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ABSTRACT

The resistance of phytopathogenic fungi to chemical compounds has triggered the search
for alternatives to their treatment. In this study, the antagonistic potential of hexanic extracts
(EH) obtained from the individual cultures and co-cultures (CC) of Bacillus subtilis and
Trichoderma sp. (T. asperellum T1 (CC1), T3 (CC3), or Trichoderma sp. T2 (CC2)) against
Colletotrichum acutatum was assessed. Exposure to EH obtained from individual cultures
altered mycelial morphology and inhibited the radial growth of C. acutatum (15%-17%). In
contrast, the HE obtained from CC at 300 ug/mL and 450 pg/mL inhibited the radial growth
of C. acutatum by 10% and 15%, respectively. Additionally, the EH altered germ tube
morphology and reduced conidia germination (66.53%). Finally, the combination of EH
obtained from T. asperellum T1 at 750 pg/mL and the CC3 at 450 pg/mL increased the radial
growth inhibition by 35%. The mixtures altered the polarized hyphal growth, suggesting that
the structural integrity of the phytopathogen was affected. These results underscore that the
interaction among biological control agents in vitro promotes the production of promising
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molecules analysis is a promising source of molecules with antagonistic effects against C.
acutatum.

Keywords: Antagonistic effect, anthracnose, hexanic extract, phytopathogen.

RESUMEN

La resistencia de fitopatdgenos a los compuestos quimicos ha desencadenado la busqueda
de alternativas para controlarlos. En este estudio, se evaluo el potencial antagonico de los
extractos hexanicos (EH) obtenidos de los cultivos individuales (B. subtilis (Bs), T.
asperellum (T1), Trichoderma sp. (T2) y T. asperellum (T3)) y co-cultivos (CC1 (Bs+T1),
CC2 (Bs+T2)y CC3 (Bs+T3)) en caldo Luria-Bertani suplementado con micelio desactivado
de Colletotrichum acutatum (empleado como inductor) contra C. acutatum. La exposicion
a los EH obtenidos de los cultivos individuales alteré la morfologia micelial e inhibi6 el
crecimiento radial del fitopatdogeno (15-17%). En contraste, los EH obtenidos de los co-
cultivos inhibieron el crecimiento radial de C. acutatum del 10-15%. Adicionalmente, los EH
alteraron la morfologia del tubo germinativo y redujeron la germinacion de conidios
(66.53%). Finalmente, la combinacion de los EH obtenidos de T1 a 750 yg/mL y del CC3 a
450 pg/mL inhibié el 35% del crecimiento radial. Las mezclas de los EH alteraron el
crecimiento polarizado de las hifas, o que sugiere que se afecté la integridad estructural
del fitopatégeno. Estos resultados muestran que la interaccidén entre agentes de control
biolégico promueve la produccién de moléculas prometedoras con efectos antagdnicos
contra C. acutatum.

Palabras clave: Antracnosis, efecto antagonista, extractos hexanicos, fitopatdégeno.

1. Introduccion

La presencia de hongos fitopatdgenos en cultivos agricolas provoca pérdidas productivas
que comprometen la seguridad alimentaria (Savary y Willocquet, 2020). ElI género
Colletotrichum alberga mas de 600 especies fitopatdgenas entre las que destaca
Colletotrichum acutatum (Silva et al., 2017; McLaughlin et al., 2024). Este fitopatdégeno es
cosmopolita y hemibiotrofico, ocasiona la enfermedad fungica conocida como antracnosis,
la cual genera pérdidas que van desde el 30% al 100% (Gallardo-Camarena et al., 2025)
en cultivos de citricos, pimiento (Joo et al., 2025), leguminosas (Sousa et al., 2025), fresa
(Gama et al., 2025), mango, papaya, aguacate (Zakaria, 2021) y manzana (Trkulja et al.,
2024), entre otros.

El ciclo de vida de C. acutatum inicia con la formacién de estructuras de resistencia
(apresorios o conidios) que se adhieren a la superficie vegetal y comienzan la infeccién.
Posteriormente, se desarrolla la fase necrotrofica, durante la cual el tejido vegetal muere y
el hongo forma nuevas estructuras reproductivas que se dispersan para infectar nuevos
hospedantes (Liang et al., 2021). Estas estructuras de resistencia pueden entrar en estado
de latencia y germinar nuevamente cuando las condiciones bidticas y abidticas sean
favorables. Esta caracteristica aumenta la capacidad de supervivencia a largo plazo de C.
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acutatum, lo que complica su control y erradicacion; como consecuencia, se elevan los
costos de produccién y se comprometen los rendimientos agricolas (Poling, 2008;
Aljawasim et al., 2023).

Una estrategia para mitigar la antracnosis es la aplicacion de productos quimicos. Sin
embargo, su uso excesivo y manejo inapropiado ocasionan dafios severos a los
ecosistemas, perjuicios a la salud humana y favorecen el desarrollo de resistencia en los
fitopatogenos (Juarez-Campusano et al., 2020; Ciofini et al., 2022; Espinoza-Acosta et al.,
2023). Uno de los principales desafios de la agricultura moderna es desarrollar estrategias
con un enfoque de sustentabilidad (Ntui et al., 2021). En este sentido, los agentes de control
biolégico (ACB), como Trichoderma (Awad-Allah et al., 2022; Moreno-Loépez et al., 2023)
representan una alternativa para el manejo y control de enfermedades de origen fungico.
Los ACB poseen diversos mecanismos que inhiben el crecimiento de fitopatdgenos como
la competencia por espacio y nutrientes (Tyskiewicz et al., 2022), el micoparasitismo
(Mukherjee et al., 2022), la antibiosis (Evren et al., 2025) y la respuesta sistémica inducida
(Montejano-Ramirez et al., 2024). Sin embargo, aunque la aplicacion de Trichoderma ha
mostrado resultados prometedores (Jin y Alberti, 2025), su uso extendido afronta
limitaciones relacionadas con su capacidad de adaptacion al nicho ecolégico donde se
desea implementar, su susceptibilidad a las condiciones ambientales y la posible falta de
especificidad hacia el huésped de interés (Vos et al., 2015; Stange et al., 2024; Guzman-
Guzman et al., 2025).

Algunos enfoques de control optan por el aprovechamiento de los metabolitos secundarios
producidos por Trichoderma (Cortez-Lazaro et al., 2025), los cuales, debido a su diversa
naturaleza quimica, pueden actuar sobre diferentes blancos de accién en el fitopatégeno
de interés (Yao et al., 2023; Boukaew et al., 2024). Trichoderma produce compuestos
organicos volatiles (COVs) que tienen propiedades antimicrobianas (Kong et al., 2022; Joo
y Hussein, 2022; Rodriguez-Gonzalez et al., 2025). Sin embargo, dadas las caracteristicas
quimicas de dichos compuestos (alta volatilidad), su aplicacion en campo abierto o
invernadero presenta limitaciones técnicas, por ejemplo, la baja estabilidad en las
condiciones ambientales, lo que dificulta mantener concentraciones efectivas in situ (Zhao
et al., 2022). Otros metabolitos son de naturaleza difusible; estos compuestos causan
alteraciones morfoldgicas en las colonias de los hongos patdégenos (hinchamiento,
curvatura y acortamiento de las hifas, asi como necrosis) (Bae et al., 2016). Los compuestos
producidos por Trichoderma atroviride y T. asperellum, obtenidos mediante extractos de
acetato de etilo, generaron efectos citotdxicos contra hongos fitopatégenos y oomicetos
(Stracquadanio et al., 2020).

Sin embargo, la produccion y la naturaleza quimica de estas moléculas dependen de la
capacidad metabdlica del hongo, la fuente de nutrientes y las condiciones de crecimiento,
asi como de sus interacciones intra o interespecificas con otros microorganismos (Bautista-
Ortega et al., 2022; Avila-Oviedo et al., 2024). Algunos enfoques buscan optimizar estas
variables para inducir la produccion de metabolitos secundarios novedosos. Al respecto, la
interaccion entre Bacillus sp. y Trichoderma sp. puede generar sinergismo metabdlico en el
que la actividad de uno favorece la expresion de rutas biosintéticas del otro. Por ejemplo,
Bacillus velezensis y Trichoderma harzianum en co-cultivo adaptan su metabolismo, de
manera que los exudados fungicos estimulan el crecimiento bacteriano y, a su vez, modulan
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positivamente la expresion de genes que participan en la sintesis de lipopéptidos en B.
velezensis; lo cual se traduce en un incremento en la produccidon de estos compuestos vy,
por lo tanto, en una mayor actividad antifungica (Fifani et al., 2022).

Adicionalmente, el co-cultivo de T. atroviride SG3403 y Bacillus subtilis 22 incremento la
produccion de metabolitos con actividad antifungica; el filtrado fermentado del co-cultivo
inhibid el crecimiento radial de Fusarium graminearum en un 50%, el cual fue mayor en
comparacion con los cultivos individuales de B. subtilis (46%) y T. atroviride (0%) (Li et al.,
2020). Estos resultados indican que en el co-cultivo se producen compuestos antifungicos
en mayor cantidad o diversidad quimica. En este sentido, con la finalidad de inducir la
produccion diferencial de metabolitos secundarios, Emanuel et al., (2020) establecieron un
co-cultivo entre B. subtilis y cepas de Trichoderma sp. donde usaron como inductor micelio
desactivado de C. gloeosporioides. Los resultados mostraron que en estos co-cultivos se
indujo la produccién de metabolitos secundarios como el acetato de butilo, butanoato de
etilo, acetato de butilo, acido acético, 2-butoxietanol, 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldehido,
alcohol 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibencilico, acido hexadecanoico y acido octadecanoico. No
obstante, la presencia y abundancia relativa de estos metabolitos fueron distintas entre los
co-cultivos de cada cepa de Trichoderma sp. y B. subtilis evaluados. Por ejemplo, aunque
el acetato de butilo se detecté en todas las fracciones de extractos hexanicos (EH), su
abundancia fue diferencial entre los co-cultivos; ademas, este compuesto mostré un efecto
inhibitorio sobre el crecimiento radial de C. gloeosporioides y generd alteraciones en la
morfologia de la colonia fitopatdgena. Estos resultados resaltan que las interacciones
microbianas interespecificas representan una estrategia novedosa para identificar
moléculas con potencial antagonico.

Otra estrategia para inducir la produccion de metabolitos con potencial antifungico implica
modificar la composicion quimica del medio de cultivo en el que se cultivan los
microorganismos (Chavez-Avilés et al., 2024) o establecer interacciones controladas entre
estos bajo condiciones especificas (Li et al., 2020; Chavez-Avilés et al., 2024; Lopez y
Lopez et al., 2023). Consecuentemente, en este estudio se evalud el potencial antifungico
de los EH obtenidos del cultivo individual y co-cultivo de Trichoderma sp. y B. subtilis en
presencia de micelio desactivado de C. acutatum contra este mismo fitopatégeno.

2. Materiales y métodos
2.1. Estrategia experimental

La estrategia experimental se desarrolld6 en el siguiente orden: inicialmente, se
establecieron cultivos individuales (B. subtilis QST 713 (Bs), T. asperellum (T1),
Trichoderma sp. (T2) y T. asperellum (T3)), asi como los co-cultivos (CC1 (Bs + T1), CC2
(Bs + T2) y CC3 (Bs + T3)) en caldo Luria-Bertani (LB) suplementado con 1% de micelio
desactivado de C. acutatum (MDCa, empleado como inductor). Posteriormente, se
realizaron cinéticas de crecimiento de los microorganismos; se monitore6 la produccion de
azucares como indicador indirecto para determinar el tiempo de extraccion de los
metabolitos. Una vez definido el tiempo de extraccion, los metabolitos fueron obtenidos
mediante una extraccion liquido-liquido con hexano, lo que permitid obtener los EH. Se

Avila-Oviedo et al. / Mexican Journal of Biotechnology 2025, 10(4):15-43

18



evaluo el efecto de los EH obtenidos de los cultivos individuales y co-cultivos sobre el
crecimiento micelial y germinacion de conidios de C. acutatum. Finalmente, con base en los
efectos observados, se establecieron combinaciones de los EH y se analiz6 su efecto sobre
el crecimiento de C. acutatum.

2.2. Obtencion de extractos hexanicos

Se establecieron dos tipos de cultivo para obtener los EH, cultivos individuales y co-cultivos.
Para los cultivos individuales se inocularon 1x108 UFC de Bs o 1x108 conidios de T1, T2 o
T3 en un matraz con 250 mL de caldo LB. Para el co-cultivo se afiadieron 1x10® UFC de Bs
y 1x108 conidios de Trichoderma (T1, T2 o T3) designandose como CC1, CC2 y CC3
respectivamente. En todos los casos se utilizé caldo LB suplementado con 10 g de MDCa.
Los cultivos se mantuvieron bajo condiciones de oscuridad en agitacion constante a 150
rom a temperatura ambiente (25 + 2°C).

2.3. Determinacion de azucares reductores

Para determinar la produccion de azucares reductores (como una medida indirecta del
crecimiento) se implemento el método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959). La
mezcla de reaccion se prepard con 20 pL de las muestras, 180 uL de agua destilada y 300
ML del reactivo DNS. La solucion se sometio a un choque térmico a 95°C (5 minutos) y 4°C
(2 minutos). La cuantificacion se realizé por espectrofotometria a 530 nm con base en una
curva de calibracion en la que se empled glucosa como estandar (r? = 0.98, datos no
mostrados). Las mediciones se realizaron cada 12 horas durante 11 dias. Los metabolitos
producidos en los cultivos individuales se extrajeron a las 36 horas de incubacion (S1)
mientras que los metabolitos producidos en los co-cultivos se extrajeron en diferentes
periodos de incubacion; para el CC2 se extrajeron a las 24 horas, mientras que los de CC1
y CC3 se obtuvieron a las 48 horas (S2).

2.4. Extraccion de compuestos organicos de los cultivos liquidos

Después de identificar la fase estacionaria (mediante el monitoreo de azucares reductores)
de los cultivos individuales y de los co-cultivos, se extrajeron los compuestos organicos con
hexano de acuerdo con Emanuel et al., (2020). Cuando los cultivos alcanzaron la fase
estacionaria (S1, S2) se centrifugaron a 5,590%g durante 5 minutos a 25 £ 2°C. Se recupero
la fase acuosa y se mezclé con hexano en una proporcion 1:1. La mezcla se mantuvo a
25°C con agitacion constante a 180 rpm durante 3 dias. La fase organica se separd y se
concentré en un rotavapor a 65°C. El extracto hexanico se almacené a 4°C hasta su uso.

2.5. Analisis del efecto de los extractos hexanicos obtenidos de los cultivos
individuales y de los co-cultivos sobre el crecimiento de C. acutatum

Para evaluar el efecto de los EH sobre el crecimiento de C. acutatum se empleé la técnica
del medio envenenado (Arjona-Girona et al., 2014), para lo cual se suplement6 el medio
PDA con diferentes concentraciones de los EH (0, 150, 300, 450, 600 y 750 ug/mL) de cada
uno de los cultivos individuales (T1, T2, T3 y Bs) y de los co-cultivos (CC1, CC2 y CC3).
Posteriormente, se inoculd un disco de 8 mm de diametro de medio de cultivo colonizado
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con micelio de C. acutatum en el centro de la caja Petri. Se midi6 el crecimiento radial
durante 12 dias y se analizé el porcentaje de crecimiento micelial usando la siguiente
ecuacion: Inhibicion del crecimiento = [(Crecimiento del control - Crecimiento del
tratamiento) / (Crecimiento control)] x 100 (Abdelshafy-Mohamad et al., 2020). Al término
del experimento se visualizd el micelio con un microscopio metalografico Meiji Infinit 1 con
el objetivo de 40X (Emanuel et al., 2020).

2.6. Efecto de los extractos hexanicos obtenidos del cultivo y co-cultivo sobre la
germinacion de los conidios de C. acutatum

Para evaluar la viabilidad de los conidios producidos por las colonias expuestas a los EH
se siguid la metodologia propuesta por Barroso-Ake et al. (2021) con ligeras modificaciones.
Se recolecto el micelio de las colonias de C. acutatum expuestas a los EH en un tubo cénico
estéril de 15 mL y se re-suspendié con 5 mL de agua destilada estéril. La solucién se
homogeneizé mediante agitacion durante 1 minuto en vértex, después se filtré con manta
de cielo en un tubo cénico nuevo. Se cuantificd la concentracion de conidios en una camara
de Neubauer y se ajustd la concentracion a 1x107 conidios/mL. Para evaluar la viabilidad
de los conidios, estos se incubaron en caldo papa dextrosa a 25 + 2°C en agitacion
constante (180 rpm) bajo condiciones de oscuridad. Los conidios se analizaron en un
microscopio metalografico Meiji Infinit 1 con el objetivo 40X cada 3 horas durante 12 horas
y se determind el porcentaje de germinacion. Los tratamientos evaluados fueron: cultivos
individuales (T1, T2y T3 a 700 ug/mL) y co-cultivos CC1 (150, 450 y 750 pg/mL), CC2 (450
y 600 ug/mL) y CC3 (450 y 750 pg/mL).

2.7. Efecto de las mezclas de los extractos hexanicos obtenidos de los cultivos
individuales y co-cultivos sobre el crecimiento de C. acutatum

Con la finalidad de evaluar el efecto de la combinacién de los EH, se conformaron mezclas
de estos, para lo cual se consideraron los efectos causados individualmente por los EH
como la inhibicion del crecimiento, la germinacion de conidios, las alteraciones en la
morfologia del micelio, el dafo a las hifas y la formacion de apresorios. Los tratamientos
establecidos fueron: M1 (T1-750 pug/mL + CC3-450ug/mL), M2 (T1-750 pg/mL + CC3-750
pug/mL), M3 (T1-750 pg/mL + CC2-450 pug/mL), M4 (T2-750 pg/mL + CC1-150 pyg/mL), M5
(T2-750 pg/mL + CC1-450 pg/mL), M6 (T2-750 pg/mL + CC3-450 pg/mL), M7 (T2-750
pMg/mL + CC3-750 ug/mL), M8 (T3-750 ug/mL + CC1-150 pg/mL), M9 (T3-750 ug/mL + CC1-
450 pg/mL), M10 (T3-750 pyg/mL + CC1-750 pg/mL), M11 (T3-750 pug/mL + CC2-450 pg/mL.
Los ensayos de antagonismo se realizaron segun lo descrito en la seccion 2.5.

2.8. Analisis estadistico

Para realizar los graficos se utilizé la paqueteria de Microsoft Office software (Excel and
Word, 2021). Para los analisis estadisticos, se utilizd Minitab® v.21.3. (2024).
https://www.minitab.com/. Los datos de los cultivos individuales y co-cultivos, de la
combinacion de las mezclas y de la germinacion de conidios se expresaron como el
promedio + la desviacion estandar de tres repeticiones. Los datos de inhibicién del
crecimiento radial se analizaron mediante un ANOVA de una via, seguido de la prueba post
hoc de Tukey. Los datos obtenidos de las pruebas de germinacién se analizaron mediante
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un ANOVA de dos vias, seguido de la prueba de comparacion multiple de Bonferroni. Se
realizaron dos réplicas técnicas de cada ensayo.

3. Resultados

3.1. Analisis del efecto de los extractos hexanicos obtenidos de los cultivos
individuales sobre el crecimiento de C. acutatum

Una vez obtenidos los EH de los cultivos individuales, se determino su efecto sobre el
crecimiento de C. acutatum. Las colonias de C. acutatum expuestas a los EH mostraron
alteraciones morfoldgicas en el micelio, las cuales incluyeron bordes irregulares a partir de
150 pg/mL. Estos efectos variaron en funcién de los EH obtenidos de cada cultivo.
Adicionalmente, se visualizaron halos de micelio laxo a 300 ug/mL del EH obtenido del
cultivo T3 (Fig. 1a).

En cuanto al crecimiento radial, todos los EH obtenidos de los cultivos individuales
evaluados a 300 pyg/mL y 450 pyg/mL inhibieron el crecimiento radial de C. acutatum entre
un 5% y 15%. Los efectos mas pronunciados se observaron en las colonias expuestas a
los EH obtenidos del cultivo T1 a 600 ug/mL, asi como de T3 y Bs a 750 ug/mL, los cuales
alcanzaron un 17% de inhibicion radial del crecimiento de C. acutatum (Fig. 1b). A nivel
microscopico, los EH disminuyeron la densidad de hifas de C. acutatum, las cuales ademas
eran delgadas; adicionalmente, se observé una modulacién diferencial en la produccion de
conidios (presencia o ausencia) a partir de 300 pg/mL (S3).

a) Extractos hexanicos [ug/mL]

0 150 300 450 600 750
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Fig. 1. Efecto de los EH obtenidos de los cultivos individuales (T1, T2, T3 y Bs) sobre el
crecimiento de C. acutatum. Colonias representativas de C. acutatum expuestas a diferen-
tes concentraciones de EH (0, 150, 300, 450, 600 y 750 pg/mL) durante 12 dias de incuba-
cion (a). Inhibicién del crecimiento radial en respuesta a los HE de T1 0, T2, T3 y Bs
B (b). Las lineas verticales representan la desviacion estandar de la media a partir de tres
réplicas técnicas; el experimento se realizé en dos réplicas biolégicas independientes. Di-
ferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos se-
gun el ANOVA de un factor, seguido de la prueba de comparacion multiple de Tukey (p <
0.01).

Fig. 1. Effect of HE obtained from individual cultures (T1, T2, T3, and Bs) on the growth of
C. acutatum. Representative colonies of C. acutatum exposed to different HE concentrations
(0, 150, 300, 450, 600, and 750 ug/mL) after 12 days of incubation (a). Radial growth inhi-
bition in response to HE from T1 0, T2l T3 M, and Bs O (b). Vertical lines represent the
standard deviation of the mean from three technical replicates; the experiment was per-
formed with two independent biological replicates. Different letters indicate statistically sig-
nificant differences among treatments according to one-way ANOVA followed by Tukey’s
multiple comparison test (p < 0.01).

Una vez obtenidos los EH de los co-cultivos, se evalué su efecto sobre el crecimiento del
fitopatdégeno. La exposicion de C. acutatum a los EH obtenidos de los co-cultivos evaluados
a 300 y 450 ug/mL causo alteraciones morfolégicas pronunciadas en las colonias del
fitopatdgeno (bordes irregulares, micelio laxo y cambios en la pigmentacion del micelio,
principalmente). Los EH obtenidos del CC1 redujeron la densidad micelial y provocaron un
crecimiento irregular del fitopatégeno, mientras que los EH obtenidos de los CC2 y CC3
favorecieron el desarrollo de micelio aéreo (Fig. 2a).
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Los datos cuantitativos mostraron dos efectos. Por un lado, los EH evaluados a 150, 600 y
750 pg/mL (en todos los casos) promovieron el crecimiento de C. acutatum (5-10%);
mientras que los EH obtenidos de todos los co-cultivos evaluados a 450 ug/mL generaron
del 11% al 13% de inhibicion del crecimiento radial. Los analisis microscépicos revelaron
que las colonias expuestas a 150 ug/mL generaron estructuras reproductivas, mientras que
en el resto de los tratamientos no se observaron. Adicionalmente, las colonias expuestas a
300, 450, 600 y 700 ug/mL del EH desarrollaron hifas delgadas, bifurcadas y distorsionadas
(S4).

a) Extractos hexanicos [ug/mL]

0 150 300 450 600 750

25 1
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Fig. 2. Efecto de los EH obtenidos de los co-cultivos (CC1, CC2 y CC3) sobre el crecimiento
de C. acutatum. Colonias representativas de C. acutatum expuestas a diferentes
concentraciones de EH (0, 150, 300, 450, 600 y 750 pg/mL) durante 12 dias de incubacion
(a). Inhibicién del crecimiento radial en respuesta a los HE de CC101, CC2l y CC3H (b).
Las lineas verticales indican la desviacion estandar de la media a partir de tres réplicas
técnicas; el experimento se realizd en dos réplicas biologicas independientes. Diferentes
letras indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos segun el
ANOVA de un factor seguido de la prueba de comparacion multiple de Tukey (p < 0.01).

Fig. 2. Effect of HE obtained from co-cultures (CC1, CC2, and CC3) on the growth of C.
acutatum. Representative colonies of C. acutatum exposed to different HE concentrations
(0, 150, 300, 450, 600, and 750 pg/mL) after 12 days of incubation (a). Radial growth
inhibition in response to HE from CC1 0, CC2 M, and CC3 B (b). Vertical lines represent
the standard deviation of the mean from three technical replicates; the experiment was
performed with two independent biological replicates. Different letters indicate statistically
significant differences among treatments according to one-way ANOVA followed by Tukey’s
multiple comparison test (p < 0.01).

3.2. Efecto de los extractos hexanicos obtenidos de los cultivos individuales y de los
co-cultivos sobre la germinacién de conidios de C. acutatum

Con base en las alteraciones morfolégicas observadas en las colonias de C. acutatum
expuestas a los EH, se evalud si la exposicion a estos afecto la viabilidad de los conidios,
por lo que se determind su germinacion. En el tratamiento control, la germinacién de los
conidios inicid a las 9 horas (S5). Sin embargo, en todos los tratamientos los conidios
producidos durante la exposiciéon a los EH a 750 pg/mL presentaron un retraso en la
elongacion del tubo germinativo (S5) y, por lo tanto, en la germinacién (Fig. 3). Finalmente,
a las 12 horas, la tasa de germinacién en el control alcanzé el 80%, mientras que los
conidios producidos en las colonias expuestas a los EH en todos los tratamientos
germinaron entre un 8% y un 25% (Fig. 3), lo que indica que los EH producidos en los
cultivos individuales evaluados a 750 upg/mL contienen compuestos que afectan
negativamente el desarrollo de C. acutatum.

En los bioensayos de germinacion de los conidios obtenidos de las colonias de C. acutatum
expuestas a los EH obtenidos de los co-cultivos se observaron alteraciones morfoldgicas,
como la inhibicién de la elongacion del tubo germinativo, encorvamiento y adelgazamiento
de este (S5). De manera general, se identificaron dos efectos en la germinacién; por un
lado, los EH obtenidos de los CC2 y CC3 estimularon la germinacién de los conidios (16-
58%) a las 9 horas de incubacion. De manera similar, el EH obtenido del CC3 gener6 un
efecto positivo en la germinaciéon (17.25%) a las 12 horas de incubacion (Fig. 4). En
contraste, el EH obtenido del CC1 (150 pg/mL) inhibi6 la germinacion (66.53%) a las 12
horas de incubacion (Fig. 4). Estos resultados muestran efectos diferenciales en la
germinacioén de conidios producidos durante la exposicion a los EH obtenidos de los cultivos
individuales y de los co-cultivos, lo que sugiere que la interaccion interespecifica entre ACB
modula la produccién de compuestos con actividad biolégica diferencial sobre el desarrollo
de C. acutatum.
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Fig. 3. Germinacion de los conidios de C. acutatum durante la exposicion a los EH obtenidos
de cultivos individuales. Control (linea negra), T1-750 ug/mL (linea naranja), T2-750 ug/mL
(linea gris), T3-750 yg/mL (linea amarilla). Las lineas verticales representan la desviacion
estandar de la media a partir de tres réplicas técnicas en cada uno de dos experimentos
independientes. Las diferencias significativas entre tratamientos se detectaron mediante un
ANOVA de dos vias seguido de la prueba de comparacion multiple de Bonferroni (p <
0.0001). Los asteriscos (***) indican diferencias estadisticamente significativas.

Fig. 3. Germination of C. acutatum conidia during exposure to HE obtained from individual
cultures. Control (black line), T1-750 ug/mL (orange line), T2-750 ug/mL (gray line), and T3-
750 pg/mL (yellow line). Vertical lines represent the standard deviation of the mean from
three technical replicates, each performed in two independent experiments. Significant
differences among treatments were detected by two-way ANOVA followed by Bonferroni’s
multiple comparison test (p < 0.0001). Asterisks (***) indicate statistically significant
differences.
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Fig. 4. Germinacion de los conidios de C. acutatum durante la exposicion a los EH obtenidos
de los co-cultivos. Control (linea negra), CC1-150 ug/mL (linea naranja), CC1-450 ug/mL
(linea gris), CC1-750 ug/mL (linea amarilla), CC2-450 ug/mL (linea roja), CC2-600 pg/mL
(linea verde), CC3-450 pg/mL (linea azul) y CC3-750 pg/mL (linea morada). Las lineas
verticales representan la desviacion estandar de la media a partir de tres réplicas técnicas
en cada uno de dos experimentos independientes. Las diferencias significativas entre
tratamientos se detectaron mediante un ANOVA de dos vias seguido de la prueba de
comparacién multiple de Bonferroni (p < 0.0001). Los asteriscos (***) indican diferencias
estadisticamente significativas.

Fig. 4. Germination of C. acutatum conidia during exposure to HE obtained from co-cultures.
Control (black line), CC1-150 pg/mL (orange line), CC1-450 ug/mL (gray line), CC1-750
pg/mL (yellow line), CC2-450 pug/mL (red line), CC2-600 pg/mL (green line), CC3-450 ug/mL
(blue line), and CC3-750 ug/mL (purple line). Vertical lines represent the standard deviation
of the means from three technical replicates, each performed in two independent
experiments. Significant differences among treatments were detected by two-way ANOVA
followed by Bonferroni’s multiple comparison test (p < 0.0001). Asterisks (***) indicate
statistically significant differences.

3.3. Efecto de las mezclas de los extractos hexanicos obtenidos de los cultivos
individuales y los co-cultivos sobre el crecimiento de C. acutatum

Tras analizar las afectaciones generadas por los EH obtenidos de los cultivos individuales
y los co-cultivos sobre el crecimiento, el desarrollo y la germinacién de C. acutatum, se
mezclaron los EH con base en la complementariedad de las alteraciones generadas en C.
acutatum. Las mezclas M2 y M4 estimularon la formacién de micelio laxo en las colonias
de C. acutatum, mientras que la exposicion a la mezcla M9 estimulé la pigmentacion de la
colonia de C. acutatum con respecto al control (Fig. 5a).
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Algunas de las mezclas exhibieron un mayor efecto sobre la inhibicion del crecimiento radial
de C. acutatum respecto a los tratamientos individuales, donde el maximo efecto alcanzado
fue del 17% de inhibicion del crecimiento radial. Por ejemplo, la mezcla M8 generd el
19.59% de inhibicién, el cual corresponde a 1.15 veces mas de inhibicion con respecto al
porcentaje maximo generado por los EH de forma independiente. De manera notable, las
mezclas M11 y M9 generaron los mayores valores de inhibicion, al alcanzar el 29% y 35%,
respectivamente, lo que equivale a incrementos de 1.71 y 2.06 veces mas con respecto al
mejor resultado obtenido por los EH evaluados individualmente (Fig. 5b), lo que sugiere un
efecto inhibitorio complementario entre los EH evaluados.

Adicionalmente, las observaciones microscopicas revelaron alteraciones de las hifas de C.
acutatum que no fueron generadas por la exposicion a los EH obtenidos de los cultivos
individuales o de los co-cultivos, individualmente. Por ejemplo, se observo la produccion de
estructuras de resistencia (apresorios) en la mezcla M6. Otra alteracion observada fue el
enrollamiento de las hifas generado por la exposicién a las mezclas M2, M3, M5, M10 y
M11. Ademas, se observo la despolimerizacidn de hifas expuestas a la mezcla M1, lo que
podria indicar alteraciones en el crecimiento polarizado. Estas alteraciones sugieren que la
combinacion de los EH induce alteraciones mas pronunciadas en el crecimiento y desarrollo
de C. acutatum que las generadas individualmente, lo cual indica que los compuestos
actuan de manera complementaria (S6).

a)

Control M1 M2 M3 M4 M5

M6 M7 MS8 M9 MI10 M1l
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Fig. 5. Efecto de las mezclas de los EH obtenidos de los cultivos individuales y co-cultivos
sobre el crecimiento de C. acutatum. Colonias representativas de C. acutatum expuestas a
las diferentes mezclas y concentraciones de EH (0, 150, 300, 450, 600 y 750 ug/mL) (a).
Los tratamientos incluyeron: C (control), M1 (T1-750 ug/mL + CC3-450 pg/mL), M2 (T1-750
pug/mL + CC3-750 pg/mL), M3 (T1-750 pg/mL + CC2-450 pug/mL), M4 (T2-750 ug/mL + CC1-
150 pg/mL), M5 (T2-750 pg/mL + CC1-450 pg/mL), M6 (T2-750 pug/mL + CC3-450 pg/mL),
M7 (T2-750 pg/mL + CC3-750 pg/mL), M8 (T3-750 pg/mL + CC1-150 pg/mL), M9 (T3-750
pug/mL + CC1-450 pg/mL), M10 (T3-750 ug/mL + CC1-750 pg/mL) y M11 (T3-750 ug/mL +
CC2-450 pg/mL). Inhibicién del crecimiento radial en respuesta a los tratamientos (b). Las
lineas verticales representan la desviacion estandar de la media a partir de tres réplicas
técnicas; el experimento se realizd en dos réplicas biolégicas independientes. Letras
distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos segun el
ANOVA de un factor, seguida de la prueba post hoc de Tukey (p < 0.01).

Fig. 5. Effect of mixtures of HE obtained from individual cultures and co-cultures on the
growth of C. acutatum. Representative colonies of C. acutatum exposed to different mixtures
and concentrations of HE (0, 150, 300, 450, 600, and 750 pyg/mL) (a). Treatments included:
C (control), M1 (T1-750 pg/mL + CC3-450 ug/mL), M2 (T1-750 pug/mL + CC3-750 ug/mL),
M3 (T1-750 pg/mL + CC2-450 ug/mL), M4 (T2-750 pg/mL + CC1-150 pg/mL), M5 (T2-750
pMg/mL + CC1-450 ug/mL), M6 (T2-750 ug/mL + CC3-450 ug/mL), M7 (T2-750 ug/mL + CC3-
750 pg/mL), M8 (T3-750 pug/mL + CC1-150 pg/mL), M9 (T3-750 pg/mL + CC1-450 pg/mL),
M10 (T3-750 pg/mL + CC1-750 ug/mL), and M11 (T3-750 pg/mL + CC2-450 ug/mL). Radial
growth inhibition in response to the treatments (b). Vertical lines represent the standard
deviation of the mean from three technical replicates; the experiment was performed with
two independent biological replicates. Different letters indicate statistically significant

Avila-Oviedo et al. / Mexican Journal of Biotechnology 2025, 10(4):15-43

28



differences among treatments according to one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc
test (p = 0.01).

4. Discusion

C. acutatum es un fitopatdgeno cosmopolita responsable de la antracnosis en multiples
hospederos. El objetivo de este estudio fue evaluar el potencial antifungico de los EH
obtenidos mediante el cultivo individual o el co-cultivo de Bacillus subtilis y Trichoderma sp.
contra C. acutatum suplementados con el MDCa. Los EH obtenidos de los cultivos
individuales indujeron el desarrollo de halos miceliales difusos y el crecimiento irregular en
los bordes de las colonias de C. acutatum. Adicionalmente, a nivel microscépico se
observaron hifas delgadas. Dichos cambios morfolégicos suelen utilizarse como
indicadores de respuesta al estrés (Chavez-Avilés et al., 2024). Estos resultados son
consistentes con lo reportado por Emanuel et al. (2020), quienes sugirieron que el
adelgazamiento de las hifas y la formacién de septos son consecuencia de la actividad
antagonista inducida por la exposicion a compuestos organicos, lo cual sugiere que los EH
contienen compuestos organicos con actividad antagdnica contra C. acutatum.

Ademas, los EH obtenidos de los co-cultivos generaron efectos diferenciales sobre C.
acutatum en comparacion con los EH obtenidos de los -cultivos individuales,
particularmente, los EH no generaron un efecto dependiente de la concentracién, ya que, a
concentraciones de 150, 600 y 700 pg/mL se promovio el crecimiento radial de C. acutatum.
Estos efectos bifasicos podrian ser consecuencia de un efecto de hormesis multifasica. En
este sentido, Avila-Oviedo et al. (2024) reportaron que la exposicion a los COVs producidos
por algunas rizobacterias estimula el crecimiento radial de colonias de Phytophthora capsici.
Otras investigaciones reportaron que la exposicion a concentraciones subletales puede
estimular la germinacion, la esporulacion o el crecimiento radial de microorganismos
fitopatégenos (Pradhan et al., 2017; Song et al., 2022). Estos resultados resaltan la
importancia de seleccionar concentraciones adecuadas de metabolitos bioactivos, ya que
concentraciones inadecuadas podrian favorecer al patégeno en lugar de inhibirlo.

Por otro lado, los EH estimularon el desarrollo de micelio aéreo, incrementaron la
pigmentaciéon marrén de las colonias, distorsionaron las hifas e inhibieron el crecimiento
radial de las colonias del fitopatdogeno. Estas respuestas sugieren que la interaccién entre
ACB (B. subtilis y Trichoderma sp.) en presencia de MDCa (como inductor) modula el
metabolismo microbiano y promueve la sintesis diferencial de compuestos con efecto
antifungico. Al respecto, las interacciones intra- e interespecificas entre microorganismos
en un mismo medio de cultivo constituyen una estrategia eficaz para estimular la produccion
de compuestos diferenciales y potencialmente novedosos (Peng et al., 2021).

Emanuel et al. (2020) identificaron diversos compuestos quimicos organicos extraidos con
hexano a partir de los co-cultivos de cepas de Trichoderma sp. y B. subtilis, inducidos
mediante micelio desactivado de C. gloeosporioides. Los compuestos obtenidos, de
naturaleza difusible y volatil, incluyeron ésteres, éteres de glicol, acidos carboxilicos,
aromaticos organicos, alcoholes fendlicos, acidos grasos saturados y acidos grasos
saturados de cadena larga, los cuales mostraron potencial antifungico contra C.
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gloeosporioides. La exposicion del fitopatdbgeno a estos EH provocé inhibicion del
crecimiento radial, disminucion en la produccién de conidios y la formacidén de colonias
laxas.

Por otro lado, Chavez-Avilés et al. (2024) reportaron la produccion de COVs durante la
interaccidon entre las cepas de Trichoderma sp. (evaluadas en el presente trabajo) y C.
acutatum. Estos COVs pertenecen a familias quimicas como cetonas, terpenos,
compuestos heterociclicos y organosulfurados; los cuales causaron el desarrollo de
colonias laxas, alteracion en la pigmentacion de la colonia y la inhibicion del micelio aéreo.

Dado que los fenotipos observados en ambos estudios son similares a los reportados en el
presente trabajo, se infiere que los EH evaluados podrian contener compuestos
pertenecientes a las familias quimicas mencionadas previamente.

Adicionalmente, se observd que la produccion de conidios en las colonias de C. acutatum
expuestas a los EH se alterd. Este efecto sugiere que los compuestos presentes en los EH
pueden modular aspectos especificos del desarrollo o de los procesos reproductivos del
fitopatogeno. Se ha demostrado que compuestos de distintas naturalezas quimicas, como
terpenoides, flavonoides, acidos grasos, alcoholes aromaticos y lipopéptidos, afectan las
estructuras reproductivas de los fitopatégenos, particularmente durante el proceso de
germinacién de conidios (Savi et al., 2019; Tu et al., 2022; Montejano-Ramirez et al., 2024
Popescu et al., 2024). Los compuestos presentes en los EH interfieren en los procesos
metabdlicos esenciales para el desarrollo fungico, lo que los convierte en posibles
candidatos para el control biolégico de enfermedades causadas por hongos del género
Colletotrichum.

En este estudio, se demostrd que los EH obtenidos de los cultivos individuales de las cepas
de Trichoderma, asi como de sus co-cultivos con B. subtilis, reducen la germinacion de
esporas en mas del 50%, entre los que se destacan los metabolitos producidos por T1.
Ademas, se observaron alteraciones morfolégicas en los conidios y en el desarrollo de los
tubos germinativos, que incluyen el adelgazamiento, el curvamiento e inhibicion del
desarrollo del tubo germinativo (S5). Estos efectos podrian indicar alteraciones en la
homeostasis de la membrana celular, las cuales podrian afectar la virulencia del hongo
(Chen et al., 2024; Peng et al., 2024).

Medina-Romero et al. (2017) evaluaron los efectos individuales y combinados de seis COVs
sobre el crecimiento de Fusarium oxysporum. Mientras que los compuestos individuales
lograron inhibir el crecimiento radial del patégeno entre un 20% y 50%, su combinacion
produjo un efecto sinérgico, al alcanzar niveles de inhibicion de hasta el 100%. Estos
resultados sugieren que, al identificar los compuestos presentes en los EH y evaluarlos de
forma individual o combinada, se podrian obtener efectos mas significativos en la inhibicion
del crecimiento de C. acutatum.

En la presente investigacion, los valores de inhibicion fueron menores en comparacion con
lo reportado por Medina-Romero et al. (2017) al estudiar el efecto de los COVs. Esta
diferencia podria atribuirse a las condiciones experimentales. En sistemas cerrados, donde
los COVs actuan directamente sobre el fitopatdgeno, su actividad biolégica suele ser mayor.
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En cambio, en medios envenenados, la interaccion con el medio de cultivo puede reducir la
biodisponibilidad de los compuestos suplementados y, por lo tanto, disminuir su eficacia
(Tyagi y Malik, 2011; Bammou et al., 2016).

Por ejemplo, los aceites esenciales de tomillo rojo y clavo presentan un amplio espectro de
accion en fase de vapor, pero muestran menor eficacia cuando se incorporan directamente
al medio de cultivo (Fialho et al., 2010). En este contexto, la determinacion de los EH en su
forma pura y la seleccion de un vehiculo adecuado podrian potenciar su actividad
antifungica frente a C. acutatum.

En este estudio se analizaron las alteraciones inducidas por la exposicion a los EH sobre
C. acutatum, y se evaluaron mezclas estratégicas para determinar si dichas alteraciones se
intensificaban. Las mezclas M11 y M9 mostraron una mayor capacidad de inhibicién del
crecimiento radial de C. acutatum en comparacién con los efectos observados al aplicar los
EH de forma individual (1.71 y 2.06 veces superiores, respectivamente). Asimismo, se
detectaron alteraciones mas marcadas en las hifas, como enrollamiento, distorsion,
adelgazamiento y despolimerizacion. Estos efectos sugieren que la combinacién de EH
podria interferir con el crecimiento polarizado de C. acutatum (Riquelme et al., 2018),
posiblemente al aumentar la concentracion de los metabolitos activos o al enriquecer la
diversidad quimica de los compuestos.

Los hallazgos de esta investigacion son significativos, ya que se identificaron diversas
alteraciones morfolégicas y una disminucion de la germinacion de los conidios, lo que
podria afectar el ciclo de vida del hongo y reducir su capacidad infectiva. En conjunto, estos
resultados destacan el potencial de los compuestos presentes en los EH, obtenidos tanto
de cultivos individuales como de co-cultivos, como una estrategia prometedora para la
identificacion de nuevos agentes antifungicos contra C. acutatum.

5. Conclusion

Los resultados obtenidos respaldan el potencial de los EH, derivados de -cultivos
individuales y co-cultivos de Bacillus subtilis y Trichoderma sp. inducidos por MDCa, como
fuente prometedora de compuestos con actividad antifungica. No obstante, para avanzar
en la comprension de sus mecanismos de accion, es indispensable identificar los
compuestos presentes en cada EH evaluado. Ademas, se requiere investigacion
complementaria para determinar si estos extractos poseen actividad antagénica frente a
otras especies del género Colletotrichum, lo que ampliaria su aplicabilidad en el control
bioldgico de fitopatdgenos.
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Fig. S1. Cinética de produccion de azucares reductores en los cultivos individuales. Las
determinaciones se realizaron cada 12 horas durante 72 horas. T1 (linea naranja), T2 (linea
gris), T3 (linea azul), Bs (linea amarilla). Las lineas verticales indican la desviacién estandar
de la media, con tres réplicas técnicas por experimento; el experimento se realizé en dos
réplicas bioldgicas independientes.

Fig. S1. Kinetics of reducing sugar production in individual cultures. Measurements were
taken every 12 hours over 72 hours. T1 (orange line), T2 (gray line), T3 (blue line), Bs (yellow
line). Vertical lines represent the standard deviation of the mean from three technical

replicates per experiment; the experiment was conducted with two independent biological
replicates.
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Fig. S2. Cinética de produccidn de azucares reductores en los co-cultivos. Las
determinaciones se realizaron cada 12 horas durante 72 horas. CC1 (linea naranja), CC2
(linea gris), CC3 (linea azul). Las lineas verticales indican la desviacion estandar de la
media a partir de tres réplicas técnicas por experimento; el experimento se realizdé en dos
réplicas biolégicas independientes.

Fig. S2. Kinetics of reducing sugar production in co-cultures. Measurements were taken
every 12 hours over 72 hours. CC1 (orange line), CC2 (gray line), CC3 (blue line). Vertical
lines represent the standard deviation of the mean from three technical replicates per
experiment; the experiment was conducted with two independent biological replicates.
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Fig. S3. Analisis morfoldgico de las colonias de C. acutatum expuestas a los EH obtenidos
de los cultivos individuales (T1, T2, T3 y Bs) durante 12 dias. Se observan cambios en la
morfologia del micelio a diferentes concentraciones de EH (0, 150, 300, 450, 600 y 750
pug/mL).

Fig. S3. Morphological analysis of C. acutatum colonies exposed to HE from individual
cultures (T1, T2, T3, and Bs) for 12 days. Morphological changes in the mycelium are shown
at different HE concentrations (0, 150, 300, 450, 600, and 750 pug/mL).
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Fig. S4. Analisis morfologico de las colonias de C. acutatum expuestas a los EH obtenidos
de los co-cultivos (CC1, CC2 y CC3) durante 12 dias. Se observan cambios en la morfologia
del micelio a diferentes concentraciones de EH (0, 150, 300, 450, 600 y 750 pyg/mL).

Fig. S4. Morphological analysis of C. acutatum colonies exposed to HE from co-cultures
(CC1, CC2, and CC3) for 12 days. Morphological changes in the mycelium are shown at
different HE concentrations (0, 150, 300, 450, 600, and 750 pyg/mL).
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Fig. S5. Cinética de germinacion de los conidios obtenidos de las colonias de C. acutatum
expuestas a los EH de los cultivos individuales y co-cultivos. Se muestran imagenes
representativas de los ensayos de germinacién que evidencian diferencias en la tasa de
germinacioén entre los distintos tratamientos.

Fig. 5. S5. Germination kinetics of C. acutatum conidia obtained from colonies exposed to
HE from individual cultures and co-cultures. Representative images of the germination
assays are shown, highlighting differences in germination rates among treatments.
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Fig. S6. Analisis morfologico de las colonias de C. acutatum después de la exposicion a las
mezclas de los EH obtenidos de los cultivos individuales y co-cultivos durante 12 dias. Se
observan cambios en la morfologia del micelio a diferentes concentraciones de EH (0, 150,
300, 450, 600 y 750 pg/mL). Los tratamientos incluyeron: C (control), M1 (T1-750 pyg/mL +
CC3-450 pg/mL), M2 (T1-750 pg/mL + CC3-750 pg/mL), M3 (T1-750 pg/mL + CC2-450
pug/mL), M4 (T2-750 pg/mL + CC1-150 pg/mL), M5 (T2-750 pg/mL + CC1-450 ug/mL), M6
(T2-750 pg/mL + CC3-450 pg/mL), M7 (T2-750 pg/mL + CC3-750 pg/mL), M8 (T3-750
pug/mL + CC1-150 pg/mL), M9 (T3-750 pg/mL + CC1-450 pg/mL), M10 (T3-750 pg/mL +
CC1-750 pg/mL) y M11 (T3-750 pg/mL + CC2-450 pg/mL).

Fig. S6. Morphological analysis of C. acutatum colonies after exposure to mixtures of HE
from individual cultures and co-cultures for 12 days. Morphological changes in the mycelium
are shown at different HE concentrations (0, 150, 300, 450, 600, and 750 pg/mL).
Treatments included: C (control), M1 (T1-750 pg/mL + CC3-450 pg/mL), M2 (T1-750 pyg/mL
+ CC3-750 ug/mL), M3 (T1-750 pg/mL + CC2-450 pg/mL), M4 (T2-750 pug/mL + CC1-150
pug/mL), M5 (T2-750 pg/mL + CC1-450 pug/mL), M6 (T2-750 pg/mL + CC3-450 ug/mL), M7
(T2-750 pg/mL + CC3-750 ug/mL), M8 (T3-750 pg/mL + CC1-150 pg/mL), M9 (T3-750
pug/mL + CC1-450 pg/mL), M10 (T3-750 ug/mL + CC1-750 ug/mL), and M11 (T3-750 pug/mL
+ CC2-450 ug/mL).
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