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RESUMEN

Antecedentes: Los hongos comestibles destacan por sus multiples propiedades. Sin embargo, los estudios de activi-
dad antimicrobiana se han enfocado predominantemente en microorganismos patégenos humanos, mientras que la
informacién sobre microorganismos fitopatégenos es escasa.

Objetivo: Evaluar la actividad antifingica de cuatro extractos alcohdlicos de los hongos comestibles Lactarius aff.
deliciosus, Ustilago maydis, Amanita aff. jacksonii y A. rubescens en contra del fitopatégeno Colletotrichum gloeos-
porioides.

Métodos: Los extractos alcohdlicos se obtuvieron por maceraciéon de los especimenes frescos en metanol y etanol. Se
determiné la actividad antifingica mediante las técnicas de difusion en pozos y microdilucién en placa.

Resultados y conclusiones: Se observé disminuciéon en el crecimiento micelial del hongo C. gloeosporioides en los
extractos etanol-agua 3:7 de los hongos comestibles, empleando la técnica de difusién en pozo. Mientras que con la
técnica de microdilucién en placa el porcentaje de inhibicion més alto (97.02%) correspondié al extracto metandlico
de L. aff. deliciosus en dilucién 3:7. Por lo cual, los extractos etanol-agua 3:7 de los hongos evaluados podrian tener
el potencial de probarse in vivo en contra de C. gloeosporioides como una alternativa sostenible para el control de
fitopatégenos de interés agricola.

Palabras clave: actividad antifingica, fitopatégeno, macromicetos, metabolismo de los hongos

ABSTRACT

Background: Edible mushrooms are well known for their diverse bioactive properties. However, studies evaluating their
antimicrobial activity have predominantly focused on human pathogenic microorganisms, while research addressing
their effects on phytopathogenic microorganisms remains limited.

Objective: To assess the antifungal activity of four alcoholic extracts derived from the edible mushrooms Lactarius
aff. deliciosus, Ustilago maydis, Amanita aff. jacksonii, and A. rubescens against the phytopathogen Colletotrichum
gloeosporioides.

Methods: Alcoholic extracts were obtained by macerating mushroom samples in methanol and ethanol. Antifungal
activity was evaluated using agar well diffusion and microdilution assays.

Results and conclusions: The agar well diffusion assay revealed growth inhibition of C. gloeosporioides when exposed
to 3:7 ethanol-water extracts of the edible mushrooms. The microdilution assay demonstrated that the methanolic
extract of L. aff. deliciosus at a 3:7 dilution achieved the highest inhibition rate (97.02%). These findings suggest
that ethanol-water (3:7) extracts of the tested edible mushrooms possess promising antifungal potential and could
be explored further for in vivo applications as a sustainable alternative for the management of agriculturally relevant
phytopathogens.
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INTRODUCCION

Los hongos fitopatégenos representan una amena-
za significativa para la producciéon agricola, ya que
reducen la calidad y el rendimiento de los cultivos,
generando grandes pérdidas econémicas (Shukla et
al. 2022). Un ejemplo destacado es Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc., un hongo de
distribuciéon cosmopolita responsable de la antracno-
sis, una enfermedad que afecta diversos frutales como
mango, pera, papaya, durazno, manzana y membirillo,
asi como el café. Esta patologia puede desarrollarse
en tallos, ramas, hojas y frutos de sus hospedantes
(Ceballos et al. 2023). Se han reportado pérdidas que
oscilan entre el 50 % y el 100 %, con una severidad
del 70 % al 80 % en frutos jovenes (8-15 mm), espe-
cialmente bajo condiciones de alta humedad y ma-
nejo agronémico deficiente (Arauz 2000, Prusky et al.
2009, Montedn-Ojeda et al. 2018).

Tradicionalmente, se han utilizado fungicidas quimi-
cos para mitigar los dafios de la antracnosis, aunque
su uso excesivo puede generar resistencia en los fito-
patégenos y efectos negativos en el medio ambiente.
Como alternativa, se han explorado estrategias mas
sostenibles, incluyendo el uso de microorganismos,
aceites esenciales y extractos de plantas (Dooh et al.
2014, Santos et al. 2019, Carrillo et al. 2023, Peral-
ta-Ruiz et al. 2023). En este contexto, los hongos co-
mestibles han cobrado interés debido a sus propieda-
des bioactivas y su potencial aplicacién en el control
biolégico de enfermedades agricolas (Dudekule et al.
2020, Merel et al. 2020).

Los hongos comestibles, clasificados como macromi-
cetos, forman un esporoma o cuerpo fructifero que
debe serno téxico, no venenoso y contar con un sabor
y aroma agradables para el consumidor (Bolaniran et
al. 2021, Rani et al. 2023). Ademés de su valor nutri-
mental, poseen aplicaciones en la industria alimenta-
ria, cosmética y ambiental, destacando su capacidad
para degradar compuestos contaminantes persisten-
tes (Buswell y Chang 2024). Su potencial terapéutico
y farmacolégico se debe a la produccion de metaboli-
tos secundarios bioactivos, generados en respuesta a
condiciones de estrés, que les confieren propiedades
antibacterianas, antivirales, inmunomoduladoras, an-
tiinflamatorias, antioxidantes, anticancerigenas e hi-
pocolesterolémicas (Chaturvedi et al. 2018, Bolaniran
et al. 2021, Ambhore et al. 2024, Hamza et al. 2024,
Sun et al. 2024).
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Diversos estudios han demostrado la actividad bio-
l6gica de los extractos de hongos comestibles. Se
ha reportado que los extractos acuosos de Leccinum
scabrum (Bull.) Gray tienen actividad antibacteriana
contra Listeria monocytogenes (E. Murray) Pirie, Es-
cherichia coli (Migula) Castellani & Chalmers y Salmo-
nella enterica (ex Kauffmann y Edwards) Le Minor y
Popoff (Gargano et al. 2024). Por su parte, Sevindik
et al. (2024) identificaron actividad antibacteriana, an-
tioxidante y antiproliferativa en el extracto etandlico
de Hericium erinaceus (Bull.) Pers., atribuyéndola a
la presencia de 13 compuestos fendlicos. Asimismo,
Kosani¢ et al. (2024) encontraron que los extractos
metandlicos de Meripilus giganteus (Pers.) P. Karst.
tienen actividad antimicrobiana contra Bacillus subti-
lis (Ehrenberg) Cohn y presentan efectos citotéxicos
en células de cancer colorrectal humano. Naskar et
al. (2024) destacaron el alto contenido de compues-
tos fendlicos (14 %) y flavonoides (3 %) en el extracto
hidroetandlico de Lentinus sajor-caju (Fr.) Fr., relacio-
nandolo con su actividad antioxidante, antibacteriana
y antiinflamatoria.

En cuanto a la actividad antifingica, Bal et al. (2023)
reportaron que los extractos de etanol y metanol de
Bovista nigrescens Pers. son efectivos contra bacterias
y hongos. El extracto etandlico mostré actividad con-
tra Staphylococcus aureus Rosenbach, Enterococcus
faecalis (Orla-Jensen) Schleifer & Kilpper-Balz, E. coli,
Pseudomona aeruginosa (Schroeter) Migula y Acite-
nobacter baumannii Bouvet and Grimont en concen-
traciones de 50-200 pg/mL, mientras que a 100 pg/
mL inhibié Candida albicans (C.P.Robin) Berkhout, C.
krusei (Castellani) Berkhout y C. glabrata (Anderson)
Meyer & Yarrow. En el caso del extracto metandlico,
se observaron efectos antibacterianos con concentra-
ciones de 100-400 pg/mL y antifingicos en el rango
de 100-200 pg/mL.

Los hongos comestibles son conocidos por contener
una amplia variedad de metabolitos secundarios, mu-
chos de los cuales poseen diversas actividades bio-
l6gicas, entre ellas la actividad antimicrobiana contra
patdgenos humanos y fitopatégenos. En particular,
Ustilago maydis ha sido ampliamente estudiado por
su potencial biotecnolégico, ya que es capaz de pro-
ducir gran diversidad de moléculas bioactivas como
acidos organicos (malato, succinato, itaconato o ita-
conico, itatartarato y (S)-2-hidroxiparaconato), polio-
les (eritritol y manitol), glicolipidos (como los lipidos




de mannosileritritol y el acido ustiladgico), asi como
triacilglicéridos intracelulares (Guevara y Tabuchi
1990, Bolker et al. 2008, Mueller et al. 2008). Desde
1951 se ha reportado que los cultivos de este hongo
presentan actividad antibidtica, atribuida a una mez-
cla de glicolipidos, en especial al 4cido ustilégico, el
cual es toxico para diversos microorganismos tanto
procariotas como eucariotas (Haskins y Thorn 1951).
Por su parte, el género Lactarius es reconocido por su
capacidad para sintetizar sesquiterpenos, esteroides,
compuestos nitrogenados y otros metabolitos secun-
darios, como pigmentos con potencial bioactivo (Feu-
ssi et al. 2017). Finalmente, diversas especies del gé-
nero Amanita han sido reportadas como productoras
de compuestos fendlicos con actividad antibacteriana
y antioxidante, ademas de contener acidos organicos
como el 4cido mélico y el 4cido ascérbico (Valentdo et
al. 2005, Martinez et al. 2021).

Dado el potencial de los hongos comestibles como
fuente de compuestos con actividad antifingica, en
este estudio se evalud la actividad antifingica de
cuatro extractos alcohdlicos obtenidos de esporomas
de Lactarius aff. deliciosus (L.) Gray, Ustilago maydis
(DC.) Corda, Amanita aff. jacksonii Pomerl. y A. rubes-
cens Pers., frente al fitopatégeno C. gloeosporioides.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Los esporomas frescos de las especies comestibles co-
nocidos popularmente como “enchilado” (L. aff. deli-
ciosus), "huitlacoche” (U. maydis), “tecomate” (A. aff.
jacksonii) y "portobello silvestre” (A. rubescens) fueron
adquiridos en mercados locales de la ciudad de Xalapa,
Veracruz en el mes de agosto del 2022. Los ejemplares
se identificaron con el uso de claves taxonémicas de
Pacioni (1981) y Laessoe et al. (1998). En el caso de L.
deliciosus y A. jacksonii, se consideraron como afines
a las especies, debido a que estudios sisteméticos re-
cientes de especimenes mexicanos han mostrado va-
riacion en sus caracteres morfolégicos, evidenciando
la posibilidad de que correspondan a nuevas especies
(Diaz Juarez 2019). La cepa de C. gloeosporioides (cla-
ve H-1-2) fue aislada de cerezas de café y donada por
el cepario del Laboratorio de Quimica de Suelos de
La Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad
Veracruzana, Campus Xalapa. La cepa se mantiene en
papa dextrosa agar (PDA, Bioxon) a 25 °C.
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Obtencion de los extractos alcohdlicos

Se siguid la metodologia de Narvéez et al. (2023) en
donde se pesaron 330 g de material fingico de cada
hongo y se cortaron en fragmentos de aproximada-
mente 4 cm de lado. Los fragmentos se colocaron en
frascos de vidrio herméticos de 3 L, seis recipientes
en total. A tres de ellos se les afiadieron 350 mL de
metanol y a los otros tres, 350 mL de etanol. La ma-
ceracion se llevd a cabo durante cinco dias a tempe-
ratura ambiente.

Transcurrido este tiempo, los extractos fueron filtra-
dos por gravedad utilizando papel filtro de poro me-
dio (8 um). El liquido obtenido se concentré median-
te evaporacién en un rotavapor (marca Buchi B-491),
obteniendo extractos de consistencia pastosa-oleosa.
Los extractos metandlicos y etandlicos se establecie-
ron como soluciones madre y a partir de la totalidad
de éstos se prepararon extractos hidroalcohélicos con
las proporciones: etanol-agua 1:1, metanol-agua 1:1,
etanol-agua 3:7 y metanol-agua 3:7, todo por tripli-
cado.

Actividad antiflingica de los extractos alcohdlicos
Difusién en pozos

Se prepararon cajas de Petri con medio PDA, a las
cudles se les realizaron tres perforaciones equidis-
tantes en el agar con ayuda de un sacabocados de
0.5 mm de didmetro. A cada pozo se le colocé 50 pL
de cada extracto alcohdlico (concentrado de etanol
y metanol, etanol-agua 1:1, metanol-agua 1:1, eta-
nol-agua 3:7 y metanol-agua 3:7), mientras que en el
centro de cada caja se colocé un disco C. gloeospo-
rioides con micelio fresco. Dentro de los tratamien-
tos se incluyd un control de agua destilada estéril, un
control de metanol y etanol, todo por triplicado. Las
cajas se incubaron a 28 °C durante diez dias, transcu-
rrido este tiempo se observé si habia inhibicién sobre
el crecimiento de C. gloeosporioides cercana al pozo,
midiendo el halo de inhibicién (mm) alcanzado (Nar-
véez et al. 2023).

Microdilucién en placa

Determinacion de la concentracién de una solucion
de fragmentos de micelio de C. gloeosporioides.
Siguiendo la técnica adaptada de Narvdez et al.
(2023), se prepararon 100 mL de caldo papa dextrosa
(Bioxon), al cual se inoculd un disco de 7 mm de @ de
micelio fresco de C. gloeosporioides. La incubacién




se realizé durante 10 dias a 25 °C. Después de este
periodo, la solucién fungica se filtré a través de un sis-
tema estéril (columna de pléstico con algoddn) para
separar los fragmentos mas pequefios de micelio. La
concentracién de los fragmentos en el liquido filtra-
do se determind utilizando una cdmara de Neubauer,
alcanzando una concentracién de 107 fragmentos de
micelio/mL.

La actividad antifingica se evalué mediante el mé-
todo de microdilucién en placa descrito por Casaril
et al. (2011) y Ren et al. (2014), con modificaciones.
En cada pozo de la placa se colocaron 100 pL de
caldo papa dextrosa, 50 pL del extracto alcohédlico
correspondiente (concentrado de etanol y metanol,
etanol-agua 1:1, metanol-agua 1:1, etanol-agua 3:7 y
metanol-agua 3:7) y 50 pL de la solucién de fragmen-
tos de micelio de C. gloeosporioides.

Los controles positivos en el experimento incluyeron
agua destilada estéril, metanol, etanol, caldo de papa
dextrosa y caldo de papa dextrosa con solucién de
fragmentos de micelio de C. gloeosporioides, todos
por triplicado.

Las microplacas se incubaron a temperatura ambiente
en un agitador horizontal a 400 rom durante 4 dias.
Posteriormente, se midié la absorbancia a 595 nm
con un lector de microplacas (Synergy 2 SL, Biotek®).
La actividad antifingica se determiné comparando
las absorbancias de los pozos con los extractos y los
controles. El porcentaje de inhibicién del crecimiento
fungico se calculd utilizando la siguiente ecuacion:

% Inhibicion = [A, - (A = AJ]/ A. X 100

.
Donde A, es la absorbancia del control fungico sin la
adicién del extracto; A, es la absorbancia de la mez-
cla (extracto alcoholico y suspension de fragmentos
de micelio) y A, es la absorbancia del extracto corres-
pondiente.

Anailisis estadistico

Para la técnica de dilucién en placa, el bioensayo se
establecié bajo un disefio experimental completa-
mente al azar con tres repeticiones. A los datos obte-
nidos se les aplicé un anélisis de varianza y la prueba
de comparacion de medias (LSD, a=0.05) con el pro-
grama estadistico SAS Institute (2023).
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RESULTADOS

Actividad antifingica de los extractos alcohdlicos
Difusién en pozos

Se observaron cambios morfolégicos en la cepa de
C. gloeosporioides expuesta a los diferentes extrac-
tos alcohdlicos de los hongos comestibles probados
(Figura 1). Los cambios cualitativos detectados fueron
en la disminucién de la densidad del micelio y de la
pigmentacién del fitopatdégeno, que no presenté las
tonalidades de color salmdn caracteristicas. Ademas,
se detectd un crecimiento micelial mas lento en las
muestras con los extractos de A. aff. jacksonii, U. ma-
ydisy L. aff. deliciosus. Si bien se esperaba una inhibi-
cion total del crecimiento alrededor de los pozos con
el extracto, el hongo si crecid, aunque de manera mas
lenta en comparacién con los controles. Esto sugiere
que su metabolismo se vio afectado, lo que provocd
un retraso en su desarrollo bajo estas condiciones.
En los controles, el hongo mostré crecimiento duran-
te los primeros cinco dias, presentando un micelio
blanco, semiesponjoso y sin alteraciones en la colo-
racion del medio de cultivo. Al transcurrir mas dias
de incubacién, comenzaron a formarse masas de
micelio de color salmén a naranja, donde posterior-
mente se desarrollaron los conidios, esto coincide por
lo reportado por Morales et al. (2024) en cuanto a la
morfologia de C. gloesporioides. Sin embargo, estas
caracteristicas morfolégicas no se observaron en los
cultivos con extractos de U. maydis (metanol, etanol,
etanol-agua 3:7 y metanol-agua 3:7), L. aff. deliciosus
(etanol-agua 1:1, metanol-agua 1:1, etanol-agua 3:7)
y A. aff. jacksonii (metanol, etanol-agua 3:7 y meta-
nol-agua 3:7. En esta parte de la investigacién no se
lograron detectar halos de inhibicién medibles, por
lo que la evaluacién se realizé nicamente de manera
observacional, registrando los cambios en la morfolo-
gia del crecimiento del hongo fitopatégeno.
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Figura 1. Actividad de extractos alcohdlicos en confrontacién con C. gloeosporioides, utilizando la técnica de difusiéon en pozos. A: Ustilago

maydis. B: Lactarius aff. deliciosus. C: Amanita aff. jacksonii. D: A. rubescens.




Microdilucién en placa

Se realizé un anélisis estadistico por especie. En U.
maydis, no se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos al nivel de significancia del 5 %
(a=0.05). El mayor porcentaje de inhibicion (82.84 %)
se observd con el extracto etandlico en dilucion 3:7,
aungue no fue estadisticamente diferente del resto
(Figura 2 B).

Para L. aff. deliciosus (Figura 2 A) se obtuvo un com-
portamiento similar, sin diferencias significativas entre
las concentraciones evaluadas. El porcentaje de inhi-
bicion maés alto (97.02 %) se registré con el extracto
metandlico en dilucién 3:7.
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En contraste, los extractos de A. aff. jacksonii (Figura
3 A) mostraron diferencias estadisticamente significa-
tivas entre tratamientos. Las diluciones 3:7 (etanol y
metanol) y 1:1 (etanol) fueron significativamente mas
efectivas. El tratamiento mas eficaz fue el extracto
etandlico en dilucién 3:7, con un 95.10 % de inhibi-
cion, superando estadisticamente al resto (Figura 3).
Finalmente, en A. rubescens (Figura 3 B) también se
detectaron diferencias significativas entre al menos
dos tratamientos. Las diluciones 3:7 y 1:1 del extracto
etandlico fueron las mas efectivas.

Figura 2. Actividad de extractos alcohdlicos en contra de C. gloeosporioides con la técnica de microdilucién en placa. A: Amanita aff

jacksonii, B: A. rubescens. Media = error estandar, n= 3.

Figura 3. Actividad de extractos alcohélicos en contra de C. gloeosporioides con la técnica de microdilucién en placa. A: Lactarius aff.

deliciosus. B: Ustilago maydis. Media * error estandar, n= 3.




DISCUSION

Diversos estudios han demostrado que los extractos
alcohdlicos de hongos comestibles poseen actividad
antimicrobiana (Kosanié et al. 2024, Setyawan et al.
2024). Sin embargo, la técnica de difusién en agar
comunmente utilizada para evaluar esta actividad
presenta limitaciones, como la baja difusién de meta-
bolitos debido a su solubilidad reducida y alto peso
molecular, asi como su baja sensibilidad (Ren et al.
2014, Martinez et al. 2021). Estas limitaciones podrian
explicar por qué, en algunos casos, se observa solo
un retraso en el crecimiento de C. gloeosporioides y
no una inhibicién completa.

Por otro lado, la técnica de microdilucién en placa de-
mostré mayor eficacia, ya que varios extractos alco-
hdlicos alcanzaron altos porcentajes de inhibicién del
crecimiento de C. gloeosporioides. Particularmente,
los extractos metanol-agua (3:7) y etanol-agua (3:7)
de L. aff. deliciosus y A. aff. jacksonii, asi como los ex-
tractos metandlicos de L. aff. deliciosus, mostraron un
fuerte potencial inhibitorio, lo que sugiere su posible
aplicacion en ensayos in vivo.

Estudios previos también han reportado la eficacia de
extractos de otras especies comestibles o medicina-
les. Por ejemplo, el extracto de acetato de etilo de
Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst. inhibié hasta un
70 % el crecimiento de C. gloeosporioides (Muniya-
ppan et al. 2023, Gayathiri et al. 2021), mientras que
Oka et al (2015) encontraron actividad antifingica del
hongo comestible Hypsizygus marmoreus (Peck) H.E.
Bigelow contra diversas especies de hongos fitopaté-
genos. De forma similar, extractos de Pleurotus cyti-
diosus O.K. Mill. y compuestos aislados de Coprinus
comatus (O.F. Mull.) Pers. como el orsellinaldehido
han mostrado efectos antifingicos relevantes (Meni-
kpurage et al. 2009, Cabutaje et al. 2024). Sin embar-
go, la informacién especifica sobre extractos alcohdli-
cos de macromicetos frente a este fitopatégeno, aun
es limitada.

En este estudio, todos los extractos alcohdlicos eva-
luados mostraron algin grado de inhibicién sobre C.
gloeosporioides. En particular, la actividad de L. aff.
deliciosus puede estar relacionada con su conteni-
do de compuestos fendlicos, flavonoides, licopeno,
betacaroteno y diversos polioles y glucésidos (Zhou
et al. 2011, Muszyniska et al. 2013, Bozdogan et al.
2018, Volcao et al. 2024). Volcio et al. también docu-
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mentaron que el extracto etandlico de esta especie
inhibe otros fitopatégenos como Fusarium solani y
Penicillium citrinum, resultados que coinciden con lo
reportado por Narvéaez et al. (2023) frente a Rhizocto-
nia solani.

Finalmente, los extractos alcohdlicos e hidroalcohdli-
cos de A. aff. jacksonii contienen compuestos bioacti-
vos como acido 4-hidroxibenzoico, betaina, carnitina
y varios acidos orgénicos que podrian explicar la in-
hibicién observada en este estudio (Pacheco-Hernan-
dez et al. 2024a, 2024b). Aunque el extracto etandli-
co de A. aff. jacksonii también mostré eficacia frente
a R. solani, no resulté igualmente efectivo contra C.
gloeosporioides, evidenciando la especificidad de los
efectos segin el hongo objetivo (Narvéez et al. 2023).

CONCLUSIONES

Los extractos alcohdlicos de hongos comestibles de-
mostraron actividad antifingica contra C. gloeospo-
rioides mediante las técnicas de difusion en pozos
y microdilucién en placa. En la técnica de difusién,
se observaron alteraciones morfolégicas en el hon-
go, como reduccién del micelio, pérdida de pigmen-
tacion caracteristica y retraso en el crecimiento, es-
pecialmente con los extractos de A. aff. jacksonii, U.
maydis y L. aff. deliciosus. Estos efectos sugieren una
alteracién del metabolismo del fitopatégeno.

En la microdilucion, los extractos de U. maydis y L.
aff. deliciosus no mostraron diferencias significativas
entre tratamientos, aunque se registraron altos por-
centajes de inhibicién. En cambio, A. aff. jacksonii y
A. rubescens presentaron diferencias estadisticamen-
te significativas, destacando las diluciones etandlicas
y metandlicas 3:7 y 1:1 como las més efectivas. Estos
resultados evidencian que la eficacia antiflingica varfa
segln la especie de hongo comestible, el tipo de sol-
vente y su concentracion, lo que resalta el potencial
selectivo de estos extractos como agentes de control
bioldgico.
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