinkholes of Yucatan. 
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Introducción 

l. INTRODUCCIÓN 

El aumento desmedido de la población mundial así como la demanda creciente de su 

al imentación , requiere elevar la producción y optimización de las actividades agrícolas. 

Sin embargo, a nivel mundial la producción agrícola se enfrenta a serias problematicas 

debido a una gran variedad de factores. Entre los principales, se encuentran las 

enfermedades ocasionadas por microorganismos fitopatógenos, los cuales pueden 

ocacionar la pérdida parcial o total de los cultivos (Bajpai y Kang , 201 0) . Para controlar 

a los fitopatógenos comúnmente se emplean agroquímicos sintéticos, estos productos 

aun cuando tienen eficacia comprobada, pueden tener efectos secundarios adversos 

en la salud humana y el ambiente. Adicionalmente, muchos patógenos vegetales han 

desarrollado resistencia hacia determinadas moléculas, lo que ha incrementado la 

util ización de una mayor cantidad y diversidad de agroquímicos para su control , 

elevando así los costos de producción y ocacionando alteraciones nocivas para el 

ambiente. 

Ante este panorama la búsqueda de productos naturales para la protección de cultivos 

agrícolas mediantela la utilización de diversas especies fúngicas resulta una 

alternativa promisioria desde el punto de vista ambietal y económico. La utilización 

directa de los hongos como control biológico para el manejo de fitopatógenos (Molina 

Mercader et al. , 2006); así como el empleo de sus metabolitos secundarios ha sido 

motivo de múltiples investigaciones científicas las cuales se han incrementado 

notablemente en los últimos años (Lee, 2008; Prapagdee et al. , 2008; Gloer, 2007). 

En particular, para los hongos microscópicos también llamados micromicetos, se ha 

documentado que son fuente de una gran cantidad y variedad estructural de 

metabolitos con propiedades biológicas (Gioer, 2007; Hawksworth, 2004). Por otra 

parte, los metabolitos fúng icos (MF) son ampliamente reconocidos como una 

importante fuente de productos naturales con aplicaciones en la industria farmacéutica 

y la agricultura (Geris et al., 2008; Reino et al., 2008; Gloer, 2007). Estos MF pueden 

ser fáci lmente biodegradables, son de baja persistencia en el ambiente y 

frecuentemente tienen baja toxicidad en humanos y plantas (Dayan et al., 2009; Dong 

et al. , 2007). Otra ventaja en el empleo de los MF reside en que fácilmente se pueden 

desarrollar métodos para su producción a gran escala, así mismo los micromicetos 

representan fuentes renovables y cuyo período de crecimiento es relativamente corto 

en comparación con los recursos vegetales (Gioer, 2007; Seo et al., 2005). A pesar de 

que diversas investigaciones han demostrado la importancia de los productos 
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microbianos derivados de los micromicetos, el numero de especies estudiadas y 

empleadas comercialmente en agricultura, aún son escasas en comparación con la 

gran diversidad de especies fúngicas estimadas (Hawksworth, 2001 ). Esta situación es 

aun más critica para los hongos que proliferan las regiones tropicales (Lee et al. , 2008) 

en donde práticamente se desconoce la magnitud de su diversidady por lo tanto de su 

potencial biotecnológico. 

En la Unidad de Biotecnología del Centro de Investigación Científica de Yucatán A.C. 

(CICY) se han realizado trabajos basados principalmente en la bioprospección de 

hongos de regiones tropicales del sureste de México. Reyes-Estebanez et al. (2011) 

aislaron 47 especies de hongos de restos vegetales, que se evaluaron contra las 

bacterias Bacil/us subtilis, Erwinia carotovora, Staphylococcus aureus, Xanthomonas 

campestris, los hongos fitopatógenos Alternaria tagetica, Colletotrichum 

gloeosporioides, Fusarium oxysporum y el oomiceto Phytium apanidermatum. Los 

resultados demostraron actividad antimicrobiana en 18 aislados contra al menos una 

cepa patógena evaluada y siete con actividad de amplio espectro, en dicho estudio la 

especie Cylindrium elongatum exhibió la más alta y amplia capacidad antimicrobiana. 

Posteriormente Gamboa-Angulo et al. (2012) a partir de 96 especies fúngicas aisladas 

de dos cenotes de Yucatán, encontraron que el 53% tuvo una actividad de amplio 

espectro contra diversos organismos fitopatógenos. Los autores mencionados reportan 

que los aislados identificados como Acremonium pseudozeylanicum, Beltrania 

rhombica, Fusarium incarnatum y Gliocladium penicilloides fueron los mas activos. 

Los estudios realizados, revelan el enorme potencial biológico y químico de la 

microbiota de ambientes tropicales. Con estos antecedentes se justifica continuar la 

búsqueda de micromicetos en ecosistemas dulceacuícolas tan peculiares como son 

los cenotes. En el presente trabajo los hongos aislados y sus extractos se evaluaron 

mediante un bioensayo de acU\Iidad antagónica y en un bioensayo de dilución en 

microplaca, ambos dirigidos hacia el control biológico de patógenos de alta 

importancia en cultivos agrícolas. De esta forma se pretende generar productos de 

origen natural , promoviendo el desarrollo de alternativas ecológicamente sostenibles. 
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CAPITULO l. ANTECEDENTES, HIPÓTESIS, OBJETIVO Y ESTRATEGIA 

EXPERIMENTAL 

1.1 IMPORTANCIA DE LOS HONGOS 

Los hongos se ubican dentro del Reino Fungi , el cual se agrupan organismos 

eucariontes, heterótrofos, cuya reproducción puede ser sexual y/o asexual , mediante 

la producción de una gran cantidad de propágulos o esporas. Los hongos pueden ser 

clasificados de acuerdo de acuerdo al substrato que colonizan y del que obtienen sus 

nutrimentos; de esta forma existen especies parásitas, saprobias y simbiontes. Por su 

tamaño se distinguen especies macrosópicas y microscópicas, estas últimas se 

caracterizan por formar sus esporas en estructuras que miden menos de un milímetro, 

por lo que generalmente para observarlas en detalle se requiere del empleo de un 

microscopio, más del 60% de las especies de hongos conocidos son microscópicos 

(Heredia, 2008). Los cálculos conservadores sobre la magnitud de la biodiversidad 

sugieren que podrían existir más de 1.5 millones de especies de hongos, de las cuales 

sólo el 6 o 7% han sido descritas (Schneider et al., 2008; Hawksworth, 2001 ). 

Los hongos microscópicos, también denominados micromicetos, son fuente 

particularmente prolífica de productos naturales biológicamente activos. De ellos , se 

han obtenido compuestos que han sido usados de manera exitosa en la industria 

farmacéutica, obteniendo antiepilépticos, bactericidas, inmunosupresores, así como 

también enzimas inhibidor as contra importantes enfermedades como son al 

Alzheimer, cáncer y diabetes, :::mtre otros, (Demain and Sánchez, 2009; Cienieka­

Oslonkiewiez et al., 2007). En la industria agropecuaria algunas especies han sido 

útiles y sus compuestos químicos (Cuadro 1.1 ), han sido aplicados como una 

alternativa a los productos químicos antimicrobianos, plaguicidas e insecticidas 

sintéticos (Geris et al., 2008; Reino et al. , 2008; Gloer, 2007). A pesar de que estos 

organismos no han sido explorados de manera sistemática en diversos ecosistemas, 

existe evidencia en la literatura de su potencial químico y biológico. Como puede 

observarse en el Cuadro 1.2, la generación de patentes que involucran estos 

organismos está en auge; en tan sólo nueve años (1993-2001) se reportaron 718 

referencias de metabolitos bioactivos en hongos (Gioer, 2007). Considerando que 

aproximadamente el 95% de los hongos no se han cultivado en laboratorio (Kaeberlein 

et al., 2002), la posibilidad de descubrir nuevos metabolitos es muy alta. Además con 

9 



Capítulo 1 

la utilización de herramientas relativamente recientes, como la bioinformática y la 

Ingeniería genética se puede incrementar el manejo, el conocimiento y la optimización 

de los cultivos fúngicos (Bhadury et al., 2006). 

La búsqueda de fuentes alternas de metabolitos secundarios bioactivos ha llevado a 

los investigadores a ampliar y direccionar las exploraciones hacia ambientes 

ignorados, tales como sedimentos marinos y dulceacuícolas, hongos asociados a 

hospederos específicos, especies endófitas, crípticas, entre otros (Hawksworth, 2001 ). 

Los ecosistemas acuáticos tanto salobres como dulceacuícolas representan una 

fuente de hongos escasamente estudiados, algunos de estos microorganismos tienen 

la capacidad para producir metabolitos secundarios únicos e inusuales debido a las 

condiciones ambientales particulares en que se desarrollan, tales como pH, 

temperatura y salinidad en que se desarrolla (Dong et al., 2009; Junghanns et al., 

2008; Bhadury et al., 2006). 
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Cuadro 1.1 Hongos productores de metabolitos con aplicaciones en el control de enfermedades y plagas en la agricultura. 

Especie 

Edenia 
gomezpompae 

Trichoderma 
sp. 

Tolypocladium 
inflatum 

Paecilomyces 
fumosoroseus 

Meta bolito 

Preusomerina EG1 , 
Preusomerina EG2, 

Preusomerina 
EG3Preusomerina EG4 

Antraquinona 9, 10-
dioxoamtraceno 

Ciclosporina 

Acido Dipicolínico 

Estructura 

~ "' A 

6Q 
o 

(-~0 
~ ;::;¡ 
~..OCII, 

o 

~ 
-"~ 

o o HO\YOH 

Actividad 

Antifúngico 

Agente 
biocontrol 

Agente 
biocontrol 

Bioinsecticida 

Patógeno 

Col/etotrichum sp. 
Phomopsis 
sp. Guignardia 
manguifera 

Nectria gal/igena 
Sclerotium rolfsii 
Rhizoctonia solanii 

Cordyceps subsessilis 

Bemisia tabaci 
B. argentifolii 

Referencia 

Macías-Rubalcava et 
al. (2008) 

Reino et al. (2008) 

Schneider et al. (2008) 

Asaff, (2005) 
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Cuadro 1.2 Patentes obtenidas de cepas de hongos con potencial aplicación en agricultura. 

Especie Actividad 

Arthrobotrys conoides Fitosanidad 

Aspergil/us ustus Agente biocontrol 

Epicoccum purpurascens Fungicida 

G/omus claroideum Promotor del cr:::cimiento vegetal 

Meira argovae Acaricida, bactericida y fungicida 

Metarhizium anisop/iae Bioplaguicida (entomopatógeno) 

Metschnikowia frocticola Agente biocontrol 
Bactericida, fungicida y 

Muscodor albus nematicida 
Bactericida, fungicida y 

Muscodor sp . nematicida 

Phoma complanata Mico-herbicida 
T richoderma 
/ongibrachiatum Biorremediacion de micotoxinas 

Trichoderma sp. Promotor del crecimiento vegetal 

N.E = no especificado. * Y colaboradores. 
**Clave para accesar a la patente. 

Compuesto 

N.E 

N.E 

Epipyrona A-C 

No especificado 

4,5-Dihydroxyindan-1-uno 

N.E 

N.E 
N-metii-N 
nitrosoisobutyramida 

N.E 

N.E 

N.E 

N.E 

Inventor (s) 

Panchaud-Mirabel 
Elisabeth. 

Coles, Robin Bruce. 

Van Ginkel Roel* 

Eom Ahn HeuiT'* 

Sztejnberg , Abraham* 

Stamets Paul. 

Davies, Peter Howard* 

Jimenez Jorge* 

Strobel Gary* 
Gasich Elena 
Leonidovna* 

Tranquil Dennis* 

**Dato bibliografico 

US2012020928 (A1)- 2012-01-26 

AU2010237601 (A1) -2011 -11 -03 

US2012108526 (A1)- 2012-05-03 

KR20110125551 (A) -2011 -11 -21 

CA2774113 (A1) - 2011 ~03-24 

US2012070414 (A1)- 2012-03-22 

CA2766325 (A 1) -2010-12-29 

US2012058058 (A 1) - 2012-03-08 

US2012114610 (A1) -2012-05-10 

RU2439141 (C1) -2012-01 -10 

. US2012027747 (A1) -2012-02-02 

Damar Lopez-Arredondo* MX2011005282 (A) -2011-09-06 
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1.2 HONGOS ACUÁTICOS 

Los ecosistemas acuáticos son una fuente prolífica de hongos, en los estratos 

superiores de los ríos, en los sedimentos del fondo, los humedales, las zonas de 

litorales, los estanques y los lagos albergan una importante cantidad de restos 

vegetales sumergidos, los cuales son sustratos que favorecen el desarrollo de una 

diversa comunidad de hongos microscópicos (Dong et al. , 2007; Martín et al. , 2007). 

Los hongos acuáticos son definidos como aquellos que en una etapa o durante la 

totalidad de su ciclo de vida dependen del agua para su desarrollo, incluyen especies 

que crecen en sustratos que son predominantemente acuáticos o semi-acuáticos (Hao 

et al. , 2005). Debido a que la materia orgánica sumergida en agua se encuentra en 

proceso de descomposición, la proliferación de una gran diversidad de micromicetos 

es favorecida. Los hongos poseen la capacidad para descomponer materia orgánica y 

degradar microcontaminantes (Junghanns et al., 2008). Algunas de las especies que 

habitan en los restos sumergidos presentan ornamentaciones y/o adaptaciones 

morfológicas para facilitar su adhesión al substrato en el ambiente acuático, tales 

como estructuras tipo rizoides que permiten a los ascomas colgarse y facilitar la 

dispersión de sus ascosporas mediante vainas mucilaginosas, aseas con anillo apical 

(Fig. 1.1) que facilitan la expulsión de ascosporas en el aire o bajo el agua, entre otras 

(Hyde y Goh, 2003; Pinruan et al. , 2002). Estas adaptaciones les permiten colonizar 

materia orgánica como desechos herbáceos, hojas, plantas (Hao et al. , 2005) y 

madera sumergida (Vijaykrishna y Hyde, 2006). 

Figura 1.1 a) Anillos apicales de las aseas de Annulatascus biatriisporus, b) Aseas de 
Fluviatispora reticulata (Fungi.life. 2014). 
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Los hongos son el segundo grupo de organismos eucariontes más diverso en 

especies, la mayoría ha sido estud iado en ambientes terrestres y son relativamente 

pocos los que han sido aislados de hábitats acuáticos (Chavarria et al., 201 O; 

Vijaykrishna et al., 2006) . 

A partir de hongos de ambientes marinos se han aislado más de 272 compuestos con 

diversa actividad como antibacteriales, anticancerígenos, antiinflamatorios y antivirales 

(Bhadury et al. , 2006), entre los que se encuentra Caryospora callicarpa de la cual se 

han extraído compuestos con actividad nematicida (Dong et al. , 2007); de especies del 

género Coniothyrium se han detectado metabolitos anticancerígenos, antibacteriales, y 

antifúngicos (Damm et al., 2008); de Clavariopsis aquatica, Myrioconium sp. y de 

especies del género Phialophora se han reportado moléculas biotransformadoras 

(Jugghanns et al. , 2008; Martín et al. , 2007); de Glarea lozoyensis se han obten ido 

moléculas con propiedades antif(mgicas (Carrillo-Muñoz et al., 2006). Adicionalmente, 

en otras especies sin ubicación taxonómica precisa se han detectado estructuras 

análogas a la preusomerina con actividad antibacterial , antifúngica y antiplasmódica 

(Dong et al., 2008). 

Entre las 97,330 especies de hongos descritas, sólo se han reg istrado 3,047de 

ambientes acuáticos de las cuales 1,384 especies son de agua dulce (Kirk et al. , 2008; 

Shearer et al., 2007; Hawksworth, 2001 ; Hyde, 2001 ). Para México, prácticamente se 

desconoce la diversidad de estos organismos, entre los pocos registros publicados se 

encuentran ocho ascomicetos dulceacuícolas; tres de Xochimilco, Distrito Federal 

(González y Chavarría, 2005), dos de restos vegetales sumergidos en Veracruz 

(Castañeda et al., 2005) y tres en la Laguna de las Ilusiones, Tabasco (Rosique et al. , 

2008). 

Una particularidad que se presenta en la península de Yucatán es la formación de 

pozos naturales o estanques de agua dulce denominados cenotes (del maya ts 'onoót: 

caverna con agua) , los cuales se originan debido a que la mayor parte de la superficie 

del territorio de la Península es~á constituida por piedra cal iza altamente permeable 

(Schmitter-Soto et al., 2002). Existe varios tipos de cenotes: a cielo abierto, 

semiabiertos y subterráneos o en gruta. Estos sistemas acuíferos son abundantes en 

la regían y poco explorados desde el punto de vista microbiolog ico, debido a varios 

factores como su aislamiento, profundidad y difícil acceso (Schmitter - Soto et al., 

2002; MacSwiney et al., 2007). Por las condiciones ambientales particulares que 
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prevalecen en los cenotes se ha comprobado que son ecosistemas promisorios para 

la búsqueda y el aislamiento de microorganismos con actividad biológica de interés 

biotecnológico (De la Rosa-García et al., 2008) . 

1.3 HONGOS MICROSCÓPICOS DEL SURESTE DE MÉXICO 

Las regiones tropicales son las que se encuentran entre las coordenadas 23° 27" N y 

23° 27" S del planeta, con una temperatura media anual superior a 18° C y una 

precipitación total mayor que 700 mm. El trópico incluye tanto ambientes húmedos 

como sub-húmedos, correspondientes con la distribución de los tipos de clima "A", de 

acuerdo a la descrita por Koppen (1931). El trópico mexicano se distribuye en las 

áreas húmedas del país, que abarcan las llanuras costeras del Golfo de México y de la 

vertiente del pacífico, la plataforma yucateca y en el istmo de Tehuantepec. La región 

sureste incluye los estados de Campeche, Quintana Roo, Tabasco y Yucatán (Aicocer 

et al., 201 O; Sánchez-Crispín y Propin-Frejomil, 2001 ). 

En México, el estudio de los hongos microscópicos se encuentra en una fase primaria, 

la mayoría de las publicaciones sobre estos organismos se han enfocado al 

conocimiento de su diversidad y taxonomía (Heredia et al., 2008). En particular, para la 

región Sureste son escasas las contribuciones que documentan la presencia de 

especies microscópicas en áreas naturales (Mercado et al., 1997; Heredia y Mercado, 

1998; Heredia et al., 2000). Para el estado de Yucatán , en los últimos años se han 

descrito 2 nuevas especies y un género nuevo (Heredia et al., 2012; Heredia et al. , 

2013) , este último denominado como Minteriel/a cenotigena fue colectado sobre 

material vegetal sumergido en un cenote. De igual forma, el número de publicacines 

dirigidas al conocimiento del perfil biológico de estos hongos aun es precario y de 

reciente circulación. 

Entre los pocos trabajos que han explorado el potencial biotecnológico de aislamientos 

provenientes de micromicetos del trópico mexicano, están los de Trigos et al. (2005) , 

quienes evaluaron 14 micromicetos aislados de suelo y restos vegetales del estado de 

Veracruz contra cepas bacterianas de importancia en la salud humana. 

Con material entomológico de la selva de Quintana Roo Torres-Barragán et al. (2004) 

aislaron varias especies de hongos, entre ellas Fusarium oxysporum que demostró 
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actividad para el control biológico de Trialeurodes vaporariorum, plaga de hortalizas de 

importancia económica. Posteriormente Macías-Rubalcava et al. (2008) reportaron el 

hongo endófito Edenia gomezpompae aislado de las hojas de Ca/licarpa acuminata de 

la reserva ecológica "El eden", el cual presentó actividad biológica significativa contra 

los fitopatógenos Alternaría solani, Fusarium oxysporum, Phythophtora capsici y 

Phythophtora parasítica. 

En la Unidad de Biotecnología del CICY se han realizado aislamientos de hongos de 

Tabasco y Yucatán (Cuadro 1.3). Reyes-Estebanez et al. (2011) aisló 47 cepas de 

restos vegetales del sureste de México, de las cuales identifíco 15 a nivel de especie y 

22 a nivel género. Se evaluaron contra las bacterias Bacillus subtilis, E. carotovora, S. 

aureus, Xanthomonas campestris y los hongos fitopatógenos Alternaría tagetica , 

Colletotrichum gloeosporioides y F. oxysporum, así como contra el nemátodo 

Meloidogyne incognita . Los resultaron mostraron actividad antimicrobiana en 18 

aislamientos contra al menos uno de los patógenos evaluados, siete de ellos fueron de 

amplio espectro. La especie que presentó mayor actividad antimicrobiana fue 

Cylindrium elongatum, seguida de Memnoniella sp. MR33 con actividad moderada y 

Selenosporella sp. GH26 con actividad nematicida evidente. 

Por otra parte, Gamboa-Angulo et al. (2011) evaluaron 96 especies fúng icas, 

obten idas de dos cenotes de Yucatán, contra diversos organismos fitopatógenos; el 

53% tuvo actividad de amplio espectro, destacándose las especies Acremonium 

pseudozeylanicum, Gliocladium penicilloides, Gliocladium sp. y Penicil/ium citrinum, 

además de las especies Beltrania rhombica , Fusarium sp. y seis aislados con 

actividad antifúngica no identificados. Esta aportación junto con Gamboa-Angulo et al. 

(2013) son las únicas en las que se han estudiado cepas de micromicetos aislados de 

muestras de cenotes. 
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Cuadro 1.3 Listado de aislados fún~; icos obtenidos de muestras de cenotes del estado de 
Yucatán. 

Especie Localidad Especie Localidad 

Acremonium kiliense 1TZA31 3 Pestalotiopsis macu/ans 1XHH1A 2 
Acremonium pseudozeylanicum 1XHH3B 2 Phaeoisariopsis batatico/a MR50 1 
Alternaria sp. TH1 3 Ramichloridium apiculatum MR39 
Beltrania rhombica 1TZH26 3 Redbia sp. MR34 
Beltrania sp. TH12 3 Spadicoides sp. MR52 
Beltrania sp. TH29 3 Stagonospora sp. TA34 3 
Cladosporium cladosporioides 1XHH1 E 3 Stachybotris nephrospora 1TZH10 3 
C/adosporium sp. 2XHA1 O 2 Verticil/ium sp. TH18 3 
Clonostachys rosea 1 TZH27 3 Verticillium sp. TH28 3 
Colletotrichum sp. 1XHH1G4 2 Volutella sp. TH22 3 
Cylindrocarpon congoense 1XHH8A 2 Volutel/a sp. TH24 3 
Cy/indrosympodium sp. MR38 Volutella sp. TH31 3 
Emericella varieco/or 1XHRp1A 2 Zygosporium minus 1TZH25 3 
Fusarium sp. XH9A 2 No identificada MR30 1 
Fusarium sp. XH9B 2 No identificada MR35 1 
Fusarium sp. XH1 F 2 No identificada TA11 3 
Fusarium sp. XH1 G3 2 No identificada TA13 3 
Fusarium sp.XH1Ga 2 No identificada TA14 3 
Fusarium sp. 2XA1 2 No identificada TA20 3 
Fusarium sp. 2XA6 2 No identificada TA21 3 
Fusarium sp. 2TA1 3 No identificada TA22 3 
Fusarium sp. TA54 3 No identificada TA22 3 
G/ioc/adium penicillioides 1TZH21 3 No identificada TM1 3 
Gliocladium sp. TH16 3 No identificada TA53 3 
G/iomastix sp. MR37 1 No identificada 2XA11 2 
Myrothecium sp. TH38 3 No identificada 2XA2 2 
Papulaspora pallidula 1XHH3A 2 No identificada 2XM 2 
Penicil/ium citrinum 1XHRp1B 2 

1. Dzibilchaltun, Mérida, Yucatán , 2. Cenote X"kan ho ho che, 3. Cenote Temozón. 
Reyes-Estebanez et al. (2011) 
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1.4 LOS CENOTES DE YUCAT ÁN 

El suelo de tipo calizo cubre 20 millones de km 2
, el 12% de la superficie terrestre 

(IUGS, 2007). Su distribución se encuentra en regiones del Caribe, Australia , Bélg ica, 

Croacia, Eslovaquia, Eslovenia, España, Estados Unidos de Norteamérica, Francia, 

Reino Unido, Suiza y Turquía, entre otros (Antigüedad et al. , 2007; Brinkmann , 201 O; 

Ózkan et al., 201 0). En México alrededor de 467, 978 km2
, están cubiertos por suelo 

calizo , equ ivalentes a 23.9% de la superficie nacional y en el estado de Yucatán 

ocupan más de 80% de su superficie (INEGI , 1997); la mayor parte se encuentra en el 

noroeste de la península de Yucatán, donde la capa subyacente es de roca 

exclusivamente calcárea (Mejía-Ortíz et al., 2007), constituida por varios cientos de 

metros de espesor sub-horizontal (Safanda et al., 2005). El suelo de piedra caliza es 

altamente permeable, lo que permite que el agua de las precipitaciones fluviales se 

filtre rápidamente dentro del acuífero o se pierda por evapotranspiración, ocasionando 

que la superficie esté ausente de ríos (Carruthers et al., 2005; Hodell et al., 2005). En 

algunos casos bajo tierra se encuentra un extenso sistema de cuevas y cavernas que 

se intercomunican entre sí; estas características geomorfológicas se deben a la 

combinación de mecanismos de construcción, disolución del carbonato y colapso de la 

piedra caliza (MacSwiney et al. , 2007; Mejía-Ortíz et al., 2007). Este efecto es más 

notorio en áreas donde se encu-:.::ntra una capa mayor de tierra , ya que el COz puede 

incrementar la capacidad de disolver las rocas (Schmitter-Soto et al. , 2002). Por sus 

características topográficas en la península de Yucatán se favorecen la formación de 

cenotes, cuya profundidad varía desde unos cuantos metros hasta más de 100 metros 

(Safanda et al., 2005). Los cenotes son los principales cuerpos de agua para humanos 

y animales en la región (MacSwiney et al. , 2007; Mejía-Ortíz et al., 2007). Se estima 

que en la Península de Yucatán se encuentran aproximadamente 7,000 formaciones 

geológicas con estas características (Steinich et al. , 1996). Sus ubicaciones no son 

precisas, debido a que por lo general se encuentran rodeados de una densa capa de 

vegetación heterogénea, esta característica es más notoria en los estados de 

Campeche y Quintana Roo (Beddows et al., 1999; MacSwiney et al., 2007) donde la 

vegetación es más abundante. 

La clasificación de los cenotes (Figura 1.3), distingue cuatro tipos característicos: A) 

cántaros (ch 'e'n en maya) en los cuales la conexión con la superficie es más estrecha 

que el diámetro del cuerpo de agua, B) ; cilíndrico (ts 'onot) con paredes verticales y la 

abertura equivale al diámetro del cuerpo de agua, C) aguadas (ak'al che') que son 
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depósitos de aguas superficiales azolvadas, D) grutas (aktun) que tienen una entrada 

horizontal y sección seca (Schmitter-Soto et al., 2002; Mejía-Ortíz et al., 2007). Los 

cenotes lóticos tienen un flujo de agua continuo con aguas transparentes debido a la 

baja disponibilidad de fuentes de nitrógeno y fósforo, limitando la fotosíntesis de 

fitobentos y de plantas epífitas en los bordes del cenote. Los cenotes lénticos 

(intercambio de agua menor con el acuífero) son ricos en nutrientes y fitoplancton 

(Schmitter-Soto et al., 2002). La cadena alimenticia es relativamente simple, con pocos 

niveles tráficos, que se puede clasificar en tres grupos, basados en la concentración 

del contenido de clorofila a (eh) del fitoplancton: oligotróficos ( < 3 mg/ch m3
) , 

mesotróficos (> 3-20 mg/ch m3
) y eutróficos (> 20-150 mg/ch m\ siendo los 

mesotróficos los más comunes (Carlson, 1977). 

En el estado de Yucatán se han registrado 2,241 cenotes. Estos se encuentran en 

mayor número en los municipios de Tizimín (235) , Tecoh (128) , Homún (114) , Buctzotz 

(1 06) , Valladolid (99) , Chocholá (88) , Temozón (70) , Tunkás (69), Cuzamá (68), 

Kopomá (54) y Hunucmá con 51 (SEDUMA, 2014). Aunque los cenotes de la 

Península de Yucatán son numerosos han sido escasamente explorados en cuanto a 

su microflora nativa y al potencial biotecnológico que representan. 
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Figura 1.2 Imágenes de los cuatro tipos de cenotes existentes en la península de Yucatán. A) 
Cántaro, B) Cilíndrico, C) Aguada, O) Gruta. (SEDUMA, 2014) . 

1.5 METABOLITOS ANTIMICROBIANOS 

Los microambientes son estructuras ecológicamente complejas, en donde coexiste 

una vasta cantidad de microorganismos procariontes y eucariontes que establecen 

interacciones como antibiosis, comensalismo, parasitismo y simbiosis, las cuales 

pueden ser perjudiciales o benéficas para su desarrollo y crecimiento, todos ellos 

influenciados por los factores bióticos del medio. 

Para sobrevivir, algunos microorganismos producen compuestos que tienen la 

capacidad de inhibir el desarrollo de otros microorganismos competidores. Estos 

compuestos son conocidos como antimicrobianos, los cuales tiene un modo de acción 

único que pueden causar daños a la célula microbiana competidora a través de 

diversos mecanismos de acción (Palacios-López et al., 2011 ). En bacterias, estos 

rmecanismos de acción son diversos y pueden actuan sobre la membrana celular, 

20 



Capítulo 1 

inhibiendo la formacion de la pared celular mediante el bloqueo de la síntesis de 

péptidoglicanos, inhibiendo la sí'1tesis de ácidos nucleícos y proteínas, como lo hacen 

la tetraciclina, minociclina y doxiciclina, las cuales se unen a la subunidad 30S del 

ribosoma y bloquean la adherencia del ARN de transferencia (ARNt). 

Por su parte, los compuestos antimicóticos fúngicos incluyen una amplia variedad de 

sustancias con diferentes estructuras químicas. Se pueden clasificar basado en su 

estructura en polienos, azoles y alilaminas; por su origen y de acuerdo a su espectro 

de acción (Arenas, 2005; Diomedi, 2004). Su mecanismo de acción se enfoca 

básicamente en tres sitios: membrana celular, pared celular y núcleo de la célula 

fúngica. Los que actúan sobre la membrana celular. Eventualmente forman poros que 

alteran la permeabilidad ya sea uniéndose al ergosterol o mediante la inactivación de 

enzimas como la C-14-a-dimetilasa, lo que provoca una pérdida de proteínas, glúcidos 

y cationes, causando la muerte celular. Los lipopéptidos, que actúan sobre la pared 

celular del hongo e inhiben la síntesis de los glucanos a través de la inactivación de la 

enzima 1,3-beta-glucano sintetasa. La carencia de glucanos en la pared celular la 

debilita y la expone al estrés osmótico, provocando la muerte celular. Los 

antimetabolitos, los cuales actúa;1 sobre el núcleo de la célula fúngica, tales como la 5-

fluorocitosina, la cual impide la síntesis de proteínas de la célula y la griseofulvina, 

que inhibe la mitosis al destruir el huso mitótico (Arenas, 2005; Gregorí-Valdés, 2005). 

1.6 BIOENSA VOS 

Los bioensayos son pruebas ampliamente utilizadas, se realizan de manera 

convencional con organismos vivos, con el fin de detectar el efecto de una o más 

substancias tóxicas o inhibitorias (antimicrobianos, nematicidas, insecticidas, etc.) y 

permite evaluar el lfmite de tolerancia de los organismos a dichas substancias. Los 

resultados obtenidos por estos métodos deben ser consistentes con los experimentos 

en campo (Li et al., 2009). En general, estas técnicas se emplean para determinar la 

magnitud y naturaleza del riesgo, empleando los escenarios más críticos y de mayor 

exposición (Lannacone y Dale, 1999; Lannacone et al., 2001 ). Los organismos 

evaluados no necesariamente son los destinatarios del control químico, pero pueden 

servir para poder determinar si ~xisten efectos negativos sobre el uso de plaguicidas 

en el ambiente (Vargas y Ubillo, 2001 ). Aunque se han desarrollado diferentes 

protocolos de bioensayos sobre distintos componentes biológicos (Werner et al., 
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2000), el parámetro de toxicidad aguda más comúnmente empleado es la de 

concentración letal media (CL50) (en mg o mg L-1) o la dosis letal media (DL50) (mg o 

mg kg-1
) . También se utiliza el tiempo letal medio (TL50) en horas, y estiman el 

porcentaje de mortalidad de una concentración o dosis a través del tiempo (Vargas y 

Ubillo, 2001). 

El bioensayo de actividad antagónica se realiza en un cultivo dual , en el cual se 

confrontan dos cepas para detectar si alguna de ellas tiene actividad biológica. Hay 

diversos mecanismos de acción , como competencia por el sustrato, micoparasitismo y 

la antibiosis. Este ensayo se valida calculando el porcentaje de inhibición del 

crecimiento radial de la especie del hongo en estudio (Reyes et al., 2008) . La actividad 

de competencia entre diversas especies de hongos ha sido ampliamente reportada en 

cond iciones naturales, así como también bajo condiciones de laboratorio (Gioer, 

2007). 

Los bioensayos de actividad antimicrobiana se realizan para valorar la capacidad 

bactericida o bacteriostática de. aigún producto u organismo. Se pueden emplear 

diferentes técn icas, la más común es el cálculo de la concentración mínima bactericida 

(CMB), cuyo objetivo es determinar la menor concentración de un antimicrobiano 

capaz de matar una cepa bacteriana y se estima enfrentando bacteria-antimicrobiano 

en un medio de cultivo. Se puede obtener empleando el procedimiento de 

macrodilución en tubo o microdilución en placa. En general, la CMB y la concentración 

mínima inhibitoria (CMI) en los antibióticos considerados bactericidas, están próximas, 

difiriendo en una o dos diluciones (Seimc, 2014). 

1.7 FITOPATÓGENOS EVALUADOS 

1.7.1 Alternaría chrysanthemi Simmons & Crosier 

Alternaría chrysanthemi es una especie fitopatógena de cultivos de importancia 

agrícola como Chrysanthemum maximum y Citrus sinensis cuya distribución es 

cosmopolita. Produce conidios de color marrón de forma ovalada multicelulares, 

geniculados y septados transversal y longitudinalmente (Fernández, 2005), son 

sumamente resistentes y tole1an un ampl io rango de temperaturas. Causa la 

destrucción del tejido foliar de la planta hospedera ocasionando lesiones necróticas, 

las cuales generan una reducción del potencial fotosintético. Es un parásito facu ltativo 
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que sobrevive en suelo o en plantas (Rotem, 1997), el mecanismo de infección en las 

plantas es a través de sus estomas o directamente en la superficie de las hojas, 

principalmente en tejidos senescentes o bajo estrés (Thomma, 2003). Para su control , 

se utilizan fungicidas sistémicos como al azoxystrobin , carbendazim y los de contacto 

clorotalonil y captan (Villanueva-Couoh et al. , 2005). 

1. 7.2 Colletotichum gloeosporioides 

Co/letotrichum gloeosporioides es un fitopatógeno causante de la antracnosis en 

diversos cultivos del mundo, tales como Annona muricata, Carica papaya , Coffea 

arabica, Fragaria vesca , Lycopersicum esculentum, Mangifera indica, Persea 

americana y Vitis vinifera (Beltrán-Cifuentes y García-Jaramillo, 2006) . Presenta 

conidios ovalados con ambos •:Jxtremos redondeados. La forma de sus aseas es 

oblonga o claviforme, de ápice engrosado, con ocho ascosporas hial inas, unicelulares, 

fusiformes o arqueadas (Sermeño et al. , 2005). El género Colletotrichum cuenta con 

más de 700 especies (www.indexfungorum.org). Durante el proceso de infección, en la 

fase inicial (biotrófica), el fitopatógeno asegura su establecimiento sin causar daños 

severos en el tej ido vegetal, coloniza los tejidos y se provee de nutrimentos a partir de 

las células del hospedero apareciendo los síntomas de la antracnosis, para su control 

se uti liza una gran variedad de fung icidas químicos (Bailey et al., 1992. , Cerón-Rincón 

et al. , 2006., Alarcón-Restrepo y Chavarriaga-Montoya, 2007). 

1.7.3 Corynespora cassiicola (Berk. & M. A. Curtis) 

El género Corynespora cuenta con más de 170 especies (www.indexfungorum.org). 

En particular C. cassiicola ha sido encontrado en más de 530 especies y 350 géneros 

de plantas, incluyendo monocotiledóneas y dicotiledóneas (Smith et al., 2008). Crece 

en hojas, tallos y raíces aunque también en quistes de nemátodos y piel humana 

(Mathiyazhagan et al., 2004). Forma conid ios sol itarios o en cadena de dos a seis, 

cuya forma es variable de claviforme a cilíndrica, de color hial ino a café palido 

(Mendoza, 1999). Esta especie causa pérdidas económicas en cultivos de interés 

económico, como Carica papaya, Cucumis sativus, Glycine max, y Solanum 

lycopersicum en más de 70 países (Dixon et al. , 2009). Las plantas enfermas 

presentan manchas color café oscuro de 1 a 2 mm de diámetro, que coalescen hasta 

formar grandes lesiones irregulares rodeadas por un halo amarillo (Shimomoto et al., 

2008). Para su control se utiliza fungicidas comerciales como mancozeb, captafol y 

chlorothalonil (Mendoza, 1999). 
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1. 7.4 Curvularia sp. 

El género Curvularia agrupa un gran número de especies entre las que se encuentran 

parásitos facultativos de plantas y de habitantes del suelo. Se caracterizan por que sus 

estrcturas son obscuras (Áivarez et al. , 2011 ). Los conidios son ovalados, cilíndricos, no 

sigmoides, a veces encorvados, de un color castaño claro; por lo general con tres septas 

transversales, siendo la segunda célula de tamaño mayor que las restantes (Malaguti y 

Subero, 1971 ). Se han registrado más de 11 O especies (www.indexfungorum.org) , y se 

encuentra ampliamente distribuido en áreas tropicales y subtropicales. En su mayoría, son 

fitopatógenos y afectan una gran variedad de cultivos, muchos de ellos de importancia 

económica como lea mays y Oryza sativa (Trujillo et al., 2007). Puede causar diferentes 

tipos de daños en hojas, tallos, flores y semillas, que abarcan desde pequeñas manchas 

hasta lesiones mayores (Jin , 1991 ). Para su control se utiliza fungicidas sistémicos como el 

Procloraz (Cristóbal-Alejo et al., 2013). 

1.7.5 Erwinia carotovora 

Erwinia carotovora (Jones) es una bacteria que pertenece a la familia 

Enterobacteriaceaes, es de forma bacilar, Gram negativa y anaeróbica facultativa; es 

oportunista de infección latente y puede convertirse en activa cuando la planta se 

estresa bajo condiciones de temperatura y humedad. Es una bacteria fitopatógena 

causante de la pudrición blanda y mal olor en tallos y raíces de muchos cultivos 

económicamente importantes en regiones tropicales y subtropicales (Pérombelon y 

Kelman 1980). Esta enfermedad se caracteriza por la destrucción del tejido vegetal por 

la secreción de enzimas del patógeno que degradan la pared celular. Los síntomas 

causados por esta bacteria son la pudrición húmeda en tubérculos y raíces , 

emergencia errática de las plántulas, caída de las mismas y el colapso del pedúnculo 

de la flor cortada en poscosech<.::. No existe control efectivo de este patógeno una vez 

que la enfermedad se ha establecido (Nissen et al., 2008). 

1.7.6 Fusarium 

El género Fusarium es a nivel mundial uno de los principales causantes de 

enfermedades en granos y cultivos se han registrado más de 1,400 especies 

(www.indexfungorum.org) , siendo las más frecuentes F. oxysporum, F. solani y F. 

verticil/ioides (Lionakis y Kontoyiannis, 2004 ). Son hongos filamentosos, hialinos, 
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septados, reconocidos como saprófitos del suelo y algunas especies como patógenos 

de Oryza sativa, Zea mays, Musa acuminata, Lycopersicum esculentum, Mangifera 

indica y Triticum aestivum (Pasquali et al. , 201 0., Summerell y Leslie, 2011). Su control 

se realiza con fungicidas comenrciales como benomyl y captán (Sandovai-Chávez et 

al., 2011). 

1. 7. 7 Mycosphaerella fijiensis 

Mycosphaerella fijiensis, es el agente causal de la Sigatoka negra, la cual es la 

principal enfermedad foliar de Musa spp. en el mundo (Chuc-Uc et al., 2011 ; 

Mourichon et al., 2000), frutal que se encuentra ampliamente distribuido en las 

regiones tropicales y subtropicales del mundo y que es un componente importante de 

la dieta humana. Este patógeno forma conidios alargados, septados, hialinos y 

aciculares. (Castaño y del Río, 1994). Los síntomas de la Sigatoka negra 

corresponden a estrías finas color marrón, visibles en el envés a partir de la parte 

apical de las hojas, la estría evoluciona a mancha marrón oscura para finalmente 

tornarse negra de forma irregular y finalmente a lesión necrótica (Gasparotto, 2006), 

M. fijiensis reduce la asimilación neta de la luz, llevando a un decremento de la 

capacidad fotosintética, tanto por la acción del patógeno así como sus toxinas 

difundidas (EI-Hadrami et al., 2005). Para su control se utilizan fungicidas sistémicos 

como benzimidazoles y triazoles (Orozco-Santos, 1 998). 

1. 7.8 Xanthomonas campestris 

El género Xanthomona incluye especies bacterianas de gran importancia 

epidemiológica en las zonas tropicales del mundo porque ataca cultivos comestibles 

como Phaseolus vulgaris L. , ornamentales como Anthurium andreanum L. y 

forrajeras en el Reino Unido, Noruega y Bélgica (Zapata y Gaud, 2002). Xanthomonas 

es una bacteria aeróbica, saprófita facultativa, por lo que los cambios ambientales 

pueden afectar directamente su sobrevivencia y provocar cambios genéticos 

permanentes. Se ha descrito como Gram-negativa, aeróbica obligada, pueden ser 

móviles por un flagelo polar y pueden producir un pigmento amarillo llamado 

xantomonadina (Schaad, 1 988). Es agente causal de la marchitez bacteriana, los 

síntomas inducidos por este género son manchas foliares necróticas irregulares, 

rodeadas por un delgado halo amarillento, en vainas y semillas son pequeñas 

manchas rojizas irregulares, con exudados amarillos cuando hay humedad relativa alta 
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(Prudencio-Sains et al., 2008). Su control es con fungicidas a base de cobre 

(Tarnowski et al., 2009). 

1.7.9 JUSTIFICACION 

La diversidad aún inexplorada de los hongos saprófitos nativos de cenotes de la Pen ínsula 

de Yucatán y la importancia de conocer su potencial biotecnológico como agentes de control 

biológ ico o la utilización de sus metabolitos secundarios, como agentes antimicrobianos 

contra patógenos de cultivos comerciales económicamente importantes, requiere una 

investigación profunda de sus compuestos activos y sus diversos mecanismos de acción, 

para promover la utilización de productos naturales como una alternativa para el manejo de 

la agricultura en forma ecológicamente sosten ible. 
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11. HIPÓTESIS 

Los micromicetos de los cenotes de Yucatán producen metabolitos secundarios 

antimicrobianos con potencial biotecnológico 

111. OBJETIVO GENERAL 

Aislar micromicetos de dos cenotes de la Península de Yucatán y evaluar su actividad 

antimicrobiana contra patógenos de importancia agrícola. 

IV. OBJETIVOS ESPECIFICO$ 

• Aislar micromicetos de substratos vegetales sumerg idos en dos cenotes de 

la Península de Yucatán. 

• Evaluar las cepas ai .. : ladas en un ensayo de actividad antagónica contra 

cuatro hongos fitopatógenos. 

• Obtener los extractos orgánicos de las cepas aisladas a través de su cultivo 

ex situ. 

• Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos orgánicos fúngicos 

contra al menos cuatro fitopatógenos. 

• Identificar mediante taxonomía tradicional y molecular las especies nuevas 

y/o con propiedades antimicrobianas. 
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V. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

Obtención y 
conservación de 

extractos orgánicos 

Selección de los sitios de estudio 

Aislamiento y obtención de cepas puras 

Ubicación taxonómica mediante 
carateres morfológicos 

Ensayo antimicrobiano 
Altemaria chrysanthemi, C. gloeosporioides, 

Erwinia carotovora supp., Xanthomonas campestris 
y Mycosphaeralla fijiensís 

Identificación molecular de 
hongos con actividad 
biológica 

Capítulo 1 

Ensayo antagónico: 
C. gloeosporioides 
C. cassiicola 
Curvularia sp. 

• Fusarium spp. 

Selección de cepas con 
actividad antagónica 
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CAPITULO 11. ASLAMIENTO Y CONSERVACION DE CEPAS FÚNGICAS 

2.1 INTRODUCCIÓN 

Como resultado de su metabolismo los micromicetos como otros microorganismos, 

animales y plantas, son capaces de producir productos naturales (Demain y Sánchez, 

2009) , con potencial uso biotecnológico. Hasta 2005 se habían reportado 

aproximadamente 50,000 productos naturales derivados de microorganismos; 45% 

producidos por actinomicetos, 38% por hongos y 17% por bacterias (Berdy, 2005). 

Debido al creciente uso y búsqueda de estos compuestos, se ha incrementado la 

necesidad de aislar y conservar los cultivos microbianos ex situ, manteniendo sus 

características biológicas y químicas estables (Weng-Aiemán et al., 2005). Por otra 

parte, el agotamiento continuo de los recursos naturales originados principalmente por 

actividades antropogénicas, genera una creciente valoración de la biodiversidad y la 

conservación de microorganismos (OCDE, 2007; OCDE, 2001 ). 

De manera general, los procedimientos para aislamientos microbiológicos se clasifican 

en directos e indirectos. El primero es un método económico que consiste en incubar 

el material en estudio (generalmente restos vegetales) en cámaras húmedas para 

favorecer el desarrollo y esporulación de los micromicetos. Posteriormente, mediante 

revisión microscópica se detectan las estructuras fúngicas, se extraen mediante agujas 

microbiológicas y se inoculan en diferentes medios de cultivo. Este método requiere 

cierta habilidad y conocimiento para detectar y transferir las esporas el sustrato nativo 

y al medio nutritivo (Reyes-Estebanez, 2009). Para los métodos indirectos aplica un 

tratamiento previo como es el lavado de partículas del sustrato, para posteriormente 

transferirlas a cajas de Petri con medios de cultivo (Parkinson, 1994). Los medios de 

cultivo pueden ser naturales, semisintéticos o sintéticos; los primeros pueden utilizarse 

en extracto e infusión, a los segundos se les adiciona sales y fuentes de carbono y a 

los sintéticos se les añaden alt2.s concentraciones de carbono (sacarosa, dextrosa) y 

extractos orgánicos como factores de crecimiento en concentraciones conocidas para 

ambos tipos es factible su preparación en forma sólida o líquida (Jong y Birminham, 

2001). 

La preservación eficaz de cultivos microbiológicos requiere del conocimiento de las 

características y propiedades de los microorganismos, así como el conocimiento de 
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sus potenciales aplicaciones (WFCC Guidelines, 201 0). El método de conservación a 

elegir debe garantizar la supervivencia de al menos el 70% de la colonia por un 

período considerable de tiempo (Parra-Huertas et al., 2006; Weng- Alemán et a/., 

2005) . Aunque se encuentra disponible una gran variedad de métodos de 

preservación, el criterio de selección se puede basar en la cantidad del cultivo 

requerido, costos del proceso, frecuencia de uso, pureza y viabilidad. Sin embargo, 

para reducir la posibilidad de pérdida de cada cepa, ésta debe de mantenerse en al 

menos dos métodos diferentes de conservación (WFCC, Guidelines; 201 O; Uzunova­

Doneva y Donev, 2005; Weng-Aiemán et al., 2005) . 

Los métodos de conservación pueden dividirse en tres tipos básicos: de corto, 

mediano y largo plazo. El primero comprende periodos de tiempo de meses hasta dos 

años, como la resiembra , la cual se basa en transferencias periódicas a un medio de 

cultivo nuevo. Con esto se proporciona a las cepas las condiciones óptimas de 

crecimiento, no obstante la probabil idad de contaminación y variabilidad de sus 

características por este método es elevada. A mediano plazo, la viabilidad de los 

cultivos es de 2 a 5 años, entre los que están los métodos de desecación. Este 

consiste en la inhibición del crecimiento por la eliminación del agua disponible, se 

utilizan diversos substratos como: arena, parafina líquida, sílice, tierra y la suspensión 

en agua estéril , destilada o marina, mantenida de 4-8 oc (Margan et a/., 2006; García y 

Uruburu, 2000). Por último, los métodos a largo plazo, comprenden periodos de 1 O 

años o más, como la ultracongelación (-70 °C) nitrógeno liquido (-196 °C) y la 

liofilización, estas técnicas tienen la ventaja de minimizar el riesgo de cambios 

genéticos (Uzunova-Doneva y Donev, 2005; Smith et a/., 2000). 

La detección , aislamiento y conservación de los micromicetos que habitan en 

ecosistemas naturales con condiciones ambientales especiales como los cenotes, es 

fundamental para conocer la magnitud de la diversidad de estos microorganismos e 

investigar su potencial biotecnológico. 
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2.2 OBJETIVO ESPECÍFICO 

• Aislar micromicetos de substratos vegetales sumergidos en dos cenotes de la 

Península de Yucatán. 

2.3 MATERIALES Y MÉTODOS 

2.3.1 SITIO DE ESTUDIO 

El sigu iente trabajo se realizó en el estado de Yucatán, México, el cual se encuentra 

localizado en la Península de Yucatán , rodeado por el Golfo de México y el mar Caribe 

entre 19° 30" y 21° 37" latitud norte y 87° 30" y 90° 26" longitud oeste del meridiano de 

Greenwich, (INEGI , 2014). Su clima es Aw (cálido sub-húmedo), con una temperatura 

media anual de 26 °C, con periodos estacionales marcados: vientos fuertes con lluvias 

escasas (noviembre-febrero), caliente y seco (marzo-mayo) y temporada de lluvias 

que comprenden los meses de junio a octubre (Schmitter-Soto et al., 2002). La 

precipitación pluvial anual fluctúa entre 500 mm en la región noroccidental a 1,000 mm 

en la región suroriental, siendo los meses de septiembre y octubre los de mayor 

precipitación (Hodell et al., 2005). 

La elección del sitio de la colecta de la micoflora se basó en la accesibil idad de los 

cenotes, así como su estado de conservación ante las perturbaciones humanas, como 

presencia y accesibilidad a la población local y actividades agrícolas y ganaderas. De 

esta manera y con el apoyo de un habitante oriundo del municipio de Homún (Sr. 

Elmer) se seleccionaron los cenotes Oxola y Kikal ubicados aproximadamente a 3 y 6 

km del poblado respectivamente y a 90 minutos de la ciudad de Mérida (Figura 2.1 ), 

ambos sitios son de difícil acceso y tienen características tipo grutas, ya que tienen 

una entrada horizontal y sección seca (Mejía-Ortiz et al. , 2007). 
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2.3.2 CONDICIONES MICROBIOLÓGICAS 

Los medios de cultivo util izados se esterilizaron a 121 °C, 15 lb·in-2 de presión por 15-

20 minutos. Todo el trabajo r:licrobiológico se realizó en condiciones asépticas, 

utilizando una campana de flujo laminar vertical marca V eco®. 

2.3.3 TRATAMIENTO Y ANÁLISIS DEL MATERIAL VEGETAL PARA LA 

DETECCIÓN DE LOS HONGOS Y AISLAMIENTO DE CEPAS 

El estudio se efectuó en los cenotes Oxola y Kikal , ambos se localizan en el municipio 

de Homún, sur-este de la ciudad de Mérida, Yucatán. Para la detección de los hongos 

se emplearon t_res estrategias (Figura 2.2) : 

A) Anál isis directo de restos vegetales sumergidos o en descomposición en la orilla de 

los cenotes. Se recolectaron hojas y ramas, se colocaron en bolsas y se transportaron 

al laboratorio cubiertas de la luz a baja temperatura. El material se lavó con agua de la 

llave, con flujo lento durante una hora (para eliminar restos de suelo, esporas de 

especies contaminantes ambientales y microfauna asociada) , se escurrió y se eliminó 

el exeso de agua con papel esterilizado, posteriormente se colocó en cámaras 

húmedas, elaboradas con cajas de Petri de diez cm de diámetro. Cada tercer día el 

material se revisó con ayuda de un microscopio estereoscópico. Todas las estructuras 

fúngicas detectadas fueron transferidas a cajas con medio de cultivo. Las colonias 

emergentes se purificaron y resembraron en tres medios de cultivo diferentes (Reyes­

Estebanez, 2009). 

8).- Análisis de restos vegetales colectados en los cenotes, confinados en trampas de 

hojarasca sumergidas en los cenotes. Se colocaron trampas (bolsas de 20 x 30 cm de 

malla de mosquitero) con restos vegetales (hojas y ramas) , las cuales permanecieron 

semi-sumergidas en el agua de 7 a 21 días. Para su procesamiento se siguió el 

procedimiento descrito en el inciso A. 

C).- Anális is de restos vegetales colectados en jardín botánico del Centro de 

Investigación Científica de Yucatán (CICY), esterilizados y confinados en trampas de 

hojarasca sumergida en los cenotes por un periodo de 7 a 21 días como se describe 

en el inciso B. Ramas y hojas del jardín botán ico del Centro de Investigación Científica 

de Yucatán (CICY) se esterilizarun a 121 °C, 15 lb· in-2 de presión por 15 - 20 minutos y 

se colocaron en las trampas como se describe en el inciso B. Para su procesamiento 
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se siguió el proced imiento descrito en el inciso A. 

Se procesa 
A) Colecta del material inmediatamente y se 1 "''"' coloca en cámaras 

húmedas 

B) Colecta del material 
Se colectan a los 7, 14 y 

Oxola vegetal y colocación en 
21 días y se colocan en 

\ 
trampas 

cámaras húmedas semisumergidas 

C) Material vegetal del 
Se colectan a los 7, 14 y CICY se esteriliza y se 

coloca en trampas 21 dlas y se colocan en 
cámaras húmedas 

Selección de los semisumergidas 

cenotes 
Se procesa 

A) Colecta del material inmediatamente y se 1 """' coloca en cámaras 
húmedas 

B) Colecta de materia l 
Se colectan a los 7, 14 y 

Kikal vegetal y colocación en 
21 días y se colocan en 

\ '"m'" semisumergidas cámaras húmedas 

C) Material vegetal del 
Se colectan a los 7, 14 y 

CICY esterilizádo se 
coloca en trampas 

21 días y se colocan en 

semisurmergidas 
cámaras húmedas 

Figura 2.2 Estrategia de aislamiento de micromicetos de restos vegetales de los cenotes Oxola 

y Kikal de la Penfnsula de Yucatán . 

2.3.4 ASIGNACION DE CLAVES 

Los aislados se registraron de acuerdo al lugar de aislamiento y al tipo de substrato 

(Cuadro 2.1 ). 

Cuadro 2.1 Claves de las cepas fúng icas aisladas de los cenotes Oxola y Kikal 

Substrato Cenote Kikal Cenote Oxola 

Hoja KH OH 
Rama KR OR 

Sumergido KS os 
¡:stéril KSE OSE 

No estéril KSN OSN 
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2.3.5 MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS 

Agar papa-dextrosa (PDA), el medio PDA Bioxon® (39 g) en un litro de agua 

destilada, se mantuvo en ebullición durante un minuto. Agar maíz (AM) , en un litro de 

agua destilada se adicionó maíz congelado Del Huerto® (200 g) y se calentó a 

ebullición durante un minuto. Posteriormente los sólidos del maíz se filtraron y 

nuevamente se calentaron a ebullición durante un minuto con 16 g de agar-agar 

Bioxon®. Agar extracto de malta (AEM) , En un litro de agua destilada se 

depositaron 20 g de extracto de malta y 20 g de agar-agar Bioxon® y se calentó a 

ebullición durante un minuto. Todos los medios después de prepararlos se 

esteri lizaron a 121 oc por 15 minutos a 15 lb de presión en una autoclave y se 

transfirieron a cajas Petri. 

2.4. IDENTIFICACIÓN DE LAS CEPAS FÚNGICAS 

2.4.1 TAXONOMIA TRADICIONAL 

Las características morfológicas de las colonias consistentes en aspecto, color, 

tamaño y forma en los diferentes medios de cultivo fueron documentadas. También se 

analizaron las características morfológicas microscópicas de preparaciones 

permanentes y semi-permanentes de estructuras extraídas de las colonias 

desarrolladas en los tres medios de cultivo y en los microcultivos alaborados con 

medio PDA. La identificación final de las cepas se realizó con asesoría de la Dra. 

Gabriela Heredia Abarca del Instituto de Ecología A.C., Xalapa, Veracruz, México. 

Para la ubicación a nivel de género se consultaron las obras de Barnett y Hunter 

(1972) y Carmichel et al. (1980). 

2.4.1.1 MICROCULTIVOS 

En cajas de Petri de vidrio (1 O .~m 0) se colocaron en su interior tubos acodados de 

vidrio y sobre ellos un portaobjetos con un cubo de PDA (5 x 1 O x 1 O mm), en el cual 

se inoculó la cepa a identificar y posteriormente se cubrió con un cubre-objetos. Para 

mantener un ambiente húmedo en la base de la caja de petri se adicionó agua 

destilada estéril. Las cajas se mantuvieron en incubación a 25 oc hasta que se 

observó el crecimiento micelial. Para el análisis microscópico, el cubre-objeto se 

extrajo y se transfirió a un portaobjeto y se adicionó una gota de alcohol polivinílico y 

se observó bajo el microscopio (Johnson, 1946). 
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2.4.2 TAXONOMIA MOLECULAR 

2.4.3 MATERIAL BIOLÓGICO. 
El ADNg de cultivos fúngicos fue extraído por el método de Conde-Ferráez (2008) , 

modificado por el grupo de trabajo de la Dra. Blondy Canto Canché. De 0.1 -0.5 g de 

tejido micelial fue molido con pistilos de plástico (Sigma) en tubos Eppendorf de 1.5 mi 

en presencia de un amortiguador de extracción, se realizaron tres cambios frío-cal iente 

congelando y descongelando en nitrógeno líquido-baño María 65 oc, posteriormente 

la muestra se incubó a 65 °C a baño María durante 25 min y después se agregaron 

600 ¡.JI de fenal-cloroformo 1:1, se centrifugó por 20 min ., 4 oc a 12000 rpm. Al 

sobrenadante se le agregaron 650 ¡.JI de cloroformo: alcohol isoamílico 24:1 y se 

centrifugó nuevamente por 1 O m in. Posteriormente el ADN del sobrenadante se 

precipitó con acetato de sodio (1/1 O vol) y etanol absoluto (1 vol) . La pastilla obtenida 

después de centrifugar se lavó 3 veces con etanol al 70%. Por último, la pastilla de 

ADN se resuspendió en 10-30 ¡.JI de agua ultrapura. 

2.4.5 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 

El ADNg de cada hongo fue utilizado como molde para cada reacción de PCR. Se 

util izaron cebadores universales ITS1 (5 '-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3 ') e ITS4 (5 '­

TCCTCC GCTTATTGATATGC-3') que amplifican fragmentos de ADNr (White, et al., 

1990). Los cebadores universales ITS (Interna! Transcribed Spacer) , han sido 

utilizados para sistemática molecular debido a que presentan mayor grado de 

variación que otras regiones génicas. Las condiciones de corrida de la PCR fueron : 

desnaturalización inicial 94 °C d:..1rante 5 min, seguida de: desnaturalización (94 °C, 40 

s) , hibridación (53 °C, 1 min) y extensión (72 °C, 40 s) por 35 ciclos, seguido de una 

extensión final a 72 °C por 8 min. Los productos de PCR obtenidos fueron analizados 

por electroforesis, la cual se realizó en agarosa al 1% y los fragmentos amplificados se 

visualizaron en un fotodocumentador de geles (Gel Doc-Biorad). Posteriormente se 

purificaron siguiendo las instrucciones del proveedor (Gene Clean 11 Kit, cat ROCHE 

1001-400, Roche) . 

2.4.6 PURIFICACIÓN DE FRAGMENTOS AMPLIFICADOS 

Para purificar las bandas se realizó una electroforesis en gel preparativo de agarosa al 

1 %. Con ayuda del trasiluminador UV se cortaron con bisturí las bandas de los 

fragmentos amplificados y se colocaron de manera independiente en tubos Eppendorf. 
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Las bandas se purificaron mediante el kit Gene Clean 11 (cat ROCHE 1001-400, 

Rache), siguiendo las instrucciones del proveedor. La concentración de las muestras 

purificadas se midió en un espectofotómetro (Nanodrop). 

2.4.7 SECUENCIACIÓN 

Los productos de PCR purificados fueron enviados a secuenciar a MACROGEN, lnc., 

Korea, siguiendo las instrucciones para el envío de muestras para secuenciación 

(http://ININW.macrogen.com) . 

2.4.8 ANÁLISIS DE SECUENCIAS 

Las secuencias obten idas fueron comparadas con las secuencias depositadas en la 

base de datos del GenBank. Con base a la mayor homolog ía presentada para cada 

secuencia se determinó género y/o especies a la que corresponde. 

2.4.9 CONSERVACIÓN DE CEPAS 

Una vez que las colon ias emergentes fueron purificadas, se proced ió a su 

conservación mediante los siguientes métodos: 

a) Inoculación en tubos con medio de cultivo 

Las cepas puras se conservaron por quintuplicado en tubos con PDA, los cuales se 

incubaron a 25 oc hasta que el micelio cubrió la superficie del agar, posteriormente se 

refrigeraron a 4°C, en la oscuridad. 

b) Inoculación en viales con agua destilada esterilizada 

Varios fragmentos de agar (5 mm aprox.) del micelio fúng ico se depositaron en viales 

con agua destilada estéril y se refrigeraron a 4 °C (Smith y Onions, 1994 ). 

e) Ultracongelación. 

En criotubos de 2 mi con gl icerol al10% se depositaron 0.5 mi de una suspensión de 

esporas/hongo y después de una hora se almacenaron en ultracongelación a -70 °C. 
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Figura. 2.3 Cenotes seleccionados para el aislamiento de cepas fúngicas: A) Oxola, B) Kikal 

del municipio de Homún. 

2.5 RESULTADOS 

En total se obtuvieron 116 aislados fúngicos de hojarasca sumergida colectada en los 

dos cenotes seleccionados. Estos aislados se purificaron, en total se obtuvieron 49 

cepas diferentes, las cuales se cultivaron en diferentes medios para inducir la 

esporulación, paralelamente se elaboraron microcultivos con el objeto de observar 

caracteres importantes para su identificación morfológica como la conidiogénesis y la 

forma de las esporas. 

De los diversos substratos recolectados (Cuadro 2.2) del cenote Kikal se obtuvieron 19 

cepas (39%) de las cuales 13 fueron aisladas de material de las trampas elaboradas 

con los sustratos nativos, cinco de materiales vegetales esterilizados y uno de 

materiales no esterilizados. Respecto al cenote Oxola se aislaron 30 cepas (61% ), 15 

provenientes de los sustratos nativos, ocho de materiales esterilizados y siete de los 

no esterilizados. 

Un total de 17 cepas (35%) se determinaron taxonómicamente a nivel de género y 

cuatro a nivel especie (8%). Las 28 cepas restantes no fueron identificadas (57%) 

debido a que no desarrollaron estructuras reproductivas, las cuales son esenciales 

para su ubicación taxonómica bajo criterios morfológicos. En el cenote Oxola se 

identificaron cinco cepas del género Fusarium y sólo una de los géneros Aspergil/us, 

Clonostachys, Hypocrea, Monodictys; Nectria, Penicilium y Pseudorobillarda, dos se 

clasificaron a nivel de especie, Fusarium so/ani y Rhizoctonia solani. En el cenote Kikal 

se encontraron dos cepas del género Fusarium, una de los géneros C/adosporium, 
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Penicil/ium y Scopulariopsis, dos fueron clasificadas a nivel especie correspondiendo a 

Fomitopsis meliae y Fusarium solani. 
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Cuadro 2.2 Aislados fúngicos purificados obtenidos de los cenotes Oxola y Kikal en Homún, Yucatán, México. 

No. Micromiceto Clave Substrato Cenote No. Micromiceto Clave Substrato Cenote 

Aspergil/us sp. OH-03 N 1 26 N.l KH-10 N 2 
2 Bionectria ochroleuca OE-81 N 1 27 N.l KH-11 N 2 
3 C/adosporium sp. KH-09 N 2 28 N.l KH-13 N 2 
4 C/onostachys sp. OSE-79 N 1 29 N.l KR-14 N 2 
5 Fomitopsis meliae KSE-64 E 2 30 N.l OS N-55 N/E 
6 Fusarium sola ni OS N-54 N/E 1 31 N.l KS-17 N 2 
7 Fusarium sola ni OE-80 E 1 32 N.l KS-19 N 2 
8 Fusarium solani KSE-82 E 2 33 N.l OH-22 E 
9 Fusarium sp. OH-04 N 1 34 N.l OH-23 N 1 
10 Fusarium sp. KS-15 N 2 35 N.l OH-27 N 1 
11 Fusarium sp. OH-28 N 1 36 N.l OSN-33 N 1 
12 Fusarium sp. OH2-30 N 1 37 N.l OSN-35 N/E 
13 Fusarium sp. OSN-32 N/E 1 38 N.l OSN-38 N/E 
14 Fusarium sp. KSN-65 N/E 2 39 N.l OSE-41 E 
15 Hypocrea /ixii OSN-37 N/E 1 40 N.l OSE-43 E 1 
16 Monodictys sp OSE-75 E 1 41 N.l KSE-45 E 2 
17 Penicilium sp. OSE-61 E 1 42 N.l KSE-47 E 2 
18 Penici/lium sp. KSE-83 N 2 43 N.l OSE-52 E 1 

Pestalotiopsis 
19 mangiferae OH-02 N 1 44 N.l OSE-53 E 1 
20 Pseudorobillarda sojae OSN-36 N/E 1 45 N.l KSE-59 E 2 
21 Rhizoctonia solani OSE-73 N/E 1 46 N.l KSE-62 E 2 
22 Scopulariopsis sp. KS-18 N 2 47 N.l OSE-76 E 
23 N.l OR-05 N 1 48 N.l OSN-78 N/E 
24 N.l OS-07 N 1 49 N.l KE-85 E 2 
25 N.l KH-08 N 2 

N.l. no identificada. N= nativo, E= estéril, N/E =no estéril. 1.- Cenote Oxola. 2.- Cenote Kikal 
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2.6 DISCUSIÓN 

De los 11 6 hongos obtenidos de la hojarasca sumergida de los dos cenotes, se 

seleccionaron 49, eliminándose aquellos que presentaron características 

macroscópicas similares, o bien aquellos que no pudieron ser aislados debido a la 

presencia de microorgan ismos contaminantes ocasionada por la abundante cantidad 

de materia orgánica en donde se encontraban los substratos seleccionados. 

Del cenote Oxola se aisló una mayor cantidad de cepas (30) que en el cenote Kikal 

(19) , esto pudo deberse a las condiciones propias del cenote, ya que las estrategias 

de aislamiento y recolección fueron las mismas (Cuadro 2.4). Cabe mencinar que el 

área circundante al cenote Oxala presenta mayor vegetación arbórea por lo que es 

constante el aporte de material vegetal , así mismo, por lo difícil de su acceso, este 

cenote está más protegido de la intervención humana, por lo que muy probablemente 

estos factores contribuyen al desarrollo de una mayor diversidad microbiológica en los 

restos vegetales que se acumulan en las orillas y en las que quedan sumergidas. 

En cuanto a la metodolog ía empleada para la detección de los micromicetos, para 

ambos sitios se aisló el mayor número de cepas en el material que fue colectado en 

las orillas de los cenotes e incub::1do directamente en cámaras húmedas. Este método, 

si bien permite obtener cepas de especies que están esporulando en el sustrato, 

requiere de experiencia para detectar las estructuras fúngicas emergentes de los 

tejidos vegetales además de destreza para transferir las esporas al medio de cultivo. 

Para complementar la información recabada en este estudio se sug iere la realización 

de más muestreos en diferentes épocas del año. 

De las cepas aisladas del cenote Kikal, 13 fueron de los substratos nativos, cinco del 

substrato que fue esterilizado y uno del no esteril izado. Respecto al cenote Oxola se 

aislaron 30 cepas, 15 fueron aisladas de los substratos nativos, ocho del substrato 

esterilizado y siete del no esterilizado. Todos los aislados se conservaron en agua, 

tubo inclinado y ultra congelación por quintuplicado, para que la población pudiera 

conservar sus propiedades bioquímicas, genéticas y fisiológicas, reduciendo al mínimo 

el riesgo de contaminación y permitir que el cultivo permanezca puro e inalterable 

(Weng- Alemán et al., 2005). 

A pesar de que se realizaron resiembras periód icas en tres medios diferentes (AM, EM 

y PDA), 28 cepas no desarrollaron estructuras reproductivas. Por esta situación no fue 

posible realizar su determinación taxonómica mediante caracteres morfológicos. 
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La identificación molecular se rea lizó para obtener y complementar una aproximación 

taxonómica sobre todo para los asilamientos en los cuales no se desarrollaron 

estructuras reproductivas. Los resultados obtenidos y comparados con la base de 

datos de GenBank (NCBI , www.ncbi.nlm.nih.gov), y los datos obtenidos en el 

nucleotide Blast, sirvieron como referencia para asignar cinco aislados a nivel género y 

cuatro a nivel especie. La cepa OSE-53 con un porcentaje de identidad de 99% con un 

hongo endófito, corresponde a una especie aún no identificada. 

Uno de los principales géneros detectados en el presente estudio fue Fusarium, con 

nueve aislados. Resultados similares fueron reportados por Gamboa-Angulo et al. 

(2012) también en materiales bilógicos de cenotes de Yucatán. El género Fusarium 

tiene una distribución cosmopol ita y es considerado un fitopatógeno, porque algunas 

especies producen micotoxinas en diversos hospedadores no especie-específicos, 

tanto en plantas silvestres como cultivadas (Rubini et al., 2005; Rudgers et al., 2004). 

En hongos filamentosos, la mar.ipulación basada en la experiencia es la opción más 

directa para inducir cambios en la expresión de las características del cultivo, así como 

de sus compuestos (Gross, 2007; Schroeder et al., 2007). Todos los aislados se 

cu ltivaron en tres medios diferentes (PDA, AM, EM), con la finalidad de promover su 

crecimiento e inducir la esporulación (Scherlach y Hertweck, 2006), para facilitar su 

identificación taxonómica mediante caracteres morfológicos. El empleo de diferentes 

tipos de medios puede favorecer la producción de diversas estructuras morfológicas 

(Bilis et al., 2008; Gloer, 2007; Schroeder et al. 2007). Sin embargo, la mayoría de los 

aislados no presentaron esporulación, esto puede ser debido a que son micelio estéril 

o bien a que las cond iciones de los cultivos, incluyendo factores ambientales (luz, 

temperatura, Ph) no fueron los decuados para promover la formacion de estructuras 

reproductoras. 
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2.7 CONCLUSIONES 

• Se purificaron un total de 49 aislados fúngicos 

• Un total de 17 aislados fueron identificados a nivel de género 

• Cuatro aislados fueron identificados a nivel de especie 

• El género más frecuente fue Fusarium sp. con nueve aislados 

• Del cenote Oxola se obtuvieron más aislados que del cenote Kikal 

• De las estrategias de aislamiento utilizadas, la que resultó más eficiente fue la 

colocación de trampas con substratos nativos. 

• El medio de PDA fue el más eficiente para favorecer el aislamiento y 

crecimiento de los hongos 
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CAPITULO 111. ENSAYOS SOBRE ACTIVIDAD ANTAGÓNICA 

3. 1 INTRODUCCIÓN 

La capacidad antagónica de un microorganismo hacia los hongos fitopatógenos está 

relacionada con su potencial para destruir total o parcial de las poblaciones de 

patógenos (Cook, 2000); ya sea mediante la inhibición del fitopatógeno o bien 

limitando su desarrollo (Whipps y Lumsden, 2001 ; Paul, 1999a; 1999b). Estas 

interacciones de competencia y/o antagonismo entre especies de hongos y sus 

efectos son frecuentes en la naturaleza (Santander et al. , 2003; Shearer, 1995). La 

competencia entre especies de hongos se ha utilizado como control biológico para el 

manejo de enfermedades de plantas de importancia agrícola (Molina Mercader et al., 

2006; Sempere y Santamarina, 2008) y ha sido ampliamente reportada en condiciones 

naturales, así como en laboratorio (Gioer, 2007); en consecuencia una considerable 

cantidad de especies fúngicas con actividad antagónica hacia microorganismos 

fitopatógenos han sido reportadas, algunos ejemplos se mencionan en la cuadro 3.1. 

La respuesta antagónica en los hongos se puede presentar mediante mecanismos 

relacionados con la competencia, el micoparasitismo y la antibiosis. Esta última se 

puede definir como la respuesta de dos o más organismos que resulta en el perjuicio 

de uno de ellos, generalmente es causado por la secreción de enzimas y/o de 

metabolitos secundarios (Benítez et al., 2004;· Benhamou y Brodeur, 2000), los cuales 

están íntimamente ligados a factores bióticos y abióticos (Poinar y Buckley, 2007). 

Bertrand et al. (2013) plantean básicamente cuatro tipos de interacciones: inhibición a 

distancia (antibiosis), zona de confrontación, inhibición por contacto y sobrecrecimiento 

(Figura 3.1 ). 

Figura 3.1 Diferentes tipos de interacciones entre ca-cultivos de hongos en medio agar papa 

dextrosa (Bertrand et al. , 2013). 
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La relaciones antagónicas en el Reino Fungi son muy variadas, los mecanismos y las 

respuestas son dependientes de las especies implicadas y de las condiciones bióticas 

y abióticas. Por ejemplo Prada et al. (2009) aislaron el hongo endófito Diaporthe sp. de 

Espeletia sp. y lo evaluaron contra el patógeno Phytophthora infestans de la papa, en 

tres medios diferentes, en este caso el mecanismo antagónico fue mediante antibiosis 

ya que no hubo contacto físico entre los dos hongos y se le atribuye a la producción de 

compuestos secretados en el medio, como enzimas de tipo amilasa caseinasas, 

endoglucanasas, exoglucanasas lacasas y peroxidasas. Por otra parte, Quiroz­

Sarmiento et al. (2008) reportaron que las respuestas antagónicas entre Aspergil/us 

nidulans, ochraceus, wenti, niger y dos cepas del género Trichoderma sp. y los hongos 

fitopatógenos Penicillium sp. y Fusarium spp., fueron por antibiosis, competencia y 

mico parasitismo. 

En el presente estudio los aisle,dos fúngicos de los cenotes Oxola y Kikal (Cap. 11) 

fueron confrontados contra cuatro hongos fitopatógenos aislados de campo, lo anterior 

con el objeto de conocer su potencial como organismos antagónicos y seleccionar 

cepas con posibilidades para ser empleadas en las futuras pruebas. Las especies 

fitopatógenas fueron Colletrotrichum gloeosporioides Penz. & Sacc. (CICY -05) , 

Corynespora cassiicola Berk. & M. A Curtis, Curvularia sp. y Fusarium spp. 
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Cuadro 3.1 Algunas especies de hongos reportadas con actividad tipo antagonista. 

Antagonista Fitopatógeno Mecanismo Referencia 

Chaetomíum globosum Macrophomína phaseolina, R. solaní Micoparasitismo, competencia Asran-Amal et al. (2010) 

Cephalosporium sp. Fusarium sotaní, Rhizoctonía solaní No reportado Li et al. (2010) 

Geotrichum sp. Phytophthora nícotíanae, F. solaní No reportado Li et al. (201 O) 

Aspergíllus nídulans, A. ochraceus Penícíllíum sp., Fusarium spp. Micoparasitismo, antibiosis, Quiroz-Sarmiento et al. (2008) 

Trichoderma spp. Rhízoctonía sp. Micoparasitismo, antibiosis, Reyes et al. (2008) 

Aspergíllus sp. Fusarium oxysporum Competencia Suárez-Estrella et al. (2007) 

Trichoderma spp. Rhízoctonía sotaní Micoparasitismo Hernández et al. (2006) 

Clonostachys rosea Botrytís cínerea Reducción de la esporulación Malina-Mercader et al. (2006) 

Aspergíllus gíganteus Botrytís cínerea Micoparasitismo, antibiosis, Moreno et al. (2003) 

Trichoderma, Glíoc/adíum sp. Attamyces sp. Micoparasitismo Ortiz y Orduz, (2000) 
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3.2 OBJETIVO ESPECÍFICO 

• Evaluar las cepas fúng icas saprófitas aisladas de dos cenotes de 

Yucatán en un ensayo de actividad antagónica contra cuatro 

hongos fitopatógenos. 

3.3 MATERIALES Y MÉTODOS 

3.4 ENSAYO DE ACTIVIDAD ANTAGÓNICA 

La actividad antagónica de los aislados saprófitos se evaluó con la metodología 

propuesta por Asran-Amal et al. (201 0) . La prueba se realizó contra los hongos 

fitopatógenos Colletrotrichum g!oeosporioides Penz. & Sacc. (CICY-05), aislado de 

Carica papaya L. ; Corynespora cassiicola Berk. & M. A. Curtis (ITC-03) de Capsicum 

anuum L. ; Curvularia sp. (ITC-01) de Zea mays y Fusarium spp. (CICY-04) de 

Lycopersicum escu/entum. 

Las cepas de hongos saprófitos y tito patógenos se cultivaron en cajas de Petri (1 O cm 

0) con PDA. A los siete días de cultivo un disco micelial del saprófito se depositó en un 

extremo de una caja de Petri (6 cm 0) conteniendo PDA. En el extremo opuesto se 

transfirió un disco con la cepa fitopatógena bajo las mismas condiciones de 

crecimiento (Fig. 3.2) . Todas las cajas se incubaron a 25 ± 2 oc, con luz continua. 

Como control negativo se utilizó un disco con micelio del fitopatógeno más un disco 

estéril de PDA al otro extremo de la caja. Como control positivo se aplicó un disco del 

micelio del fitopatógeno más un disco con medio sin hongo y con el antifúngico 

Mirage® (200 ¡JI/mi) al otro extremo de la caja. El rad io de crecimiento del micelio se 

midió al tercer y al sexto día, a partir del borde exterior del disco con el patógeno en 

dirección al borde del crecimiento del antagonista; se empleó un calibrador milimétrico 

Truper®. Todos los tratamientos se hicieron por cuadruplicado. 
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El porcentaje de inhibición del crecimiento del micelio del patógeno de cada bioensayo 

se determinó con la siguiente la fórmula: 

% Inhibición del crecimiento del micelio = (C- T) 1 C x 100 

Dónde: 

C = Crecimiento del micelio (mm) del control - (fitopatógeno sin antagonista) 

T = Crecimiento del micelio del hongo patógeno en presencia del saprófito (mm) 

Disco de agar con el 
Hongo saprófito ~ EJ Medición del radio 

del crecimiento del .L.. 
micelio de ambas ~ 
especies 

Disco de agar con el 
~ Hongo fitopatógeno 

Figura 3.2 .- Bioensayo de actividad antagónica entre hongos saprófitos y hongos fitopatógenos 

(Asran-Amal et al. , 2010). 

3.5 ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

Los datos se sometieron a una prueba t-Student comparando el crecimiento (cm) del 

micelio del fitopatógeno vs el crecimiento .(cm) del micelio del fitopatógeno en 

presencia del hongo saprófito al sexto día del cultivo, util izando el paquete estadístico 

SPSS.13.0. Todos los ensayos de contacto se realizaron por cuadruplicado. 
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3.6 RESULTADOS 

Los resultados mostraron que existen diferencias significativas (P < 0.05) entre los tratamientos y el control (Cuadro 3.2). 

Inhibición del crecimiento micelial de C. g/oeosporioides: 

Para este fitopatogeno se obtuvo una inhibición de más del 60% (Fig. 3.3) ante la presencia de las cepas saprófitas Hypocrea lixii OSN-

37 (67%) y Rhizoctonia solani OSE-73 (63%). En segundo término en un rango de 40-50% de inhibición están las cepas F. solani KE-82 

(48%), Fusarium sp. OSN-32 (48%), P. mangiferae OH-02 (46%) y aislados no identificados KSE-47 (48%) , y KH-11 (44%). 

Disco estérildePO H. ttxi O SN-37 

c. oloeo...<:potilifes C. a.'oeosporioldes (67%) C. okJeosporioides (63%) C. c:Oeot:porioides (48%) c. •osporiot:Jes ( 

Figura 3.3 Inhibición del crecimiento(%) del hongo fitopatogeno C. gloeosporioides en PDA (disco inferior) confrontado con hongos saprófitos (disco 

superior) aislados de restos vegetales de dos cenotes del estado de Yucatán, al sexto día de cultivo. 

) 
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Inhibición del crecimiento micelial de Corynespora cassiicota: 

Las cepas que provocaron una inhibición de su crecimiento, entre el 58 y 64% (Fig. 3. 4) correspondieron a R. sotaní OSE-73 (64%}, F. 

sotaní KE-82 (61%}, H. tíxii OSN-37 (61%}, KH-08 (60%}, el aislado no identificado OS-07 (58%}, con valores entre 51% y 55% 

estuvieron las cepas Fusaríum sp. OSN-54 (55%) , B. ochroteuca OE-81 (54%}, Fusaríum sp. OSN-32 (53%}, Fusaríum sp. KSN-65, 

Penícillíum sp. OSE-61 , OSE-53 con 52%, Ctonostachys sp. OE-79 y KSE-59 con 51%. El crecimiento de C. cassiicota se redujo en un 

40-50% con siete aislados (Fig. 3.4). 

isco estérftdePO R. so/aniOSE-73 H. lid OSN-3' F. sotan;KE-82 llo identlficada OS-O 

C. cassicota C. cassico '61%) C. casslccfa (61 %) C. cassioofa (58%) 

Figura 3.4 Inhibición del crecimiento(%) del hongo fitopatogeno C. cassiicola en PDA (disco inferior) confrontado con hongos saprófitos (disco 

superior) aislados de restos vegetales de dos cenotes del estado de Yucatán, al sexto día de cultivo. 
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Inhibición del crecimiento micelial de Curvularia sp: 

Por su parte, para el fitopatógeno Curvularia sp. las cepas que provocaron el mayor porcentaje de inhibición (Fig. 3.5) fueron H. lixii OSN-

37 (72%), F. so/ani OE-80 (66%), R. solani OSE-73 (63%) y P. sojae OSN-36 (60%). El crecimiento de Curvularia sp. se redujo en un 

rango de 40-50% con los siguientes ocho aislados F. meliae KSE-64 (48%), KE-85 (47%), OSE-76 (45%), F. solani KE-82 (44%), 

Fusarium sp. OSN-32 y OSE-52 con 43%, KSE-47 (41%) y KS-17 (40%). 

Disco estéril de PDA · - osN-37 F. solani OE-80 R. solani OSE-73 

CurvWB!i8 sp. ) Curvularia sp. (66%) Ctlfi;U/ana so. (63%) 

Figura 3.5 Inhibición del crecimiento (%) del hongo fitopatogeno Curvularia sp. en PDA (disco inferior) confrontado con hongos saprófitos (disco 

superior) aislados de restos vegetales de dos cenotes del estado de Yucatán, al sexto día de cultivo. 
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Inhibición del crecimiento micelial de Fusarium sp: 

Para Fusarium spp. las cepas que provocaron el mayor porcentaje de inhibición (Fig. 3.6) fueron H. lixii OSN-37 (77%), R. so/ani OSE-73 

(55%). El crecimiento de Fusarium spp. se redujo en un 40-50% con 11 aislados entre los que destacan OSE-53 (49%), F. solani KE-82, 

OS-07, OSE-41 y KE-85 con 47%, F. so/ani OSN-54 (45%), B. ochroleuca OE-81 y OH2-27 (42%), Fusarium sp. OSN-32 y KSE-47 con 

40%. 

Disoo estérlde PD -,37 soi8Jli OSE-73 o id entii cada O SE-53 • s-oraníKE-82 

FusariUm sp p . ) . (49'l.~) FusarftJm sp p. 

Figura 3.6 Inhibición del crecimiento(%) del hongo fitopatogeno Fusarium spp. en PDA (disco inferior) confrontado con hongos saprófitos (disco 

superior) aislados de restos vegetales de dos cenotes del estado de Yucatán, al sexto día de cultivo. 

·) 
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Col/etotrichum gloeosporioides fue el hongo fitopatógeno que presentó el menor grado 

de inhibición ante las confrontaciones. 

Por su parte, la cepa patogénica Fusarium spp. fue inhibida en la confrontación por 

tres aislamientos saprófitos: H. lixii OSN-37, R. solani OSE-73 y P. mangiferae OH-02. 

El fitopatógeno Curvularia sp. presentó inhibición ante cuatro cepas: H lixii OSN-37, F. 

solani OE-80, P. sojae OSN-36 y P. mangiferae OH-02. La especie C. cassiicola fue la 

que presentó mayor sensibilidad ante la mayoría de los hongos saprófitos al ser 

inhibida en más de un 50% por 16 de las cepas confrontadas (Cuadro 3.2). 
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Datos correspondientes al sexto día de crecimiento en medio de cultivo PDA. 

Inhibición del crecimiento del micelio(%) 

Especie Clave Cenote C. cassícota C. gtoeosporíoídes Curvutaría sp. Fusaríum spp. 

Bíonectría ochroteuca* OE-81 1 54 e 26 e 23 e 42 e 

Ctonostachys sp. OE-79 1 51 e 33 e 20 e 28 e 

Fomítopsís metíae* KSE-64 2 37 e 5 e 48 e 23 e 

Fusaríum sotani* OS N-54 1 55 e 33 e 26 e 45 e 

Fusaríum sotaní* OE-80 1 50 e 38 e 66 e 37 e 

Fusaríum sotaní* KE-82 2 61 e 48 e 44 e 47 e 

Fusaríum sp. OH-04 1 46 e 11 e 14 e 40 e 

Fusaríum sp. KS-15 2 38 e 31 e 12 b 29 e 

Fusaríum sp. OSN-32 1 53 e 48 e 43 e 40 e 

Fusarium sp. KSN-65 2 52 e 25 e 30 e 37 e 

Hypocrea lixii* OSN-37 1 61 e 67 e 72 e 77 e 

Monodíctys sp. OSE-75 1 32 e 3 e -1 19 e 

Penícíllium sp. OSE-61 1 52 e 13 e 25 e 34 e 

Penícíllium sp. KE-83 2 23 e -9 e 36 e 37 e 

Pestatotíopsís mangíferae* OH-02 1 59 e 46 e 51 e 59 e 
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Pseudorobíllarda sojae* OSN-36 1 33 e 1 e 60 e 29 e 

Rhizoctonia solani* OSE-73 1 64 e 63 e 63 e 55 e 

Scopulariopsis sp. KS-18 2 42 e 35 e 24 e 25 e 

N.l OR-05 1 25 e 2 e 24 e 20 e 

N.l OS-07 1 58 e 34 e 36 e 47 e 

N.l KH-08 2 60 e 17 e 26 e 38 e 

N.l KH-11 2 39 e 44 e 7 a 25 e 

N.l KH-13 2 26 e -2 e 26 e 23 e 

N.l KS-17 2 21 e 8 e 40 e 30 e 

N.l KS-19 2 38 e 24 e 25 e 38 e 

N.l OH2-22 1 30 e 5 e 2 30 e 

N.l OH2-23 1 30 e 9 e 16 e 31 e 

N.l OH2-27 1 30 e 14 e . 9 a 42 e 

N.l OSN-35 1 44 e 39 e -17 e 35 e 

N.l OSN-38 1 39 e O e 23 e 25 e 

N.l OSE-41 1 32 e 13 e 30 e 47 e 

N.l OSE-43 1 46 e 25 e 10 a 29 e 

N.l KSE-47 2 58 e 48 e 41 e 40 e 

N.l OSE-52 1 36 e 23 e 43 e 34 e 

N.l* OSE-53 1 52 e . 39 e 35 e 49 e 

N.l OS N-55 1 43 e 10 e 21 e 28 e 

N.l KSE-59 2 51 e 16 e 27 e 29 e 

N.l OSE-74 1 20 e 16 e 15 e 15 b 

N. l OSE-76 1 32 e 8 e 45 e 35 e 
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N.l OSN-78 1 

N.l KE-85 2 

Control positivo 

Control negativo 

37 e 17 e 

48 e 24 e 

80 e 77 e 

o o 

9 a 

47 e 

67 e 

o 

32 e 

47 e 

76 e 

o 

Valores en las columnas con diferentes letras presentas diferencias (t-Student): a) significativas (P < 0.05} , b) muy significativas (P < 0.01), e) 
altamente significativas (P < 0.001). 
N.l = No identificada. Control positivo fitopatógeno + disco estéril de PDA con antifúngico. * Se realizó análisis molecular 
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3.3 DISCUSIÓN 

La selección de hongos aplicando el método in vitro para detectar actividad 

antagónica, proporciona información confiable de la supresión de la actividad de los 

organismos que potencialmente pueden ser llevados a campo y permite determinar en 

condiciones controladas su actividad contra patógenos de importancia agrícola 

(Delgado y Vázquez, 201 O; Peng y Sutton, 1991 ). 

En el presente trabajo se detectaron 17 aislados (41 %) fueron capaces de inhibir el 

crecimiento a un grado :::: 50% contra al menos uno de los cuatro fitopatógenos 

evaluados. En los resultados resalta el aislado correspondiente a la cepa H. lixii OSN-

37, la cual presentó la mayor actividad antagónica contra los cuatro fitopatógenos, 

seguido de las cepas R. solani OSE-73, F. solani OE-80 y P. mangiferae OH-02, estos 

tres últimos inhibieron a tres de los patógenos confrontados . 

En algunas cepas se detectó competencia por sustrato. Esta se basa en la respuesta 

de dos o más organismos ante el aprovechamiento de un mismo requerimiento (como 

espacio y nutrimentos) de disponibilidad limitada (Zivkovié et al., 2010) . Este 

mecanismo se detectó en las cepas que generalmente inhibieron el crecimiento de los 

hongos fitopatógenos en más del 50% tales como R. solani OSE-73, H. lixii OSN-37 y 

P. sojae OSN-36 en las cuales se observó un mayor velocidad de crecimiento del 

micelio, presentándose incluso un sobrecrecimiento (Bertrand et al., 2013) . Esto pudo 

deberse a un eficaz aprovechamiento de los nutrientes del medio de cultivo, que 

permitió cubrir un área mayor de la superficie del medio, lo que generó una inhibición 

del crecimiento de las cepas confrontadas por falta de espacio disponible. 

Otro mecanismo detectado correspondió a la antibiosis, el cual se visualizó claramente 

en los confrontamientos con F. solani OE-80 y P. mangiferae OH-02 mediante la 

formación de un halo de inhibición. Entre los hongos confrontados (fitopatógeno­

saprófito) el mecanismo de la antibiosis puede involucrar diversos compuestos de 

bajo peso molecular volátiles y no volátiles, antibióticos y péptidos difusibles en el 

medio que inhiben el crecimiento de otros microorganismos (Benítez et al., 2004), 

como por ejemplo: a) trichodermina, metabolito secundario obtenido del género 

Trichoderma (Dennis y Webster, 1971 ), b) gliovirina y gliotoxina obtenidas de 

Gliocladium virens, (Howell y Stipanovic, 1995) y e) los compuestos furánicos 
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antimicrobianos como la 6-pentil-pirona sintetizada por Fusarium graminearum 

(Cooney et al., 2001 ). Incluso !a inhibición del crecimiento por antibiosis también 

pudiera deberse a la producción y secreción de diversas enzimas como amilasa, 

caseinasas, lacasas, peroxidasas, endoglucanasas y exoglucanasas y un posible 

efecto concomitante (Yuen et al. , 1999). 

De manera general , los efectos en la inhibición del crecimiento de los hongos 

fitopatógenos en presencia de las cepas saprófitas pudieran estar relacionados 

también con el micoparasitismo, característica ya reportada para el género 

Trichoderma. Los aislados de H. lixii OSN-37 y probablemente con R. sotaní OSE-73 y 

P. sojae OSN-36 presentaron este mecanismo. Se considera que el micoparasitismo 

puede estar regulado por la producción de diversas enzimas, como la quitinasa, ~­

glucanasa, celulasas y proteasas (Harman, 2006; Goldman et al. , 1994; Zivkovié et al., 

201 O) . En sus estudios sobre la actividad antagónica de 13 cepas de Trichoderma spp. 

contra el patógeno Rhizoctonia sp. Reyes et al., (2008) mencionan que estas enzimas 

provocan un aumento del tamaño celular por la desorganización de la célula, 

retracción y ruptura de la membrana plasmática, así como su alteración y distorsión, 

hasta la posterior lisis celular, estos eventos debilitan las células fúngicas y favorecen 

la colonización masiva del hospedante. Estas características de cambios morfológicos 

en diversas estructuras fúngicas han sido reportadas en especies saprófitas y 

parásitas como Ascochyta sp. Cepha/osporium sp., Melasmaia sp. Phyl/osticta sp., 

(Hai-Yan et al., 201 0) , Aspergillus (Quiroz-Sarmiento et al., 2008; Suárez-Estrella et 

al., 2007), Botrytis cinerea (Moreno et al., 2003), C/adosporium, C!onostachys, 

G/ioc/adium yTrichoderma (Ortiz y Orduz, 2000) , Pencillium (Malina-Mercader et al., 

2006), Phialophora y Pythium (Whipps y Lumsden, 2001) y Sc/erotinia sc/erotiorum 

(Áivarez-Castellanos et al., 2001). 

La especie H. lixii OSN-37, provocó la mayor inhibición micelial en los cuatro hongos 

fitopatógenos evaluados, se ha comprobado que el género Hypocrea corresponde a la 

fase sexual de muchas especies del género anamorfo Trichoderma , dentro del cual se 

han documentado diversas cepas con importantes propiedades antagónicas, por lo 

que son consideradas como agente de biocontrol (Asran-Amal et al., 2010; García et 

al., 2006; Ehteshamul y Ghaffar, 1992). En algunas epécies del género Trichoderma 

se han reportado mecanismos fisiológicos y/o bioquímicos como la liberación de 

metabolitos secundarios volátiles y no volátiles para debilitar a los fitopatógenos 
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(Vinale et al., 2006; Ait-Lahsen et al., 2001 ). Este género tiene amplia distribución, se 

han descrito alrededor de 220 especies (www. indexfungorum.org .); en Yucatán es el 

primer reporte de esta especie con actividad antagónica. 

En este estudio se resalta la importancia que tendría el conocimiento de los diversos 

mecanismos de acción que pueden presentar los hongos saprófitos de la Pen ínsula de 

Yucatán como plataforma para evaluar su potencial aplicación como agentes de 

control biológico en la agricultura. La utilización de consorcios biológ icos en el control 

de enfermedades es una opción altamente viable, pero habría que considerar y 

evaluar el impacto ambiental , persistencia en el suelo, cond iciones ambientales 

adversas, organismos introducidos a nuevos agroecosistemas, mecanismos de 

defensa de los patógenos debido a que hay un conocimiento escaso del probable 

impacto ecológ ico de los consorcios biológicos (Duffy et al. , 2003) . Por lo tanto, es 

muy importante contar con cepas nativas para preparar los formulados para reg ión. El 

control biológ ico de patógenos de plantas es una alternativa ecológ icamente amigable 

que puede disminuir el daño causado al ambiente por la apl icación de plaguicidas 

sintéticos (Aiwathnan i et al., 201 2). 
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VI. CONCLUSIONES 

• Entre los 41 micromicetos evaluados en los ensayos de actividad 

antagónica en cultivos duales, 15 mostraron propiedades antagónicas 

con una significativa intensidad de inhibición entre 50-60%, contra al 

menos uno de los fitopatógenos. 

• Tres cepas aisladas de los dos cenotes en estudio demostraron la 

capacidad de inhibir el crecimiento de tres o más hongos fitopatógenos, 

las cuales correspondieron a Hypocrea lixii OSN-37, Rhizoctonia solani 

OSE-73 y Pestalotiopsis mangiferae OH-02. 

• Con esto se demuestra que algunos micromicetos que habitan en los 

restos vegetales de los cenotes poseen la característica de limitar el 

crecimiento de hongos fitopatógenos al ser confrontados. 
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RESUMEN 

Un total de 49 cepas fúngicas aisladas de hojarasca sumergida en dos cenotes de la 

península de Yucatán se cultivaron en arroz fermentado y se obtuvieron sus respectivos 

extractos orgánicos macerados en acetato de etilo (EAE) y metano! (EM). Todos los 

extractos se evaluaron contra los hongos fitopatógenos Alternaria chrysanthemi, 

Colletotrichum gloeosporioides, Mycosphaerella fzjiensis y las bacterias Erwinia 

carotovora y Xanthomonas cam]!estris, utilizando ensayos de microdilución. El 82% de 

los extractos fúngicos mostraron antimicrobiana, ya sea antifungica o antibacteriana 

(2,000 ¡..tg/ml y 200 ¡..tg/ml, respectivamente) contra al menos uno de los patógenos 

evaluados. Penicillium sp. OSE-61, Rhizoctonia solani OSE-73, Fusarium sp. OH2-30 e 

Hypocrea lixii. OSN-37 tuvieron actividad contra al menos tres de los cinco 

fitopatógenos evaluados. Los EAE y EM de Fusariun solani OE-80 presentaron 

actividad inhibitoria contra X campes tris (~ 25 ¡..tg/ml); los extractos más activos 

correspondieron a los de EAE de Penicillium sp. OSE-61 contra A. chrysanthemi (~ 500 

¡..tg/ml), Fusarium KS-15 e H. lixii OSN-37 contra X campestris (~ 25¡..tg/ml), esta 

última cepa también tuvo buen efecto en C. gloeosporioides y M fzjiensis (1 000 ¡..tg/ml). 

Esta investigación contribuye a enriquecer el escaso conocimiento sobre la actividad 

biológica de hongos anamórficos nativos de los cenotes de Yucatán y su potencial uso 

en aplicaciones biotecnológicas en la agricultura. 

Palabras clave: Cenotes, Extractos fúngicos, Fusarium, Hypocrea, micromicetos. 
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Introducción 

Actualmente es necesario reducir la aplicación de plaguicidas sintéticos en la agricultura 

y evitar el colapso de ecosistemas que eventualmente degrada el bienestar de la 

población humana. Estos eventos han llevado a la búsqueda de alternativas amigables 

con el ambiente, como el uso de productos de origen natural, que permiten un desarrollo 

sostenible en la actividad agrícola. En la búsqueda de estas alternativas, los 

microorganismos representan una fuente abundante de compuestos novedosos, con 

diversas propiedades biológicas (Cantrell et al., 2012; Demain y Sanchez, 2009; 

Newman, 2012). Actualmente se encuentran patentes de extractos fúngicos como el de 

Colletotrichum dematium con actividad inmunosupresora y antifúngica contra Botrytis 

cinerea, Sclerotinia sclerotíorum y Rhízoctonia (Strobel et al., 2011). Las 

investigaciones en este campo continúan para incrementar las opciones de productos 

naturales efectivas en el control de enfermedades agrícolas. 

En particular, en la Península de Yucatán se han aislado micromicetos cuyos extractos y 

compuestos puros poseen efecto antifúngico. Entre éstos se encuentra Muscodor 

yucatanensis, un endófito de las hojas de Bursera simaruba, que libera compuestos 

orgánicos volátiles con efectos antifúngicos contra Alternaría solani, Guignardia 

mangifera, Colletotríchum sp., Phomopsís sp., Phytophthora capsící, Phytophthora 

parasítica y Rhízoctonía sp; otro ejemplo es Edenía gomezpompae que produce 

preusomerina EG 1 y preusomerina EG2, ambos inhiben a los hongos Colletotríchum sp. 

y Phomopsís sp. (Macías-Rubalcava et al. , 2008; 2010). 

En nuestro grupo de investigacion se han realizado estudios exploratorios enfocados a la 

detección de micromicetos en áreas tropicales del sureste de México, con la capacidad 

de controlar fitopatógenos de importancia agrícola. Entre estos se han detectado a las 

cepas Beltranía rhombíca TH26, Fusaríum sp. XH1 Ga y varios aislamientos no 

identificados (TA53, TH34, 2TA2, 2TA6, 2TS6, 2XA7) con actividad contra los 

hongos Alternaría tagetíca, Colletotríchum gloeosporíoídes, Fusaríum oxysporum y 

varias bacterias zoo y fitopatógenas (Gamboa-Angulo et al., 2012; Reyes-Estebanez et 

al. 2011). Debido a la evidente actividad biológica de los extractos fúngicos se continúo 

con esta búsqueda. En el presente trabajo el objetivo se dirigió a la obtención de los 

extractos orgánicos en acetato de etilo y metano! de 49 cepas fúngicas obtenidas de dos 
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cenotes del estado de Yucatán, y su evaluación contra los hongos fitopatógenos 

Alternaría chrysanthemi, C. glomsporioides, Mycosphaerella fijiensis, y las bacterias 

Erwinia carotovora y Xanthomonas campestris, finalmente los extractos mas activos se 

fraccionaron por partición y se determinaron sus concentraciones mínimas inhibitorias 

(MIC, por sus siglas en inglés), pues algunos mostraron actividad inhibitoria 

comparativa a un producto antifúngico comercial. 

Materiales y métodos 

Hongos saprófitos 

Las especies fúngicas se aislaron de hojarasca sumergida en los cenotes Kikal y Oxola 

del municipio de Homún, Yucatán y se encuentran depositadas en el cepario del Centro 

de Investigación Científica de Yucatán, A.C. Mérida, Yucatán, México. 

Cultivo de los hongos saprófitos y extracción orgánica 

Se inoculó arroz fermentado con una suspensión de esporas (1 x 105 esporas/m!) de 

cepa correspondiente y se incubaron a 25 oc ±2 con fotoperiodo de 12112 horas de 

luz/oscuridad (Sornan et al., 2001). A los 40 días de cultivo se congelaron y liofilizaron. 

Posteriormente, los cultivos se molieron y las extracciones se realizaron por maceración 

a temperatura ambiente (24 horas 3 x) y posteriormente con metano! bajo las mismas 

condiciones. Los disolventes se eliminaron en un evaporador rotatorio a 40 oc bajo 

presión reducida, obteniendose los extractos orgánicos secos de acetato de etilo (EAE) y 

metano! (EM) de cada cepa. 

Los extractos de acetato de etilo que presentaron actividad antifúngica se particionaron 

en hexano-acetonitrilo (3 x, 2:1, 1:1, 1:1 ). Los disolventes se eliminaron en un 

evaporador rotatorio a 40 oc bajo presión reducida, obteniéndose los correspondientes 

extractos hexánicos (A) y de acetonitrilo (B), y en la mayor parte de los casos un 

precipiatado soluble en metano! (C). 

Identificación molecular de los hongos 

Las especies de hongos cuyos extractos mostraron actividad antifúngica se sometieron a 

análisis molecular para su ide:1.tificación taxonómica siguiendo la técnica descrita 

previamente por Reyes-Estebanez et al. (2011). Las secuencias se compararon en las 

bases de datos públicas (GenBank (http: //www.ncbi.nlm.nih.gov). 
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Fitopatógenos evaluados 

Los extractos orgánicos se evaluaron contra los hongos Alternaría chrysanthemi 

(CICY004), Colletotrichum gloeosporioides (CICY005), Mycosphaerella fzjiensis 

(CI233), las bacterias Erwinia carotovora (ATCC138) y Xanthomonas campestris 

(ATCC10547). 

Evaluación antimicrobiana por el método de microdilución en placa 

Hongos fltopatógenos 

El ensayo se realizó en microplacas de 96 pozos, siguiendo la técnica modificada de 

Andrews (2001). Los extractos orgánicos fúngicos se disolvieron en dimetilsulfóxido 

(DMSO) a una concentración de 40 ¡..tg/ml. A todos los pozos se le adicionaron 90 ¡..tl de 

medio RPMI 1640 (Roswell Par k Memorial Institute) y 1 O ¡..tl de los extractos fúngicos a 

evaluar ( 40 ¡..tg/¡..tl). Finalmente, todos los pozos se inocularon con 100 ¡..tl de la 

suspensión de esporas del hongo fitopatógeno: A. chrysanthemi 2.5x104
, C. 

gloeosporioides 1 x1 05
, M fijiensis 5 x 104 para obtener un volumen final de 200 ¡..tl, con 

una concentración final de 2,000 ¡..tg/ml del extracto fúngico y 5% del DMSO. Como 

control de crecimiento (control negativo) se utilizó el medio RPMI-1640, el 

fitopatógeno y DMSO al 5%; y como control de inhibición del crecimiento (control 

positivo) DMSO al 40%, Mirage (200 ¡..tllml) y Neomicol al 0.15% para A. 

chrysanthemi, C. gloeosporioides y M fijiensis, respectivamente. Todas las pruebas se 

realizaron por triplicado. Las microplacas se incubaron por 96 horas a 26 oc y 12/12 

horas de luz/obscuridad. 

Las fracciones hexanánicas y de acetonitrilo obtenidas de la partición de los EAC y los 

EM se evaluaron a una concentración fmal de 1 ,000, 500 y 250 ¡..tg/ml de la muestra y a 

2.5, 1.25, 0.62 % de DMSO. Las lecturas se realizaron de manera visual mediante la 

escala numérica establecida por el Comité Nacional para Estándares de Laboratorio 

Clínico (NCCLS, 2002) y se reportan como inhibición del crecimiento (IC). 

Bacterias fltopatógenas 

E. carotovora y X campestris se inocularon en Caldo Müeller-Hinton (CMH) y se 

incubaron a 37 oc por 24 horas. Los cultivos se ajustaron en CMH por comparación 

visual con el tubo 0.5 del nefelómetro de McFarland a una concentración final 
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aproximada de 5 x 106 ufc/m l. Los extractos fúngicos evaluados se disolvieron en 

DMSO a una concentración de 4 ¡..tg/ml. A todos los pozos se le adicionaron 90 ¡.ti de 

medio CMH estéril y 1 O ¡.ti de los extractos activos ( 40 ~Lg). Posteriormente, se 

inocularon con 100 ¡.ti de la suspensión de la bacteria patógena; la concentración fmal 

del extracto fúngico fue de 200 ¡..tg/ml y 0.5% de DMSO. Como control negativo se 

utilizó DMSO (5¡..tl) y como control positivo amikacina (5 ¡..tg). Los ensayos se 

realizaron por triplicado y se incubaron por 18 horas a 3 7 oc para ambas bacterias. 

Las fracciones hexánicas, acetonitrilo y Jos EM activos se evaluaron empleando 100, 50 

y 25 ¡..tg/ml del extracto y de 2.5, 1.25, 0.62% de DMSO. Las lecturas se realizaron de 

manera visual mediante la escala numérica establecida por el Comité Nacional para 

Estándares de Laboratorio ClínL:o (NCCLS, 2002) y se reportan como inhibición del 

crecimiento (IC). 

A las 24 horas de incubación se adicionó a cada pozo 50 ¡.ti de 2,3,5-cloruro de trifenil 

tetrazolio (TTC) al 1%. La ausencia de color indicó inhibición del crecimiento; la 

lectura se realizó de manera visual. 

La concentración más baja a la que no se encontró crecimiento microbiano se le 

consideró la concentración mínima inhibitoria bactericida (CMI). 

A las 24 horas de incubación, una alícuota de cada pozo que no presentó crecimiento, es 

decir, sin coloración después de aplicar el TTC, se transfirió a cajas de TSA y se incubó 

a 37°C. A las 24 horas se verificó la presencia o ausencia de crecimiento (Taylor et al., 

1983). En el caso de ausencia de crecimiento se le consideró efecto bactericida; si se 

observó crecimiento el efecto se clasificó como bacteriostático. 

Resultados 

Un total de 98 extractos fúngicos se evaluaron, 49 de acetato de etilo y 49 de metano!, 

entre Jos cuales el 69% mostraron efecto antimicrobiano (% IC :::=: 50) contra al menos 

uno de los patógenos evaluados (Cuadro 4.1). El hongo fitopatógeno más sensible 

corrspondió a A. chrysanthemi, el cual detuvó su crecimiento ante 42 extractos. Entre 

estos, los que ocasionaron la mayor inhibición en un 75% correspondieron a los dos 

extractos de Fusarium sp. OH2-30, los EM de Scopulariopsis sp. KS-18, y las cepas no 
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identificadas KR-14 y OSE-43 (Cuadro 4.1). La cepa M fzjiensis se inhibió ante siete 

extractos, donde el más efectivo correspondió al EM de Penicillium sp. OSE-61 (IC = 

75%). Para C. gloeosporioides, seis extractos demostraron su capacidad para afectarlo 

(IC =50%). Entre las dos bacterias evaluadas, E. carotovora mostró más resistencia, ya 

que solo seis extractos inhibieron su crecimiento en un 75%. En contraste, 17 extractos 

inhbieron totalmente el crecimiento de X campestris (IC = 100%), de los cuales cinco 

con efecto bacteriostático. En general, la cepas Fusarium sp. OH2-30, Hypocrea lixii 

OSN-37, Penicillium sp. OSE-61, Penicillium sp. KE-83 demostran la capacidad para 

inhbibir a tres o más fitopatóg~nos. En particular, los dos extractos de Rhizotocnia 

solani OSE-73 inhibieron (IC =50%) contra A. chrysanthemi y C. gloeosporioide. los 

EAE de Fomitopsis meliae KSE-64 y Penicillium sp. KE-83 exhibieron los más altos 

efectos inhibitorios contra las dos bacterias evaluadas. (Cuadro4.1). 

Con estos resultados se seleccionaron los EAE más promisorios y se sometieron a una 

partición con disolventes de polaridad ascendente, obteniéndose tres fracciones, a las 

cuales se les determinó la concentración mínima inhibitoria (MIC, por sus siglas en 

inglés). Contrario a lo esperado, solo la fracción B de Penicillium sp. OSE-61 inhibió a 

A. chrysanthemi con una MIC de 500 Jlg/ml. Por otra parte, las fracciones B de H. lixii 

OSE 37 y de Fusarium OH2-30 mostraron efectividad en el crecimiento de C. 

gloeosporoides (MIC = 1,000 Jlg/ml para ambas). La fracción B de H. lixii OSE-37 fue 

la única capaz de inhibir a M fijiensis (MIC = 1,000 Jlg/ml). Todos los extractos antes 

mencionados tuvieron efecto fungistático sobre las cepas blanco. La bacteria E. 

carotovora se inhibió totalmente ante los EM F. solani OE-80 e H. lixii OSN-37 (MIC 

= 100 y 50 Jlg/ml, respectivame.'lte); y para X campestris las fracciones A y B de F. 

solani OE-80 (MIC :::; 25 Jlg/ml), Fusarium sp. KS-15 (A, MIC :::; 25 Jlg/ml) e H. lixii 

OSN-37 (By C:::; y 50 Jlg/ml). El efecto bactericida contra X campestris se observó con 

seis muestras, siendo el mas efectivo la fracción A de Fusarium sp. KS-15 (Tablas 4.2). 

Discusión 

Más del 50% de los extractos orgánicos evaluados mostraron actividad antimicrobiana 

contra al menos uno de los fitopatógenos estudiados. El efecto inhibitorio de los 

extractos fúngicos se detectó con mayor frecuencia contra los hongos patógenos ( 47%) 
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que contra las bacterias (Tabla 4.1 ). Las únicas cepas con efectos antimicrobianos de 

amplio espectro detectadas en este estudio correspondieron a las cepas de H. lixii OSE 

37 y Penicillium sp. OSE-61. 

El género Hypocrea, estado sexual (teolomorfo) de Trichoderma (Druzhinina et al., 

2011) son comúnmente aislados como hongos saprófitos en tierra y crecen 

frecuentemente en madera, a~mque se encuentran en innumerables sustratos, 

demostrando su alto potencial oportunista y adaptabilidad a diferentes condiciones 

ecológicas (Klein y Eveleigh, 1998; Jaklitsch, 2011). El género Trichoderma es 

prolífico en metabolitos secundarios, con más de 100 compuestos reportados (Reino et 

al., 2008; Sivasithamparam y Ghisalberti, 1998), que incluyen moléculas de bajo peso 

molecular como pironas, terpenoides, esteroides y policétidos y péptidos no ribosomales 

como la epipolitiodioxopiperazinas y sideróforos (Mukherjee et al., 2012). 

Adicionalmente, son prolíficos productores de un sub producto de peptaibióticos, 

conocidos como peptaiboles (pequeños péptidos de origen no ribosomal con presencia 

de aminoácidos no comunes), con más de 700 secuencias de peptaiboles conocidas de 

Trichoderma/Hypocrea, algunos de estos son ecológicamente y comercialmente 

importantes debido a su actividad antimicrobiana y propiedades anti-cancerígenas 

(Degenkolb et al., 2008). Del género Hypocrea se ha obtenido actividad antimicrobiana 

contra Staphylococcus aureus y F. oxysporum (Gogoi et al., 2008) y de los extractos de 

acetato de etilo se han obtenido compuestos con actividad antifúngica contra 

Aspergillusflavus IMI 242684 (Jantarach y Thanaboripat, 2010). 

La actividad reportada de estas especies debido a sus metabolitos secundarios está 

fuertemente relacionada a las condiciones de cultivo; estas mismas especies no pueden 

llegar a presentar las mismas características de actividad, ya que la biosíntesis de 

metabolitos secundarios está directamente influenciada por las condiciones de cultivo 

(Demain, 1999; Feng y Leonard, 1998). 

En estudios previos, la cepa de H. lixii OSE 37 se determinó el efecto antagonista, como 

otra alternativa para el control de los fitopatógenos, contra C. gloeosporioides, 

Corynespora cassiicola, Curvularia sp. y Fusarium spp. No obstante las ventajas que 

ofrece el control biológico, en ocasiones su más seria desventaja es que generalmente no 

equivale al control químico (Guetsky et al., 2001). Para superar esta problemática se 
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utiliza una combinación de agentes químicos (en bajas dosis) y control biológico 

(Alamri et al., 2012); el uso combinado del control biológico y de los fungicidas es 

atractivo debido a la posibilidad de un efecto sinérgico o aditivo contra los 

microorganismos, aunque en ocaóones pudiera ser antagónicos. 

También destacan la actividad de varias cepas del género Fusarium con buen efecto 

contra bacterias y hongos (Cuadro 4.2). El género Fusarium se encuentra en la 

naturaleza como endófito, saprobio y parásito. Análisis filogenéticos revelan que 

ancestros saprófitos coexisten con especies patógenas (Barik et al., 201 O; Teetorbarsch 

and Roberts, 1983). Es un género taxonómicamente complejo y su identificación precisa 

requiere de una adecuada diferenciación morfológica y análisis filogenéticos 

(Summerell et al., 201 0). En especial F. solani puede colonizar una gran variedad de 

nichos, incluso ambientes extremos (Scully et al., 2012). De F. solani se han reportado 

compuestos como podofilotoxina, compuesto utilizado en la preparación de drogas 

semi-sintéticas antitumorales (Nadeem et al., 2012), el compuesto 1-tetradeceno, 8-

octadecanona, 8-pentadecanona, octilciclohexano y 1 0-nonadecanona, con actividad 

antifúngica y antimicrobiana contra patógenos clínicos (Tayung et al., 2011); también la 

producción de metabolitos anticancerígenos como el paclitaxel (Chakravarthi et al., 

2008, Li et al., 2005). 

Los resultados de este trabajo son una evidencia del potencial biotecnológico de los 

extractos de hongos que crecen en los cenotes de Yucatán, asimismo marcan la pauta 

para seguir explorando en dicho nicho y aislando una mayor cantidad de 

microorganismos con la fmalidad de seguir probando su actividad contra 

microorganismos patógenos y así en un futuro contribuir a la solución de problemas 

tangibles en el sector agrícola. Paralelamente la efectividad probada de los extractos 

permitirá continuar con la investigación hasta la obtención de perfiles químicos y la 

identificación estructural de los principios activos. 
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Cuadro 4.1. Porcentaje de inhibición del crecimiento de hongos (2,000 ¡.tg/ml) y bacterias (200 ¡.tg/ml) fitopatógenas causado por los extractos orgánicos de AcOEt y 
MeOH de hongos saprofitos aislados de cenotes de la Península de Yucatán. 

lnhibicion de la germinacion micelial y crecimiento bacteriano (%} 

Genero/especie Disolvente A. chrysanthemi C. g/oeosporioides M. fijiensis E. carotovora X. campestris 

(2,000 ¡.¡g/ml) (2,000 ¡.¡g/ml) (2,000 ¡.¡g/ml) (200 ¡.¡g/ml) (200 ¡.¡g/ml) 

Aspergillus sp. OH-03 AcOEt o o o o 75 

Me OH o o o o o 
Bionectria ochrofeuca OE-81 AcOEt o o o o 100** 

Me OH o o o o 75 

Cfadosporium sp. KH-09 AcOEt 50 o 50 o o 
Me OH 50 o 50 o o 

Clonostachys sp. OE-79 AcOEt 50 o o o o 
Me OH 50 o o o o 

Fomitopsis mefiae KSE-64 AcOEt o o o 75 100** 

Me OH o o o 75 o 
Fusarium sofani OSN-54 AcOEt 50 o o o o 

Me OH 50 o o o o 
Fusarium sofani OE-80 AcOEt o o o o 100** 

MeOH o o o o 100*** 

Fusarium sofani KE-82 AcOEt 50 o o o o 
Me OH 50 o o o o 

Fusarium sp. OH-04 AcOEt o o o o 75 

Me OH o o o o o 
Fusarium sp. KS-15 AcOEt o o o o 100** 

Me OH o o o 75 o 
Fusarium sp. OH2-28 AcOEt 50 o o o o 
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MeOH 50 o o o o 
Fusarium sp. OH2-30 AcOEt 75 50 o o 100** 

MeOH 75 o o o 100** 

Fusarium sp. OSN-32 AcOEt o o o o o 
Me OH o o o o o 

Fusarium sp. KSN-65 AcOEt 50 o o o o 
MeOH 50 o o o o 

Hypocrea liixi OSN-37 AcOEt o 50 50 o 100** 

MeOH o 25 25 o 100*** 

Monodictys sp. OSE-75 AcOEt o o o o o 
MeOH o o o o o 

Penicillium sp. OSE-61 AcOEt 50 50 o o o 
MeOH 50 50 75 o 100** 

Penicillium sp. KE-83 AcOEt o o 50 75 100** 

MeOH o o 50 o 100** 

Pestalotiopsis mangiferae OH-02 AcOEt o o o o o 
MeOH o o o o o 

Pseudorobillarda sojae OSN-36 AcOEt o o o o o 
MeOH o o o o 100*** 

Rhizoctonia sotaní OSE-73 AcOEt 50 50 o o o 
Me OH 50 50 o o o 

Scopulariopsis sp. KS-18 AcOEt 50 o o o o 
MeOH 75 o o o o 

No identificada OR-05 AcOEt o o o o o 
Me OH o o o · o o 

No identificada OS-07 AcOEt o o o o o 
Me OH o o o o o 

No identificada KH-08 AcOEt o o o o 75 
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Me OH o o o o o 
No identificada KH-1 O AcOEt o o o o o 

Me OH o o o o o 
No identificada KH-11 AcOEt 50 o o o o 

Me OH 50 o o o o 
No identificada KH-13 AcOEt o o o o o 

MeOH o o o o o 
No identificada KR-14 AcOEt 50 o o o o 

MeOH 75 o o o o 
No identificada KS-17 AcOEt o o o o o 

MeOH o o o o o 
No identificada KS-19 AcOEt 50 o o o o 

MeOH 50 o o o o 
No identificada OH2-22 AcOEt o o o 75 o 

Me OH o o o o o 
No identificada OH2-23 AcOEt o o o o 75 

MeOH o o o o 75 

No identificada OH2-27 AcOEt o o o o o 
Me OH o o o o 50 

No identificada OSN-33 AcOEt o o o o 75 

Me OH o o o o 75 

No identificada OSN-35 AcOEt o o o o o 
Me OH o o o o o 

No identificada OSN-38 AcOEt 50 o o o o 
Me OH 50 o o o 100*** 

No identificada OSE-41 AcOEt o o o o o 
Me OH o o o o o 

No identificada OSE-43 AcOEt 50 o o o o 
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Me OH 75 o o o o 
No identificada KSE-45 AcOEt o o o o 75 

Me OH o o o o 75 

No identificada KSE-47 AcOEt o o o o 75 

Me OH o o o o 75 

No identificada OSE-52 AcOEt 50 o o o o 
Me OH 50 o o o o 

No identificada OSE-53 AcOEt 50 o o o 100*** 

MeOH 50 o o o o 
No identificada OSN-55 AcOEt 50 o o o o 

Me OH 50 n o o o 
No identificada KSE-59 AcOEt 50 o o o o 

Me OH 50 o o o o 
No identificada KSE-62 AcOEt 50 o o o o 

Me OH 50 o o o o 
No identificada OSE-76 AcOEt 50 o o o o 

Me OH 50 o o o o 
No identificada OSN-78 AcOEt o o o o 100** 

Me OH o o o o 100** 

No identificada KE-85 AcOEt o o o o o 
Me OH o o o 75 o 
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Cuadro 4.2 Concentración mínima inhibitoria contra hongos y bacterias fitopatógenos de los extractos fúngicos, obtenidos de hongos saprofitos aislados de cenotes de 
la Peninsula de Yucatán. 

Genero/especie 

Bionectria ochroleuca OE-81 

Fomitopsis meliae KSE-64* 

Fusarium sotaní OE-80* 

Fusarium sp. KS-15 

Fusarium sp. OH2-30 

Hypocrea liixi OSN-37A 

Disolvente Fracción 

AcOEt 

Me OH 
AcOEt 

MeOH 
AcOEt 

Me OH 
AcOEt 

Me OH 
AcOEt 

A 

B 

e 

A 

B 

e 
A 

B 

e 

A 

B 

e 

A 

B 

e 

A 

B 

e 

Alfe maria 
chrysanthemi 

Concentración mínima inhibitoria (MIC) ¡.Jg/ml 
eo/letotrichum Erwinia Mycospaherella Xanthomonas 

gloeosporioides carotovora fijiensis campestris 

> 

> 

> 

> 

> 

> 

> 

> 

> 

> .. 
2,000 
1000 

> 2,000 

-
2,000 
1000 
2,000 

200 
200 
200 
100 
100 
100 
100 

100 
100 
100 
100 
100 

> 

> 

1,000 
1,000 ** 

1,000 ** 

** 100 
50 

> 100 
200 

** 100 
> 100 
> 100 

** ~ 25 
** 

~ 25 
> 100 

200 
~ 25 

50 
> 100 

200 
> 100 

** 100 
> 100 

** 200 
~ 25 

50 
50 
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MeOH > 2,000 50 ** > 2,000 > 100 -
Penicilium sp. OSE-61 * AcOEt A > 2,000 

B ~ 500 

e > 2,000 

MeOH - - > 200 - 200 ** 

Penicillium sp. KE-83 AcOEt A > 100 > 100 - - -
B - - > 100 - > 100 

e - - > 100 - > 100 

Pseudorobillarda sojae OSN-36 MeOH - - *** - - 200 

Rhizoctonia sotaní OSE-73* AcOEt A > 2,000 2,000 

B > 2,000 > 2,000 

e > 2,000 > 2,000 

No Identificada OSN-38 Me OH - - - - 200 *** 

No Identificada OSE-53* AcOEt A 50 ** - - - -
B - - - *** - 50 

e - - - - > 100 

No Identificada OSN-78 Me OH - - - - 200 *** 

**Efecto fungistático!bacteriostático, ***Efecto bacter icida 
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CAPÍTULO V. CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS 

5.1 CONCLUSIONES 

Capítulo V 

• Se aislaron micromicetos, con potencial biotecnológico, de hojarasca 

sumergida en cenotes de la península de Yucatán, con lo cual comprobamos 

nuestra hipótesis. 

• En el aislamiento, las téc:1icas permitieron aislar 49 cepas. La probabilidad de 

obtener un mayor número de aislados aumentaría con un mayor número de 

trampas colocadas en una mayor área de superficie, mayor periodo de tiempo 

e incluso en otros cenotes. 

• Aunque todos los aislados se cultivaron en tres medios de cultivo diferentes, 

agar papa-dextrosa, agar maíz y agar extracto de malta, no fue posible la 

identificación mediante características morfológicas de 28 cepas, ya que no 

presentaron estructuras reproductivas. El análisis molecular fue una 

herramienta valiosa para obtener información de las cepas o de sus extractos 

que tuvieron actividad antagónica; se logró ubicar taxonómicamente cuatro 

aislados a nivel género y cuatro cepas a nivel especie. Aun con el análisis 

molecular, no fue posible identificar a dos aislados, debido a que no se 

encontraron homólogos en las bases de datos, por lo que existe la probabilidad 

de que sean especies nuevas con potencial para el control de fitopatógenos en 

la agricultura. 

• La cepa Hypocrea lixii OSN-37 presentó el mayor potencial antagónico al 

inhibir el crecimiento de las cuatro cepas fitopatógenas en un rango del .61 al 

77%; Pestalotiopsis mangiferae OH-02 y Rhizoctonia so/ani OSE-73 inhibieron 

el crecimiento en más del 50% de tres de los fitopatógenos evaluados. El 

hongo Pestalotiopsis mangiferae OH-02 es un potencial antagónico de 

fitopatógenos por el alto porcentaje de inhibición del crecimiento micelial del 46 

al 59%. 
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• Los extractos en AcOEt y MeOH de las especies fúngicas evaluadas mostraron 

actividad antimicrobiana; 72 extractos evaluados contra cinco fitopatógenos 

tuvieron actividad. 

• Los extractos fraccionados correspondientes a acetonitrilo y hexano también 

mostraron actividad antimicrobiana; todos presentaron actividad contra al 

menos un fitopatógeno evaluado. 

• Las cepas F. solani OE-80, Hypocrea lixii OSN-37 y Fusarium sp. KS-15 

mostraron mayor actividad antibacteriana a menor concentración (::; 25 ¡..Jg/ml y 

50 ¡..Jg/ml) . Es interesante la importante actividad antimicrobiana de Hypocrea 

lixii catalogado como uno de los más importantes géneros del control biólogo y 

de Fusarium sp. catalogado como uno de los generas más importantes de 

fitopatógenos. 

• La actividad antimicrobiana se presentó en la mayoría de las tres fracciones de 

los extractos desengrasados, lo cual puede indicar la complejidad y diversidad 

de los metabolitos fúngicos. Estos resultados muestran que los ambientes 

acuáticos de la península de Yucatán y sus microorganismos representan un 

nicho potencial para la búsqueda de agentes antimicrobianos, que permita 

orientar la producción agrícola hacia un desarrollo sustentable. Con esta 

investigación se enriquece el cepario de hongos de la Unidad de Biotecnología 

del Centro de Investigación Científica de Yucatán. 
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5.2. PERSPECTIVAS 

La búsqueda sistemática de organismos y compuestos naturales en estos ambientes 

permite la obtención de cepas y compuestos novedosos, apremiantes para el control 

biológico de enfermedades en las actividades agrícolas. Por supuesto, esto será 

posible con un adecuado planteamiento científico y metodológico, así como la 

propuesta de estrategias e innovaciones que permitan aumentar la capacidad para 

aislar mayor cantidad de microorganismos. 

Para lograr la aplicación óptima del recurso fúngico, se require profundizar en estudios 

a nivel de invernadero y posteriormente en campo sobre la capacidad antagónica de la 

cepa H. lixii OSN-37, P. mangiferae OH-02 y R. solani OSE-73, en los cuales se 

analicen sus mecanismos de acción y colonización. 

Aunque las herramientas moleculares son valiosas , la baja proporción de hongos 

identificados en este estudio se debió a la incapacidad de muchas cepas en producir 

estructuras reproductivas bajo las condiciones de laboratorio utilizadas y que las bases 

de datos aún no están suficientemente representadas, lo que no permitió la 

clasificación definitiva de las demás cepas. Los análisis filogenéticos serán 

fundamentales en la identificación y clasificación taxonómica de los nuevos aislados. 

Así mismo, es necesario determinar el espectro de acción y las dianas de los extractos 

de las especies H. lixii OSN-37 y F. so/ani OE-80 y del género Fusarium sp. KS-15, así 

como realizar pruebas de citotoxicidad para complementar su evaluacióne como 

alternativa de origen natural para el control de patógenos en la agricultura. 
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