Antifungal property of honey on in vitro development

of Colletotrichum gloeosporioides

Propiedad antifingica de mieles sobre el desarrollo
in vitro de Colletotrichum gloeosporioides

Victor Albores-Flores®, Ivana Janet Marin-Saenz, José Alfonso Lopez-Garcia, Adriana Sanchez-Gutié-
rrez, Julieta Grajales-Conesa, Instituto de Biociencias, Universidad Auténoma de Chiapas. Boulevard Princi-
pe Akishino s/n. Colonia Solidaridad 2000. Tapachula Chiapas, CP. 30798, México. “Autor para corresponden-

cia: alboresflores@gmail.com.

Recibido: 16 de Mayo, 2018.

Aceptado: 30 de Julio, 2018.

Albores-Flores V, Marin-Saenz 1J, Lopez-Garcia JA,
Sanchez-Gutiérrez A y Grajales-Conesa J. 2018. An-
tifungal property of honey on in vitro development of
Colletotrichum gloeosporioides. Revista Mexicana de
Fitopatologia 36(3).

DOI: 10.18781/R.MEX.FIT.1805-3

Primera publicacion DOI: 17 de Agosto, 2018.
First DOI publication: August 17, 2018.

Resumen. Aunado a la alta toxicidad de los pro-
ductos quimicos para el control fitosanitario de las
enfermedades fingicas a nivel de campo, el micro-
organsimso causante de enfermedad no es comple-
tamente eliminado, por lo que, productos de origen
natural tanto vegetal como animal han generado
interés para el control de plagas y enfermedades en
las plantas. El presente trabajo tuvo como objetivo
principal evaluar la actividad antifingica de mieles
de abeja en el crecimiento in vitro de Colletotrichum
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Abstract. In addition to the high toxicity of
chemicals for phytosanitary control of fungal
diseases in field conditions, the microorganism
causing disease is not completely eliminated.
Therefore, products of natural origin, both plant and
animal, have generated interest for the control of
pests and diseases in plants. Thus this study aimed
to evaluate the antifungal activity of honey in the
in vitro growth of Colletotrichum gloeosporioides.
Nine samples of honeys were evaluated,
corresponding to three bees species: Melipona
solani, M. beecheii and Scaptotrigona mexicana.
We registered a decreased colony diameter of C.
gloeosporioides at higher concentration of honey,
with lower 40% growth of the colony compared to
the control treatment within 12 days of incubation.
In general, growth rate of the fungus colony in
the three types of bee honey was in average, 40%
lower than the control treatment. Inhibition rate
value observed in bee honeys is 70% higher than

that obtained with the fungicide Chlorothalonil®.
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gloeosporioides. Se evaluaron nueve muestras de
mieles, correspondientes a tres especies de abejas:
Melipona solani, M. beecheii y Scaptotrigona mexi-
cana. Se encontr6 que el diametro de la colonia de
C. gloeosporioides fue menor a mayor concentra-
cion de miel, con un 40% menos crecimiento de la
colonia respecto al tratamiento testigo a los 12 dias
de incubacion. En general la tasa de crecimiento de
la colonia del hongo en las mieles correspondientes
a los tres tipos de abeja fue en promedio de 40%
menos que el testigo. El valor de porcentaje de in-
hibicion observada en las mieles de abeja fue 70%
mayor a lo obtenido con el fungicida Clorotalonil.

Palabras clave: crecimiento micelial, Melipona
solani, Melipona beecheii, Scaptotrigona mexica-
na, Clorotalonil®.

En el presente siglo los productos utilizados en
el control fitosanitario no contrarrestan el desarro-
llo de las enfermedades, radicando el problema en
la baja eficiencia de penetracion en la cuticula, la
actividad del principio activo y la acumulacion en
el tejido de las plantas (Campa et al., 2017; Pérez
etal.,2017). Por lo cual, el desarrollo de productos
alternativos con actividad antifungica y que sean
de naturaleza microbiana, vegetal o animal, son ac-
tualmente una opcion y una realidad (Correa et al.,
2015; Ramirez et al., 2016). Estudios recientes han
identificado a la miel de las abejas como una alter-
nativa en el control de hongos in vitro, siendo esta
de origen natural derivado del proceso de transfor-
macion del néctar por las abejas (4Apis mellifera).

La miel presenta una variedad de propiedades
de interés nutracéutico (Ramalivhana et al., 2014)
ademas, de ser empleada como alternativa medi-
cinal desde tiempos ancestrales (Vallianou et al.,
2014). Estudios recientes, han asociado las propiedades
antimicrobianas a la concentracion y composicion de
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Clorotalonil®.

Melipona Scaptotrigona

In this century, products used in the control of
plant health do not counteract disease development,
since they do not eradicate the problem due to
the low efficiency of penetration into the cuticle,
the activity of the active principle and the
accumulation in plant tissue (Campa et al., 2017,
Pérez et al., 2017). Therefore, the development of
alternative products with antifungal activity and of
a microbial, plant or animal nature are currently an
option and a reality (Correa et al., 2015; Ramirez et
al., 2016). Recent studies have identified honey as
an alternative in the control of fungi in vitro, since
it has a natural origin, derived from the process of
transformation of nectar by bees (Apis mellifera).

Honey presents a variety of neutracetical
properties (Ramalivhana ef al., 2014) and has also
been used as a medicinal alternative for centuries
(Vallianou et al., 2014). Recent studies have found
a relation between the anti-microbial properties
and the concentration and composition of honey
(Fangio et al., 2007; Pimentel et al., 2013). Its
anti-fungal action has been observed against the
fungal genera of Trichophyton, Microsphorum,
Aspergillus, Penicillium and Candida (Moussa et
al.,2012; Londofio-Orozco et al, 2008; Montenegro
et al., 2009; Olaitan et al., 2007). Thus the aim
of the present study was to evaluate the anti-
fungal activity of honey in the in vitro growth of
Colletotrichum gloeosporioides.

Honey samples
Honey samples were collected during February

and March 2016, in meliponaries from the
“Asociacion de Meliponicultores del Soconusco
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la miel (Fangio ef al., 2007; Pimentel et al., 2013).
La accién antifiingica se ha observado contra los
géneros de hongos Trichophyton, Microsphorum,
Aspergillus, Penicillium y Candida (Moussa et al.,
2012; Londofio-Orozco et al, 2008; Montenegro et
al., 2009; Olaitan et al., 2007). Por lo anterior, el
presente estudio tuvo como objetivo evaluar la acti-
vidad antifungica de las mieles de abeja en el creci-
miento in vitro de Colletotrichum gloeosporioides.

Muestras de mieles

Las muestras de mieles de abeja se colectaron
en los meses de Febrero y Marzo del 2016, en me-
liponarios pertenecientes a la “Asociacion de Meli-
ponicultores del Soconusco S. C. del R. L.” en los
municipios de la regién del Soconusco, Chiapas:
Tapachula, Tuxtla-Chico y Cacahoatan.

Se utilizaron nueve muestras de mieles, co-
rrespondientes a tres especies de abejas: Melipo-
na solani (n=3, de los siguientes lugares: Trinidad
(MsTa), San Jeronimo (MsSjb) e Izapa (Mslc)), M.
beecheii (n=2, de los siguientes localidades: Tapa-
chula (MbTa) y (MbTb) y de Scaptotrigona mexi-
cana (n=4, de los siguientes lugares: Cacahoatan
(Smca), Francisco y Madero (SmFMb), Izapa 1
(Smic), Izapa II (Smid). Las mieles se recolectaron
de tres cajas diferentes de los meliponarios, con la
finalidad de contar con una miel compuesta por si-
tio, las cuales se extrajeron con jeringas estériles de
5 ml, y se guardaron en frascos debidamente eti-
quetados. Se almacenaron a -4 © C hasta su analisis.

Actividad antifungica de las mieles.
La actividad antifingica de las mieles de abejas
se evalud mediante enfrentamientos en laboratorio

con una cepa de C. gloeosporioides pertenecien-
te a la coleccion del Instituto de Biociencias de
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S. C. del R. L.” in the municipal areas of the
Soconusco, Chiapas: Tapachula, Tuxtla-Chico and
Cacahoatan.

Nine honey samples were used from three bee
species: Melipona solani (n=3, from Trinidad
(MsTa), San Jerénimo (MsSjb) and Izapa (Mslc)),
M. beecheii (n=2, from Tapachula (MbTa) and
(MbTb)
from Cacahoatan (Smca), Francisco y Madero
(SmFMb), Izapa I (Smic), Izapa II (Smid)). The
honey was collected from three different boxes in

and Scaptotrigona mexicana (n=4,

the meliponaries in order to obtain a mixed honey
sample per site, which was taken using sterile 5 ml
syringed, and it was stored in properly labelled jars.
They were stored at -4 °C until their analysis.

Anti-fungal activity of honey

The anti-fungal activity of honey was evaluated
by antagonizing it in the laboratory with a C.
gloeosporioides strain from the collection of the
Bioscience Institute of the Autonomous University
of Chiapas. The strain was reactivated in a potato-
dextrose-agar (PDA) medium without honey and a
pH of 6.0. The biotrial was carried out with a PDA
medium mixed with a honey solution, and for this,
we prepared dishes with a volume of solution (in
concentrations of 25, 50 and 100 % honey) of 100
ul for every 20 mL of medium. After the strain
inoculation (0.5 cm culture discs), the Petri dishes
were incubated at 32 °C for 12 days.

Mycelial growth was measured every third
day using a Vernier (Stainless Hardebed®) with
a capacity of 0-150 mm (minus the size of the
inoculant disc).

The growth rate of every culture was determined
with the following equation:

i = (Db-Da) / (tb — ta)
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la Universidad Auténoma de Chiapas. La cepa se
reactivo en medio de agar papa dextrosa (PDA) sin
miel y pH de 6.0. El bioensayo se realizé con me-
dio PDA mezclado con solucion de miel, para lo
cual se elaboraron placas con un volumen de solu-
cion (en las concentraciones de: 25, 50y 100% de
miel) de 100 pl por cada 20 mL de medio. Poste-
rior a la inoculaciéon de la cepa (discos de colonia
de 0.5 cm), las cajas Petri se incubaron a 32 °C en
una estufa incubadora durante 12 dias.

El crecimiento micelial se midié cada tercer dia
con un Vernier (Stainless Hardebed®) con capaci-
dad de 0-150 mm (restando el tamano del disco de
inoculo).

La tasa de crecimiento de cada colonia, se deter-
min6 mediante la siguiente ecuacion:

p = (Db-Da) / (tb — ta)

donde: p, fue la velocidad de crecimiento de la co-
lonia, Db, fue el diametro de la colonia (mm) en el
tiempo “b”’; Da, correspondio al diametro de la co-
lonia en el tiempo “a”, y “tb y ta” fueron el tiempo
en que se realizo la evaluacion.

Determinacion de la actividad antifiingica como
equivalentes equiparables a Clorotalonil®

La actividad antifungica de las mieles, se trans-
formo a equivalentes de Clorotalonil® (2, 4, 5, 6-te-
trachloroisophthalonitrile), el cual es un fungicida
quimico cominmente empleado para el control de
C. gloeosporioides. Para ello, se determind la inhi-
bicion (%) del crecimiento de este hongo mediado
por el Clorotalonil® a través de la preparacion de
soluciones con las siguientes concentraciones: 0,
0.9,1.8,3.6,5.4y 7.2 mg ml'. Con los datos obte-
nidos se construy6 una curva de calibracion (Figura

1.
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where p was growth rate of the culture, Db was the
diameter of the culture (mm) in time “b”, Da was
the diameter of the culture in time “a”; and “tb”
and “ta” were the time in which the evaluation was
carried out.

Determination of anti-fungal activity was
queivalents comparable to Clorotalonil®

The anti-fungal activity of the honey was
converted to equivalents of Chlorothalonil® (2,
4, 5, 6-tetrachloroisophthalonitrile), which is a
chemical fungicide, commonly used in the control
of C. gloeosporioides. For this, we determined the
growth inhibition (%) of this fungus mediated by
the Chlorothalonil® by prepating solutions with the
concentrations 0, 0.9, 1.8, 3.6, 5.4 y 7.2 mg ml".
Using the data obtained, we created a callibration
curve (Figure 1).

25

y=1.6427x+7.5427
201 R2=0.9202

15 °

10

Inhibicion de C. gloeosporioides (%)

o 1 2 3 4 5 6 71 8
Concentraciones de Clorotalonil® (mg ml™)

Figura 1. Relacion entre la concentracion de Clorotalo-
nil® y el grado de inhibicién del desarrollo de C.
gloeosporioides.

Figure 1. Relation between the concentration of Clorotalo-
nil® and the degree of inhibition of the develop-
ment of C. gloeosporioides.
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Analisis de resultados

Para analizar el diametro de la colonia, la velo-
cidad de crecimiento, inhibicion del crecimiento y
equivalentes de Clorotalonil, se realizé un analisis
de varianza y posteriormente un contraste de me-
dias por Tukey (p<0.05). El programa estadistico
utilizado fue Infostat 2015. Todos los tratamientos
tuvieron nueve repeticiones.

En los tratamientos con miel, se encontrd una
relacion entre la concentracion de este compuesto
y el tamafio alcanzado de la colonia del hongo (=
-0.87, p<0.05), es decir, que el diametro de la co-
lonia fue menor a medida que aumento la concen-
tracion de la miel. A partir del noveno dia (Figura
2), en las concentraciones de 25 y 50% de miel, se
observaron diferencias significativas (p<0.05) en

Analysis of results

To analyze the diameter of the culture, its
growth rate and inhibition, and equivalents of
Chlorothalonil, an analysis of variance was carried
out, followed by a mean comparison using Tukey’s
test (p<0.05). The statistical program used was
Infostat 2015. All treatments had nine repetitions.

In the treatments with honey, a relation was
found between the honey concentration and the
size reached by the fungal culture (r=-0.87, p<0.05)
i.e., the diameter of the culture decreased as the
concentration of honey increased. Starting on day
9 (Figure 2), in the concentrations of 25 and 50%
of honey, significant differences were observed
(p<0.05) in the diameter of the culture amongst the
different types and concentration of honey applied.
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Figura 2. Cinética de crecimiento de C. gloesporioides en diferentes concentraciones de mieles de abeja (concentraciones de

miel: 25%, 50% y 100%).

Figure 2. Growth Kkinetics of C. gloesporioides in different concentrations of honey (honey concentrations: 25%, 50% and

100%).
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el didmetro de la colonia entre las mieles aplica-
das. En promedio, el didmetro maximo alcanzado
por la colonia del hongo independientemente del
tipo de miel, fue de 31.1, 20.4 y 3.2 mm para las
concentraciones 25, 50 y 100%, respectivamente, a
diferencia del testigo, que fue de 50 mm (Figura 2).

La velocidad de crecimiento (u) tipica estuvo
en el rango de 0.020 a 0.023 h!, con las concentra-
ciones de miel de 25 y 50%, a diferencia del testigo
que fue de 0.025 h!. Ala concentracion de 100% de
miel, el rango fue de 0.004 h''a 0.008 h''. En gene-
ral, la velocidad de crecimiento de la colonia de C.
gloeosporioides en las mieles, fue 40% menos que
en el testigo (Cuadro 1).

En la actividad inhibidora del desarrollo de la
colonia de C. gloeosporioides, se encontraron di-
ferencias altamente significativas (p<<0.0001) entre
las mieles de los diferentes tipos de abeja encon-
trando, que independientemente de la concen-
tracion de miel, las provenientes de S. mexicana
(Smca y Smic) inhibieron en un 95.2% el desarro-
llo de la colonia de C. gloeosporioides, mientras
que, la miel proveniente de M. solani (Mssjb, y
Msta), M. becheii (Mbtb) y de S. mexicana (Smid
y Smfimb) la accidn inhibitoria fue de 94% a 95%.
Las mieles con porcentajes menores de inhibicion
fueron M. solani (Mslc) y M. becheii (Mbta), con
valores correspondientes de 93.87 y 93.53%, res-
pectivamente. Aun asi, la inhibicién fue alta.

Por tultimo, la actividad antifungica de las mie-
les relacionadas en equivalentes de Clorotalonil®
(eC) estuvo también asociada a la concentracion
de miel (r=0.98, p<0.05). La concentracién maxi-
ma relacionada a eC con accion inhibitoria sobre
C. gloeosporioides, la presentaron las mieles de S.
mexicana (Smca y Smic) con valores de 62.5 mg
ml!, 72.7 mg ml'y 62.5 mg ml!, 72.6 mg ml", res-
pectivamente.

El tiempo transcurrido para el crecimiento de
la colonia de C. gloeosporioides, sin miel, fue de
12 dias para alcanzar el diametro interno de la caja Petri
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On average, the maximum diameters reached by
the fungal cultures, regardless of the honey type,
were 31.1, 20.4 and 3.2 mm for concentrations
25, 50 and 100%, respectively, unlike the control,
which was 50 mm (Figure 2).

Typical growth rate (1) was in the range of 0.020
to 0.023 h'!, with honey concentrations of 25 and
50%, unlike in the control, where it was 0.025 h!.
At a concentration of 100% of honey, the range
was between 0.004 h™'and 0.008 h™'. In general, the
growth rate of the culture of C. gloeosporioides in
honey was 40% less than in the control (Cuadro 1).

For inhibition activity of C. gloeosporioides,
highly significantdifferences were found (p<0.0001)
between the honey from different bees, and it was
also found that regardless of the concentration
of honey, those coming from S. mexicana (Smca
and Smic) inhibited the development of the C.
gloeosporioides by 5.2%, while in honey from M.
solani (Mssjb and Msta), M. becheii (Mbtb) and
from S. mexicana (Smid and Smfmb) inhibition
action was between 94% and 95%. The honey with
the lowest inhibition values were M. solani (Mslc)
and M. becheii (Mbta), with valued of 93.87 and
93.53%, respectively. However, inhibition was still
high.

Finally the anti-fungal activity of the related
honey in equivalents of Chlorothalonil® (eC) was
also related to the concentration of honey (r=0.98,
p<0.05). The highest concentration related to eC
with inhibition action on C. gloeosporioides was
displayed by honey from S. mexicana (Smca and
Smic) with values of 62.5 mg ml!, 72.7 mg ml'y
62.5 mg ml!, 72.6 mg ml"!, respectively.

The time taken for the growth of the C.
gloeosporioides culture without honey to reach the
inner diameter of the Petri dish was 12 days (Figure
2). Unlike the treatments with honey, the growth of
the control displayed a sigmoidal shape.

The reduction in mycelial growth of the fungus
could be related to the bioactive components of
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Cuadro 1. Efecto de la aplicacion de mieles de abeja sobre la velocidad de crecimiento e
inhibicién micelial de C. gloeosporioides y su comparacion con equivalentes Clo-

rotalonil®.

Table 1. Effect of the use of honey on the speed of growth and mycelial inhibition of C.
gloeosporioides and its comparison with Clorotalonil® equivalents.

C - Velocidad de Inhibicion Equivalentes de
Tratamiento oncentracion crecimiento micelial Clorotalonil®
(%) | g
(b (o) (mg ml)
Testigo 0 0.025 a* 0 0
SMCA 25 0.023 be 40.4 i* 29.2 f*
50 0.020 e 66.1c 44.8b
100 0.006 h 95.2 a** 62.5 a**
SMIC 25 0.023 be 39.0 jkl 283 f
50 0.020 ¢ 63.6d 433 ¢
100 0.004 i 95.2 a** 62.5a
SMFMB 25 0.023 be 38.5kl 28.0f
50 0.021 de** 59.1e 40.5d
100 0.007 g 94.6 ab 62.1 a**
SMID 25 0.023 be 39.0 ijkl 283 f
50 0.021 de** 58.5ef 40.2d
100 0.008 £ 94.4 ab 62.1a
MSTA 25 0.024 b 39.8 ijk 288 f
50 0.021 de 57.7 fg 39.5d
100 0.007 g 94.0 ab 61.8a
MSSIB 25 0.023 be 40.0 ij 289 f
50 0.020 e 63.4d 432¢
100 0.007 g 94.6 ab 62.2a
MBTB 25 0.024 b 38.11 278 f
50 0.021 de 583 ef 40.1d
100 0.008 £ 94.7 ab 62.2a
MSLC 25 0.024 b 34811 258¢g
50 0.022 cd 565¢g 38.9d
100 0.007 g 93.8b 61.7a
MBTA 25 0.024 b 33.1m 247 g
50 0.022 cd 543h 37.6e
100 0.007 g 93.5b 6l1.5a

*p<0.05. **Letras iguales indican que no hay diferencia entre medias / *p<0.05. **Same letters

indicate no difference between averages.

(Figura 2). A diferencia de los tratamientos que
tuvieron miel de abeja, el crecimiento del testigo
presentd una forma sigmoidal.

La reduccion en el desarrollo micelial del hongo
podria asociarse con los componentes bioactivos
de la miel, ya que resultados similares se reportaron
en el desarrollo de colonias de los hongos Aspergi-
llus spp y Penicillium spp al incubarse en presencia
de miel de Apis (Olaitan et al., 2007). Lira (2003)
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honey, since similar results were reported in the
development of Aspergillus spp and Penicillium
spp fungal cultures when incubated in the presence
of Apis honey (Olaitan et al., 2007). Lira (2003)
and Jasso et al. (2007, 2011) coincided in that the
inhibiting effect on the growth of the mycelium
of pathogenic fungi for plants lies in the bioactive
compounds of the biological products used, as in
the case of plants.
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y Jasso et al. (2007, 2011) coincidieron en que el
efecto inhibitorio sobre el desarrollo del micelio de
hongos fitopatogenos reside en los componentes
bioactivos de los productos bioldgicos utilizados,
tal es el caso de las plantas.

Las mieles de Scaptotrigona o Melipona, pre-
sentaron potencial para ser usado como producto
con accioén antifiingica al utilizar concentracion de
500 pL de miel por cada 100 mL de solucién, al-
canzando un nivel de inhibicion del 95.0%, com-
parado con los productos comerciales que pueden
aplicarse en un amplio rango de concentraciones
que van de 0.5 mg kg' a 500 mg kg' (Rodriguez
et al., 2008; Warnke et al., 2009).

La accion antifiingica observada sobre el creci-
miento de C. gloeosporioides en presencia de miel
de abeja a diferentes concentraciones podria atri-
buirse a la concentracion de fenoles, flavonoides
y al valor de pH, los cuales han sido reportadas
por Marin et al. (2017). La similitud estructural
de estos compuestos contenidos en la miel con la
reportada por las moléculas quimicas comerciales
utilizadas para el mismo fin (Pérez—Cardenas et al.,
2013; Gregori, 2005) sugiere que el mecanismo de
accion antifungica observada en las mieles estudia-
das en el presente trabajo, podria asociarse en la al-
teracion de la division celular, la permeabilidad de
las membranas celulares y el transporte intracelular
en el micelio fungico.

Las mieles de Scaptotrigona y Melipona, pre-
sentaron un potencial en el control del hongo fito-
patogeno C. gloeosporioides. Ademas, redujeron
la velocidad de crecimiento micelial en un 95%,
siendo 40% mas eficientes que el fungicida comer-
cial Clorotalonil®. El uso de la miel en el control de
hongos patogenos de plantas, podria ser una alter-
nativa de solucion dentro de un manejo integrado.
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Scaptotrigona or Melipona honey showed
potential for use as a product with antifungal
action when using a concentration of 500 pL of
honey for every 100 mL of solution, reaching a
level of inhibition of 95.0%, in comparison with
commercial products that can be applied across a
wide range of concentrations that range from 0.5
mg kg'! to 500 mg kg' (Rodriguez et al., 2008;
Warnke et al., 2009).

The anti-fungal action observed on C.
gloeosporioides growth in the presence of honey
at different concentrations could be due to the
concentration of phenols, flavonoids and pH value,
which have been reported by Marin et al. (2017).
The structural similarity of these compounds found
in the honey with that shown by the commercial
chemical molecules used for the same purpose
(Pérez—Cardenas et al., 2013; Gregori, 2005)
suggests that the antifungal mechanism observed
on the honey studied in this investigation could be
associated with the alteration of cell division, the
permeability of cell membranes and the intracellular
transportation in the fungal mycelium.

Scaptotrigona and Melipona honey showed
a potential for the control of the pathogenic
fungus C. gloeosporioides and also reduces the
mycelial growth rate by 95%, which makes it
40% more efficient than the commercial fungicide
Clorotalonil®. The use of honey in the control
of plant pathogenic fungi could be a solution
alternative within a comprehensive management.

End of the English version ~~—~——~——~—
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