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RESUMEN

ABSTRACT

Los hongos basidiomicetos son productores de algunos metabolitos
que presentan actividad antibacteriana, antiviral, antifingica,
anticancerigena, etc. Su uso en medicina y la agricultura muestra
resultados alentadores en las Ultimas décadas. En este trabajo se
evalud la actividad antifingica de extractos obtenidos a partir de la
fermentacion en estado liquido de los hongos basidiomicetos
Navisporus floccosus (Bres), Ryvarden y Ganoderma sp. frente a los
hongos fitopatégenos Phytophthora nicotianae Breda de Haan y
Curvularia clavata B. L. Jain. Los basidiomicetos fueron inoculados
en medio liqguido YMPG vy la fermentacién se realizé a 100 r.p.m. de
agitacion por veintiun dias a 28 °C. El cultivo se filtr, la biomasa se
extrajo con metanol y el filtrado con acetato de etilo. Los extractos se
concentraron hasta sequedad, y en los residuos se evalué la activi-
dad antifingica. Los crudos obtenidos a partir del filtrado a una con-
centracién de 5 mg x mL inhibieron el crecimiento micelial de los
hongos fitopatégenos y la germinacion conidial de C. clavata con
valores similares a los controles positivos tebuconazol y dimetomorf
preparados a 0,05 mg x mL™.

Palabras claves: plaguicidas microbianos, hongos entomopatégenos,
extractos

Basidiomycete fungi produce some bioactive compounds with
antibacterial, antiviral and antifungal activities. This capacity has
facilitated their use in agriculture and medicine, recently. Antifungal
activity evaluation of Navisporus floccosus (Bres), Ryvarden and
Ganoderma sp. extracts against Phytophthora nicotianae Breda de
Haan and Curvularia clavata B. L. Jain was the purpose of this work.
Basidiomycete fungi were grown on YMPG liquid media and were
shaken to 100 rpm at 28 °C for 21 days. The culture was separated
filtration, biomass was extracted with methanol and filtrate was
extracted with ethyl acetate. Both extracts were concentrated to dry
and the antifungal activity was evaluated in residuals. Filtrated extracts
at 5 mg x mL™ inhibited the mycelial growth of phytopathogenic fungi
and conidial germination of C. clavata with similar values of positive
control tebuconazole and dimethomorph at 0.05 mg x mL™.
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INTRODUCCION

Debido al aumento demografico mundial, se ha eleva-
do la demanda de produccion de alimentos. EI hombre,
en su afan de obtener, proteger y asegurar sus produc-
ciones agricolas ha optado por el uso indiscriminado, y
muchas veces inconsciente de los plaguicidas quimicos.
Esto ha provocado consecuencias negativas directas e
indirectas sobre los suelos, aguas y los mismos seres
humanos. Es por eso que han surgido programas como
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el manejo integrado de plagas que promueven el usoy
aplicacion de alternativas que le permitan al hombre
subsanar su necesidad de produccion de alimentos y
proteccion de sus cultivos, pero desde un enfoque mas
amigable con el ambiente [Fuentes, 2011].

Los productos naturales como una alternativa parael
control de plagas normalmente son biodegradables, es-
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pecificos en cuanto a su radio de accion, y provocan
menos impacto en la salud humanayy el ecosistema que
los plaguicidas convencionales. Es por eso que pueden
incorporarse a programas de manejo integrado de pla-
gasy servir de base para el desarrollo de nuevas clases
de plaguicidas [Ismanetal., 2011].

Existen hongos cuyos metabolismos son capaces de
desarrollar sustancias que pueden usarse en el control
de hongos fitopatogenos. Compuestos aromaticos ais-
lados de Periconia atropurpurea, hongo endofitico ais-
lado de hojas de Xylopia aromatica, han mostrado acti-
vidad antifingica comparada con la nistatina contra
Cladosporium sphaerospermum y C. cladosporioides
[Teles et al., 2006]. Sordaricin, un metabolito aislado
del hongo Xylaria sp. presenta actividad antifungica
moderada contra Candida albicans [Liu et al., 2008].
Naftoquinonas espiroquetales aisladas de Edenia
gomezpompae, hongo aislado de hojas de Callicarpa
acuminata (Verbenaceae), mostraron actividad signifi-
cativa contra Phythophtora capsici, Phythophtora
nicotianae y Fusarium oxysporum [Macias-Rubalcava
et al., 2008]. Estrobirulinas A y B, sustancias extrai-
das del micelio Strobirulus tenecellus (Pers.) Singer ejer-
cen un efecto antifungico contra hongos Oomycetes,
Ascomycetes, Basidiomycetes, anamorfos y levaduras
[Anke y Oberwinkler, 1977].

Diversos grupos de aproximadamente cuatrocientos
compuestos quimicos, tales como triterpenos,
polisacaridos, proteinas, aminoécidos, nucleosidos,
esteroides, alcaloides, acidos grasos y enzimas se han
aislado de especies de hongos basidiomicetos Ganoderma
[Wasser y Weis, 1999; Wasser et al., 2002], y se ha de-
mostrado que los constituyentes mas importantes desde
el punto de vista farmacologico son triterpenos y
polisacaridos [Boh etal., 2004].

En cuanto al género Navisporus, perteneciente a la fa-
milia Polyporaceae, no se le conoce efecto antiflingico,
aunqgue Sheenna et al. (2003) reportaron la actividad
antibacteriana de N. floccosa contra Escherichia coli
(Migula), Pseudomonas aeuroginosa (Schroeter) Migula,
Staphylococcus aureus (Ogston), Salmonella typhimu-
rium (Loeffter) y Bacillus subtilis (Mendelson).

Enel presente trabajo se evalud la actividad antifingica
de los extractos obtenidos a partir del filtrado liquido y
biomasa de N. floccosus y Ganoderma sp. contra los hon-
gos fitopatogenos Phytophthora nicotianae y Curvularia
clavata.
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MATERIALES Y METODOS

N. floccossus (NavP) fue aislado de tronco seco de jagley
(Ficusbenjamina L.) y Ganoderma sp. (GanP) fue aislado
de ocuje (Calophyllum antillanum (Britt.)). Ambas colec-
tas se realizaron en el municipio de Playa, La Habana.
Las identificaciones taxonémicas de los hongos se realiza-
ron de acuerdo con la clave descrita por Decock y Herrera
(2000). Los hongos se aislaron seguin lo recomendado por
Stametsy Chilton (1983), y se conservaron por el método
de Burdsall y Dorworth (1994). Posteriormente los aisla-
dos se inocularon en medio agar papa dextrosa (PDA)
para los estudios de actividad bioldgica.

Para tales estudios se prepararon, por cada aislado, cuatro
erlenmeyers de 200 mL de capacidad con 50 mL de medio
YMPG (extracto de levadura al 0,3 %, extracto de malta
al 0,3 %, peptonaal 0,5% Yy glucosaal 0,1 % conun pH =
5,5). EImedio se esterilizd a 121 °C con 1,5 atm de presion.

A los siete dias de crecimiento de los basidiomicetos en
medio PDA, se tomaron cinco porciones de 5 mm de
diametro del borde del micelio y se inocularon
asépticamente en el medio YMPG, paracomenzar una fer-
mentacion liquida con 28 +£2 °C de incubaciony 100 r.p.m.
de agitacion por veintitn dias.

Concluida la fermentacion se separaron las biomasas
de los filtrados liquidos. Se procedi6 segun la metodo-
logia propuesta por Rosa et al. (2003), la biomasa se
secO a 40 °C durante 36 h, se macer6 en metanol por
espacio de 72 h, y la extraccion del filtrado liquido se
realizo con acetato de etilo. Ambos extractos se con-
centraron a presion reducida y se redisolvieron en
metanol a una concentracion de 5 mg x mL™.

Como fitopatdgenos diana se selecciond unacepade C. cla-
vata, hongo anamorfo asociado a un complejo de hongos
fitopatdgenos que causan el oscurecimiento y manchado
del grano en el arroz [Neninger et al., 2003], y una cepa
de P. nicotianae, oomiceto causante de la pata prietaen
el tabaco, una de las enfermedades de mayor repercu-
sion econdmica en la produccion tabacalera nacional por
las cuantiosas pérdidas que puede ocasionar, tanto en
semillero como en las plantaciones [Espino, 1996]. Las
cepas se sembraron en placas Petri de 9 cm de didmetro
con PDA, y se incubaron a 28 + 2 °C durante siete dias.

Para la germinacion de conidios de C. clavata se colo-
can de dos a tres porciones del micelio de 5 mm de
didmetro sobre hojas de Don Carlos (Sorghum halepen-
se L. Pers.) previamente colocadas en agar-agua. Des-
pués de 72 h ocurre el crecimiento fungico sobre las
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hojas y se pueden observar los conidios al estereoscopio.
Luego se toman las hojas cebo y se transfieren a un
elermeyer de 50 mL de medio liquido papa dextrosa
gue se agita manualmente para liberar las esporas.

La evaluacion del efecto sobre el crecimiento micelial
de los hongos fitopatogenos por los extractos bioactivos
se realizé por el método en pocillos de Hur et al. (2003).
En placa Petri de 9 cm con PDA se abri6 en el centro
una cavidad de 8 mm de didmetro, donde se colocé un
papel de filtro de iguales dimensiones. Posteriormen-
te los pocillos se llenaron con 200 pL de los extractos
a5mg x mL™, se dejo evaporar el disolvente, luego se
sembro una porcion de 5 mm de diametro del hongo
fitopatogeno sobre el papel de filtro y se incub6 a 28 °C
durante siete dias. Se calculd el porcentaje de inhibi-
cion del crecimiento micelial (% IC) segun la formula
de Abbott modificada por Imtiaj y Lee (2007), donde:

DCC-DCT
DDC

%IC = 100

DCC: Diametro de la colonia control
DCT: Diametro de la colonia tratada

Se utilizaron cuatro réplicas por tratamiento. Como
control positivo se tomaron los fungicidas quimicos
tebuconazol, del grupo de los triazoles, efectivo contra
hongos anamorfos, y dimetomorf, del grupo de las
amidas, efectivo contra oomicetos, a una concentracion
de 0,05 mg x mLy PDA como control negativo.

A los datos obtenidos de las evaluaciones de la efectivi-
dad de los extractos contra cada patogeno de forma
individual se les realiz6é un analisis de varianza de clasi-
ficacion simple por el programa estadistico Stadgrafics
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5.0, con comparacion de medias por la prueba de Duncan
parap <0,05.

Para la evaluacion del efecto sobre la germinacion de espo-
rasde C. clavata se empled el método de placa delgada des-
crito por Philip etal. (1984) con la variante de la utilizacion
de papa dextrosa como medio de cultivo. En una placa
cromatograficade 25x 25 cm, cubiertade gel desilice (0,5 mm
de espesor) se aplicaron 10, 20, 40 y 100 L equivalentes a
50,100, 200y 500 g de la mezcla de metabolitos extraidos.
Después de evaporado el solvente se asperjaron 10 mL de
suspension de esporas del hongo fitopatogeno C. clavata.
La placase incubd por espacio de cuatrodiasa32+2°Cen
camara humeda (Hr >95 %) y oscuridad. En otra placase
utilizd tebuconazol a 0,05 mg x mL* como control positi-
Vo. Esto se realizd para evitar interferencias que provoquen
falsos positivos del efecto del fungicida quimico con los ex-
tractos. Se evalu¢ cualitativamente la inhibicion de la
germinacion de esporas segun el halo de inhibicion.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se listan los resultados del efecto de los
extractos fungicos sobre el crecimiento micelial de los
patdgenos. Todos los extractos presentaron un notable
efecto sobre el desarrollo de los patégenos diana. Los
obtenidos a partir de la biomasa inhibieron el crecimien-
to micelial de los patdgenos estudiados, aunque su efec-
tividad con respecto a los otros crudos y los estandares
quimicos resultd poco significativa, mientras que los
extractos del filtrado liquido resultaron ser los mas ac-
tivos, con unasignificativa actividad fungistatica sobre
el crecimiento de los hongos fitopatdgenos. Las Figs. 1y
2 muestran la toxicidad de los extractos de ambos
basidiomicetos contra los patogenos en estudio.

Tabla I. Efecto de inhibicion de crecimiento micelial de C. clavata
y P. nicotianae por extractos de N. floccosus y Ganoderma sp.

Método en pocillos

Extractos en metanol Inhibicion (%)
(5 mgxmL) C.clavata | P. nicotianae

N. floccosus (biomasa) 27,7¢ 32,6 b
Ganoderma sp. (biomasa) 109b 274D
N. floccosus (filtrado liquido) 83,3¢ 100d
Ganoderma sp. (filtrado liquido) 48,8 d 53,3 ¢
Dimetomorph (50 pg x mL-1) - 100d
Tebuconazol (50 pg x mL-1) 57,4d -
PDA O0a O0a
— No evaluado.

Letras diferentes indican diferencias significativas para la prueba de

Duncan con p < 0,05.
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El extracto obtenido a partir del filtrado de Ganoder-
ma sp. registro el 53,3 % de toxicidad sobre el creci-
miento de P. nicotianae, mientras que con C. clavata la
inhibicion fue del 48,8 %, valor cercano al del estandar
positivo tebuconazol con 57,4 %.

El extracto obtenido a partir del filtrado liquido de
N. floccosus registro un significativo efecto de inhibicion
de crecimiento micelial de P. nicotianae con el 100 %,
valor similar al del estandar positivo dimetomorf. Otro
de los resultados interesantes de este filtrado para este
estudio fue el 83,3 % de toxicidad sobre el crecimiento
de C. clavata, valor superior al 57,4 % alcanzado por el
tebuconazol, fungicida utilizado como control positivo.
Los estudios del efecto antifungico de estos extractos a

A B

partir de esta especie en Cuba constituyen los prime-
ros de su tipo, por lo que seria interesante realizar es-
tudios posteriores sobre los compuestos activos que la
conforman para comprobar su toxicidad, no solo sobre
estos patdgenos, sino también contra otros de impor-
tanciaen el sector agricola.

Aunque existe escasa literatura acerca de estudios sobre
laefectividad de los extractos de hongos basidiomicetos
contra hongos fitopatdgenos, si se han encontrado re-
sultados similares a los obtenidos con P. nicotianae por
Hur etal. (2003) con extractos de liquenes Heterodermia sp.
con actividad antifangica, frente a Oomycetes como
Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzp., P. graminico-
la Subrayan, P, ultimum var. ultimum Trow y Pythium sp.

C D

Figura 1. Inhibicion de crecimiento micelial de P. nicotianae por extractos de
N. floccosus (1) y Ganoderma sp. (2). Método en pocillos. A: filtrado liquido,

B: biomasa, C: dimetomorf, D: PDA.

-~ B

C D

Figura 2. Inhibicién de crecimiento micelial de C. clavata por extractos de
N. floccosus (1) y Ganoderma sp. (2). Método en pocillos. A: filtrado liquido,
B: biomasa, C: tebuconazol, D: PDA.
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Los crudos del filtrado liquido de ambos basidiomicetos
inhibieron la germinacion de C. clavata a bajas concen-
traciones (Tabla 2), mientras que los extractos a partir
de las biomasa no ejercieron efecto alguno. El efecto
antifangico de Ganoderma sp. se mostro hasta 40 pL equi-
valentes a 200 g del crudo. Por su parte, N. floccosus
produjo inhibicion en todas las concentraciones utili-
zadas, resultado interesante si se tiene en cuenta que el
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efecto se debe a un crudo que presenta una mezcla de
metabolitos y no a un compuesto puro. En este tipo de
extracto la actividad biologica puede deberse a uno o a
varios de los metabolitos presentes, cuya proporcionenel
crudo puede variar desde el 10 % hasta valores inferiores
al 0,1 % [Itokawa et al., 1993; Mesa et al., 2004]. En la
Fig. 3 se muestra el efecto de los extractos de ambos
basidiomicetos sobre la germinacién conidial de C. clavata.

Tabla 2. Inhibicion de la germinacién de conidios de C. clavata por los extractos del filtrado liquido.

Método en placa delgada

Volumen N. floccosus N. floccosus Ganoderma s Ganoderma s
. (GugxpLt) ) - B P B - Metanol Tebuconazol
aplicado Filtrado ~ | (CHIXKL™) | GHIXULEY | GHIXULT) ) 05105 ui 1) [ (0,05 pg x uL-1)
(uL) liquido Biomasa Biomasa Filtrado liquido |~ '
100 + - - - X
40 + - - - +
20 + - - - _ +
10 + - — — _ +
+: Inhibié germinacion.  —: No inhibi6é germinacién.  x: No evaluado.
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Figura 3. Inhibicion de la germinacién de conidios de C. clavata por los extractos de N. floccosus y Ganoderma sp.
Método en placa delgada. 1y 4: Extractos del filtrado liquido, 2 y 3: Extractos de la biomasa, 5: Metanol,

6: Tebuconazol.
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CONCLUSIONES

* Los extractos a partir del filtrado liquido de Gano-
derma sp. y N. floccosus presentan potencial como
agentes antifungicos al inhibir el crecimiento de los
hongos fitopatdgenos C. clavata y P. nicotianae.

* N. floccosus exhibi6 una inhibicién superior a Gano-
dermasp. y al control quimico.

 Losextractos de biomasa de Ganodermasp. y N. floc-
cosus también mostraron efecto inhibitorio, aunque
en bajos niveles.
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