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PALABRAS CLAVE Resumen El reino Fungi esta representado por innumerable cantidad de organismos entre
Arthrobacter agilis los cuales se encuentran hongos patdgenos que deterioran los principales componentes estruc-
UMCV2; turales de la madera, como celulosa, hemicelulosa y lignina. El objetivo de nuestro trabajo
Dimetilhexadecilamina; fue caracterizar la actividad antifiingica y la produccion de diversas aminas de Arthrobacter
Hongos destructores agilis UMCV2 con accién antagdnica sobre hongos xilofagos. Para ello, se aislaron 4 organismos
de la madera fingicos (designados en conjunto UMTM) a partir de madera en descomposicion en un bosque

de pino encino de la comunidad de Cuanajo, Michoacan, México. Dos de ellos presentaron una
clara actividad enzimatica de celulasas, xilanasas y enzimas accesorias oxido-reductoras, y fue-
ron identificados como pertenecientes a 2 géneros agresivos para la madera: Hypocrea (aislado
UMTM3) y Fusarium (aislado UMTM13). In vitro, las aminas evaluadas mostraron tener efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de los UMTM y la dimetilhexadecilamina; uno de estos com-
puestos mostro un fuerte potencial para ser utilizado como tratamiento preventivo contra el
ataque de hongos destructores de madera.

© 2015 Asociacion Argentina de Microbiologia. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Este es
un articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/
by-nc-nd/4.0/).

KEYWORDS Bacterium Arthrobacter agilis UMCV2 and diverse amines inhibit in vitro growth
Arthrobacter agilis of wood-decay fungi

UMCV2;

Dimethylhexadecyla- Abstract The kingdom Fungi is represented by a large number of organisms, including patho-
mine; gens that deteriorate the main structural components of wood, such as cellulose, hemicellulose
Wood-decay fungi and lignin. The aim of our work was to characterize the antifungal activity in Arthrobacter
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agilis UMCV2 and diverse amines against wood-decaying fungi. Four fungal organisms (desig-
nated as UMTM) were isolated from decaying wood samples obtained from a forest in
Cuanajo-Michoacan, México. Two of them showed a clear enzymatic activity of cellulases,
xylanases and oxido-reducing enzymes and were identified as Hypocrea (UMTM3 isolate) and
Fusarium (UMTM13 isolate). In vitro, the amines showed inhibitory effect against UMTM growth
and one of the amines, dimethylhexadecylamine (DMA16), exhibited strong potential as wood
preventive treatment, against the attack of decaying fungi.

© 2015 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espafa, S.L.U. This is
an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/

by-nc-nd/4.0/).

Introduccion

El reino Fungi esta representado por un diverso grupo de
organismos que abarca entre 1,5 y 5 millones de especies,
entre las que se encuentran los hongos filamentosos pato-
genos de plantas'. Los hongos se han adaptado a diversos
nichos ecoldgicos que les han permitido prosperar en casi
todos los habitats del planeta. Una gran cantidad son saprofi-
tos, lo cual facilita la descomposicion de la materia organica
y permite el reciclaje de nutrientes esenciales para el desa-
rrollo y el crecimiento de otros los organismos vivos'. La
descomposicion posibilita la incorporacion de un alto por-
centaje de materia organica al suelo y suministra fuentes de
carbono, hidrogeno, oxigeno, nitrogeno, azufre, hierroy fos-
foro que son aprovechables por las plantas. Esto ocurre como
resultado del metabolismo microbiano sobre hidratos de car-
bono, grasas, aceites, lignina y proteinas, entre otros?®?%°,

Por su capacidad para descomponer las paredes celula-
res lignificadas mediante sistemas tanto enzimaticos como
no enzimaticos’', los hongos destructores de la madera,
también llamados xil6fagos, presentan caracteristicas espe-
ciales. Por un lado, los xilofagos desempenan un papel
positivo como los principales descomponedores bidticos de
la madera y sus remanentes, pero por otro, en entornos
urbanos, representan un grave riesgo al afectar la integridad
estructural de construcciones de madera, en forma analoga
a las raices y troncos de arboles en pie. La pérdida de resis-
tencia mecanica de la madera causada por estos organismos
esta intrinsecamente ligada a situaciones peligrosas, ya que
a menudo ocasionan un dano significativo tanto a las cons-
trucciones como a las personas'®?'.

La madera esta compuesta principalmente por 3 gru-
pos de macromoléculas: celulosa, poliosas (hemicelulosas)
y lignina. Algunos organismos flingicos tienen la capa-
cidad de degradar estas macromoléculas que conforman
la pared celular en plantas; a consecuencia de esto, se
alteran las propiedades fisicoquimicas de la madera'®2%7,
Entre esos organismos se pueden mencionar Agaricomyce-
tes causantes de la pudricion marrén (Serpula lacrymans,
Coniophora puteana, Antrodia vaillantii, Lentinus lepideus,
etc.), Basidiomycetes causantes de la pudricion blanca
(Trametes versicolor, Trametes hirsuta, Schizophyllum
commune, etc.), Ascomycetes causantes de la pudri-
cion suave (Chaetomium globosum, Monodictys putredinis,
etc.) y Sordariomycetes (Hypocrea muroiana, Cryphonectria
parasitica y Fusarium oxysporum), con mas de 600 géne-
ros y 3000 especies conocidas'’-?#. Estos organismos fungicos

logran la despolimerizacion de macromoléculas a partir de
la produccion de diversas enzimas hidroliticas, por ejem-
plo, la degradacion de la celulosa cristalina se consigue
con endo-1,4-B-glucanasas, exo-1,4-B-glucanasas y 1,4-B-
glucosidasas?’. En cambio, la lignina presenta una mayor
resistencia a la degradacion por organismos xilofagos y con-
fiere una proteccion fisica a la celulosa y hemicelulosa
contra un posible ataque biologico enzimatico.

La lignina es un polimero complejo tridimensional, for-
mado por la unién de acidos y alcoholes fenilpropilicos. Para
la degradacion de la lignina, los organismos utilizan un com-
plejo enzimatico de oxidasas y peroxidasas que catalizan
las primeras reacciones y rompen las uniones dentro de la
molécula. La via metabdlica utilizada por los hongos xilofa-
gos se inicia con la accion de la enzima lignina peroxidasa,
la cual rompe enlaces carbono-carbono o enlaces éter. Otra
enzima de amplia distribucion entre los hongos de pudricion
blanca es la lacasa, una oxidasa constituida por un cofac-
tor con 4 atomos de cobre, cuyo aceptor de electrones es
el 0,. La lacasa ataca principalmente los sustratos fendlicos
en presencia de 1-hidroxibenzotriazol (1-HBT), 2,2’-azinobis
(acido 3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) o acido viollrico, que
actlan como cooxidantes, y la habilitan para atacar los
sustratos mas dificilmente oxidables, como los de tipo no
fendlico?>.

Entre las estrategias actuales para controlar el dano que
provocan estos hongos xilofagos esta la aplicacion de fun-
gicidas. Algunos fungicidas, ademas de actuar contra el
crecimiento flngico, pueden tener actividad dual contra
el crecimiento de insectos y bacterias. También se pue-
den diferenciar de acuerdo con el modo de aplicacion y
la condicion del material lignocelulosico en el que se apli-
can. Por ejemplo, los productos que se citan para su empleo
principalmente en la madera seca son el acido boérico (anti-
bacterial, fungicida e insecticida); los carbamatos (antibac-
teriales); compuestos inorganicos de cobre (antibacteriales
y fungicidas) y compuestos cuaternarios de amonio (fungi-
cidas). Los utilizados preferentemente en arboles en pie y,
en menor medida, en los cultivos para consumo humano son
el mancozeb (fungicida) y los triazoles (fungicidas), ademas
de otros*>?’, La mayoria de estos activos son formulados
a base de metales pesados’®. Entre las acciones reporta-
das por el uso de estos compuestos se cita el dafo a corto
plazo por alterar las comunidades microbianas del suelo, asi
como efectos negativos en la salud humana'?16.20.27.30 para
afrontar esta problematica existe una variedad de sustancias
de origen natural que prometen ser excelentes alternativas
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para el control de hongos destructores de la madera. Entre
estas se conocen sustancias como los extractos de plan-
tas, los aceites esenciales, los extractivos de madera, las
ceras y las resinas, entre otros, con capacidad para prote-
ger a la madera contra estos patdgenos®2. Asimismo, ciertos
compuestos aminados han demostrado una elevada activi-
dad fungistatica contra diversos hongos fitopatogenos. En un
trabajo realizado por Xu et al.*®, se encontrd que la trime-
tilamina y la dimetiloctilamina tuvieron una clara actividad
fungistatica, con la inhibicién de la germinacion de espo-
ras y el crecimiento del micelio de Paecilomyces lilacinus,
Pochonia chlamydosporia 'y Clonostachys rosea.

Ademas de las sustancias mencionadas, existen compues-
tos organicos volatiles (COV) con capacidad para inhibir
el crecimiento de patdgenos de plantas. En particular, un
analisis cromatografico de COV producidos por la bacteria
Arthrobacter agilis UMCV2 condujo a la identificacion de
la amina dimetilhexadecilamina (DMA16), que al ser apli-
cada en bajas concentraciones mostré ejercer un efecto de
represion sobre el crecimiento de los fitopatdgenos Botrytis
cinerea y Phytophthora cinnamomi?>**3¢, Otro COV pro-
ducido por diversos aislados bacterianos con una elevada
actividad inhibitoria contra P. lilacinus y P. chlamydosporia
fue la butamina“.

Esta informacion muestra el potencial de las aminas para
preservar el adecuado estado de la madera al contrarrestar
el dano provocado por el ataque de hongos xil6fagos, vy se las
considera una valiosa alternativa al uso de compuestos peli-
grosos, como el acido boérico, los carbamatos, los triazoles
y otros agentes preservadores de la madera'"'3.

El propdsito de nuestro trabajo fue determinar la acti-
vidad antifungica de la cepa bacteriana A. agilis UMVV2 y
de los compuestos volatiles expresados in vitro sobre el cre-
cimiento de hongos xilofagos aislados en la comunidad de
Cuanajo, Michoacan, México.

Materiales y métodos
Sitio y colecta de los hongos xil6fagos

El area de estudio se localizd en la comunidad de Cua-
najo, municipio de Patzcuaro, Michoacan, México (longitud:
—101,5167, latitud: 19,4833). Se selecciond la madera de
ejemplares del género Pinus infectada con los organismos
xilofagos, tanto de arbol en pie como de madera derri-
bada o aserrada. Luego, se procedi6 a tomar una muestra
del hongo a partir del corte de los carpdforos en con-
tacto con el tronco. A continuacion, las muestras fueron
trasladadas al laboratorio de Microbiologia de la Madera
(FITECMA-UMSNH), donde se procedi6 al aislamiento de los
organismos xil6fagos.

Para el aislamiento de los organismos colectados (lla-
mados UMTM) se trabajé en campana de flujo laminar
(Novatech, México), donde las muestras se lavaron con
agua esterilizada por 5min, para después ser colocadas en
cajas de Petri en medio agar dextrosa Sabouraud (ADS) (BD
Bioxon®, México). Esas placas se incubaron en oscuridad a
28°C durante 10 dias®’. A partir de las cajas con presencia de
crecimiento se hicieron subcultivos hasta obtener cultivos
puros.

Identificacion molecular de los aislados xil6fagos
UMTM

Se realizé la extraccion del ADN de 2 aislados UMTM con el
método descrito por Reader y Broda?®, con algunas modifi-
caciones, como se describe a continuacion:

1. Se pesaron 100mg de micelio en un tubo de 1,5ml
(Eppendorf, EE. UU.) y se colocaron 0,4g de perlas
de vidrio, 200 pl de buffer de lisis (0,2M Tris-HCl pH
7,5; 0,5M NaCl; 0,01 M EDTA; 1% de SDS) y 200 ul de
fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1).

2. El contenido del tubo se mezclé en un vortex (Scientific
Industries Inc., EE. UU.) durante 6 min.

3. Se adicionaron 300 ul de fenol:cloroformo:isoamilico y
300 ul de buffer de lisis. Las muestras se mezclaron
nuevamente en vortex durante 30 s.

4. Se centrifugaron (Eppendorf, EE. UU.) a 14000 r.p.m.
durante 30 s.

5. La primera fase se transfirié a un tubo limpio y se agre-
garon 300 pl de cloroformo:isoamilico (24:1). Se mezclo
nuevamente en vortex durante 10 s.

6. Se centrifugaron las muestras a 14000 r.p.m. durante
30s.

7. La fase acuosa fue transferida a un tubo limpio y se

le agregaron 2,5 volimenes de isopropanol. Las mues-

tras se mantuvieron en un congelador a —20°C (Torrey,

México) durante 30 min.

Se centrifugaron a 14000 r.p.m. durante 5min.

9. La pastilla se lavd con 500 pl de etanol al 70% y se
centrifugd durante 3 min a 14000 r.p.m.

10. La pastilla obtenida se dejé en campana hasta que se
seco. Posteriormente, se resuspendi6 en 30 pl de agua
desionizada estéril.

®

Finalmente, la pastilla de acidos nucleicos fue puri-
ficada utilizando el Purelink Plant DNA Purification Kit
(Invitrogen®, EE. UU.), de acuerdo con las especificacio-
nes del producto. EL ADN fue visualizado en gel de agarosa
al 1% (Sigma-Aldrich, EE. UU.) y luego se llevo a cabo la
cuantificacion de la densidad optica a 260 nm con un espec-
trofotometro UV-VIS (Thermo Scientific, Genesys, EE. UU.),
empleando para las lecturas 3 ul de ADN y 997 ul de agua
desionizada estéril. La concentracion de ADN se calculd de
acuerdo con la formula empleada por Barbas lll et al.® (con-
centracion de ADN = Ay, * 50 * 1000/ 3).

Para la identificacion de los aislados flngicos, se llevd
a cabo la amplificacion del gen 18S utilizando los oligonu-
cledtidos NS1 y NS6°°. La reaccion de PCR se efectud en
un equipo BioRad-iCycler (EE. UU.) en un volumen final de
20 ul, obtenido como sigue: 3 a 8ng de ADN; 0,5uM de
NS1; 0,5uM de NS6; PCR Master Mix (Promega Corp., EE.
UU.), 12 pl. Las muestras fueron centrifugadas y calentadas
a 94°C durante 2min. Se llevaron a cabo 35 ciclos de
PCR bajo las siguientes rampas de temperatura: 94°C por
1min, 55°C por 1min y 72°C 1 min; por ultimo, se dio
un ciclo de extension adicional a 72°C durante 3 min. Los
productos de amplificacion fueron visualizados en gel de
agarosa al 1%. Una vez corroborada la amplificacion del
gen 18S, se llevo a cabo la purificacion del producto de PCR
con el Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega
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Corp., EE. UU.), de acuerdo con las especificaciones del
fabricante. Este material fue secuenciado con la técnica
de Sanger en sistemas automatizados de tecnologia capilar
y de fluorescencia (http://www.langebio.cinvestav.mx/).
Las secuencias obtenidas fueron comparadas con otras
secuencias depositadas en la base de datos GenBank, y para
ello se utilizo la herramienta de bUsqueda de alineamientos
basicos (BLAST) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov), con el
objeto de encontrar las secuencias homologas mas cerca-
nas. Dichas secuencias fueron alineadas con el programa
MEGA 6 (http://www.megasoftware.net/) y luego fueron
recortadas manualmente para uniformizar el tamafo de las
secuencias en 1076 bases. Con estas secuencias se construyo
un arbol filogenético para la busqueda de homologias, y para
ello se empleo el algoritmo del método de agrupamiento de
maxima parsimonia y una prueba de soporte de la topologia
bootstrap de 500 seudorréplicas del mismo programa
MEGA 6.

Actividad holocelulolitica de los aislados fungicos
UMTM

La exploracion de la presencia de celulasas, xilanasas y
enzimas accesorias 0xido-reductoras extracelulares en cada
aislado flngico silvestre se realizd después de 5 dias de
fermentacion liquida de las fuentes de carbono carboxi-
metil celulosa (1%), xilana de abedul (1%) o lactosa (2%)
disueltas en un volumen inicial de 10 ml de medio minimo
mineral con suplemento de vitaminas y sulfato de amonio,
de acuerdo con lo descrito por Alvarez-Navarrete et al.?.
La presencia de celulasas y xilanasas se determind con
la medicion de azlcares reductores por el método del
acido 3,5-dinitrosalicilico’. Para determinar la actividad
oxido-reductora se utilizod la técnica de reduccion del 2,6-
diclorofenolindofenol '°.

Inhibicién del crecimiento de aislados fungicos
UMTM por COV emitidos por A. agilis UMCV2

La bacteria A. agilis UMCV2 fue proporcionada por el Insti-
tuto de Investigaciones Quimico-Biologicas de la UMSNH>3.
Para la evaluacion del efecto de los volatiles emitidos por
dicha cepa sobre el crecimiento en hongos UMTM aislados
en la comunidad de Cuanajo, se empled un sistema de cajas
de Petri divididas (100 x 15 mm), con el propdsito de evitar
el contacto fisico de ambos organismos. En una mitad de la
caja se inoculé un fragmento de micelio (0,25 cm?®) en medio
ADS. En la otra mitad de la caja se estrid A. agilis UMCV2
sobre agar nutritivo (BD Bioxon, México). A continuacion,
las cajas de Petri fueron selladas y colocadas en una camara
de incubacion a 28°C en oscuridad por un periodo aproxi-
mado de 5 dias. Los valores de crecimiento micelial de los
aislados UMTM se evaluaron teniendo en cuenta el diametro
mayor.

Inhibicion del crecimiento de aislados fungicos
UMTM por aminas

Muestras de 0,25 cm?® de los aislados flngicos UMTM
se sembraron en medio ADS adicionado con las

aminas dimetilbutanamina (DMA4), dimetiloctilamina
(DMA8), dimetildecilamina (DMA10), dimetildodecila-
mina (DMA12), dimetiltetradecilamina (DMA14) y dime-
tilhexadecilamina (DMA16), en concentraciones de 50 y
100 wM. Todas las aminas empleadas fueron elaboradas por
Sigma-Aldrich (EE. UU.). Las cajas se sellaron e incubaron a
28°C por un periodo aproximado de 5 dias. El crecimiento
de los aislados UMTM se evalud registrando el mayor
didmetro de crecimiento del micelio.

Efecto fungistatico de la madera adicionada
con DMA16

Se utilizaron muestras de la albura de Pinus radiata
con dimensiones de 1,5 x 0,25 x 0,25 cm (también llamadas
«probetas»), las cuales fueron previamente esterilizadas por
autoclave (AESA, México), 30mina 120°Cy 15 lb. La adicion
de la DMA16 a las probetas se llevé a cabo de la siguiente
manera: utilizando un frasco de 500 ml se sumergieron las
probetas en una mezcla alcohol: agua:DMA16 (1:1:100 uM)
por un periodo de 24h a 30°C en oscuridad. Pasado ese
lapso, las probetas se extrajeron del frasco para dejar
secar en oscuridad y a temperatura ambiente durante otras
24 h. Luego, las probetas se colocaron en un sistema de
cajas de Petri adicionado con el medio ADS y se conforma-
ron los siguientes 4 tratamientos: 1) control (el aislado UMTM
crecido en medio ADS); 2) madera-hongo (probetas y el ais-
lado UMTM en ausencia de la mezcla alcohol:agua:DMA16);
3) disolvente (el aislado UMTM crecido en presencia
de probetas tratadas Unicamente con una mezcla alco-
hol:agua 1:1), y 4) DMA16-hongo (el aislado UMTM crecido
en presencia de probetas tratadas con la mezcla alco-
hol:agua:DMA16). Este experimento se realizo a 28°C en
oscuridad por un periodo aproximado de 5 dias y se eva-
luod el crecimiento de aislados UMTM mediante el registro
del didmetro mayor del crecimiento micelial.

Analisis estadistico

Todos los experimentos se repitieron de forma indepen-
diente 2 veces y tuvieron 4 réplicas cada vez. Para la
comparacion de medias entre 2 tratamientos los resultados
se analizaron mediante la prueba estadistica de t (t de Stu-
dent), o bien una prueba de analisis de varianza (ANOVA)
y una separacion de medias con la prueba de Duncan para
comparaciones multiples (p < 0,05).

Resultados

Aislados fungicos encontrados en la comunidad
de Cuanajo-Michoacan

De los muestreos realizados en campo, en total se obtuvie-
ron 10 cultivos microbianos, de los cuales solo 4 lograron
crecer y fueron aislados en forma pura. Los ejemplares
fueron nombrados UMTM2, UMTM3, UMTM7 y UMTM13. Los
sustratos en los cuales se encontraron estos organismos
fueron madera aserrada (UMTM2), arbol en pie (UMTM3 y
UMTM?) y ejemplar arbéreo ya derribado (UMTM13).
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Fusarium culmorum UPSC (AF548073)
Fusarium solani 421502 (EF397944)
Gibberella zeae (AB250414.1)

30| ' Fusarium sporotrichioides UAMH (OQ680059)
Gibberella pulicaris (AF081467)

53
43

Fusarium equiseti Salicorn 8 (KJ413063)
Fusarium sp. 2H5-P3-P1 (KM222202)
Fusarium sp. CB3 (KM222208)
1 Cordyceps sinensis (AB187268)
[~| Fusarium oxysporum FII-FF4 (JX967527)
Fusarium oxysporum 4H1-PO-P1-1 (KM222252)
Cordyceps sinensis (AB067700)
I Gibberella intermedia CA3-1 (N236216)

40 Fusarium oxysporum SPS-03 (KM250373)
Fusarium oxysporum (JF824697)
Fusarium F16 (KF562839)

Volutella ciliata (AJ301967)
7 Cordyceps crassispora (AB067697)

Neonectria ramulariae CBS (HQ840408.1)
Nectria lugdunensis (AY357278)
~ Nectria lugdunensis CBE98 (AY204604)
88| Hypocrea nigricans NBRC 31286 (JN941679)

Hypocrea jecorina RutC-30 (AF548103)
Hypocrea lutea NBRC 9061 (JN941686)
100| [ Hypocrea lactea NBRC 8435 (JN941687)
Hypocrea minutispora NBRC 9062 (JN941685)
Hypocrea muroiana NBRC 31293 (JN941682)
Hypocrea sulphurea NBRC 8438 JN941671
Hypocrea koningii SP-3 (HM152770)
7— Trichoderma viride (AF525230)

Hypocrea koningii SP-3 (JQ278020)
“ Hypocrea rufa ZY-01 (JX121089)
Saccharomyces bayanus

7

-

72

— (AY046227)
Figura 1  Arbol filogenético realizado a partir de la secuen-

ciacion del gen 18S de los aislados UMTM usando el método
de agrupamiento maxima parsimonia. Se muestra el aislado
UMTM3 dentro de agrupamiento del género Hypocrea. El aislado
UMTM13 forma parte del agrupamiento de los géneros Fusarium-
Gibberella. Los nimeros contiguos a los nodos representan el
porcentaje de aparicion del nodo con base en un bootstrap de
500 repeticiones. Las secuencias de referencia fueron obteni-
das del GenBank y sus nUmeros de acceso se muestran entre
paréntesis.

Identificacién molecular de los aislados UMTM

De los 4 aislados obtenidos, se seleccionaron 2 para ser iden-
tificados segln la técnica molecular descrita en el apartado
de materiales y métodos. Estos fueron los aislados UMTM3
y UMTM13, por la mayor sensibilidad y la mayor tolerancia
que mostraron, respectivamente, a las aminas evaluadas en
este trabajo, segiin se muestra mas adelante.

En la figura 1 se muestra el agrupamiento de las secuen-
cias de los genes ribosomales 18S de los aislados UMTM3 y

Tabla 1 Actividad holocelulolitica de los aislados flngicos
encontrados en la comunidad de Cuanajo-Michoacan, México

Aislado Actividad enzimatica (U/ml)

fangico . , p

e’ Celulolitica Xilanolitica Oxido-reductora (10-¢)
UMTM2 1,75 0,5 0,12

UMTM3 2,88 0,0 3,27

UMTM7 0,88 0,27 2,33

UMTM13 1,11 2,65 3,89

UMTM13 con las secuencias mas cercanas encontradas en
la base de datos GenBank. El aislado UMTM13 se agrupo en
un racimo muy compacto soportado con un valor de boots-
trap de 71/100, junto con organismos identificados como
F. oxysporum. En ese mismo racimo encontramos organis-
mos del género Gibberella, y un subracimo de este grupo
concentro otras especies del género Fusarium y Gibberella.
Si bien este resultado no nos permitié determinar con cer-
teza la especie del aislado UMTM13, nos posibilito inferir que
es un organismo del género Fusarium.

Por otra parte, la secuencia del gen ribosomal de 18S
del aislado UMTM3 se agrupd en un racimo soportado con
un valor de bootstrap de 100/100 junto con 10 especies
del género Hypocrea, de manera que concluimos que el ais-
lado UMTM3 corresponde a dicho género, pero no fue posible
precisar la especie.

Actividad holocelulolitica de los aislados UMTM

En los aislados UMTM se detect6 actividad celulolitica, xila-
nolitica y oxido-reductora (tabla 1). La mayor actividad
celulolitica correspondio al aislado UMTM3, con 2,88 U/ml.
Por otra parte, el aislado UMTM13 mostré los valores mas
altos de actividad tanto xilanolitica como 6xido-reductora.

Inhibicion del crecimiento de aislados UMTM
por COV de A. agilis UMCV2

Con la metodologia descrita de cajas divididas se demostré
que los COV emitidos por la cepa bacteriana A. agilis UMCV2
reprimieron el crecimiento de 3 de los 4 aislados UMTM eva-
luados (fig. 2A). Los organismos UMTM2, UMTM3 y UMTM7
mostraron una significativa inhibicion del crecimiento mice-
lial (p<0,05) en relacion con el tratamiento control. En
cambio, el organismo UMTM13 no fue inhibido por los COV
bacterianos. El organismo UMTM3 fue el que mostroé la mayor
sensibilidad a la presencia de A. agilis UMCV2 después de
5 dias de incubacion bajo el sistema de cajas de Petri en
compartimentos separados: mientras que el desarrollo del
micelio en el tratamiento control alcanzé a tocar los bordes
de la caja de Petri (fig. 2B), en el tratamiento con A. agilis
UMCV2 el desarrollo del aislado UMTM3 fue apenas visible
durante el periodo considerado.
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Aislado Control A. agilis UMCV2 Q
8

UMTM2 4,6 1,2 3
)

A g
UMTM3 4,7 0,8~ 3
2

o}

UMTM7 3,6 2,8* )
3

UMTM13 3,6 3,4 ~

Control A. agilis UMCV2

Figura 2 Efecto de los COV emitidos por A. agilis UMCV2 sobre el crecimiento de aislados UMTM. El panel A muestra los valores
promedio del crecimiento micelial en los organismos expuestos a los COV. El panel B muestra el crecimiento del aislado UMTM3 bajo
el sistema de cajas de Petri en compartimentos separados. Los resultados se analizaron mediante la prueba t de Student (p <0,05;
n=4), el asterisco indica una diferencia estadistica entre tratamientos.

Tratamientos

Concentracion

Aislado uM Control ~ DMA4 DMAS  DMA10 DMA12 DMA14  DMAI16
UMTM2 50 89a 82b 7.3¢ 65¢c  40d 61e 58 o
100 89a 7.7b 58¢ 57¢  12d 22e 19¢ 8
Al uvmtms 50 7.7a 6,0b 51¢c 38d  35d 53¢ 51¢c 2
100 7.7a 53b 41¢c 28d  10e 05f 11e 3
UMTM7 50 89a 7.8b 71¢ 64d  60e 65d 61d 2
100 89a 7.9b 6.0c 60c  51d 58¢ 55¢ &
UMTM13 50 6.4a 63a 65a 64a  35b 41¢c 89c 3
100 6.4a 6.1b 62b 59b  22¢ 21¢ 23¢c <

Control

Figura3 Efecto de las aminas sobre el crecimiento de aislados UMTM. El panel A muestra los valores observados para el crecimiento
micelial de los aislados UMTM2, UMTM3, UMTM7 y UMTM13 en presencia de las aminas dimetilbutanamina (DMA4), dimetiloctila-
mina (DMA8), dimetildecilamina (DMA10), dimetildodecilamina (DMA12), dimetiltetradecilamina (DMA14) y dimetilhexadecilamina
(DMA16) en concentraciones de 50 y 100 wM. El panel B muestra la imagen de la represion sobre el crecimiento de aislado UMTM13
por las aminas utilizadas. Los datos se analizaron mediante un ANOVA seguido de una prueba de Duncan (p<0,05; n=4) para cada
aislado a una misma concentracion. Medias con la misma letra no muestran diferencia de significacion estadistica.
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Efecto inhibitorio del crecimiento micelial
de aislados UMTM por aminas

En la figura 3 A se muestra el efecto de aminas de cadena
corta (DMA4 y DMA8), de cadena mediana (DMA10 y DMA12)
y de cadena larga (DMA14 y DMA16) sobre el crecimiento de
los aislados UMTM, a concentraciones de 50 y 100 uM. Los
resultados fueron comparados a una misma concentracion
e indicaron que los compuestos de cadena corta tuvieron
una menor efectividad para inhibir el crecimiento flngico en
comparacion con los compuestos de cadena medianay larga.
También resulto evidente que dicha inhibicion aumento con
el aumento de la concentracion de las aminas. Los aislados
UMTM2, UMTM3 y UMTM7 fueron mas sensibles al efecto de
las aminas en comparacion con el aislado UMTM13, que a una
concentracion de 50 uM de las aminas DMA4, DMA8 y DMA10
no presento diferencias significativas con el control.

En la figura 3 B se muestra, a modo de ejemplo, el
impacto sobre el crecimiento micelial del aislado UMTM13
de las distintas aminas utilizadas a concentraciones de 50
y 100 wM. Las aminas DMA4, DMA8 y DMA10 mostraron una
menor actividad inhibitoria que las DMA12, DMA14 y DMA16,
ya sea a 50 o a 100 wM. Resulta interesante hacer notar que
el efecto de inhibicion es dependiente de la concentracion
y de la longitud de la cadena hidrocarbonada de la amina.

Las aminas no solo causaron una fuerte represion del
crecimiento de estos aislados, sino también cambios morfo-
logicos. La observacion con microscopio 6ptico (40X) mostro
diferencias en la estructura del micelio del aislado UMTM7 en
el tratamiento control (fig. 4A) comparado con el expuesto
a la amina DMA16 a 50 uM (fig. 4B) y a 100 uM (fig. 4C). En
presencia de dicha amina a 50 uM se verifico una mayor den-
sidad de las fibras miceliares, a pesar de que la colonia fue
de menor tamano (fig. 3A). A una concentracion de 100 uM
de DMA16, se observo una considerable disminucion de la
densidad y del crecimiento micelial (fig. 4C).

Efecto inhibitorio de la madera adicionada con
DMA16 sobre el crecimiento de los aislados UMTM

En la figura 5 A se observa el efecto «protector» que tuvo
el compuesto DMA16 sobre los aislados UMTM al aplicarse
en la madera de P. radiata. Los aislados UMTM2, UMTM7 y
UMTM13 mostraron una inhibicion de su crecimiento estadis-
ticamente significativa en el tratamiento DMA16-hongo. Esta
respuesta significativa no se encontro con el aislado UMTM3,
pero se evidencié una clara tendencia. Por otra parte, el
tratamiento disolvente solo mostré una inhibicion del creci-
miento en el aislado UMTM2, ya que en el organismo UMTM7
el crecimiento fue mayor que en el tratamiento control.

En la figura 5 B se muestra como fue el crecimiento
del aislado UMTM2 en presencia o ausencia de DMA16. Se
observé que cuando este organismo crecié en madera sin
tratamiento (tratamiento madera-hongo), el desarrollo fun-
gico se extendi6 por toda la caja de Petri e incluso sobre
la madera. De igual manera, el disolvente en ausencia de
la amina no reprimi6 su desarrollo y alcanzo6 valores pro-
medio de 7,3 cm (fig. 5A). Finalmente, notamos que cuando
la madera fue previamente tratada con esta amina (DMA16-
hongo) hubo una clara inhibicion en el desarrollo del aislado,
lo que limito su crecimiento sobre la madera.

Discusion

En nuestros ensayos, la emision de COV de A. agilis UMCV2
bajo el sistema de cajas de Petri divididas limito de forma
significativa el crecimiento de los aislados fungicos UMTM2,
UMTM3 y UMTM?7. Sin embargo, el aislado UMTM13 mostro
resistencia a los volatiles bacterianos y generd un creci-
miento micelial similar al control.

Se ha senalado en diversos trabajos que los COV prome-
ten ser una buena alternativa para el control de patégenos.
En un trabajo reciente se descubrié que la bacteria Bacillus
amyloliquefaciens NJN-6 produce una serie de compuestos
volatiles que inhiben el crecimiento y la germinacion de
esporas en F. oxysporum f. sp. cubense; entre estos se iden-
tificaron fenoles, bencenos, alcoholes, aldehidos y otros’.
La cepa A. agilis UMCV2 produce, ademas de la dimetil-
hexadecilamina, compuestos que en su conjunto pueden
contribuir a la inhibicion de los organismos xildfagos, ya
que dentro del perfil de compuestos volatiles identifica-
dos se detectaron alcoholes, dimetil pirazina, quinolina y
otros**. Asimismo, y en relacion con el estudio exploratorio
para detectar la presencia de celulasas, xilanasas y enzimas
accesorias 0xido-reductoras extracelulares en estos aislados
nativos, encontramos que los 4 mostraron tales actividades
enzimaticas vinculadas con el deterioro de la madera, propia
de organismos xilofagos?%3.

Por otra parte, mostramos un efecto dependiente de la
concentracion y de la longitud de la cadena hidrocarbo-
nada perteneciente al grupo lipidico sobre el crecimiento
de los aislados UMTM. En el analisis comparativo de las ami-
nas dimetilbutanamina (DMA4), dimetiloctilamina (DMAS),
dimetildecilamina (DMA10), dimetildodecilamina (DMA12),
dimetiltetradecilamina (DMA14) y dimetilhexadecilamina
(DMA16), se observo un mayor efecto inhibitorio a mayor
longitud de la cadena. Este resultado se vincula con lo
reportado por Velazquez-Becerra et al.*®, quienes advir-
tieron también un efecto dependiente de la longitud de
la cadena con los compuestos aminados. En este dltimo
trabajo citado, los compuestos dimetilbutanamina, dimeti-
loctilamina y dimetildecilamina mostraron un efecto menos
agresivo sobre los organismos fitopatdgenos B. cinerea y
P. cinnamomi que las aminas dimetildodecilamina, dime-
tiltetradecilamina y dimetilhexadecilamina, las cuales
tuvieron un efecto significativamente mayor.

Ademas de los compuestos aminados, los acidos grasos
son otro grupo de sustancias que han sido identificadas y
utilizadas como agentes antifungicos. Se ha demostrado que
estos compuestos tienen un fuerte potencial como inhibido-
res de patdgenos. Por ejemplo, Andrew y Smith® mostraron
la actividad de diversos acidos grasos capaces de erradicar o
inhibir el crecimiento de una amplia variedad de organismos.
Distintos trabajos comunican las propiedades antimicrobia-
nas de los acidos grasos; entre otros, los acidos grasos
C10:0 y C12:0 fueron reportados como compuestos con
actividad antifingica®’; asimismo, los acidos grasos C10:0,
C12:0, C14:0, C16:1 presentaron actividad antimicrobiana®?
y los C18:1, C18:2, C18:3, C20:4 fueron identificados como
antivirales®3'.

Aln no se tiene en claro el mecanismo por el cual los aci-
dos grasos limitan el crecimiento microbiano. De acuerdo
con las evidencias, se piensa que el objetivo o blanco prin-
cipal de accidén es la membrana de la célula, donde los acidos
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Figura 4
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Efecto de la dimetilhexadecilamina (DMA16) sobre el crecimiento del aislado UMTM7. La imagen A muestra la estructura

del micelio de dicho aislado en el medio. La imagen B muestra la estructura del micelio de ese mismo aislado en presencia de DMA16
a 50 uM y la imagen C muestra el micelio del mismo aislado en presencia de DMA16 a 100 wM. Las imagenes fueron tomadas con un
microscopio optico a 40x.
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Control ~ Madera-Hongo Disolvente DMA16-Hongo

Control

Madera-Hongo

UMTM7
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a
a
l | I |
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Efecto de los aislados xilofagos sobre la madera sin tratar o tratada con el compuesto dimetilhexadecilamina (DMA16).

El panel A muestra crecimiento micelial de los aislados UMTM en los diversos tratamientos. El panel B muestra «probetas» de
madera de P. radiata expuestas a los distintos tratamientos en presencia del aislado UMTM2 en cajas de Petri. Los resultados fueron
analizados mediante un ANOVA seguido de una prueba de Duncan (p <0,05; n=4), las barras con la misma letra indican respuestas
sin diferencias de significacion estadistica.
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grasos interrumpen la cadena de transporte de electrones y
la fosforilacion oxidativa. Ademas de interferir con la pro-
duccion de energia celular, también pueden llegar a inhibir
la actividad enzimatica, asi como desencadenar una altera-
cion en la absorcion de nutrientes y liberar una actividad de
peroxidacion y productos de degradacion® .

Pudimos también notar como la presencia del compuesto
DMA16 en probetas de madera (P. radiata) se asoci6 con un
efecto protector contra los aislados UMTM. Si bien es cierto
que los hongos Hypocrea spp. UMTM3 y UMTM7 no mostra-
ron una diferencia estadisticamente significativa en relacion
con el tratamiento control, si se observd que el crecimiento
de estos aislados quedo limitado al medio de cultivo y no
paso a las probetas de madera, lo cual resulta importante
comentar, ya que este fenémeno indica un efecto protector
en la madera que impide el crecimiento fingico.

Finalmente, cabe sefalar que el compuesto DMA16 pro-
mete ser (til como un posible tratamiento protector contra
organismos destructores de la madera, aunque cuando se
condensa y se aplica a la madera aparentemente pierde efi-
cacia. Por esa razon creemos que se requieren mas y mejores
estudios, a fin de encontrar una forma de aplicacion mas
efectiva y una eficaz concentracion del compuesto que fun-
cione contra un amplio rango de organismos destructores de
la madera.

Conclusiones

Los organismos flngicos encontrados en la comunidad de
Cuanajo-Michoacan se correspondieron con géneros que
deterioran la madera y alteran sus propiedades fisicoqui-
micas; el aislado UMTM3 se asocié con Hypocrea spp. y el
aislado UMTM13 con Fusarium spp. Por otra parte, tanto los
COV emitidos por la cepa A. agilis UMCV2, como las ami-
nas probadas en este estudio, mostraron efecto inhibitorio
sobre el crecimiento de nuestros aislados UMTM y revelaron
capacidad para limitar su desarrollo en condiciones in vitro.
En especial, el compuesto DMA16 deja abierta la posibilidad
para su uso como tratamiento preventivo contra el ataque
de xilofagos.
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