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Resumen

El agotamiento de la capa de ozono provoca qus @ftansidades de radiacion UV-B estén
llegando a la superficie terrestre, siendo los misyaos sésiles los mas afectados al estar
expuestos a la radiacion ultravioleta (UV), debglee afecta su crecimiento, desarrollo y
reproduccion. Para aminorar los dafios que puedegar la radiacion UV, estos organismos
han desarrollado diferentes respuestas y se htowueltema de interés el estudiar el tipo de
respuesta generada al exponer un organismo ai#i@ad UV tanto en condiciones de cultivo
in vitro como también sobre los basidiomas de diferenfescéss fungicas. Referente a esta
tematica, los hongos han sido poco estudiados,catinciéndose las diferentes respuestas
generadas en especies de hongos filamentosos.ayanseambios morfo-anatomicos de la
estructura hifal y/o en la sintesis de compuesitigpfotectores. En los basidiomas de hongos
comestibles, se ha estudiado los efectos de ladiédi UV-B sobre el cambio en la
composicion de acidos grasos y la conversion desempl en vitamina P

Como efecto indirecto se ha sefialado que la rauhiadVV genera estrés oxidativo lo que
activaria el sistema defensivo antioxidante enol@mnismos expuestos a la radiacion UV,
todo esto conllevaria a sintetizar compuestos foteptores con actividad antioxidante.

El presente estudio tiene como objetivo principdlidiar en diferentes especies fangicas el
efecto de la radiacion UV-B sobre el crecimientocetfial y sintesis de metabolitos
fotoprotectores con actividad antioxidante bajodicnnesin vitro asi como también evaluar
las variaciones en la composicién quimica de |Iesdi@mas expuestos a estrés abiotico y la
actividad biologica asociado a ellos. Para elkes #species de hongos fueron analizados bajo
la influencia de la radiacion UV-B. Dos de ellasmillaria sparrei (Sing.) Herink y
Cordyceps cuncunakalfner fueron aislados de la zona sur de Chieenpula himantioides
(Fr) P. Karstfue aislada de la zona central. Para las tres iespexe estudio, no existen trabajos
que sefalen el efecto de la radiacion UV en elimieato de estos hongos, asi como la
sintesis de los metabolitos secundarios con pragiedtioxidante. Por otro lado, basidiomas
de Stereum hirsutun@willd.) Pers. yCortinarius xiphidipusM. M. Moser & E. Horak fueron
evaluados en relacién a los cambios en la comoside acidos grasos y esteroles y su
actividad biolégica.

Para los estudios bajo condicionmewitro, las especies fueron cultivadas en medio sélida pa

la determinacion de la velocidad (mm iy porcentaje de inhibicién del crecimiento junto



con la deteccién de cambios morfo-anatdmicos queerérentaron durante el periodo de
exposicion a la radiacion UV-B. Este analisis sdizé mediante microscopia electronica de
transmision (TEM) para estudios de ultraestructupor microscopia electronica de barrido
(SEM) para la caracterizacion morfologica de ldashiA partir de cultivos en medio liquido,
se obtuvieron los extractos totales para la delaade los compuestos UV-B protectores con
actividad antioxidante de los hongos expuestosradecion UV-B y sin irradiar. El cultivo
liquido fue filtrado para separar micelio del medecultivo y ambas partes se analizaron por
cromatografia de gases acoplada a espectrometnimskes (CG-EM) y cromatografia liquida
acoplada a espectrometro de masas (LC-MS).

Los extractos conteniendo los compuestos de infeeésn fraccionados por cromatografia en
columna (Sephadex LH-20) y analizados por cromaftgren capa fina (TLC). Este
fraccionamiento permitid obtener los pigmentos fodbectores con actividad antioxidante.
Posteriormente, las fracciones fueron analizadasipaC-DAD.

Para la evaluacion de la actividad antioxidantegabzaron dos ensayos cuantitativos (DPPH,
ABTS) y el método de determinacion de polifenotgales (Folin-Ciocalteau). En el presente
estudio, se obtuvo como resultados dos tipos geiessas en las especies que son expuestas a
la radiacién UV. Una de ellas es la respuestapteftsica que incluye cambios morfolégicos
en la estructura hifal asi como también una repudsittipo quimica que involucra la sintesis
de compuestos fotoprotectores con actividad amtsoxe. Ambos aspectos permitieron

predecir los cambios que podrian ocurrir en logberirente a incrementos de radiacion UV.
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Abstract

Depletion of the ozone layer causes high interssibEUV-B radiation to reach the Earth's
surface, with sessile organisms being most affelseexposure to ultraviolet (UV) radiation,
as it affects their growth, development and repetidu . In order to lessen the damage caused
by UV radiation, these organisms have developetkreit responses and it has become a
matter of interest to study the type of responseegeed by exposing an organism to UV
radiation both in in vitro culture conditions Theaddiomas of different fungal species.
Regarding this theme, the fungi have been litilelisd, even though the different responses
generated in species of filamentous fungi are knaither in morpho-anatomical changes of
the hyphal structure and / or in the synthesishaitgprotective compounds. In basidiomas of
edible fungi, the effects of UV-B radiation on thleange in fatty acid composition and the
conversion of ergosterol to vitamin D2 have beerlisd. As an indirect effect it has been
pointed out that UV radiation generates oxidatitress which would activate the antioxidant
defense system in organisms exposed to UV radiaéitbrthis would entail the synthesis of
photoprotective compounds with antioxidant activithe present study has as main objective
to study in different fungal species the effectl#-B radiation on mycelial growth and
synthesis of photoprotective metabolites with aatlant activity under in vitro conditions as
well as to evaluate the variations in the chencoahposition of exposed basidiomas to abiotic
stress and the biological activity associated ligam. For this, three species of fungi were
analyzed under the influence of UV-B radiation. Twbthem, Armillaria sparrei (Sing.)
Herink and Cordyceps cuncunae Palfner were isolfimth southern Chile, and Serpula
himantioides (Fr) P. Karst. was isolated from tlemtcal zone. For the three species under
study, there are no studies that indicate the effeldV radiation on the growth of these fungi,
as well as the synthesis of secondary metaboliids antioxidant properties. On the other
hand, basidiomas @&tereum hirsutunfWilld.) Pers. andCortinarius xiphidipusM. Moser &

E. Horak were evaluated for changes in the comiposif fatty acids and sterols and their
biological activity. For studies under in vitro abtions, the species were cultured in solid
medium for the determination of the rate (mm Yagnd percentage of growth inhibition
together with the detection of morpho-anatomicanges that they experienced during the
period of exposure to The UV-B radiation. This gsa was performed by transmission

electron microscopy (TEM) for ultrastructural stesliand by scanning electron microscopy
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(SEM) for the morphological characterization of hgp. From the cultures in liquid medium,
the total extracts were obtained for the detectdnUV-B protecting compounds with
antioxidant activity of the fungi exposed to UV-8diation and without irradiation. The liquid
culture was filtered to separate mycelium from twture medium and both parts were
analyzed by gas chromatography coupled to masstrepextry (GC-MS) and liquid
chromatography coupled to mass spectrometer (LC-M3)e extracts containing the
compounds of interest were fractionated by coluimromatography (Sephadex LH-20) and
analyzed by thin layer chromatography (TLC). Thiacfionation allowed to obtain the
photoprotective pigments with antioxidant activiBubsequently, the fractions were analyzed
by HPLC-DAD. For the evaluation of the antioxidautivity, two quantitative tests (DPPH,
ABTS) and the method of determination of total pblgnols (Folin-Ciocalteau) were
performed. In the present study, we obtained adtsevo types of responses in species that
are exposed to UV radiation. One of them is thesm® type response that includes
morphological changes in the hyphal structure ali a® a chemical type response that
involves the synthesis of photoprotective compoundl antioxidant activity. Both aspects

allowed to predict the changes that could occuhénfungi against increases of UV radiation.
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1. Introduccién

La radiacion ultravioleta es uno de los principdictores abioticos ambientales que afectan
la vida en nuestro planeta al controlar muchas dé&utasones que se llevan a catbentro de

un ecosistema ya sean estos acuéticos o terrdsaregdiacion UV se divide en tres bandas,
segun su longitud de onda: UV-C (200-280 nm), U\y2B0-315 nm) y UV-A (315-400
nm). Pese a que la radiacién UV-B representa sdtopequefia proporcion del total de la
radiacion solar que llega a la superficie terresteetrata de un rango de radiacion altamente
activa en términos biolégicos, ya que los fotoneestas longitudes de onda son absorbidos
por macromoléculas biolégicamente importantes,uyehdo a los acidos nucleicos y
proteinas, lo que ha tenido como consecuencia ecietite interés por el estudio de los
efectos de la radiacion UV-B que es consideradabaamfactor de estrés abiotico en distintos
organismos (Moody et al., 1999). Las altas inteaded de radiacion ultravioleta del tipo B
gue llega a la superficie terrestre pueden afeatasrganismos fotosintéticos con una
disminucion en la fotosintesis y biomasa como egletaso de las plantas y organismos
acuaticos. Por otro lado, en organismos no fotéSaas como son los hongos se han
observado cambios morfogenéticos relacionados eorindluccion de la esporulacion
(reproduccion), cambios en la morfologia de la®espy en la estructura hifal; por lo tanto,
la radiacion UV afecta el crecimiento, desarrollcegroduccién de estos organismos ya que
muchos de ellos se exponen durante todo o0 engada ciclo de vida a la exposicion directa
de la radiacion solar (Paul y Gwynn-Jones, 2093por ende han tenido que generar
diferentes respuestas frente a las fluctuacionda dediacion solar incidente (Hugues et al.,
2003). Dichas fluctuaciones son una consecuergiagbtamiento de la capa de ozono
estratosférico, entre otras causas (latitud, ndbdsialbedo y altitud), que estan provocando
un incremento en el flujo de la radiacion ultragtal sobre la superficie terrestre (McKensie et
al., 2007).

Las diferentes respuestas de los organismos quexpoestos a este tipo de estrés abiotico ha
sido el centro de una amplia investigacion que é@anjiido evaluar sus efectos tanto en
plantas (Schenke et al., 2011) como en organisrmgdtiaos, haciendo hincapié en que los
organismos responden al estrés con alteracion&s expresion de genes que intervienen en

la sintesis de metabolitos de proteccién; sin egthal estudio de tales efectos en hongos ha



sido escaso, por lo que se debe prestar mayori@eaaste grupo de organismos frente a
este tema ya que son importantes componentes @edssstemas terrestres (Fourtouni et al.,
1998) y la radiacion UV puede no tener un efectal kobre ellos, pero si permitiria que los

hongos desarrollen diferentes estrategias de miotepara su sobrevivencia.

2. Influencia de la radiacion UV en hongos

2.1 Respuesta fisica

De los principales estudios que evalluan los efedwda radiacion UV, cabe destacar a
hongos filamentosos, basandose estos estudiosxpdsicion directa de la radiacion durante
el crecimiento micelial bajo condicionés vitro. Los primeros estudios basados en los
efectos en el crecimiento y desarrollo hifal dedamfilamentosos al ser expuestos a niveles
conocidos de radiacion ultravioleta fue reportadwr Wolz y Morris (1973) quienes
observaron efrichophyton terrestrey en Chaetomium globosurrambios en la morfologia
hifal especificamente en la seccion periféricaafedpices de hifas o en el area activa del
crecimiento y desarrollo de estas. Variaciones ohdgicas tales como paredes hifales
irregulares e hifas onduladas fueron observadasotRolado, el efecto de la radiacion UV en
el crecimiento micelial y en la formacion de esmbéwss enSclerotinia sclerotiorumfue
reportado por Nagy y Fischl (2002). Los esclero@on considerados un estado viable en
reposo por muchos hongos en ausencia de las comeficique favorecen su crecimiento
(Coley-Smith y Cooke, 1971). Los resultados obtesmidonducen a que la formacidén de
esclerocios no se vio afectada frente a la radiad¥d, pero si hubo una disminucion en el
crecimiento micelial como también fue reportado pditlocquet et al. (1996). De estos
resultados se puede deducir que el hongo reduceresimiento para lograr una mejor
respuesta frente a una condicion de estrés, ydossmndo estructuras que le permitan
sobrellevar esta condicion o bien modificando tauesura hifal para permitir su desarrollo.
Otro estudio abarcado por Fourtouni et al. (19§8)enes utilizaron un hongo fitopatdgeno
Alternaria solaniexpuesto a radiacion UV-B indicaron que este hamgplea una estrategia
de proteccion mas morfologica (incrementando swsided hifal) que quimica (compuestos
gue absorben UVB).

En torno a hongos entomopatogenos, se ha evalladecto dafiino de la radiacion UV-B

sobre diferentes géneros tales cometarhizium Beauveriay PaecilomycesBraga et al.
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(2002) sefalaron que unas pocas horas de expodigiéata a la radiacion UV-B son
suficientes para que la sobrevivencia de conidissniduya a dosis incrementadas de
radiaciéon UV. Debido a esto, es de importancia centas respuestas generadas por hongos
patogenos de insectos, ya que muchos de ellostdmados como importantes agentes de
control biologico y frente a un aumento de radiacidltravioleta, su eficacia como
bioinsecticidas disminuiria; por lo tanto, la radem UV podria ser un factor clave para
determinar las distintas respuestas que un orgampsieda presentar frente a esta situacion de

estrés y de cuales serian sus estrategias frelintbas condiciones ambientales.

2.2 Respuesta quimica

Los estudios mencionados previamente nos entreggarmiacion relevante en torno a este
tema y por tanto no deja de ser interesante readigadios mas acabados y que no solo
contemplen mecanismos de proteccion fisica sinanadequimica. Con respecto a esto
altimo, una estrategia comudn en ciertos microosgans en respuesta a la radiacion UV, es la
sintesis y acumulacion de metabolitos UV-absorlsepéga actuar como protectores solares
(Gao y Garcia, 2011). La presencia de compuestoprfitectores esta muy extendida entre
diferentes organismos (Oren y Gunde-Cimerman, 29@1) presencia se ha demostrado para
prevenir el fotodafio en aquellos organismos gunestpuestos regularmente a altos niveles
de radiacion ultravioleta. En base a esto, Hese02) sefiala que la radiacion UV puede
inducir la sintesis de pigmentos en hongos. Undesten este sentido fue llevado a cabo por
Libkind et al. (2011) quienes detectaron un pigmeardrotenoide, la astaxantina, sintetizado
por la levaduraXxanthophyllomyces dendrorhouSn estos microorganismos, la sintesis de
carotenoides y su incremento durante la fase dintiento estacionario permitiria mejorar la
supervivencia frente a la radiacion UV-B. Otro dgiude exposicion experimental a los rayos
UV-B fue llevado a cabo en dos especies de levaglloa resultados indicaron que las cepas
pigmentadas eran mas tolerantes a la radiacionirf#@t al., 2009). Del mismo modo, la
sintesis de pigmentos se observdepergillus fumigatug Penicillium purpurogenupcuya
pigmentacion en el agar fue desarrollada méas ramdee a dosis de radiacion UV-B mas
altas (Moody et al., 1999). Otro tipo de pigment@ @ctia como filtro solar en plantas y en
los animales es la melanina, un pigmento de also peolecular, ubicuo en la naturaleza y

muchos hongos sintetizan la melanina, confiriéralalea ventaja de supervivencia en el
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ambiente mediante la proteccion contra la radiati¥n(Dadachova et al., 2007). Basado en
lo anterior, una elevada radiacion UV-B provoc@taduccion de melanina dPleospora

herbarumdentro de las 24 h de exposicién (Hughes e2@03). De igual forma, Ulevicius

et al. (2004) sefialan que la tolerancia a la ramhatlV puede estar relacionada con la
pigmentacion protegiéndolos asi de la radiaciomarsperjudicial. Los estudios realizados
permiten deducir que la sintesis de pigmentos psededucida por la radiaciéon UV lo cual
podria llevar a aplicaciones a nivel industrial lantincion de telas, algodon y lanas

(Velmurugan et al., 2010).

En basidiomicetes, los primeros estudios fuerotizemtos por Tapani (1987), quien en
presencia de radiacion UV-A observo un aumento lenivel de Adenosin monofosfato
ciclico (AMPc) del cual se sugiere estar involuorath una serie de procesos morfogénicos y
de desarrollo. El aumento de AMPc es consideradodenlos primeros cambios inducidos
por la luz que se ha encontrado ®chizophyllum commun®esde otra perspectiva, un
estudio realizado por Taupp et al. (2008) en eldm@sicete que crece sobre madeévajula
niveo-tomentosaevaluaron la respuesta al estrés frente a radiddi/-A. Dicha exposicion

en cultivos estimula su crecimiento y la sintegisud compuesto fenolico aroméatico, cetona
de la frambuesa, lo que trae consigo un incrementda sintesis de dicho compuesto en
forma concomitante con el crecimiento (biomasaysdeeentonces han sido muy escasos los
estudios que conciernen a hongos lignicolas y espaidgenos y es por esto que se hace
necesaria la busqueda de nuevos compuestos faomats a UV-B. A esto se suman
antecedentes que dan cuenta de que ciertos me&tabsintetizados bajo la radiacion UV

presentan actividad antioxidante (Dimitrova et2013; Fuller et al., 2013 ).

3. Radiacion UV y actividad antioxidante

Anteriormente se menciond sobre los efectos disegte pueden ocurrir en el hongo durante
su crecimiento y desarrollo; sin embargo, el impals la radiacion UV sobre los organismos
puede tener a su vez, un efecto indirecto. Digtistudios sefialan que la radiacion UV
induce a un estrés oxidativo junto con la activadi® mecanismos de defensa (Rybus y
Kubis, 2010). El estrés oxidativo es generado @®ekpecies reactivas de oxigeno (ROS) que

corresponden a los subproductos de procesos mietababrmales en las células, pero que en



condiciones inusuales como lo es la radiacion, reglyzen en exceso provocando dafio
celular. Debido a esto, hay un creciente interédnisqueda de compuestos antioxidantes
sintetizados bajo radiacién, en particular en lestidados a prevenir los efectos nocivos de
los radicales libres. En ambos casos, hay unarprefia por los antioxidantes de origen
natural en lugar de aquellos antioxidantes aisladpartir de fuentes sintéticas (Molyneux,
2004). La actividad antioxidante frente a radiadifvi sélo ha sido estudiada en plantas y
organismos acuaticos en donde las enzimas antitesi@ao se ven afectadas por la radiacion
UV demostrandose un incremento de la actividadadeehzimas peroxidasa, superoxido
dismutasa (SOD), polifenol oxidasa en plantulaadiadas con UV-B (Ravindran et al.,
2010). Esto es debido al mantenimiento del eqidlilentre la produccién de los radicales
libres y las defensas antioxidantes siendo ésta aomalicion esencial para el normal
funcionamiento del organismo. Sin embargo, el éstdd compuestos con dicha propiedad
ha sido determinado en muchos organismos, per@esm factor de estrés como lo es la
radiacion UV. En hongos, han sido escasos los iested relacion a la actividad antioxidante
que pueda ser detectada frente a un tipo de radigeurwidyantri et al. (2012) utilizaron luz
ultravioleta pulsada sobre cultivos miceliales de hongo entomopéatogend;ordyceps
militaris, demostrando la produccién de vitamina D2, mettdsolbioactivos y actividad
antioxidante. Tuhai (2011) utiliz6 un hongo entomidgeno Paecilomyces lilaclvupara
determinar una respuesta de enzimas antioxidards dsta condicion sefialando que la
radiacion fue un inductor de cambios significatives la actividad de las enzimas
antioxidantes. Resultados similares se obtuviemna Aspergillus versicolgrdetectandose
altos niveles de la enzima superoxido dismutasd®jSf@ forma concomitante a la sintesis de
melanina durante el crecimiento (Tuhai 2011). Atipale estos resultados previos, resulta
interesante detectar compuestos fotoprotectoregefra la radiacion UV y que a su vez
presenten actividad antioxidante. Dimitrova et @O013) evaluaron la produccion de
metabolitos con actividad antioxidante en una @partica deSporobolomyces salmonicolor
AL ;. La cepa acumula sustancias fotoprotectoras (pigmerdrotenoides) como una barrera
contra la radiacion ultravioleta encontrandose adean este estudio actividad antioxidante
en el pigment@-caroteno. A partir de estos estudios, se desprenidéerés por la busqueda
de compuestos con propiedad antioxidante en haaiglaglos de zonas que estan préximas al

agujero del ozono antartico como lo son las regiGubantarticas de América del Sur.



4. Zona de estudio

Considerando que la zona sur de Chile esta proairagujero de ozono y que la reduccion en
la capa de ozono puede generar, en ciertos perielodia, un aumento sustancial de la
cantidad de radiaciéon UV-B se ha tornado un temantdeés para la comunidad cientifica
poder evaluar los efectos de la radiacion UV erolganismos sésiles que alli habitan ya que
éstos son los que se verian mas afectados (Cub@ig 2004; Diaz et al., 2006). Tanto
estudios de campo como bajo condiciomegitro de hongos de la zona centro y sur de Chile
expuestos a la radiacion ultravioleta no han saltsiderados.

En el presente estudio, cultivos de tres espeeidsdgos seran analizados bajo la influencia
de la radiacion UV-B. Las especies se caractepparsu crecimiento sobre distintos sustratos
como tocones de madera, troncos, a los pies déedrlsmbre ramas delgadas y en las raices.
Por lo general crecen en altura y estas mas exqaugsbre su sustrato el cual se encuentra en
proceso continuo de desintegracion. Ademas estagolotambién pueden colonizar las
partes basales de los arboles o tocones formandasnmiceliales e incluso algunos, como
Armillaria sparrei, forman cordones miceliales denominados: rizonsprf@ciendo posible
gue la radiacién UV incida directamente sobre eleliv pudiendo afectar el crecimiento y
metabolismo de estos hongos. Por otro lado, eld®vengpmopatdogeno del génetordyceps

se caracteriza por la invasion del micelio en é&islds del huésped. En particul@ordyceps
cuncunae(Ascomycota, Hypocreales) fue descubierto paraditalarvas de lepidopteros
nocturnos (Lepidoptera, Hepialidae) que a su vealiseentan de las raices de la especie
arbored_aureliopsis philippiangPalfner et al. 2012).

La eleccion de las tres especies se realizé caaside la exposicion del micelio a la
radiacion UV, ya que a diferencia de aquellos hergyege normalmente crecen inmersos en el
sustrato y estan protegidos contra la radiacion 0¥ hongos del presente estudio estan mas
expuestos sobre su sustrato siendo esta la situacd la cual la radiacion UV-B tiene
relevancia para este tipo de hongos.

Bajo condicionesn vitro, las especies fungicas seran evaluadas frenteer@mties dosis de
radiacion UV del tipo B. Dos de ellagrmillaria sparrei (Singer) Herink (1973) vy
Cordyceps cuncunalalfner (2012) fueron aislados de la zona sur di#eCh Serpula
himantioides(Fr) P. Karst. (1885) fue aislada de la zona edn&specificamente en la

comuna de Concepcion.



Para los estudios de campo, basidiomas fresc&etem hirsutuny Cortinarius xiphidipus
fueron aislados de la zona central y extremo s@hdke, respectivamente.

Para las especies consideradas en el present@estéxisten trabajos que sefalen el efecto
de la radiacion UV en el crecimiento de estos hengsi como la sintesis de sus metabolitos
secundarios con propiedad antioxidante. Los Urestisdios hacen referencia a la sintesis de
compuestos sin la influencia de la radiacion UV, @ode, los estudios reportados hasta el
momento, no se han realizado frente a un fact@sttés como lo es la radiacion ultravioleta,
pudiéndose detectar frente a estas condicionespuwEstos fotoprotectores con actividad

antioxidante.

5. Problematica de estudio

La alta incidencia de la radiacion UV que llegaadna sur de Chile, esta provocando que
organismos sésiles tengan que adaptarse a estdiiopas y para esto desarrollan una
respuesta defensiva para sobrevivir en su entaehmld a las altas intensidades de radiacion
y cambios en la composicién espectral que puedeataaf importantes procesos en los
organismos. De los organismos sésiles, las plyatdsn sido bien estudiadas en los efectos
de la radiacion solar sobre su morfologia y metabm; De hecho, el factor de estrés
abidtico interfiere con el sistema de defensa dpldata como lo sefiala Vollenweider &
Gunthardt-Goerg (2005), lo que provocé diferentespuestas para minimizar el impacto
negativo de la radiacion UV sobre ellas. Se haraétado que cuando las plantas son
expuestas a radiacion UV-B, se ha detectado un raonam la produccion de metabolitos
secundarios (Cuadra et al., 2004) por lo que lemcath UV permitiria obtener un incremento
de un determinado compuesto. Sin embargo el temsidwmadescuidado en hongos aun
conociendo los efectos de la radiacion UV a nivelatecimiento, desarrollo del hongo asi
como también su reproduccion; por otro lado, tamlsién escasos los estudios que estan
relacionados a la sintesis de metabolitos secwwl&@jo irradianza, salvo los sefialados
previamente. Debido a esto, esta investigaciondabarel tema en forma mas completa, en lo
gue se refiere a no solo a la determinacion de ianifsicos del hongo en las estructuras
fungicas sino que ademas detectar los compuestgmdtectores que son sintetizados bajo la
radiacion UV, ya que frente a esta condicion deesgiueden ocurrir cambios en la actividad

metabdlica de las especies expuestas (Uleviciud.,eR004).. Todos estos aspectos seran



considerados durante la realizacion del presetieliegpara predecir los cambios que podrian
ocurrir frente a incrementos de radiacion UV sestosecambios de tipo fisico o quimicos y
comprender las diferentes formas de defensa queraenos hongos frente a un cambio
ambiental. Frente a todos estos antecedentes sene@esario plantear como preguntas:
¢,Como afecta el incremento de la radiacion ulttatacsobre el crecimiento y la morfologia
hifal en cultivos de hongos aislados de la zondregnsur de Chile? ¢ Cuales metabolitos
secundarios de mayor relevancia se ven incremen&daultivos de hongos expuestos a la
radiacion UV-B? ¢ Existe una variacion en las resas especificas generadas por las
especies expuestas a la radiacion UV-B?



6. Hipotesis

H;. Los hongos aislados y expuestos a un gradientadiacion UV-B generan respuestas
especificas al estrés con cambios morfo-anatondeo estructura hifal asociados a una

disminucién en el crecimiento micelial.

H.. Los hongos frente a la exposicion UV-B presentancambio en el perfil quimico de
metabolitos secundarios orientando la produccioeamepuestos que presentan propiedades

antioxidantes.

7. Objetivo general

Estudiar en diferentes especies fungicas respuestasel morfo-funcionales y quimicas

frente a diferentes dosis de radiacion UV-B .

7.1 Objetivos especificos

Determinar la forma y velocidad del crecimientchengos expuestos a la radiacion UV-B.

Determinar cambios a nivel morfologico y de ulttagsura durante el crecimiento micelial

en hongos expuestos a la radiacion UV-B.

Evaluar los cambios en el perfil quimico de metb®sl fotoprotectores con actividad

antioxidante en hongos expuestos a la radiaciorBUV-



Capitulo I: Influencia de diferentes dosis de radiaidon UV-B sobre el crecimiento micelial

1. Introduccion

Uno de los cambios atmosféricos mas reconocidosidmel debilitamiento de la capa de
ozono estratosférico. Este fendmeno ha dado lugarivaeles crecientes de radiacion
ultravioleta del tipo B (280-315 nm) que constitugelongitud de onda méas corta y mas
energética de la luz solar (Garcia et al., 201BsePa que la region UV constituye solo una
proporcion menor de la luz solar que llega a laedige de la tierra, sus efectos son
desproporcionadamente grandes, debido a que lose®tUV pueden ser absorbidos por
varias biomoléculas. Este ultimo aspecto propoecigrinterés por investigar los efectos de la
radiacion ultravioleta (UV) en diferentes organismioas diferentes investigaciones en torno a
este tema pueden dividirse en dos tematicas palespsiendo una de ellas la relacionada a
estudiar los efectos del aumento de la radiaciorBJUWerivados del agotamiento de la
concentracion de ozono estratosferico y otra rehexa a estudiar los efectos de la radiacion
UV en diferentes organismos acuaticos y terre¢Regvar et al., 2012). De este ultimo tema,
diferentes investigaciones se han centrado en avahs efectos de diferentes dosis de
radiaciéon UV. Los niveles naturales de radiacidrauloleta que alcanza la superficie terrestre
puede provocar un dafio severo en la mayoria dergiismos sésiles que estan expuestos
constantemente a estas condiciones ambientalesnytdrdado que generar respuestas
adaptativas frente a una condicion de estrés aquest@ada vez hay mas estudios de que la
radiacion UV afecta a muchos organismos y la qusa aez, influye en una variedad de
funciones en el ecosistema. La radiacion UV-B o sfecta a los procesos ecosistémicos,
sino que ademas afecta a los procesos biol6gicosjgalmente dafiando el ADN, afectando
también el crecimiento y la reproduccion en difegenorganismos (Diaz et al., 2010). En
consecuencia, existe una necesidad de evaluarféoto® a la prolongada exposicion de
radiaciéon UV-B y conocer las diferentes estrategmadaptacion que presentan los diferentes
organismos. Varios estudios han demostrado logosfemcivos de esta radiacion sobre los
organismos y, por lo tanto, no hay duda de losaotgs que este tipo de radiacion pueda tener
sobre la flora y fauna (Regvar et al., 2012, Cuad., 2004). En plantas, la radiacion UV-B

afecta sobre su productividad (reduccion de la beaj la fotosintesis y el crecimiento
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(Cuadra et al., 2004; Conner y Neumeier 2002). d8arparte, los hongos como componentes
importantes de los ecosistemas terrestres han cdsiderados en diferentes estudios
relacionados a ésta tematica reportdndose unardisidn del crecimiento en los hongos en
su ambiente natural, debido a la exposicion deathacion. Esto se ha demostrado en
diferentes investigaciones sobre los efectos deathacion UV-B en el crecimiento y
esporulacion de muchos hongos (Fourtouni et aB81®ugues et al., 2003). En algunos
estudios bajo condiciones vitro, la radiacion UV-B no solo redujo la germinacion y
esporulacion en la mayoria de los hongos ensayailos,que también el diametro de la
colonia (Fourtouni et al., 1998; Moody et al., 196&rcia et al., 2015).

La radiacién UV es la longitud de onda mas perjatiigara hongos, como lo demuestra la
evaluacion de espectros de accion para varias iesp@raga et al., 2015). La intensidad de
los dafios causados por el estrés que es generatioeposicion a la radiacion UV depende
de la especie y su fase de desarrollo, de sustedsiicas morfo-anatomicas, de las
condiciones ambientales, asi como de la dosis gcdur de la exposicion a la radiacion UV-
B. Finalmente y de acuerdo a lo sefialado en litemata influencia de la radiacion UV se ha
dividido en efectos tanto directos como indirectaxs efectos directos son aquellos en los que
la respuesta de un organismo puede atribuirse ams®cos inducidos directamente por la
exposicion directa a los rayos UV (Nigel y Gwynr03Py es uno de los efectos a tratar en
este capitulo al estudiar diferentes dosis de caiiaultravioleta sobre el crecimiento de las
diferentes especies fungicas bajo condicionegro.

El objetivo principal de este capitulo fue determisi la tasa de crecimiento micelial en
diferentes especies fungicas se ve afectada pexgdasicion directa de diferentes dosis de

radiacién UV-B.
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2. Metodologia

Recoleccion material biologico

Las especies fungicas recolectadas correspond&tam hongo entomopatdége@mrdyceps
cuncunae del orden HypocrealesArmillaria sparrei del orden Agaricales ySerpula
himantioidesdel orden Boletaled.os estromas d€ordyceps cuncunaklieron encontrados
parasitando larvas de una especie de polilla (logpeta, Hepialidae) en San Pablo de Tregua
(Panguipulli)(39°36'31" S y 72°05'48" OArmillaria sparreifue recolectado en San Ignacio
de Huinay, Region de los Lagos (Zona Austral déeli@2°23'3" S y 72°24'43" O) $erpula
himantioidesfue encontrado creciendo sobre madera de conifera@escomposicion en
Bosque Nativo de la VIII region del Biobio (Zona ntal de Chile) (36°50'15"S,
73°01'30"0). Para el reconocimiento del materidécado, se estudiaron las caracteristicas
tanto macroscopicas como microscopicas junto cbhobrafia micoldgica especializada. El
material de referencia fue depositado en el fungaeila Universidad de Concepcion CONC-
F.

Identificacibn macro y microscoépica

El material recolectado se analiz6 macroscopicagnentestado fresco tarito situ comoin
vitro para la observacion de los caracteres taxonorgiobsencion de fotografias digitales. Se
visualizaron caracteristicas tanto macroscopicamefusiones, color esporada, tipo de
fructificacion, forma pileo, formas del pie, tipee damelas) como microscopicas (hifas
septadas, presencia de fibulas, tamafo de las) d&ados hongos recolectados para el
reconocimiento del material biolégico. Observac®ngcroscopicas fueron realizadas sobre
material fresco y montado en agua sobre portaolgjs® documentaron por microfotografias
con un aumento de 1000X (Objetivo de inmersionuemmicroscopio Leitz Dialux (Leitz,

Wetzlar, Alemania), equipado con un adaptador deaca (Palfner et al., 2012).

Identificacion molecular

La extraccibn de ADN gendmico se realizé a paréiradltivos miceliales puros en medio
solido, segun la metodologia de CTAB (Doyle y Dgyl®90). La regidén correspondiente al
espaciador interno transcrito (ITS), fue amplificgobr PCR con los partidores ITS1F (5'-
CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3)-ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGAATGC-3") (White

et al 1990), segun las siguientes condiciones: 94°C4Apaiinutos, seguido de 30 ciclos de
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(94°C 40 segundos, 60°C 40 segundos, 72°C 1 minytasa elongacion final de 72°C 10
minutos. Los productos de PCR obtenidos fueron secuenci@adosMacrogen (Korea).
Posteriormente, se evalué la identidad y coberanalas secuencias disponibles en la base de
datos GenBank, usando el algoritmo BLAST (Altsattudl., 1997) disponible en el sitio Web:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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Figura 1: Material biologico recolectado (A la izgpada). Mapa que sefiala los tres sitios de
recoleccion del material biolégico correspondiende$a zona centro sur de Chile (A la
derecha). Fuente: Elaboracion propia.
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Condiciones de radiacion UV-B

Para determinar los efectos de la radiacion sobi@eeimiento en cultivos miceliales se
utilizé un gradiente de luz UV-B sobre placas petmn medio sélido. La intensidad de UV
aplicado al micelio fue determinado mediante unoraétro y medido en W m-2 y se utilizo
una lampara fluorescente UVB Broadband TL (Philihs20W/12 RS SLV) (Libkind et al.,
2011). Las dosis crecientes de radiacién UVB fuete®, 03-0, 06-0, 09 y 0,12 mW/Eimor

3 horas diarias durante 25 dias. Cultivos micdiali® radiacion UV-B fueron considerados

como controles (Becerra et al., 2014).
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Figura 2: Datos fotométricos de tubo fluorescenteBJTL 20W/12 RS SLV con emision en
el espectro UV (290 a 315 nm). Fuente: Royal PhilgD13).

Irradiacion en cultivos in vitro

Se utiliz6 el método propuesto por Hugues et aQ082 con algunas modificaciones
modificaciones para determinar los efectos ded&c&dn en el crecimiento sobre cultivios
vitro. Para las 3 especies fungicas, agar de 4 mm dettiafueron puestos en el centro de la
placa Petri con medio PDA hasta que se haya olikemativo micelial con una extension
hifal de 3 mm, los cultivos miceliales fueron exgtos a radiaciéon por 3 horas durante 25
dias, tiempo en el cual el micelio de la placa @rtabia alcanzado toda la superficie de la
placa. Las placas fueron cubiertas con un filmsparente para proteger las placas de la
contaminacién externa. Por cada periodo de irradida@rminado, las placas fueron incubadas

en estufa a 28 C hasta su posterior exposiciomaalacion UV.
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Determinacion del crecimiento

De las placas expuestas a las diferentes dosedigcion UV-B, se determind el crecimiento
radial del micelio por el reverso de las placaswatro direcciones (Lopez et al., 2013). Estas
mediciones fueron realizadas dia por medio mediantepie de metro y bajo una lupa
estereoscopica con luz incorporada. A partir dedet®s de crecimiento (mm) obtenidos, se
determiné tanto la velocidad y porcentaje de irddni del crecimiento para las 4 dosis de
radiacion UV-B. Para la velocidad del crecimieritts datos obtenidos se ajustaron a una
ecuacion de regresion lineal para calcular las ipates de la curva de crecimiento. La
pendiente correspondié a la velocidad media deémresto (mm &) de cada especie fingica
(Vazquez et al., 2002; Pereira et al., 2007).

El porcentaje de inhibicion fue calculado paradass 5, 15 y 25 de cultivos fangicos bajo las
cuatro dosis de radiacion UV-B y sin irradiar (cofjt Para el porcentaje de inhibicion de

cada especie, se utilizo la formula descrita paeBa et al. (2014):

Crecimiento control—Crecimiento muestra

% inhibicion= ——— X 100

Analisis estadistico

Los resultados de crecimiento obtenidos, asi ca@neelocidad y el porcentaje de inhibicion
del crecimiento fueron sometidos a un analisis @eianza (ANOVA) de dos vias
considerando los factores tratamiento y hongo.tiBeduel test de comparaciones multiples de
Tukey para realizar comparaciones aposteriori. duguiestos distribucionales de normalidad
y homogeneidad de varianzas se verificaron a trdeékos test de Shapiro-Wilk y Levene,

respectivamente. Se utilizo el un nivel de sigaificia del 0,05.
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3. Resultados

Recoleccion material biologico
Las especies recolectadas fueron identificadasuer@do a sus observaciones macroscopicas,

microscopicas y por analisis molecular. Las esgddientificadas se detallan en la tabla 1.

Tabla 1: Registro de especies flngicas utilizadaa estudiof vitro. Fuente: Elaboracion
propia.

Especie Cadigc Sitio de colect Coordenads
o _ CONC-F San Ignacio ¢ 42°23'3'S,72°24'430
Armillaria sparrei _ y
0901 Huinay, X Region
CONC-F Panguipull, 39°36'31S,72°05'480
Cordyceps cuncunae _
0204 XIV Region
Campus  UdeC, 36°50'1%"S,73°01'3("O
_ o CONC-F )
Serpula himantioides Concepcion,
1792 .
VIII Regién

CONC-F = Coleccion de Hongos Fungario UniversidacCdncepcion

Caracteristicas macroscopicas y microscopicas demillaria sparrei

Basidiocarpos de tamafio variable (3.5 a 10 cm @metliro), carnosos. La superficie del pileo
color beige, en el centro color marrén rojizo. it largo de base bulbosa, anillo poco
desarrollado. Himenio con laminas adherentes.gbren raices y sobre tacones de madera
tipicamente en racimos (Figura 3a).

De esporada blanca, esporas 5-6(7) x 4-5 um, asdidas y hialinas (Figura 3b).

En cultivosin vitro, sobre PDA, se observé escaso micelio junto cofoldmacion de
cordones miceliales, tanto sumergidos como en lgerfiuie del agar, denominados:
Rizomorfos de longitud (entre 3 a 8 cm) y anchaalde (0.2 a 0.4 cm), a menudo planos, de
color marrén oscuro a negro, de contextura lefieigai@ 3c).

De las observaciones por microscopia optica deutizvosin vitro se observé un micelio con
hifas ramificadas y tabicadas con septos simplesegencia de fibulas (Figura 3d). De las

observaciones por microscopia electronica de lmgrsie observaron los rizomorfos y las hifas
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gue constituyen el cordon micelial. Las hifas deldén micelial presentaron un ancho que

varia entre 2, 37 a 2,70 um (Figura 3e) y de dicomentre 1,2 a 1,8 um (Figura 3f).
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Figura 3: Macro y micromorfologia darmillaria sparrei a) Basidiomas, b) Esporas, c)
Cultivo in vitro Rizomorfos, d) Microscopia 6ptica de las hifasivi@roscopia electrénica de
barrido (SEM) que determina el ancho de las hiffsdjametro de las hifas que constituyen el
cordon micelial (rizomorfo). Fuente: Elaboraciooga.

Caracteristicas macroscopicas y microscopicas @ordyceps cuncunae

Cordyceps cuncunaes un hongo entomopatégeno cuyo rasgo distintsvGue crecimiento
sobre larvas de Lepidopteros en bosque nativo.isieglieron 2 fases. La fase Teleomorfo
consiste en estromas estipitados de color blan&®al&0 cm de alto, con receptaculo ovalado
de 1.8 x 1.5 cm, de color ocraceo. Estipite d&O®Bxcm, blanco y liso (Figura 4a).

Las esporas son hialinas, filiformes, de 375 x 2 empromedio, consistiendo en 64 células
facilmente separables (Figura 4b).

Sinanamorfo: En cultivog vitro, sobre PDA, se observo abundante micelio en larfiaje

del agar, de color blanco de crecimiento concémtran presencia de estructuras reproductivas
asexuales denominadas: Macroconidioforos o Corerd®4,5 a 2,0 cm de longitud, blancos,
de contextura medianamente lisa y solitarios exeelro o en el margen de la placa de cultivo.
Los macroconidioforos presentan en su extremo abhaza redondeada o ramificada de color
ocre que consiste en una masa de conidios de fgiohasa y hialina (Figura 4c).

De las observaciones por microscopia optica deutisvosin vitro se observd un micelio con
hifas septadas y conidioforos con la presencia atiertas de conidias hialinas, de forma
ovalada o amigdaliforme (Figura 4d). De las obssorees por microscopia electronica de
barrido, se observaron las hifas septadas de 1,2 @m de ancho (Figura 4e). Se observaron

abundantes conidios con un tamafio promedio deal1252 pm (Figura 4f).
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Figura 4. Macro y micromorfologia d€ordyceps cuncunaea) Estroma, b) Esporas, c)
Cultivo in vitro Macroconidiéforos, d) Microscopia Optica, €) Miscopia electronica de
barrido (SEM) que determina el ancho de las hifd} giametro de los conidios. Fuente:
Elaboracion propia.

Caracteristicas macroscoépicas y microscopicas @&erpula himantioides

Crecimiento sobre madera de coniferas en descoonfosiBasidioma irregular y
resupinado, de 3-10 mm de espesor. Superficie isupabricante-tomentosa, tuberculado-
inflado de color marrén. Margen blanco con finaoides en el extremo inferior (Figura
5a).
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Esporas elipticas, de paredes gruesas, lisas, lasai-9 x 5-6 um en promedio. Se
observo la presencia de hifas hialinas de parédas ¢on fibula (Figura 5b).

En cultivosin vitro, sobre PDA, se observd un crecimiento irreguldrndieelio de textura
algodonosa de color blanco en algunas zonas deireemto micelial, en otras se torna amarillo
a anaranjado por la sintesis de un pigmento demhmisolor que es formado por el hongo
(Figura 5c). De las observaciones por microscopfea de los cultivo#n vitro, se observaron
hifas hialinas de paredes delgadas formados ptossjmples (Figura 5d).

De las observaciones por microscopia electronichatiedo se observaron hifas delgadas, con

un ancho que varia entre 715 a 850 nm (Figura 5e).
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Figura 5: Macro y micromorfologia derpula himantioidesa) Basidioma resupinado, b)
Esporas c) Cultivo miceliain vitro, d) Microscopia Optica de las hifas, e) Microseopi
electronica de barrido (SEM) que determina el amhtas hifas. Fuente: Elaboracion propia.

Efecto de la radiacion UV-B sobre el crecimiento dias diferentes especies fungicas

Los resultados muestran que para los diferentesrrantos utilizados, hubo variaciones en el
crecimiento micelial dé\. sparrei, C. cuncunag S. himantioidesdajo condicionesn vitro
(Tabla 2, 3 y 4). Se observé una disminucion dekioniento (mm) para las 4 dosis de
radiacion UV-B utilizadas en el tiempo. Este efeftte mas evidente a dosis crecientes de
radiacion UV-B, en comparacién al control (espesiadrradiar).

Al comparar el control con los diferentes tratartoen el crecimiento dé\. sparrei fue
fuertemente inhibido a dosis mas altas en dondepwdieron observar diferencias
significativas; Sin embargo, a dosis mas bajasyébsres de crecimiento fueron similares al
control (Tabla 2).
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Tabla 2: Efecto de las diferentes dosis de radiati¥/-B sobre el crecimiento (mm) de
Armillaria sparreien el tiempo bajo condicionasvitro. Fuente: Elaboracion propia.

Tratamientos

Tiempo (dias) Control 0,12 mwWicn’ 0,09 mwicr’ 0,06 mW/cr’ 0,03 mW/cr’

3 733+058 % 433+058° 5+000 ° 667+058 ° 6,67 +058 2
5 115+087 % 567+058° 767+058 ¢ 967+058 ° 10,67 + 0,58
7 167+082 2% 683+029° 1033+058° 133+026 " 1447 +050°
9 2033+058° 833+058° 1233+058° 1733+115°  17,73+025"
11 239+085°% 1033+058" 145+050 © 2067+058° 21+100 °
13 2743+125 135+050° 1667+058° 238+106 " 2567 + 058"
15 31,17+ 1,89% 1633+058" 19,13+023° 2633+058" 29+100
17 3517 +0,768 191+017 °© 2053+050° 29,67 +0,58" 335+132 ?
19 3923+068 2283+076 2433+058° 32,67 +153" 354100 °
21 4167 +15F 2513+02%F 28+100 ° 36+200 °  37,83+029°
23 4533 +15F 2827+11.° 3267+058° 388+139 °  3947+092°
25 4933+15F 31+10 ° 36+100 © 4067+115° 43+100 °

Letras distintas indican diferencias significatifBs< 0,05) en el crecimiento dérmillaria sparrei

para las cuatro dosis de radiacién UV-B.

Para la mayoria de los tratamientos a los que XpeestoCordyceps cuncunaao hubo

mayores diferencias significativas (Tabla 3). E#ocomiento promedio d€. cuncunaefue

inferior al control a la dosis més alta de radiadit/-B (0,12 mW/crf).
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Tabla 3: Efecto de las diferentes dosis de radiati¥/-B sobre el crecimiento (mm) de
Cordyceps cuncunaen el tiempo bajo condicionesvitro. Fuente: Elaboracion propia.

Tratamientos
Tiempo (dias) Control 0,12 mW/cn® 0,09 mW/cn® 0,06 mWi/cr’ 0,03 mW/cr’
3 9+000 * 767+115% 833+058°% 85+087 *° 833+1,15 ?
5 155+050 % 12+173 ° 14+000 * 1233+058° 12+173 °
7 2233+058 1567+058  17,17+029° 162+106 °  17+100 °
9 27+000 * 20+200 ° 2067+058° 2003+084° 22+100 °
11 3243+05F 2333+115 2417+0,29° 2433 +058° 275+087 °
13 36,67+058 2633+058 2867+058° 2883+029°  3333+153
15 4337+037 3033+058 3433+058° 32,67 +0,58° 37,67 +1,15°
17 4767 +115 3433+115° 3997+055  3567+058° 44,67 +0,58
19 5467 +058 3833+208 44+000 ¢ 415+087 ° 50,33 + 0,58"
21 59,33+ 058 4197 +145  4833+058° 4533+ 0,58° 56,5 + 0,50 "
23 6567 +058 4513+081° 52+000 ¢ 50+200 ° 61,67 + 0,58"
25 7033+058 49+100 ° 5567+058° 55+000 ° 66,87 + 0,81°

Letras distintas indican diferencias significatiy®s< 0,05) en el crecimiento deordyceps cuncunae
para las cuatro dosis de radiacién UV-B.

El crecimiento deS. himantiodesfue significativamente afectado por los diferentes

tratamientos de radiacion UV-B utilizados. La disadion del crecimiento presentdé una

correlacion a incrementadas dosis de radiacionl@T4b
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Tabla 4: Efecto de las diferentes dosis de radmati¥/-B sobre el crecimiento (mm) de
Serpula himantioidesn el tiempo bajo condicionasvitro. Fuente: Elaboracion propia.

Tratamientos

Tiempo (dias) Control 0,12 mW/cn® 0,09 mW/cn’ 0,06 mwW/cn’ 0,03 mWicr’
3 7674208 % 6x173 7,67 +0,58 8+000 °© 8831029 °
5 17674058° 11+087 ¢ 1033058 1333+058°  15+000 °
7 25331029° 150,00 15 +0,00 17 +0,00 16,67 +1,53°
9 32334058° 17834029 1967+4115° 20674020° 23000 °
11 42 40,00 22 +0,00 2183+161° 24674076°  26331058"°
13 50 +0,00 26 +1,00 26 +0,00 31 0,00 34 0,00

15 5433 40,58°% 28 173 32 40,00 353340580 37,67 +058"
17 60 +0,00 3254229 °  3767+058°  41+0,00 44 £0,00

19 6533 #0,58% 37 +1,00 40674020 ©  4417+020° 480,00

21 71332312 4217+029%  44+000 47 +000 51,17 +1,89 °
23 77+173 % 454000 ° 46674231 % 49671058°  54+000 °
25 80 +0,00 48,67 +058° 50674231 ° 53265 '  57334058"

Letras distintas indican diferencias significatiyRs< 0,05) en el crecimiento dgerpula himantioides
para las cuatro dosis de radiacién UV-B.

Velocidad media del crecimiento bajo diferentes dasde radiacion UV-B

Las especies muestran diferentes comportamientts \elocidad de crecimiento (mm dja

para los diferentes tratamientos de radiacion U\FHRjura 6).

Armillaria sparrei presentd la velocidad de crecimiento mas baja pesa4 dosis de

exposicion UV-B en comparacion con el control yesdto de las especies fungicas. Para las

dosis 0,12 y 0.09 mW/chla velocidad del crecimiento fue de 1,212 y 1,38h did,

respectivamente mientras que para las dosis 0()83ymW/cr la velocidad fue de 1,595 y

1,686 mm dia-1, respectivamente.

Cordyceps cuncungeresentd la velocidad de crecimiento mas alt®d@r6m did) a la dosis

més baja (0,03 mW/cth) mientras que para la dosis mas alta, la veldoité# crecimiento fue

menor (1, 861 mm df3. No hubo diferencias significativas en la veleciddel crecimiento
para las dosis 0,09 y 0,06 mW/cm
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Serpula himantioidefue la especie que se vio mas afectada al serest@a las diferentes
dosis de UV-B al comparar su velocidad de crecitoi@on el control (sin irradiar). Para la
dosis més alta de radiacién UV-B (0,12 mWigmse obtuvo una velocidad de 1,908 mm'dia
mientras que para la dosis mas baja (0,09m\/tavelocidad fue de 2,318 mm disEsta
especie presentd una disminucion significativasevelocidad de crecimiento en comparacion
al control (3,327 mm dij.
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Figura 6: Efecto de diferentes dosis de radiaci¥rBkobre la velocidad de crecimiento (mm
dia’) de diferentes especies flngicas. Para una mispecie, letras diferentes sobre las
barras indican diferencias significativas entre ttasamientos (Tukey, R 0,05). Los datos
representan la media = S.D de tres réplicas ptamntianto. Fuente: Elaboracion propia.
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Porcentaje de inhibicion de crecimiento para las &species fungicas expuestas a cuatro
diferentes dosis de radiacion UV-B.

Los resultados obtenidos de porcentaje de inhibigdn consistentes con lo sefialado
previamente (velocidad de crecimiento).

En el dia 5 de exposicién a la dosis méas altadiagign UV-B (0,12 mW/cr}), el porcentaje
de inhibicion fue de un 50% paka sparrej de un 37,8% de inhibicién en el crecimiento para
S. himantioidey de un 22,7% par@. cuncunaeA una dosis de 0,09 mW/érel porcentaje
de inhibicion mas bajo se observé €nrdyceps cuncunagd,61%). A una dosis de 0,06
mW/cnt, los valores de porcentaje de inhibicién fue ddBiy7% parah. sparrej 20,3% para
C. cuncunaey de un 24,4% par&. himantioidesA diferencia de los valores obtenidos a la
dosis més alta de radiacién UV-B, a una dosis 88 fW/cnf el porcentaje de inhibicién
fue mas alto par&. cuncunaecon un 22,32%, un 15,03% pa®a himantioidesy de un

7,03% pardA. sparrei(Figura 7).

Especie

B Arnillaria sparrei

50 — - Cordyceps cuncunae
[ serpula himenticides
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Control 0,03 mW/crh 0,06 mW/cni 0,09 mW/cmd 0, 12 mW/cnf

Figura 7: Porcentaje de inhibicion del crecimiemara Armillaria sparrei, Cordyceps
cuncunaey Serpula himantioideexpuestas a cuatro diferentes dosis de radiaci6B lén el

Porcentaje de inhibiciér
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dia 5. Datos fueron analizados por ANOVA de doss faukey, P< 0,05). Los datos
representan la media = S.D de tres réplicas ptamtianto. Fuente: Elaboracion propia.

En el dia 15, los porcentajes de inhibicibn méassafiara las 4 dosis de exposicion UV-B
fueron pareS. himantioidesEl mayor porcentaje de inhibicion a la dosis malés fue de un
48,47% y a la dosis mas baja fue de un 30,8786dyceps cuncungaresento los porcentajes
de inhibicibn mas bajos en comparacién al restlasiespecies. Un 30,04% y a una dosis de
0,09 mW/cm y un 20,83% a una dosis de 0,12 mWjcm

A. sparreipresenté porcentajes de inhibicion de un 47,38Waadosis de 0,12 mW/ém de

un 38.7% a una dosis de 0,09 mW/cm

A diferencia de los valores obtenidos a la dosis aléa de radiacion UV-BC. concunae
obtuvo valores de inhibicion mas altos en comparae Armillaria sparrei que presenté
porcentajes de inhibicién de un 23,67% a 0,06 mW/grde un 13,12 % a 0,03 mW/ém
(Figura 8).

Especies
B Arnillaria sparrei

B cordyceps cuncunae
[B] serpula himenticides
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Control 0, 03 mW/crd 0,06 mW/cnf 0, 09 mW/cni 0, 12 mW/cnf

Figura 8: Porcentaje de inhibicion del crecimiemara Armillaria sparrei, Cordyceps
cuncunaey Serpula himantioideexpuestas a cuatro diferentes dosis de radiaci6B lén el
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dia 15. Datos fueron analizados por ANOVA de daas \iTukey, P< 0,05). Los datos
representan la media = S.D de tres réplicas ptamtianto. Fuente: Elaboracion propia.
Similares resultados a lo obtenido en el dia 16 |duobservado en la figura 9. Para todas las
dosis de radiacion UV-B5. himantioidepresentd los valores de porcentaje de inhibiciés m
altos, con un 39,16% a una dosis de 0,12 m\W/grde un 28,33 % a la dosis mas baja
(0,03mW/cni). C. cuncuna@resenté los porcentajes de inhibicién mas bajosoenparacion

al resto de las especies. Un 20,85 % a una dogi08emW/cm y un 30,32 % a una dosis de
0,12 mW/cr.

A 0, 06 mWI/cmi, A. sparrei presentd el menor porcentaje de inhibicién (17 Y8%
comparacion al resto de las especies; Sin embasgjo,varidé a la dosis mas baja, ya que

Cordyceps cuncungamresentd el porcentaje de inhibicion mas bajowo#,92% (Figura 9).

40—| Especies
Arnillaria sparrei
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Figura 9: Porcentaje de inhibicion del crecimiemara Armillaria sparrei, Cordyceps
cuncunaey Serpula himantioidesxpuestas a cuatro diferentes dosis de radiaci6B lén el

Porcentaje de inhibicién
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dia 25. Datos fueron analizados por ANOVA de dass \iTukey, P< 0,05). Los datos
representan la media = S.D de tres réplicas ptamtianto. Fuente: Elaboracion propia.

4. Discusion

Los efectos frente a incrementadas dosis de radiddV-B se han basado en las respuestas
obtenidas de diferentes organismos para su soeraia. Se han reportado efectos
significativos de UV-B sobre hongos, y pueden sgrativos (inhibicion de la germinacion de
esporas y crecimiento micelial) o positivos (auroatdl crecimiento, induccion del desarrollo
reproductivo y esporulacion). En este estudio smtificaron tres especies de diferentes
grupos filogenéticos que fueron determinadas porsemtaciones macroscopicas,
microscopicas y literatura micolégica especializadas especiesArmillaria sparrej,
Cordyceps cuncuang Serpula himantioidedan sido descritas en el centro sur de Chile
(Horak E, 1979; Palfner et al., 2012). Se determimovelocidad del crecimiento y el
porcentaje de inhibicion para las tres especiegi¢@s expuestas a cuatro diferentes dosis de
radiacion UV-B bajo condiciones vitro.

De acuerdo a los datos obtenidos, todas las dedib/@B evaluadas (0,12, 0,09, 0,06 y 0, 03
mW(/cnt), inhibieron el crecimiento de las especies, alcseparadas con el crecimiento de
las especies sin irradiar. Las tres especies eslasli presentaron diferentes comportamientos
en el crecimiento frente a las diferentes dosisBJ\A medida que se incrementan las dosis
de radiacion, el crecimiento se ve disminuido. Ressto, hubo especies que presentaron una
mejor respuesta frente al estrés, al presentameglde crecimiento similares para los
diferentes tratamientos. Este fue el caso del h@mjomopatogen@ordyceps cuncunael

no verse fuertemente afectado a dosis crecienteadigcion UV-B ya que presenté valores
de crecimiento micelial similares al control (simadiar) y un mayor crecimiento en
comparacion a las otras especies. Brancini e2@Lg) observaron que una exposicién de dos
horas a radiacion UV-A hubo un rapido crecimiengb mhicelio que induce tolerancia a la
posterior irradiacion UV-B. En este estudio se @er® el micelio y el desarrollo de
coremios para evaluar la tolerancia al UV durahtzeximiento bajo condicioneés vitro. El
desarrollo de estas estructuras otorgari@n euncunaauna ventaja adaptativa frente a estas
condiciones de estrés abidticas, de acuerdo dildasi por Braga et al. (2015), la exposicion

directa a la luz UV trae como consecuencias queotganismos tengan que pre-adaptar

29



estructuras fungicas tales como conidios y miceliato estrés para mejorar la sobrevivencia
de estas especies.

Principales investigaciones en torno a hongos espatdgenos y radiacion UV-B se basan en
la tasa de germinacion de conidias. Mustafa y K2008) sefialan que al aumentar el tiempo
de exposicion a la radiacion UV-B, se observa usaiducion en la germinacion de conidios
enBeauveria bassiangero esta disminucion no fue significativa, a@dihcia de lo obtenido
en aislados d&letarhizium anisopliaecuyas conidias fueron susceptibles a la radiadign

B. De esto se deduce que diferentes respuestptatidas pueden presentarse en diferentes
aislados fungicos, dependiendo de las condiciorlagjae es expuesta la especie. Fernandes
et al. (2015) sefialan que la variabilidad en lartoicia al estrés UV entre diferentes especies
se debe a la adaptacion natural frente a difereediciones. Por lo tanto, la comparacion
entre el origen de los aislados fangicos y su &oleia a la radiacion UV ha mostrado una
relacion positiva para algunas especies de hongtmmepatégenos. La mayoria de las
investigaciones se han centrado en la esporulazigerminacion de esporas de diversos
hongos como se sefialé previamente, pero tambiéestagios basados en los efectos de la
UV en las interacciones entre las plantas y otrgarmesmos, como los hongos patégenos de
plantas y descomponedores de madera. En estecegtudillaria sparrei junto conSerpula
himantioides presentaron los porcentajes de inhibicion del igiento méas altos a
incrementadas dosis de radiacion UV-B; sin embaSgdyimantiodegunto aC. cuncunae
presentaron una mayor velocidad de crecimiento gstess mismas dosis UV-B.

Armillaria es un género de hongos que se caracteriza par deac raices de diferentes
especies vegetales llevandolas hasta su pudricioen yeste estudio se determind la
sensibilidad deA. sparreibajo la influencia de la radiacion UV-B en el ¢ngiento que fue
fuertemente inhibido a altas dosis de radiacionBJ\6 que sefalaria la baja tolerancia frente
a este tipo de estrés. El aumento de UV-B puedsaaltas interacciones entre plantas y
consumidores a través de efectos directos en @masi consumidores (herbivoros,
fitopatdogenos, descomponedores, etc.)

Nematollahi et al. (2015) sefialan que la radiadidh puede inhibir el crecimiento de los
hongos en ambientes terrestres y que dependeedgidiy dosis de radiacion UV. En este
estudio, se observé una correlacion entre la ddgiB a la que es expuesta el hongo y una

disminucién del crecimiento.
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En este estudio y de acuerdo a los resultados rdengajes de inhibicionArmillaria sparrei

y Serpula himantioidepresentaron valores cercanos al 50% de inhibbémrecimiento a la
dosis més alta utilizada de 0,12 mW#ctosiblemente dosis superiores a ésta y a tiempos
mas prolongados, hubiese llevado a un efecto detetén el crecimiento con valores
cercanos al 100% bajo condicionewitro.

Los resultados de porcentajes de inhibicién detigrento obtenidos son consistentes a lo
reportado por Hugues et al. (2003), ya que obsemnvana disminucién del crecimiento hifal
al utilizar dosis de radiacién > 287 nm sobre cihoogos aislados de ecosistemas terrestres
antarticos. La radiacion disminuyo el crecimienialhde Mortierella parvisporaen la
superficie del medio y la radiaciéon artificial, mplda a partir de lamparas fluorescentes,
produjo efectos inhibitorios sustanciales sobreretimiento hifal de&Geomyces pannorym
Pythiumsp. yVerticillium sp. en condicionds vitro.

Duaguay y Khlironomos (2000) sefialan que la radratlV-B tiene efectos directos sobre el
crecimiento de los hongos precisamente debido aegteetipo de radiacion puede inhibir
diferentes aspectos durante el desarrollo fungitestcomo la germinacion de esporas y la
extension hifal.

Finalmente y de acuerdo a lo expuesto previamantéctor de estrés abidtico como lo es la
radiacion UV genera que diferentes especies fuagitaban regular su crecimiento, para
sobrevivir al tiempo prolongado de exposicion U\pgsiblemente, la disminucion en el
crecimiento ocurrida para todas las especies aa@izen este capitulo, haya sido para activar
mecanismos de reparacion que se pueden logrardatiresu metabolismo para poder

sobrevivir frente a estas condiciones.
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Capitulo 1l. Efecto de la radiacion UV-B sobre la norfologia funcional durante el
crecimiento micelial

1. Introduccion

La radiacion UV constituye uno de los componentebiantales de mayor relevancia en este
ultimo tiempo al ejercer un efecto considerableliéerentes organismos, los cuales han tenido
gue desarrollar mecanismos que sean capaces deramios efectos adversos de la radiacion
UV para adaptarse a estas condiciones. Se han gidod@avances sustanciales en la
comprension de los efectos de la radiacion UV-Blasnecosistemas, especialmente en la
elucidacion de mecanismos generados en diferergagsismos.

Pese a que la radiacibn UV-B representa menos,B8&b de la energia luminosa total que
llega a la superficie terrestre, éste tipo de @dmpresenta importantes efectos biologicos al
inducir cambios en la expresion génica, fisiologieymulacion de metabolitos y morfologia
(Heijde y Ulm, 2012). Muchos son los efectos aibhes a este tipo de radiacion debido a que
puede causar lesiones a acidos nucleicos, lipidgzoteinas, y alterar las respuestas
fisiologicas y el contenido de pigmentos, ademamddificar la organizacion ultraestructural
en aguellos organismos mas sensibles y perce@ilasadiacion UV-B (Schmidt et al., 2009;
Schmidt et al., 2015). Estudios del crecimientegpuestas fisioldgicas a varios niveles de
UV-B solar en grupos de plantas marinas, de aglee duen ecosistemas terrestres han sido
considerados (Rozema et al., 2002). Basado en lest@rincipales investigaciones de los
cambios inducidos por la radiacion UV-B en la @étauctura de las células se han centrado
en plantas superiores y macroalgas. En plantasgmamaproporcion muestran un crecimiento
vegetativo reducido (altura de la planta, peso ,séaa foliar, etc.), asi como también se ve
afectada su tasa fotosintética. Las plantas generdé se adaptan a los cambios en la
radiacion UV-B activando una serie de respuestagegioras que incluyen cambios
morfologicos (Caldwell et al., 2007). A nivel uleistructural se ha observado que se producen
cambios en los cloroplastos y los peroxisomas gpuesta a la radiacion UV (Hosseini et al.,
2011).

En macroalgas, se ha descubierto que la radiatii@violeta afecta de distintas maneras, con
efectos sobre la fotosintesis, lesiones en el ABMtabolismo del nitrégeno, crecimiento
(Franklin y Forster, 1997) y a nivel de ultraestuua y biologia celular (Poppe et al., 2002).
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En hongos son escasos los estudios relacionadass acdmbios morfologicos y/o de
ultraestructura frente a dosis de radiacion UV-Br Bongos filamentosos, el efecto
morfogenético de la irradiaciéon UV en especies osicopicas especificas de Deuteromicetos
ha sido ampliamente examinado. Los efectos morfetgers estan relacionados con la
reproduccion y formacion de conidiéforos y conidipsdiversos cambios morfologicos
incluyendo el cambio morfolégico de esporas y empgioforos. A su vez, la radiacion UV
afecta la produccién de diferentes estructurasodemtivas como conidios, coremios,
peritecios y basidiocarpos, asi como también imhilze esporulacion en algunos hongos
imperfectos (Vakalounakis y Christias, 1981; Nadyischl, 2002).

En hongos filamentosos que fueron expuestos aesivebnocidos de radiacion UV se
observaron alteraciones en la pigmentacion, ladasaecimiento, el grado de ramificacion de
las hifas, la extensién del crecimiento aéreo, ulvado en el extremo de las hifas y la
septacion efMhanatephorus cucumeriasi como también diversos patrones de pigmemtacio
tanto enPenicillium purpurogenuncomo enPyrenochaeta terrestrgd/olz y Dublin, 1973).
Todos estos antecedentes previos, nos aproxima diferentes cambios morfo-anatémicos
gue pueden presentar los hongos. De esta forma peotucido un aumento sustancial en la
comprension de los mecanismos que intervienen nmelspuestas de los organismos a la
radiacion UV-B basados en cambios morfologicosd@alltraestructura.

El objetivo del presente estudio fue determinar dambios morfo-anatomicos generados
durante el crecimiento en diferentes especies ¢asggue son expuestas a incrementadas

dosis de radiacion UV-B bajo condiciorasvitro.
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2. Metodologia

Cultivos in vitro

El tejido fungico y/o esporada de las especiesleetarlas, fueron depositados sobre placas
con agar dextrosa y papa (4g/L extrato de papayasex 20g/L y agar 15g/L) (Moturi &
Singara, 2010). La pureza de estos cultivos en anediido fue verificado mediante
observaciones microscopicas. A partir de estodvosltse detectaron los cambios morfo-
anatomicos a nivel de hifas mediante observacianasroscopicas y por microscopia

electronica de transmision y de barrido.

Condiciones de radiacion UV-B

Para determinar los efectos de la radiacion sabrmdrfologia funcional de las especies
expuestas a la radiacion UV-B se utilizé un graidiete luz UV-B sobre placas petri abiertas
con medio sélido. La intensidad de UV aplicado &leiio fue medido en mWi/chy se utilizé
una lampara fluorescente que emite radiacion U\EBgradiente de radiacion UVB fue de
0,03-0, 06 - 0, 09 y 0,12 mW/émor 3 horas durante 25 dias (Becerra et al., 2@4l)ivos

miceliales sin radiacion UV-B fueron consideradosho controles.

Preparacion muestras para observaciones macroscopg

Se determind el namero y longitud promedio de riados y macroconidiéforos de
Armillaria sparrei y Cordyceps cuncunagespectivamente. Para determinar la longitud se
utilizé un pie de metro. Las dosis utilizadas patvaervar los cambios morfolégicos durante el
crecimiento de los hongos, fueron aquellas capdeemhibir el crecimiento en un 50 %
correspondientes a 0,12 y 0,09 mWcia informacién obtenida fue comparada al control,

correspondiente a los cultivos sin irradiar.

Microscopia electrénica de transmision

Para la deteccion de cambios morfo-anatomicos pélisés de ultraestructura, se obtuvieron
muestras de rizomorfos, macroconidiéforos y micéacultivosin vitro una vez finalizado el
periodo de incubacion bajo los diferentes tratatogerLas muestras fueron fijadas por 4 horas
a temperatura de ambiente en 2% (v/v) de parafdehédo que contiene 2.5 % de
glutaraldehido en 0.1 M de buffer fosfato (pH 7.2).
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Posterior a la etapa de fijacion, la muestra pasoepapas de deshidratacion, inclusion en
resina, secado y montaje de la muestra (Zacchil.et2@00). Se emplearon secciones
transversales cortadas a partir de material obtedel los 3 tratamientos diferentesLas
visualizaciones se realizaran utilizando un miocopse electronico de transmision JEOL JSM
1200EX-II, 1994.

Microscopia electronica de barrido

La morfologia funcional de las especies fueronatarzadas en un microscopio electrénico
de barrido (JEOL, modelo JSM-638 OLV, 2005) y lagestras pasaron por una etapa de
fijacion (glutaraldehido al 4%), una de lavado cornbuffer hasta la completa eliminacion del
glutaraldehido. Previo al montaje de las muestgags fueron depositadas en tetraoxido de
osmio al 1% en un buffer fosfato 0,1 M pH 7.2 ylddsatadas a diferentes concentraciones de
acetona (30, 40, 50, 70,80, 90 y 100 v/v) pasamiaipa etapa de secado punto critico como
paso previo al montaje final de la muestra (De NEet al., 2006).
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3. Resultados
Efectos de la radiacion UV-B sobre la morfologia eaultivos

Se evalué el efecto de la radiacién UV-B (0,09420mW/cn?) en la formacién de rizomorfos
durante el crecimiento d&rmillaria sparrei. A incrementadas dosis de radiacion UV-B se
aprecia un considerable aumento en el numero ytli@hde los rizomorfos formados. Distinto
fue a lo observado en cultivos sin irradiar (Coiitcionde la formacién de rizomorfos fue
menor (Figura 1).

Figura 1:Cambios morfolégicos en el nimero y longitud demprfos en cultivos miceliales
de Armillaria sparrei a los 30 dias de incubacion de a) Cultivo sindieng b) Cultivo
irradiado a una dosis de 0,09 mWfcyrc) Cultivo irradiado a una dosis de 0,12 mWichos
principales cambios detectados durante el crecimigenen relacién al nimero y longitud de
los rizomorfos. Fuente: Elaboracion propia.

Relacionado al nimero promedio de rizomorfos forwsagh cultivosn vitro, a incrementadas
dosis de radiacion UV-B el numero de rizomorfosapaultivos expuestos a dosis 0,12 y 0, 09
mW/cn?, incrementé al doble (Figura 2).
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Figura 2:Numero promedio de rizomorfos observados bajo elifters dosis de radiacion UV-
B. Los cultivosin vitro sin irradiar son considerados como control. Lasslaepresentan la
media + S.D de tres réplicas por tratamiento. Fidgiaboracion propia.

De los valores de longitud de los rizomorfos, iadigue a incrementadas dosis de radiacion
UV-B, la longitud de los rizomorfos, disminuye. @sl25 dias de exposicion de los cultiros
vitro, valores de 18 y 16 mm fueron obtenidos a 0,1209 @Wi/cn3, respectivamente. El

control, present6 rizomorfos con una longitud prdim&e 43 mm (figura 3).
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Figura 3:Longitud promedio de rizomorfos observados bajerdifites dosis de radiacion UV-
B. Los cultivosin vitro sin irradiar son considerados como control. Lasslaepresentan la
media = S.D de tres réplicas por tratamiento. Fidfiaboracion propia.
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Para Cordyceps cuncunaeel efecto de la radiacion UV-B (0,09 y 0,12 mWgren la

formacion de macroconidioforos durante el crecinuefue determinado. A incrementadas
dosis de radiacion UV-B se aprecia un consideralenento en el nimero de los
macroconidioforos formados, pero con una disminuaé su longitud. Distinto fue a lo
observado en cultivos sin irradiar (Control) doddeformaciéon de macroconidiéforos fue

disminuida (Figura 4).

Figura 4:Cambios morfoldgicos en cultivos miceliales@erdyceps cuncuna los 30 dias
de incubacién de a) Cultivo sin irradiar, b) Cwtivradiado a una dosis de 0,09 mW/gnt)
Cultivo irradiado a una dosis de 0,12 mWcihmos principales cambios detectados durante el
crecimiento tienen relacién al nimero y longitudatecoremios. Fuente: Elaboracién propia.

El nimero de macroconidiéforos observado, fue mayaorcrementadas dosis de radiacion
UV-B. A dosis de 0,12 mW/cfry 0,09 mW/crf, 13 y 19 macroconidiéforos fueron formados,
respectivamente. A dosis mas bajas, 0,06 y 0,03 cmfV/el nimero promedio de

macroconidioforos fue de 16. En el control, 8 macnidioforos fueron formados (Figura 5).
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Figura 5: Numero de macrononidiéforos formados ettivos miceliales deCordyceps
cuncunaea los 25 dias de exposicion a los diferentesriatatos. Los datos representan la
media + S.D de tres réplicas por tratamiento. Feidgiaboracion propia.

A la dosis 0,12 mW/cf los valores de longitud de los macroconidiéfodisminuye a un 60
% a los 25 dias de exposicion de los cultivogitro comparado al control. Para las tres dosis
restantes, el porcentaje promedio de la longitsthofiuye a un 26% con respecto a la longitud

de los macroconidioforos formados en el contrajjiFa 6).
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Figura 6: Longitud de macrononidioforos formados en cultivogeliales deCordyceps
cuncunaea los 25 dias de exposicion a los diferentesriatatos. Los datos representan la
media = S.D de tres réplicas por tratamiento. Fdfiaboracion propia.
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En Serpula himantioides se detectaron diferencias entre los diferent@gartrientos
relacionados con la pigmentacion desarrollada srclidtivosin vitro. Macroscopicamente, a

dosis 0,12 y 0,09 mW/cmse observé mayor pigmentacion.

N

Figura 7: Cambios en la pigmentaciéon desarrollada caltivos in vitro de Serpula
himantioides a) Cultivo sin irradiar, b) Cultivo irradiado aaidosis de 0,12 mW/dmLos
principales cambios detectados durante el crectmiéenen relacion a la abundancia del
pigmento sintetizado bajo los diferentes tratanaignfFuente: Elaboracion propia.

Cambios morfolégicos detectados por microscopia ekednica de barrido (SEM)

El efecto de la radiacion UV-B fue evaluada sobeedonidios producidos en cultivimsvitro

de Cordyceps cuncuna€onidios a una dosis de 0,12 mWfcmpresentaron cambios en su

superficie. En cultivos irradiados, la superficie lds conidios mostr6 ornamentaciones, a
diferencia de los conidios obtenidos de cultivosisiadiar, que mostraron una superficie lisa
(Figura 8).
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Figura 8: Microscopia electrnica de barrido deidios obtenidos d€ordyceps cuncunae
a) y b) Conidios sin irradiar (Control), c) y d) fidios bajo condiciones de radiacion UV-B
(0,12 mW/cr). Fuente: Elaboracién propia.

Cambios a nivel de ultraestructura de los diferentg cultivos flingicos

De los cortes transversales obtenidos de los mawooidforos obtenidos de los cultivos sin
irradiar y bajo la influencia de la radiacion UVd Cordyceps cuncunaese observaron
invaginaciones de membrana qu fueron mas notoniaal ératamiento control. A una dosis

alta de radiacion UV-B se aprecia una disminuci@mstas invaginaciones (Figura 9).
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Figura 9: Cortes transversales de coremios oldende cultivosin vitro de Cordyceps

cuncunaea) y b) Control (sin irradiar), c) y d) Radiaci@V/-B (0,12 mW/cnj). Fuente:
Elaboracién propia.
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Figura 10: Histogramas obtenidos de cortes tranales de macroconidiéforos de cultivios

vitro de Cordyceps cuncunaa) sin irradiar y b) irradiados a una dosis de2 Qyiw/cnf.
Fuente: Elaboracion propia.
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De las observaciones anatomicas de cortes traase®rde cultivos miceliales dgerpula
himantioides se observéd una distribucién del pigmento al iatede la célula en cultivos sin
irradiar; Sin embargo, a dosis crecientes de raiadV-B, la distribucién del pigmento se

observa asociada a la pared celular, otorgandoayomeontraste (Figura 11).

Figura 11:Cortes transversales de hifas obtenidas de cultivaisro de Serpula himantioides
bajo diferentes tratamientos de radiacion UV-B d))yControl (sin irradiar), c) Radiacién
UV-B (0,12 mWi/cr), d) Radiacién UV-B (0,09mW/cf e) Radiacién UV-B (0,06
mW/cnf) y f) Radiacién UV-B (0,03 mWi/cf Diferentes patrones de distribucion del
pigmento se observan a incrementadas dosis dei@uidV-B. Fuente: Elaboracién propia.
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El efecto de la radiacion UV-B se determiné sobrgresor de la pared celular. Berpula
himantioides no se detectaron cambios anatomicos relacioreldgr®sor de la pared celular,
Valores promedios del grosor de la pared celulsrdn similares tanto para el control como
para la muestra obtenida de cultivos irradiadogu(fai 12).
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Figura 12: Histogramas obtenidos de cortes trasales del micelio de cultivas vitro de

Serpula himantioides) sin irradiar y b) irradiados a una dosis de2 Qyiw/cnf. Fuente:
Elaboracién propia.
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4. Discusion

En todos los organismos, la presién selectiva deathacion solar ha dado lugar a la
adquisicion de una serie de mecanismos para laqmion contra la radiacion lograndose un
avance importante en la comprensién de los mecasisynprocesos involucrados en la
adaptacion y tolerancia del estrés abiético detedos tanto por mecanismos protectores que
previenen o reducen la ocurrencia de dafios a coenpes) intracelulares, como por varios
sistemas que reparan los dafios causados por &icadi({Pérez et al., 2012). El efecto neto
refleja un equilibrio entre los costos de dafigsaracion y proteccion, con consecuencias para
la supervivencia, el crecimiento y el éxito reprctio de las especies bajo estrées UV
(Montecino et al., 2001).

Los cambios morfo-anatémicos que son inducidos lporadiacion UV-B toman un rol
fundamental en las respuestas de las distintagiespingicas sometidas a un aumento de
este tipo de radiacion.

Reducciones en el crecimiento asi como cambiosabdgitos han sido reportadas como
respuestas a incrementadas dosis de radiacion b&jeBcondicionef vitro. Ya es conocido
gue uno de los principales efectos de la radiatl¥B es sobre el crecimiento de muchos
organismos, en donde muchos de estas especieshibilo su crecimiento a altas dosis de
radiacion UV-B. De esto surge el interés, en eatudue rasgos morfo-anatomicos se ven
comprometidos frente a la exposicion de la radratlyB.

De las observacion macroscépicas de los cultivdslazes, se evidenciaron cambios
morfologicos que van directamente relacionadoswomcremento de las dosis de radiacion
UV-B. Los principales cambios morfolégicos detecwmdfueron asociados a la especies
Armillaria sparreiy Cordyceps cuncuna®urante el crecimient@drmillaria sparrei presento

un porcentaje de inhibicion cercano al 50% lo geemtiria una proteccion del tipo
morfologica para poder generar una toleranciateé®s cambio de un reducido metabolismo
celular.

Si bien Cordyceps cuncunaro se vio fuertemente inhibida durante el creamaga altas
dosis desarroll6 mayor numero de macroconidiofoyogle menor longitud promedio
comparado al control, lo que le permitié que swioneento no se vea inhibido. El incremento

de rizomorfos y de macroconidioforos permite queudtivo incremente la densidad al evitar
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gue la radiacién penetre al interior de la célulalgre sus componentes celulares mas
internos.

Los resultados reportados en este estudio, solmgosh lo obtenido en plantas que estan
aclimatadas a alta radiacion en alta montafa, pi@setallos y ramas cortas, resultando
plantas de morfologia compacta y de pequefio tarf@aoasco 2009). Del mismo modo,
Fourtouni et al. 1998, observaron un incrementtadtensidad hifal a incrementadas dosis de
radiacién UV-B (83.6 kJ-m-d™) a los 7 dias de crecimiento micelialAdternaria solani
Serpula himantioideso presentd cambios morfolégicos durante el crecita micelial, pero

si hubo una proteccion mas quimica que morfoldgica.

De los resultados previos se observd una correlapisitiva entre el incremento de la
radiacion UV-B y el nimero de rizomorfos y/o maawidioforos desarrolladaan A. sparrei

y Cordyceps cuncunaeespectivamente. Estos resultados son consistante reportado por
Allam y Abd El-Zaher (2012), quienes sefialan quetaghafio de la colonia disminuye
significativamente, mientras que la produccion ienlasa se ve incrementada a altas dosis de
radiacion UV-A.

Por microscopia electronica de barrido, los prialge cambios detectados estuvieron
relacionados a la estructura superficial de losdios. Se detectaron cambios en los conidios
expuestos a dosis altas de radiacion UV-B. La $iperde los conidios se observé con
ornamentaciones, a diferencia de los conidios rsadiar, cuya superficie se observo lisa.
Estos cambios en la superficie de los conidiosijpeifan evitar que la radiacion llegue a
afectar los conidios. Braga et al. (2015), sefalane la variacion en la susceptibilidad a UV
durante las diversas fases de germinacion en esnildil hongo entomopatégeMetarhizium
anisopliaese debe probablemente a los cambios morfofisiobégde los conidios durante la
germinacion.

Por microscopia electronica de transmision, sectieten cambios anatomicos, relacionados a
cambios estructurales en el grosor de la parediacel&nArmillaria sparrei no se detectaron
cambios en el grosor de la pared celular de |&s lgjiie constituyen los cordones miceliares o
rizomorfos. EnC. cuncunaehubo cambios anatémicos a nivel de pared, al ptase
invaginaciones en macroconidiéforos sin irradigug desaparecen o son menos evidentes en
cortes transversales obtenidos de macroconidiéfioradiados a la dosis mas alta. Grandes

cambios no fueron detectados a dosis mas bajago luom la desaparicibn de estas
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invaginaciones, se observd, a partir de las mitogfafias obtenidas de diferentes cortes
transversales de los macroconidiéforos expuestasaa dosis de radiacion UV-B (0,12
mW/cnf), un aumento en el promedio del grosor de la pastdar correspondiente a un
13%. En plantas, el aumento del grosor de la paeddlar ha sido observado como
consecuencia de la induccion de sintesis de ligpide otros polifenoles (Carrasco 2009).
Algunos estudios de exposicion a UV han reveladonhabicion de la division celular
(Dickson y Caldwell 1978; Wargent et al., 2009)entras que otros informan de la inhibicion
de la expansion celular (Hectors et al., 2010; akah 2015).

Los analisis de ultraestructura para la esp8ermpula himantioidedeterminé la presencia del
pigmento asociado a la pared celular. Esto permnmitaumento del contraste de la pared por un
aumento de la cantidad de pigmento en la paredl Nfahubo cambios en el grosor de la
pared celular y esto es concordante, ya uehimantioidespresenté un mecanismo de
proteccibn mas quimico que morfoldgico, al incretaena sintesis y acumulacion de un
pigmento, otorgando al cultivo una mayor protecadperficial de las hifas expuestas a la
radiaciéon UV-B, a diferencia de lo observadofersparrei y C. cuncunague no presentaron
una pigmentaciéon caracteristica frente a la radimtiV-B y por ende deben presentar una
respuesta del tipo morfoldgica, para asi evitgrdaetracion de los rayos UV-B a capas mas
internas de la célula. En hongos se ha reporta@eueulacion de pigmentos carotenoideos
como componentes de la pared hifal, en la paredrasmentro del citoplasma o contenido
dentro de gotas de aceite (Isaac 1994) y asocaldasmembranas (Arcangeli et al., 2000).
Las diferentes respuestas reportadas en el pressnidio, son el resultado de diferentes
cambios morfo-anatdmicos en la formacion de estrast miceliares que desarrollan las
diferentes especies en cultivirs vitro y cuyas respuestas son Utiles como indicadores
predictivos de los diferentes mecanismos de adaéptague presentan los organismos en

condicionesn situ.
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Capitulo 1ll. Evaluacion de los cambios en el perfide metabolitos con actividad
antioxidante en hongos expuestos a la radiacion UB'-

1. Introduccién

Tanto los ecosistemas acuaticos como terrestregeseafectados por el aumento de la
radiacion UV-B, con consecuencias que van desdmaomio en la composicion y diversidad
de especies, una disminucion de la produccion dendsa, dafios genéticos y cambios
metabolicosSe ha informado que una amplia gama de respuesttdgpa morfoldgicas, de
crecimiento, bioguimicas y fisioldgicas de las phdanse ven influenciadas por la radiacion
UV-B (Ravindran et al., 2010).

Como respuesta de defensa bioquimica, estan lobi@ametabdlicos que pueden estar
asociados a incrementos de compuestos que permitamecanismo de proteccion y
reparacion frente a la radiacion UV-B contra el addtoquimico, la fotorreactivacion de
ADN, la reparacién de la escisién, la acumulaciéradtioxidantes lipo e hidrosolubles y la
actividad de enzimas antioxidantes. Un mecanisrateptor mas comuan contra la irradiacion
potencialmente perjudicial es la biosintesis de prgstos UV absorbentes (Hahlbrock y
Scheel 1989) que incluyen la acumulacion de contpsegrincipalmente pigmentos que
pueden actuar como un filtro solar (Korbee et24lQ6; Libkind et al., 2009). Una induccion
de compuestos UV absorbentes en diferentes orgasjssn caracterizacion y localizacion
guimica, asi como una evaluacibn comparativa detiémamiento fisiologico de estos
compuestos ha sido reportado en plantas (Reboredadgn 2012). Las plantas han
desarrollado un complejo sistema de defensa biagaimue incluye carotenoides y
flavonoides. Estos metabolitos secundarios, praicipnte compuestos fendlicos, flavonoides
e hidroxicinamato se acumulan en las vacuolas sledailas epidérmicas en respuesta a la
irradiacion UV-B y atenutan la penetracion de la gaddV/-B del espectro solar en capas
celulares mas profundas (Fronhmeyer y  Staiger )2003 radiacion ultravioleta-B
potencialmente dafina es filtrada por flavonoiddéenples en la epidermis de las hojas antes
de que pueda penetrar las células fotosintéticeesnis (Tegelberg et al., 2002). Estos
metabolitos absorben la radiacion en las porcidthéslel espectro solar y liberan energia a
través de una excitacion térmica sin dafios, ewvitagde los fotones dafinos alcancen
potenciales blancos celulares (Gao y Garcia 2044).como las plantas presentan los

mecanismos de defensa quimica mencionadas prev@mem otros organismos se han
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estudiado este tipo de respuestas que son anadgagie ocurre con las especies vegetales.
Un ejemplo lo constituyen los hongos y liqueneso&altimos, producen filtros UV que son
unicos y/o eficientes tales como depsidas (acidoarioo, pannarin, etc.), depsidas
(atranorina, acido giroforico, etc.), éteres difiens (acidos epiforelicos), bisxantonas (acidos
secalonicos, etc.), micosporinas y pigmentos canodlanina y carotenoides bajo radiacion
UV-B (Nguyen et al., 2013).

En hongos unicelulares, como levaduras, es conotadacumulacion de pigmentos
carotenoides como metabolitos secundarios fotophmtes. En estos microorganismos, la
sintesis de carotenoides esta asociada durantedmiento y una acumulacion maxima de
carotenoides se observa en fase estacionaria peof@ite como un mecanismo general de
defensa contra el estrés oxidativo provocado poadecion UV (Moliné et al., 2009). Las
cepas Sporobolomyces salmonicoloAL1 y Cryptococcus laurentiiAS58 aisladas de
muestras antarticas (suelo, liguenes, musgo) aemmsilistancias fotoprotectoras como
barrera contra la radiacion ultravioleta (Dimitreataal., 2013).

Todos los hébitats conocidos para estas especievalfuras se localizan principalmente en
regiones montafiosas y frecuentemente representaitatbaestresantes debido a la alta
exposicion UV y por consiguiente, la presencia ltisaoncentraciones de especies reactivas
de oxigeno (Libkind et al., 2011).

Otro mecanismo de fotoproteccion generado para aarnlos efectos nocivos de la
radiacion, corresponde a la activacion de sisteamii®xidantes (Korbee et al., 2006). En
hongos, los compuestos fotoprotectores presentapapel fundamental es proporcionar
proteccién contra las especies reactivas de oxigB@S), proporcionando ademas una
proteccién indirecta contra otras longitudes deaomédiante la extincion de ROS (Moliné et
al., 2009).

Es de interés estudiar cada una de las respuestaegenerarian en hongos bajo condiciones
de radiacion UV, tanto para predecir y conocerirfgdicancias ecoldgicas que presentarian
en su ambiente natural, asi como conocer que catgmueson inducidos bajo estas
condiciones para mejorar la eficiencia biotecnaagle estos organismos y sus aplicaciones

en la industria farmacéutica.
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2. Metodologia

Cultivos miceliales liquidos

Bajo condiciones estériles, trozos de micelio deoxippadamente 5 mm de diametro,
obtenidos de cultivos sdlidos puros, fueron traagas a matraces con 3L de medio de cultivo
caldo dextrosa y papa (PDB). Los cultivos tantoAdmillaria sparrei como deCordyceps
cuncunae fueron incubados a temperatura de ambiente cibacam constante de 120 rpm.
Cultivos de Serpula himantioidesueron incubados a temperatura de ambiente staragi
Todos los cultivos fueron incubados con un pH alidie 5.5 e incubados durante 21 dias. A
partir del micelio y del medio se obtuvieron losragtos que permitieron evaluar la sintesis de

compuestos UV-B protectores con actividad antiaxiela

Condiciones de radiacion UV-B

Para determinar los efectos de la radiacion sdiper@l quimico de los metabolitos se utilizo
la dosis mas alta de radiacién UV-B (0,12 mWicmue fue capaz de inhibir el 50% del
crecimiento en medio de cultivo sélido. A partir d@traces incubados a temperatura de
ambiente, todo el medio de cultivo fue transfedd@cipientes rectangulares de vidrio de 5,3
L para irradiar los cultivos liquidos. Los cultivdgquidos fueron protegidos de la
contaminacién externa mediante el uso de plastiaties 30 cm de ancho. Se utilizé una
lampara fluorescente que emite radiacion UV-B ulaca 35 cm del cultivo. Los cultivos
fueron expuestos por 3 h diarias durante 15 diasgiBa et al., 2014). Cultivos miceliales

liquidos sin irradiar fueron considerados como ies.

Obtencién de extractos totales

Una vez transcurrido el periodo de incubacion, lgeveeron los extractos totales a partir de
los matraces sin irradiar y de recipientes corvaultquido irradiados. Todos los cultivos para
los diferentes tratamientos fueron filtrados pagpasar el micelio del medio de cultivo. A
partir de micelios liofilizados se obtuvieron l@hdimientos (mg/L).

El micelio liofilizado fue extraido con metanol X200 mL) y el caldo de cultivo fue extraido
con acetato de etilo (3 x 250 mL). Ambos extratbdales fueron concentrados a sequedad en

un rotavapor (Heildolph Unimaz 2010).
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El extracto crudo deSerpula himantioidesconteniendo los pigmentos (296 mg), fue
fraccionado en SEPHADEX LH-20 usando como fase mdetanol 100%. Posteriormente,
una segunda columna fue realizada usando comonféséd Acetona: Metanol= 4:1. Las

fracciones conteniendo los pigmentos, fueron medaslg evaporadas en un rotavapor.

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria desas (CG/EM).

Los extractos totales obtenidos tanto del micadima@ del medio de cultivo fueron analizados
por Cromatografia de Gas-Espectrometria de Mas&MS) (Agilent 7890, California,
EE.UU.) equipado con un detector de masa Agilefi658tilizando una columna capilar de
silice HP5-MS de 30 m x 0,25 mm de diametro intgrnma pelicula de 0,25m de espesor,
bajo las siguientes condiciones: temperatura: 25D&ector (masa): 280°C; Horno: inicial de
100 ° C durante 5 min, aumentando en 8° C/min Hz&s04 C y se mantiene durante 15 min.
El detector establecido en el modo de explorac@movde 50 a 500 amu. El flujo de gas
portador (grado electronico de helio) fue de 1 mih/rha caracterizacion del compuesto se
realizé6 mediante la comparacién con la base desdéi®T®. La estructura de los compuestos

fue diseflada con el programa ChemDraw Pro.

Cromatografia capa fina (TLC)

TLC analitica se llevé a cabo en placas de alumieaubiertas con gel de silice (Merck,
Silica gel 60 Es4, Germany). Como fase movil se utilizd una mezaaFdrmiato de etilo:
Tolueno: Acido férmico (7:4:1). El Rf de los compgtes puros fue determinado mediante:

Rf= distancia recorrida por el compuesto (X)/distame@orrida por el eluyente (Y).

Cromatografia de liquidos de alta precision (HPLC)

HPLC-DAD

El andlisis se realiz6 en un modelo YL 9115 BinBymp equipado con un detector PDA
YL9160. Se utilizdé una columna Kromasil 5um 100 R8QGle 250 x 4.60 mm 5 micron. La

fase eluyente fue agua: acetonitrilo (70:30) cofiwjo de 0.8 mL/min.
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HPLC-MS

2 uL del extracto total obtenido de cultivmsvitro de Serpula himantioidedue cargado a una
columna Hypersil GOLD (C18, ID 2,1 mm, longitud &im, tamafio de particula 1;8n,
Thermo Fisher Scientific) usando un UHPLC DioneX@0equipado con un muestreador
automatico WPS-3000 TRS, GLP -3400RS, horno denuwéu TCC-3000RS y detector de
matriz de fotodiodos (PDA) DAD-3000 (Thermo-Fisi&sientific, Bremen, Alemania). Los
eluyentes A y B fueron agua y acetonitrilo, respachente, ambos conteniendo acido
formico al 0,1% (v / v). Después de un paso isamale 4 minutos (eluyente B al 5%), los
analitos se eluyeron a un flujo de 1@0min a 30 °C en un gradiente lineal hasta el altge
B al 100% en 15 min. Los efluentes de la columnairdedujeron en linea en un
espectrometro de masas Orbitrap Elite a travésidduente HESI (Thermo-Fisher Scientific,
Bremen, Alemania). El instrumento fue operado emetlo de iones negativos y controlado

por el software Xcalibur (Thermo-Fisher Scientiizemen, Alemania).

Evaluacién de actividad antioxidante
Con el fin de investigar las propiedades antioxiestanto de los extractos fangicos obtenidos
de cultivos irradiados y sin irradiar como de lagpentos puros obtenidos, los ensayos DPPH

y ABTS fueron realizados.

Ensayo DPPH

De los extractos totales y pigmentos puros obtenis® evalu6 el método DPPH (1,1-
diphenyl-2-picryl-hydrazyl). Diferentes concenti@ogs de extractos en metanol (0,25-0,500-
1-2-4 y 8 mg/mL) fueron utilizadas. Se deposita@tth uL de cada concentracion de las
muestras con 80 uL de DPPH en cada pocillo de taoplaca. La mezcla de reaccion fue
homogeneizada y dejada por 30 min en la oscuriladactividad antioxidante de cada
extracto se determind basandose en el porcentajghiecion del radical DPPHmediante la
siguiente  formuld(Acontrol - Amuestra) + Acontrol|x100. El valor EGo (mg/mL) fue
determinado que corresponde a la concentracionivefex la que los radicales DPPH fueron
eliminados en un 50%. Trolox fue utilizado comoaasar (Umashankar et al., 2014).
Posteriormente, las absorbancias fueron medidasidactor de microplaca ELX800 (Bio-

Tek instrument, Inc; Winooski, United State) a 5ibd.
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Ensayo ABTS

Dos soluciones stock que incluyeron 3,75 mM de a2jRobis-3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid (ABTS) y 1,225 mM de Persulfato detgsoo (K2S208, Merck KKaA,
Darmstadt, Germany) fueron mezcladas y dejadassenridad toda la noche a 30° C.
Posteriormente, la solucion stock fue diluida catanol a una absorbancia de ca. 0.6 +0.05 a
750 nm. 20 pL de las diferentes concentracione@, (200, 400, 600, 800 y 1000 pg/mL) de
extractos totales y (10, 20, 40, 60, 800 y 100 |Ly/de pigmento puro fueron utilizadas y
mezcladas con 180 puL de la solucion de ABTS. Livided antioxidante de cada extracto se
determin6 basandose en el porcentaje de inhibd@mradical ABTS mediante la siguiente

formula:[(Acontrol - Amuestra) + Acontrol]x100. El valor EGo (mg/mL) fue determinado que

corresponde a la concentracion efectiva a la geieddicales ABTS fueron eliminados en un
50%. Trolox fue utilizado como estandar (Sugihataal., 2016). Las absorbancias fueron
medidas en un lector de microplaca ELX800 (Bio-Testrument, Inc; Winooski, United
State) a 734 nm.

Determinacion del contenido de fenoles totales

El método Folin-Ciocalteau fue realizado para deiiear el contenido de fenoles totales en
los diferentes extractos fungicos. 100 pg/mL deacdracto se mezcld con reactivo de Folin-
Ciocalteu y carbonato de sodio (75 g/L, 400 uL) babos se mezclaron en vortex durante 15
segundos y se dejaron reposar durante 30 min aC4para el desarrollo del color. La
absorbancia fue determinada a 750 nm en un leaomitroplacas ELX800 (Bio-Tek
instrument, Inc; Winooski, United State). Se ufil&cido galico para la curva estandar (0-100
pg/mL) y la reduccion del reactivo de Folin-Cioealfpara las muestras se expres6 como mg
de equivalentes de &cido gélico (GAE) por g deaekir (Reis et al., 2012).
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3. Resultados

Andlisis CG-MS de principales compuestos pirrélicos
Por CG-MS se constato de la presencia de tres astgmipirrdlicos que variaron en relacion
a su abundancia para cada extracto fungico, olutemisto del micelio como del medio de

cultivo, bajo diferentes tratamientos.

De los extractos obtenidos del medio de cultivaapg2ordyceps cuncunaese detectd la
presencia de los 3 compuestos detallados en &ltélljo radiacion y sin irradiar (control). El
porcentaje de abundancia para el compuesto 1, 2fye 3de un 25.9%, 66.8% y 7.2%,
respectivamente en el control y de 23.2%, 75.1%6%0lbajo radiacion UV-B. EArmillaria
sparrei se observaron dos compuestos pirrélicos, correpotes al compuesto nimero 1
con abundancia de un 40% y compuesto niumero 2lmomdancia de un 59.9% en el control.
No se detectaron diferencias significativas enposcentajes de abundancia obtenidos bajo
radiacion UV-B ya que fueron similares a lo obtengsh el control.

En Serpula himantioidessolo fue detectado un compuesto pirrélico, cpaadiente al
compuesto N° 1 tanto en condiciones irradiadas camel control (Tabla 1).

De los extractos obtenidos del micelio@erdyceps cuncunase detecto la presencia de los 3
compuestos que se detallan en la tabla 1 bajociadig sin irradiar (control). El porcentaje
de abundancia presento diferencias en cada trateomen el control, las abundancias para los
compuestos 1, 2 y 3 fueron de un 23.5 %, 31.3 % vl %, respectivamente y de un
40.2%, 13.9% y 45.8% bajo radiacion UV-B. Emillaria sparrei se detecté un compuesto
pirrélico, bajo radiacion y sin irradiar (controtprrespondiente al compuesto N° 3 (Tabla 1).
En Serpula himantioidese detectd el compuesto N° 1 en cultivos irraxfigd diferencia de,

lo obteido en cultivos sin irradiar (control), sstettd el compuesto N° 3 (Tablal).
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Tabla 1: Principales compuestos pirrélicos detkrgaen cultivo y micelio bajo los diferentes
tratamientos. Fuente: Elaboracién propia.

Formula m/z _
NG Compuestos RT (min)
molecular (u.m.a)

Pyrrolo[ 1,2-a] pyrazine-1,4-
1 ) C7/H10N20, 154.166 14.314
dione, hexahydro

Pyrrolo [1,2-a] pyrazine-1,1-
2 _ CsH12N20, 168.193 14.489
dione3-Methylhexahydro

Pyrrolo [1,2-a] pyrazine-1,4-
3 dione, hexahydro-3-(2- C11H18N20, 210.272 15.915
methylpropyl)

Las estructuras de los compuestos pirrélicos cugaencia fue constatada por CG-MS se
detallan en la figura 1. Su estructura es condatpor un anillo aromatico de 5 miembros, con

un heteroatomo que corresponde al nitrogeno.

0 0
K‘\ HaC\KU\
N N
HN HN
0 0
(1) 2)
0
HC
N
CHs HN

o

(3)
Figura 1: Estructura de Igsincipales compuestos pirrélicos detectados balfdvos in vitro.
Fuente: Elaboracion propia.

62



Caracterizacion quimica de pigmentos fendlicos dgerpula himantioides

En el cromatograma LC-MS del extracto total obterddl medio de cultivo, se detectaron dos
pigmentos fendlicos con diferencias en su abundarglativa. Un compuesto de mayor
abundancia con tiempo de retencion 14,34 minut@s auirespondié al pigmento fendlico

Acido xerocomico (Figura 2). Un segundo pigmentobd@ abundancia fue detectado bajo
condiciones de radiacion UV-B a un tiempo de ratend 3,73 minutos. Dicho compuesto

correspondié a un pigmento fendlico Acido varieg@tiSin embargo la abundancia de dicho
compuesto varid en el extracto total obtenido dieelio con un porcentaje cercano al 25%

bajo condiciones UV-B (datos no mostrados).

RT: 0,00 - 35,00
14,30 NL:
100 247E7
B TIC MS
90 STG006_6
3 _nFS
80
70
0] 7
o -
g 604
=} -
c ]
_g i
< 507
[} _
.
g 7
< 40
o ]
30
204 0,01
10+ 13,73 27,94
71 |l1.25 2734 | 2871 30,12
0 5 10 15 20 25 30

Time (min)

Figura 2:Cromatrograma LC-MS de extracto total obtenido edimde cultivo d&erpula
himantioideshajo radiacion UV-B. Fuente: Elaboracion propia.

El compuesto fenolico de mayor abundancia relgiresentd un m/z de 355.05 (Figura 3a) y

el de menor abundancia present6 un m/z de 371igdré&=3b).
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Figura 3: Espectro de masas (modo de iones nefalévios pigmentos detectados en cultivos
de Serpula himantioidesa) m/z del Acido xerocémico y b) m/z del Acidaiegatico. Fuente:

Elaboracién propia.
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Por cromatografia capa fina, se analizo la fracc@meniendo ambos pigmentos que fueron
los compuestos fendlicos detectados en cultivoSapula himantioidesUn pigmento de
mayor abundancia fue acido xerocomico y de menonddncia es el acido variegatico.

Ambos pigmentos presentaron diferentes Rf (Tabla 2)

Tabla 2: Propiedades de derivados del acido potvien Boletales. Fuente: Elaboracién
propia.

_ Coloren TLC
Pigmento Coloren TLC RfTLC
K3sFeCNs:NaHC G
Acido xerocomico Amarillo 0.51 Azul
Acido variegatico Amarillo 0.33 Azul

2Silica gel Merck Kieselgel F254 (Formiato etilo:lieno: Acido formico=7:4:1)

El rendimiento total de los pigmentos puros fue/dag para el pigmento puro obtenido de
cultivos sin irradiar (Figura 4b) y de 13 mg patapgmento puro obtenido de cultivos

irradiados (Figura 4c).

a

-UvB +UVB -UVB +UVB

Figura 4: Caracterizacion de pigmentos por cromafég capa fina. a) TLC de extractos
totales obtenidos d&erpula himantioidedajo cultivosin vitro irradiados (+UVB) y sin
irradiar (-UVB), b) Acido xerocémico obtenido deltoeo sin irradiar y ¢) Acido xerocomico

obtenido de cultivos irradiados. Fuente: Elabomagiopia.
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Por HPLC se analizé la fraccion conteniendo dosnpigos sintetizados en cultivos se

Serpula himantioide<El primer peak corresponde a un tiempo de rebende 7,86 minutos y

corresponde al acido variegético. El segundo peskabundante a un tiempo de retencidon de

10,48 minutos correspondio al acido xerocomicoyFag).
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Figura 5: Cromatograma HPLC-DAD de fraccién corgadd pigmentos: Acido variegatico
(tR: 7,86 min) y Acido xerocémico (tR: 10,48 mifuente: Elaboracion propia.

Similares espectros de absorcion fueron detectadoambos pigmentos aislados. El acido

variegatico presentd un peak de absorcion maaitoa 262 y 385 nm (Figura 6a). El acido

xerocomico presentd un peak de absorcion maxinzb8ey 390 nm (Figura 6b).
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Figura 6: Espectro de absorcién de las fracciomésnadas de cutivos irradiados. A) Acido
variegatico (7.874 min) y b) Acido xerocémico (1®14min). Fuente: Elaboracién propia.

Los principales metabolitos secundarios detectadd®erpula himantioidescorrespondieron

a pigmentos derivados del acido pulvinico, caréstieos del orden Boletales. El pigmento de
mayor abundancia fue purificado para la evaluad@actividad antioxidante.

Bajo condiciones de radiacion UV-B se observé urreémento en la sintesis de ambos
pigmentos, siendo el acido xerocomico el pigmergarayor abundancia como se observé

previamente. La caracterizacion quimica asi comessuctura son detalladas en la tabla 3.
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Tabla 3: Pigmentos detectados en cultivios vitro de Serpula himantioideBuente:
Elaboracién propia.

Tiempo
_ y Masa Formula
Pigmentos retencion Estructura
_ molecular | molecular
(min)
Acido " 0
o 13,73 372.29 H1209 p
variegatico o
Acido " o
o 14,34 356.05 &H1208
Xerocomico o

Evaluacion de la actividad antioxidante

Se determind la actividad antioxidante para losrdiftes extractos totales obtenidos tanto del
medio de cultivo como del micelio bajo condicionds radiacion UV-B y sin irradiar
(control). ElI EGo que corresponde a la concentracion capaz de irglibi0% del radical fue
determinado.

En el DPPH, los valores mas bajos de;gEQeron paraSerpula himantioidespor lo que se
deduce que presentd mayor capacidad antioxidaaje.ddndiciones de radiacion el &Que

de un 0, 88 mg/mL y para el control fue de un 0,g/Mnb.. Cordyceps cuncungaresentd un
ECsode 4,79 mg/mL en UV y de 8,44 mg/mL en el control.

En ABTS, valores de Bfgmas bajos fueron paferpula himantioideg Armillaria sparrei,

sin detectarse mayores diferencias significativaisedos tratamientos.

De cada extracto se determiné el contenido de dsnmokdidos en mg GAE/g de extracto. Los
valores de concentracién mas alta correspodio puehimantioides con 472, 41 mg GAE/g
extracto en condiciones control y 457,59 mg GABfgaeto en condiciones de radiaciéon UV
(Tabla 4).
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Tabla 4:Actividad antioxidante y determinacion de fenolasegtractos obtenidos del medio
de cultivo. Fuente: Elaboracion propia.

Actividad

antioxidante Poder reductor

DPPH E(y ABTS EGCsq Folin (mg GAE/g
Especies Tratamientgmg/mL) (mg/mL) extracto)
Armillaria sparre| Contro 28,47 £ 0,00 0,3+0,0: 397,61+£0,0
Armillaria sparrel uv 31,99 +0,0 0,25 +0,0. 479,09 +0,0
Cordyceps cuncun.  Contro 8,44 + 0,0, 0,44 £ 0,0. 212,22 +0,00
Cordyceps cuncun. UV 4,79 +0,0. 0,34 £ 0,00 221,48 +0,00
Serpula himantioide Contro 0,77 £0,0. 0,25+0,0. 472,41 £0,0
Serpula himantioide UV 0,88 £ 0,00 0,24 +0,: 457,59 £ 0,0
Trolox - 0,028 £ 0,0 -

ECso: Concentracién necesaria de los extractos pardiinél 50% del radical empleado.
Valores son el promedio de tres réplicas +SD.

En el micelio, los valores mas bajos desgén el DPPH fueron par@erpula himantioides
por lo que se deduce que presentdé mayor capacidioidante. Bajo condiciones de
radiacion, el EG fue de un 3,15 mg/mL y para el control fue de 8¥8ng/mL.Cordyceps
cuncunagoresento un E4gde 5,63 mg/mL en UV y de 22,46 mg/mL en el control

En ABTS, valores de B mas bajos fueron pafordyceps cuncunag Armillaria sparrei,
con valores de 0,6 mg/mL bajo condiciones de raahadV.

De cada extracto se determiné el contenido de dsnokdidos en mg GAE/g de extracto. Los
valores de concentracion mas alta correspodiei®arpula himantioideson 216, 85 GAE/g
extracto en condiciones control y 290, 92 mg GAE&{gacto en condiciones de radiacion UV

(Tabla 5).
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Tabla 5: Actividad antioxidante y determinacionfeieoles en extractos obtenidos del micelio.

Fuente: Elaboracion propia.

Actividad

antioxidante Poder reductor

DPPH E(y ABTS EGCsq Folin (mg GAE/g
Especies Tratamientgmg/mL) (mg/mL) extracto)
Armillaria sparre| Contro 5963 + 0,00: 0,71+ 0,01 28,72+ 0,0
Armillaria sparrel uv 58,38 + 0,00: 0,67+ 0,01 212,43 + 0,00
Cordyceps cuncun.  Contro 22,4¢+ 0.01 0,47 £ 0,0 169,63 +0,
Cordyceps cuncun. UV 5,65+ 0,C03 0,61 + 0,00 126,11+0,:
Serpula himantioide Contro 8,87 £ 0,00 2,80 £ 0,00 216,85+ 0,0
Serpulahimantioide UV 3,15+ 0,00 0,63 £ 0,0 290,92 £ 0,00
Trolox - 0,028 £ 0,0 -

ECso: Concentracién necesaria de los extractos pardiinél 50% del radical empleado.
Valores son el promedio de tres réplicas +SD.

El pigmento puro aislado de cultivas vitro de Serpula himantioidgspresentd mayor
actividad antioxidante el pigmneto obtenido deieaftin vitro irradiados. En DPPH, valores
de EGo fueron mas bajas en el UV (0,34 mg/mL) a diferardg lo obtenido en el control
(0,85 mg/mL).

En ABTS, se observé la misma tendencia. EkgEdel pigmento obtenido bajo condiciones
UV fue inferior (0,036 mg/mL) a lo obtenido en caridnes control (0,044 mg/mL) (Tabla 6).

Tabla 6:Actividad antioxidante del pigmento Acido xerocémiEuente: Elaboracion propia.

Actividad antioxidante

Pigmento Tratamiento DPPH EL&mg/mL) ABTS EGo (mg/mL)
Acido xerocémico Control 0,85 +0,01 0,044 +0,01
Acido xerocémico uv 0,34 +£0,01 0,036 £ 0,01
Trolox - 0,028 £ 0,04

ECso: Concentracion necesaria del pigmento para inkit#0% del radical empleado. Valores
son el promedio de tres réplicas +SD.
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4. Discusion

Una tematica de interés es lo relacionado a laidission del ozono estratosférico que trae
consigo que elevadas dosis de radiacion UVB afeatativersos ecosistemas. En estos
ecosistemas, muchos organismos deben enfrentsirés gue se genera al estar expuesto a la
radiacion ultravioleta, teniendo que adaptarseotambrfologica como fisiologicamente. Sin
embargo, no solo este tipo de cambios generarr¢@sismos. Tambien existe una respuesta
gue involucra parametros bioquimicos relacionadi@spmoduccion de metabolitos primarios
y secundarios. De este ultimo tema, existen difeserestudios que se han dedicado a
investigar las respuestas del tipo quimicas queergenlos organismos como respuestas
defensivas.

En este captitulo, lo primero en determinar fugdaacion de los compuestos pirrdlicos en
los extractos totales de los hongos cultivadososalicionesn vitro y estas variaciones en la
abundancia de dichos compuestos pueden ser gbrdéidos efectos de la radiacion UV-B.
Esta reportado que la luz puede inducir o activea cierto tipo de vias metabdlicas para
producir un determinado compuesto (Tisch y Schr@0l0). De acuerdo a esto, se puede
inferir que los compuestos pirrdlicos detectado@tivos deCordyceps cuncunatieron
sintetizados en mayor abundancia por la influedeida radiacion UV-B en comparacion a
los extractos obtenidos del control. Estos resaiasbn comparables a lo que ocurre en
plantas expuestas a la radiacion UV-B donde lesistde flavonoides es iniciada por un
incremento de diferentes enzimas que forman parta dia biosintética de estos compuestos
(Taupp et al., 2008).

Por otro lado, hay otro grupo de compuestos deéistque se han estudiado y que hacen
mencién a la acumulacion de compuestos fotopraesi® nivel celular. Se ha observado que
pigmentos del tipo carotenoides estan distribualosvel de la pared celular de las especies
fungicas, otorgando una mayor proteccion frenta mdidencia directa de la radiacion UV.
En este capitulo, se pudo corroborar que la sintdsiun pigmento derivado del &cido
pulvinico obtenido deSerpula himantioided®ajo radiacion UV, se vio incrementada y esta
correlacionada con altas dosis de radiacion UVabgerdo a la literatura, el pigmento fue

identificado como Acido xerocémico (Gill y Steglicto87).
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Un segundo pigmento de menor abundancia fue ddte&a cultivosin vitro de Serpula
himantioides Dicho pigmento también se incrementa bajo radrad)V-B, pero con una
abundancia cercana al 20% en comparacion al a@dmcémico de abundancia cercana al
80%. Este pigmento fue identificado como Acido egético. Ambos pigmentos son
derivados del Acido pulvinico y estan presentesargos del orden Boletales (Huang et al.,
2009).

De acuerdo a las respuestas quimicas generad&sspgurngos, se deduce que la sintesis de
pigmentos bajo irradianza tiene mayor significaraianferir que pueden actuar como un
fotoprotector celular cuando el hongo se exporgeradiacion UV.

Otros organismos también estudiados y que crecambientes de estrés ambiental, son los
liquenes. En estos organismos se ha reportadoesisguanalogas a lo que ocurre en hongos
y que van relacionadas a la acumulacion de metabollV-protectores. Un mecanismo
protector importante es la produccion de meta®litales como compuestos fendlicos
(depsidonas, depsidas, difenil éter), antraquinoxestonas o derivados de shikimato. Estos
metabolitos estan presentes en la superficiedaifas, con una mayor acumulacion en las
partes del tallo superior (Nguyen et al., 2013).

En forma concomitante con la sintesis de compudstiasradiacion UV-B, se observé mayor
capacidad antioxidante frente a condiciones deacashh UV.Serpula himantioidepresento
mayor actividad detectada en los ensayos DPPH ySARstando dicha actividad
estrechamente relacionada con el incremento dei¢psentos detectados bajo condiciones
UV.

Basado en lo anteriormente expuesto y a lo obsereados extractos crudos de las especies
analizadas, la presencia de compuestos pirrolicda yaturaleza estructural de estos
compuestos, también presentan una estrecha ladrelactre esta clase de compuestos y la
actividad antioxidante (MacLean et al., 2008). émalicacion a esto, va relacionada con el
efecto indirecto que la radiacion UV-B produce, qi@e genera estrés oxidativo a nivel
celular, por lo que no solo se activan enzimas ppréicipan en las rutas biosintéticas de
metabolitos fotoprotectores, sino que ademas eszialas como la superoxido dismutasa y
catalasa son activadas para contrarrestar la miasde radicales libres generados por la
radiacion UV (Gessler et al., 2002).
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Finalmente, las variaciones en la produccion desegstotectores UV naturales dependen de
las condiciones ambientales bajo las cuales cresemongos en donde su éxito evolutivo no
es solo debido al metabolismo versatil que presesiteo ademas a la capacidad de adaptarse

a las diversas condiciones ambientales.
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ABSTRACT

The present study aims to investigate the effeictdti@violet radiation (type B) on the steroid
and fatty acids content, phenolic compounds antb@ical activities ofStereum hirsutum
wild fruiting bodies, which has been used by botiin€se and Korean folk medicine to treat
cancer and recently as functional food. From amopeespective, the distribution of steroid
derivatives as well as fatty acids underwent sigarft changes after UV exposure over time.
In our model of study UV-B radiation induced a d=se in the relative abundance of
ergosterol derivatives while squalene increased.ae detected that UVB radiation (1.2 W
m?) enhanced the antioxidant activity ®fereum hirsutumwith the acetonic extract after 48
hours of radiation the most efficient with a hal&xmmal inhibitory concentration (Kg) of
339.9ug/mL. Gas-mass chromatography (GC-MS) analysisiat48 hours stage revealed a
high content of phenolic compounds (70%). We ob=gra decrease in the antibacterial
activity againstEscherichia coli Salmonella typhand Salmonella typhimuriunsompared to
their respective controls. The study concludes thaB influences the pathway of secondary
metabolites to induce changes metabolic in the omitipn of sterols and fatty acids and
increasing the abundance of antioxidant compoum8&s hirsutum.

Keywords: saprophytic fungi; UV-B radiation; secondary metébe; antibacterial

properties; antioxidant activity.
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1. Introduction

The current climate change is a global phenomen@racterized by a variety of factors
including alteration in temperatures, carbon diexicbncentrations and increased surface
ultraviolet-B (UV-B 290-320nm) radiatiort. High exposure to UV-B rays produces negative
effects in microorganisms by damaging DNA and kjaial membranes, altering metabolite
production and causing morphogenetic modificatidms.spite of this, the metabolic plasticity
of microorganisms, especially fungi, enhances tladillity to survive under the oxidant
environment produced by UV-B radiation. To bettederstand this plasticity, efforts have
been made to investigate the metabolic responsam@i upon UV energy exposure. These
endeavours have shown that UV radiation promotesctnversion of ergosterol to vitamin
D2.° Due to its beneficial implications, this process Ibeen investigated aiming to maximize
the amount of vitamin D2 in edible mushrooths.

The south Chilean environment presents specialatintonditions that house a unique
microorganism community’. Currently, around 3,000 fungi species have beentified in
southern Chile and the actual number of fungi gseaihabiting this territory could easily
reach 30,000. Macrofungi such as Ascomycota anddBasycota can be found across the
country,’ providing an extensive biological source to inigete the effect of environmental
stressors (e.g. UV-B radiation) on fungal metabpfizfiles.

Stereum hirsutums a basidiomycete directly involved in Esca, atuetive disease in
grapevine. This ubiquitous microorganism lives @adivood, hardwood or dead leavés,
playing an important role in the wood degradatioocpss.S. hirsutumsuccessfully lives
throughout Chile and has shown both relevant biotd@ctivity and nutraceutical properties.
Due to this, recently been reported tBahirsutuncould be used as functional foddn the
course of our research program investigating famggabolites from Chilean environments we
became interested in exploring the effect of UVxpasure on both the metabolites profile

and antioxidant and antibacterial activitiesSothirsutunwild fruiting bodies.
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2. Materials and Methods

Sampling

Fresh fruiting bodies oStereum hirsutumvere collected from the dead wood in a native
forest of Nothofagusspecies located in the Bio Bio province in the Bdigntral Chile
(latitude, 36°50'15.7” S and longitude, 73°01'30.®/0O). A sample ofS. hirsutumwas
identified according to the wood substrate in whitie organism was found and the
macroscopic characteristics of its fruiting bodi€sese included orange color, upper surface

covered with villi and the lower, bright orange @mated surface.

Exposure to UV-B

Fruiting bodies ofS. hirsutungrowing on wood ofNothofaguswvere irradiated with a UV-B
lamp (Broadband TL20W/12 RS SLV, Philips), at 1.2nW during 48 h. Samples (1.5 g of
carpophore) were subjected to radiation at diffetenes (0, 6, 24 and 48 h), affording the
total extracts. The radiation source was positioaed0 cm from the samples in study. The

control experiment (time 0) corresponds to the dartiyat was not exposed to radiatidn.

Obtention extracts from S. hirsutum fruiting bodies

The samples previously obtained were extracted Ww@hmL of acetone. The extraction
process required 5 min of sonication followed Hyrdtion. The organic solvent was then
evaporated under vacuum using a rotary evapordtd¢lph), obtaining the following crude
yields for each sample: 0 h (5 mg), 6 h (3.6 mg)hZ3.8 mg) y 48 h (3.5 mg). These extracts

were disolved in ethyl acetate (1 mL) and injedted GC-MS for analysis.

Gas chromatography mass spectrometry (GC-MS) analys

The irradiated and non-irradiated acetonic extragse analysed with a gas chromatograph
(Agilent 7890) mass spectrometer detector (AgiEIM5) equipped with an automatic Agilent
injector and a capillary column HP5-MS (J&W Sciéntcapillary column 30 m x 0.25 mm
id and a melted silica film with thickness of 0.2fn). Helium was used as carrier gas, using
a 1.5 mL/min flow. The initial temperature was 60 8uring 5 minutes. The temperature
increased in an 8 °C/min pace until 250 °C, stehdoe 15 min. The temperature of the
injector and detector, in scan mode, was set at°€5and 300 °C, respectively. The mass

range scanned covered from 50 to 500 amu. Therefechpact ionization mode was set at
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70 eV. The structure of the reported compounds assessed by comparing the obtained
fragmentation patterns with the NIST.05 Chemstatiatabase. The chromatograms were
analysed and abundance relative percentages ofcdhgounds were calculated. The
structures of the compounds were designed usingrdgram ACD/ChemSketch.

Antibacterial activity

The agar diffusion test was employed to assesbittegical activity of the acetonic extracts
againstEscherichia coli Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseud@s@eruginosa,
Salmonella typhiand Salmonella typhimurium These microorganisms were grown in
trypticase soy broth during 24 h at 37 °C. Petshds containing trypticase agar were
inoculated using a bacterial suspension of 108 WkEC/Paper discs containing 6@ of
acetonic extract were deposited onto the previoptpared dishes! Methanol + Tween 1%

and imipenem (1Qg/mL) were used as negative and positive conteshectively.

DPPH scavenging activity assay

The antioxidant activity of the extracts was meadusn the basis of the scavenging activity
of the stable 1, 1- diphenyl 2-picrylhydrazyl (DPPkeee radical according to the method
described in the literature with slight modificatd® 1 mL of 100pM DPPH solution in
methanol was mixed with 5L of acetonic extracts of varying concentration@Q(1300, 600

y 900 ug/ mL). TROLOX solution were added to 1 mL of DPPHO uM) and was used as
reference standard. Methanol served as blank saamplemixture of 1 mL solvent and 1 mL
DPPH solution was used as control. The reactioncaased out in triplicate and the decrease
in absorbance was measured at 517 nm after 30 esinut dark using UV-Vis

spectrophotometer. The inhibition % was calculatgidg the following formula:

DPPH Scavenging effect (%) [(Acontrol ~ Asample) AcontroI]X1OO

Acontrol 1S the absorbance of the control
Asampié is the absorbance of the simple
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3. Results and Discussion

Wild fruiting bodies of S. hirsutumwere obtained near the University of Concepcion,
Concepcion Chile. The acetonic extract of the iingibodies was used for GC-MS analysis of
metabolites. Figure 1 shows the relative abundaheegosterol derivatives and squalene at 0,
6 and 24 h of UV-B radiation time. Before UV-B ration, the steroids profile is the
following: squalene (6.5%), dehydroergosterol aeet@.5%), dehydroergosterol (4.8%),
ergosterol (39%), dyhidroergosterol (2.2 %) andostgnol (3.4%) (Figure 2). The steroid
distribution suffers changes upon UV-B radiationp@sure. The relative abundance of
ergosterol and its derivatives decreases over tifastrated by the following data after 24 h
of UV-B radiation: dehydroergosterol acetate (2.7%9g9hydroergosterol (2.1%), ergosterol,
dyhidroergosterol and ergostenol are almost untiikr On the contrary, GC-MS analysis of

S. hirsutumafter 24 h of irradiation reveals an increaseginagene abundance (18.6%).
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Figure 1. GC-MS steroid profile @. hirsutumat different UV radiation times. Source: Self-
elaboration.

It has been well documented that UV-B energy pr@sdhe conversion of ergosterol to

vitamin D, in fungi, which could lead to subsequent squalez@eadion after UV-B exposure.
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Our results nonetheless suggest that UV-B radiatiaght be affecting the ergosterol
biosynthetic pathway, resulting in the accumulatadrsqualene, according to GC-MS data.
Crucial experiments to definitively address this@lvation are currently in progress and will
be reported at due course.

= = = P = P
Squalene
x X
HO HO )
\O
Ergosterol Ergostenol Dehydroergostaacktate
AN X
HO HO
Dehydroergosterol Dihydroergasi

Figure 2: Sterol structures present in the acetexiicact before UV-B radiation. Source: Self-
elaboration.

The UV-B radiation produces excess ROS resultingxidative stress™ On this basis, is

important to determine presence antioxidant agtiwit irradiated fruiting bodies. DPPH
radical scavenging activity is one of the most Wwidesed method for screening the
antioxidant activity of plant and fungi extracts.eVélso investigated the ability of UV-B
irradiatedS. hirsutumfruiting bodies to neutralize radicals using theHMH assay as depicted
in Figure 3.
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Figure 3: DPPH scavenging assay of aceto nic edafég. hirsutunat different UV radiation
times. Source: Self-elaboration.

Extract concentrations from 100 to 90¢/mL were evaluated. The highest DPPH scavenging
activity was observed in acetonic extract to 48rbai exposition UV-B radiation time with a
90.2% at 600 pg/mL and 99. 9% at 900 pg/mL compé&vestandard solution (TROLOX)
(Figure 3). The I, value of theS. hirsutumextract at 48 h UV-B exposure stage is 339.9
ug/mL, as depicted in Table 1. However, low DPPH/eaging activity was found in acetonic
extract to 6 hours of exposition UV-B radiation éiwith a 48.7% at 900 pg/mL.
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Table 1: IGp values ofS. hirsutunextract at different UV-B radiation times to scage
DPPH radical. Source: Self-elaboration.

Sample IC 50 (png/mL) *SD

Trolox 7.03 +0.21

Control 768.2 +1.7
6h 751.4 +19
24 h 415.8 +0.2
48 h 339.9 +0.9

*Data are mean * SD for three replications.

The fatty acid profile underwent changes upon U\lrEdiation. Figure 4(a) shows the
relative abundance of fatty acid derivatives & @nd 24 h of UV-B radiation time. The fatty
acid profile in the control sample was as followsexadecanoic acid (7.2%), octadecadienoic
acid (4.7%), octadecenoic acid (1.0%) and octadscactid (0.7%). UV-B exposure affected
the distribution of fatty acids reducing the di-angated fatty acid and concomitantly
increasing the mono-unsaturated and saturated dattl abundances i8. hirsutumfruiting
bodies. The GC-MS data at 24 h of radiation rerdi¢he following profile: hexadecanoic
acid (10.1%), octadecadienoic acid (2.8%), octau@iceacid (2.1%) and octadecanoic acid
(2.2%). The oxidant environment caused by UV-Biatdn reacts with the electron rich
octadecadienoic acid, reducing its abundance.

After 48 h of UV-B exposure, the antioxidant adiwvas remarkable at 600 and 90§'mL,
achieving around 90% of efficiency (Figure 3). Mmibte analysis at 48 h revealed a high
abundance of phenolic derivatives (70%) correspandio the percentage of relative
abundance. This explains the enhanced antioxidzaivitg at this radiation stage, as shown in
Figure 4(b). These phenolic compounds were notctideprior to 48 h of UV-B radiation.
Compounds involved in photoprotection are syntleetito counteract ROS as shown in the
present study.
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I: Hexadecanoic acid

1l: 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)

11l: Octadecenoic acid

IV: Octadecanoic acid

V: 2,4-dihydroxy-6-methyl-benzaldehyde
VI: 6-Methoxycoumaran-7-ol-3-one

Figure 4: GC-MS profile of S. hirsutum at differasiv radiation times. A. Fatty acids trace at
6 and 24 h of UV-B radiation. B. Phenolic compoutrdse at 48 h of UV-B radiation.
Source: Self-elaboration.

As observed above, UV-B radiation led to changethen metabolite profile irs. hirsutum

fruiting bodies. Thus, we wondered whether thebeatierial ability of this fungus against

Gram positive and negative bacteria would alsoffexted. Table 2 shows the bioactivity of

the acetonic extract against a variety of meditypnelevant strains includinde. coli, P.

aeruginosa, S. typhi, S. typhimuriwand S. aureusThe UV-B radiation led to a decrease in

the antibacterial activity againgt coli, S. typhiandS. typhimurium.
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Table 2: Antibacterial activity of acetonic extraclf S. hirsuturmat different UV-B radiation
times. Source: Self-elaboration.

Diameter (mm)

Extracts/Species  Escherichia Pseudomona Salmonella Salmonella Staphylococcus
coli s aeruginosa typhi typhimurium aureus

-UvB 20.0+0.0 NA 20+0.58 15+0.0 NA

6 h 15.0£0.0 NA 15+0.0 10£1.15 NA

24 h NA NA NA NA NA

48 h NA NA NA NA NA

Control (+) 15.0£0.0 13+0.58 30+0.58 12+0.0 30+1.15

Control (-) NA NA NA NA NA

NA: No Activity; Control positive (+): Imipenem 10g; Control negative (-): Methanol + Tween 1%. Deata
mean * SD for three replications.

These results agree with previous work in a deer@aghe ability competitive of organism
under UV-B radiation!* On the other hand, UV-B radiation did not prodacg changes in
the antibacterial activity againBt aeruginosaandS. aureus Previous studies have indicated
that fungi exhibit light-mediated activity biologicagainst different microorganism and may

lead to altered microbial community structufre.

4. Conclusion

We have evaluated the effect of UV-B radiation lo@ tetabolite profile, antioxidant activity
and antibacterial activity o8. hirsutumfruiting bodies obtained from southern Chile. We
observed substantial changes in steroid derivati8pgcifically, the relative abundance of
ergosterol and its derivatives decreased upon Uk&diation, while squalene increased.
Antioxidant ability was also tested and we obsertret 900ug/mL of S. hirsutumacetonic
extract at 48 h of UV-B radiation showed the hidghadslity to neutralize DPPH radicals @&

= 339.9ug/mL). According to GC-MS analysis, the oxidant konment generated by UV-B
radiation reduced the abundance of di-unsaturatttyl &cids at 24 h of radiation exposure.
After 48 h, a dramatic increase in the abundangghefolic compounds was observed (70%),
which is in accordance with the enhanced antioxtidativity at the corresponding irradiation
time. Finally, UV-B radiation induced changes ie #ntibacterial activity o®. hirsutumwith

a decrease in the antibacterial activity agdistoli, S. typhiandS. typhimurium
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ABSTRACT

From the fruiting body of ectomycorrhizal fungi @oarius xiphidipus, sterols were identified
from the crude extract and the cytotoxic effect esfosta-4, 6, 8(14), 22-tetraen-3-one
(ergone) was evaluated. Ten sterols including ¢ag8%,7,9(11),22-pentaene, (22E)-ergosta-
5,7,9(11),22-tetraen-3b-ol, {R2E)-ergosta-5,7,22-trien-3-ol, (22E)-ergosta-#jih-3-ol,
neoergosterol, (B-ergosta-5,8-dien-3-ol, f3-ergosta-7-en-3-ol, stigmasterol, stigmasterol
22,23-dihydro and (22E)-ergosta-4,6,8(14),22-tet#d&®ne were identified from the crude
extract. The cytotoxic activity of the sterol friact containing ergosta-4, 6, 8(14), 22-tetraen-
3-one was assessed on four tumour cell lines (NBay&aos-2, MCF7 and LNCaP-C42). The
cytotoxic activity against the four tumour cell dm tested, being Neuro-2a and Saos-2 the
most sensitive, with a half-maximal inhibitory cen¢ration (IGg) of 20.8 + 2.2 and 27.8 +
1.0 pg/mL, respectively. This is the first report of ghAntarctic fungi collected in the
Magallanes and Chilean Antarctica Region. This wapresents a potential source for the

development of anticancer drugs.
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1. Introduction

The fungi of class Basidiomycetes are consideredstiurce of a wide range of biologically
active products directly extracted from fruitingdies (Brizuela et al., 1998; Liu et al., 2013;
Liu 2014). The genus Cortinarius Fr.mostly contaims Agaricales ectomycorrhizal species
from Nothofagus forests in South America (Gamun#ioyak 1993), being known to produce
active natural products isolated from fruiting besdivith medicinal properties in the treatment
of a variety of diseases, such as cancer (Popowdt,€013). In Patagonian ecosystems, fungi
develop adaptive responses to extreme cold, sagigontinuous environmental changes. As
a result, fungi have developed metabolic changes rkgulate their steroid metabolism in
order to protect their membrane from these conati(Dufourc 2008), finding a variety of
ergosterols with potential pharmacological progsrt{antitumor and immunostimulating)
(Zhao et al., 2009; Ferreira et al., 2010; Zhaalgt2010; Fangkrathok et al., 2013; Dame et
al.,2015). Related to pharmacological applicatichsdies indicate the presence of ergosterols
derivates, such as ergosta-4, 6, 8(14), 22-tetBaeme (Lee et al., 2005; Quang y Bach 2008),
that showed potent cytotoxic, diuretic and immurmgsassive activity (Liang et al., 2013).
Related with the cytotoxicity, ergone induces apey in colorectal carcinoma (HT29),
hepatocellular carcinoma (Hep3B), hepatocellulgrlicarcinoma (HepG2), ovarian (SK-OV-
3) cancer cells and reduces the growth of tumowsded in mice (Kwon et al., 2002; Zhao et
al., 2010). We report production of sterols foundruiting body from the fungu€ortinarius
xiphidipus (CONC-F1610) for the protection of its cell memi®a under the extreme
conditions. These characteristics could presentngeresting cytotoxic activity being this

fungus a source of chemotherapeutic agents.
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2. Materials and Methods

Collection of biological material

Fruiting bodies ofCortinarius xiphidipusM. M. Moser & E. Horak were collected in southern
Chile in autumn season, specifically in the Magedka National Reserve (53°06" S - 71°01’
W), where the average annual temperature is co3e°C. Most of the study area is covered
by forests ofNothofagusCortinarius xiphidipusgrows as a mycorrhizal fungus associated to
Nothofagus pumiligLenga). The collected and stored material wassteared to the Natural
Products Chemistry Laboratory of the DepartmerBatany at the University of Concepcion
for further analyses.

Obtaining of total extract

Fruiting bodies ofC. xiphidipus(2 Kg) were extracted in 1.5 L of methanol (MeOHhe
extract was filtered in N°1 Whatman paper and tiieent was evaporated at reduced pressure
in a rotary evaporator at 40 °C (Heildolph Unima&X.@). Dried extract was fractioned in an
extract of hexane and ethyl acetate (EtOAc). Bathaets were concentrated until dryness and

weighted in order to obtain total yield.
Extraction and isolation

The total extract (7.5 g) was fractioned by chragetphy in silica gel column 60,4,
Merck. Solvents of growing polarity (n-hexane-EtOAd1eOH) were used as eluent phase.
Fractions were collected {f;), concentrated and subsequently were monitored Ly,
using aluminum chromatofolium covered by Silica §@lFs, (Merck, Germany). A mixture
of 1:1 hexane- ethyl acetate was used as mobilgeplr@r the visualization of the compounds,
a mixture of 1:1 anisaldehyde/sulfuric acid andthed05°C until visualization of spots was
used. Fractions sH~ and F containing the ergosta-4,6,8(14),22-tetraene-3-aves
chromatographed in a 30x1.5 cm silica gel 60 coln@®3-0.200 mm-Merck, using the same
mobile phase. For the purification of the compoumdnauer preparative HPLC equipment
with UV pump 1800 detector was used, as well a€@20 mm Kromasil column. The
sample was filtered through an Acrodisc of pr2 (Millipore, Bedford, MA) and a volume of
500 uL was injected. As solvent system, hexane- ethgtate was used (95:5). The flow rate

was 10 mL/min. Detection of compounds was perforategom temperature.
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Identification of steroidal components
Gas chromatography coupled to mass spectrometry (GGIS)

The composition of the hexanic extract was deteechin a gas chromatographer coupled to a
mass spectrometer (Agilent 7890), equipped withAgilent automatic injector and using a
capillary column HP-5 (30 m x 0, 25 mm ID), withfiam of 0.25 mm thickness. For the
splitless injection the injector temperature wasO 28C. The oven temperature was
programmed from 100 °C (held for 5 min) to 285 °@hwncrement of 10 °C for min and the
final temperature being held for 15 min. The terapge of detector was 300 °C. The
identification of the compounds was performed byngsNIST/EPA/NIH MASS 2005
Spectral Library (NIST 05, 2005) database. Thecsuines of the compounds were designed
with the ChemDrafprogram.

Cytotoxicity assay in tumor cell lines

The cytotoxic activity of the extract was assessedhe cell lines of mouse neuroblastoma
(Neuro-2a) (ATCC, American Type Culture CollectidrRockville, MD; CCL-131), human
osteosarcoma (Saos-2) (ATCC: HTB-85), human biesaster (MCF7) (ATCC: HTB-22) and
human prostate cancer (LNCaP-C42). Cells Neurorizh LANCaP/C42 were maintained in
medium RPMI 1640 (GIBCO) with 1 mM sodium piruvgt@IBCO); and cells Saos-2 and
MCF7 were maintained in medium Dulbecco’s Modiftedgle’s Medium DMEM (GIBCO).
All culture media were supplemented with 100% dhlfdoovine serum (FBS), (GIBCO),
2mM glutamine, 100 pg/mL penicillin, 100 U/mL sttemycin y 2.5 pg/mL amphoteromicin
B (GIBCO). Cultures were maintained in incubatoBatC with injection of 5% C@ For the
incubation of the cytotoxic activity, cells wereeded in plates of 96 wells, at a density of
190.000 cells/mL for neuro 21, 125.000 cells/mL $@os 2; 150.000 cells/mL for MCF7; and
225.000 cells/mL for NCAPC42, in a volume of 200. |After 24 hours of incubation, cells
were exposed to 30 pL of the extract during 24 fioline extract containing the compound to
be evaluated was dissolved in dimethyl sulfoxid®@D) and they were serially diluted at a
ratio of 1:2 in culture medium. The concentratigrDdSO in the well did not exceed 0.5%.
The concentration evaluated ranged from 0.6 pg/ml118 pg/mL. After the incubation
period with the extract ended, this was eliminaaed 60 pL of MTT were added (3-(4,5-
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dimethylltiazol-2-Y1)-2,5-difenil-tetrazolium brorde, Invitrogen at a concentration of 0.83
mg/mL to all cell lines, except MCF7, which wasubated with 1.7 mg/mL of MTT. After 20

minutes at 37°C was removed and the formazan walte dissolved in 100 uL of DMSO.

Optic density was measured in a microplate reaSendrgy H1, Biotek, Vermont, USA), at
570 nm. The obtained dose/response curves wergzadaby means of Prism 4 statistical
software (GraphPad, San Diego, California, USA) &hd estimated value of ¢ was

obtained at 24 hour of exposure, defined as theardration that reduces viability in 50%.
Statistical analysis

Obtained results were analyzed with Statistica @fiware. Mann-Whitney was used as

statistic test and significant differences of p.6%were considered.

3. Results and Discussion

In the identification of steroidal components, gemeral GC-MS chromatogram of the hexane
extract indicated the presence of various sterotiifeerent retention times. The main sterols
detected, along with retention time and relativecgetage abundance are showed (Table 1).
The compound ergosta-4, 6, 8, 22 tetraene-3-oneoasned from fraction 1 to 5 (3 mg) as
slightly yellow crystal (115 °C), EIMS m/z (%) 3923) [M]+e, 268 (100), 253 (22), 214 (19).
According to our spectroscopic data and literatuhes structure of the compound was
determined to be ergosta-4, 6, 8 (14), 22-tetraene3(ergone), as previously reported (Kwon
et al., 2002; Lee et al., 2005). Results of theotopic activity evaluation of the ergone
compound on four tumour cell lines showed a dogedding cytotoxic effect in all cell lines
studied (Figure 1).
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Table 1:Main compounds identified by GC-MS at differentrgion times. Source: Self-
elaboration.

Retention time Area

Sterols Name M+ (min) (%)
1 Ergosta-3,5,7,9(11), 22-pentaene 376 24.4 9.14
5 (22E)-ergosta—5,7,9(11),22-tetraen-394 273 3.99
3b-ol
3 (3B,22E)-ergosta-5,7,22-trien<d- 396 28.5 56.4
4 (22E)-ergosta-7,22-dien-3-ol 398 28.7 4.84
(3B,22E,24R)-24-methyl-19-
5 norcholesta-5(10),6,8,22-tetraen-3-0 & 28.8 1.95
6 (33)-ergosta-5,8-dien-3-ol 398 294 1.23
7 (3)-ergosta-7-en-3-ol 400 29.7 3.13
8 Stigmasterol 412 30.2 0.64
9 Stigmasterol 22,23-dihydro 414 30.5 0.88
10 (22E)-ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3392 32.2 4.89

one

Specifically, it was determined that the compoumubits viability of the cell line, starting at
the concentration of 1.8g/mL, with a 50% inhibiting concentration @ of 57.5pg/mL
(Table 2). In both Saow-2 and Neuro-2A cells, amdent inhibition of cell viability is
observed from 19.6, with an d4¢of 27.8 and 20.8.g/mL, respectively. For the cell line
LNCaP/C42, the cytotoxic effect was observed froim ¢oncentration of 9.8g/mL, with an
IC50 of 34.7ug/mL.

Therefore, the selectivity of the compound testedhis study allows us to suggest that the
studied compound’s cytotoxicity order against dif# types of cancer lines presents a greater
toxicity for Neuro-2 (20.8 £ 2.2) > Saos-2 (27.88), followed by LNCaP/C42 (34.7 £ 1.2),
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and MCF7 (57.5 £ 2.0) (Table 2). Tumour cell linesed in this study are more resistant to
ergone when compared to hepatocellular carcinomap3B and HepG2), colorectal
carcinoma (HT-29), lung adenocarcinoma of non-salls (A549), ovary (SK-OV-3), skin
carcinoma (SK MEL-2) and colon cancer (HCT15) (Kwedral. 2002; Zhao et al. 2010). This
work shows that the compound ergone was activenagail cell lines evaluated, especially
human osteosarcoma cells, presenting an IC50 sitoilthat obtained for AGS cells (gastric
carcinoma) and HeLa229 (cervix carcinoma); 22 £@fhd 26.3 + 0.93, respectively (Lee et
al. 2005). The compound ergone was cytotoxic tetate cancer cells, and in a lesser extent,

to breast cancer cells (Figure 1).

120-
o . . N2A
1004511 $
= s MCF7
80 =  Saos-2
3 LNCaP/C42
S 60
W
x
40-
20-
I
01— .

I
1 10 100
Concentration (ug/mL)

Figure 1 Cytotoxic effect of (22E)-ergosta-4, 6, 8(14), 22-4en-3-one on tumor cell lines.
Cells Neuro-2A, MCF7, Saos-2, and LNCap/C42 werkuoed in plates of 96 wells and
incubated for 24 hours with different concentrasioof the compound (0.6 pg/mL to118
pg/mL). Cell survival was measured with MTT. Resuéire presented as cell survival
compared to the control group (non-treated celisurce: Self-elaboration.
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Table 2 Cytotoxic effect of ergostanone against four tucelr lines. Source: Self-elaboration

Cell line Tumor typ¢ ICso (Lg/ML)*
MCF7 Human breast adenocarcino 575+ 2.
Sao-2 Human osteosarcon 27.8+ 1.
LNCaF-C4z Human prostate carcinol 347 £1..
N2A Mouse neuroblastor 20.8 + 2..

®Cs, value of ergostanone against tumour cell lineesponds to the concentratiomy(ml) needed to
inhibit 50% ofin vitro cell growth.

4. Conclusion

In the present work, different ergosterols presgmethe fruiting body of C. xiphidipus have

been determined. The compound ergosta-4,6,8(149iPaen-3-one (ergone) became an
interesting metabolite due to its reported datghlighting for its anticancer activity. Ergone

was active against the four tumour cell lines asdawhose cell models are of importance in
studies for the treatment of high incidence carazet mortality, reinforcing the anticancer

potential of this compound.
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DISCUSION GENERAL

Desde que se descubrié una disminucion del ozomatesférico es que los estudios se han
centrado en evaluar las diferentes interaccionedodecomponentes abidticos con los
diferentes organismos ya sea en acosistemas tegggb acuaticos. De los organismos, los
mas afectados son las plantas y los hongos, abdermcultarse de las intensidades de la
radiacion UV-B.

Diferentes tolerancias han sido reportadas al @fdetetéreo de la radiacion UVB sobre los
hongos. Debido a esto, los organismos han tenido ggmerar diferentes mecanismos de
proteccién para adaptarse frente a los difererfextos que son inducidos por la radiacién
UV. En el estudio de los efectos directos, la \idhd de las esporas de diferentes especies
fungicas asi como la reduccion de su crecimientsith@ considerado. La luz UV es conocida
por estar implicada en procesos fisiolégicos de doganismos fangicos siendo los mas
conocidos la esporulacion, donde se ha estudiadstariie en relacion a hongos
entomopatdgenos. También se ha reportado los sfalt#ola radiacion UV-B sobre las
interacciones entre plantas y otros organismos tamo hongos patdégenos. Estos organismos
han desarollado respuestas morfologicas durant@esimiento y han tenido que modificar
estructuras para la sobrevivencia. Este es un &ed® lo observado en el fitopatogeno
Armillaria sparreiy en el entomopatégeri@ordyceps cuncuna&n este estudio se detectaron
principalmente cambios del tipo morfo-anatomicosmb&s especies modificaron sus
estructuras miceliares, tales como rizomorfos yrow@midioforos, junto con una disminucion
de su crecimiento siendo ésta respuesta una foenanihorar el dafio a la radiacion UV en

los cultivosin vitro.

De los efectos indirectos reportados en literatbégen menciéon a los cambios en la
composicion quimica de metabolitos y esto transfoamuna especie mas resistente a los
impactos de la radiacion ultravioleta. Muchos hanlgan sido capaces de disminuir los dafios
de la radiacion UVB mediante la acumulacion derngigtos fotoprotectores.

Se han estudiado que conidios pigmentados son esstentes a la radiacion asi como
también se ha encontrado una correlacion entr@réss con mayor incidencia de la radiacion
UV-B y la presencia de especies conteniendo medaaim sus paredes celulares. En este

estudio,Serpula himantoidess una especie que sintetiza un pigmento fenéhocoultivosin
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vitro; sin embargo, la especie al ser sometida a urdignae de dosis UVB la sintesis de este
pigmento se incrementa, tornando el medio de aulthds oscuro por la presencia de este
pigmento que es acumulado en la pared celularcaierdo a las observaciones realizadas por
microscopia electronica de transmision. De estaenaama respuesta defensiva va relacionada
a evitar que las longitudes de onda penetren @liamtde la célula. Similar fue a lo observado
por Fourtouni et al. (1998), mencionando que lafahogia del micelio cambio debido a la
exposicion a UV-B, ya que las colonias produjeracefio compacto pigmentado en el centro
de la colonia y micelio sumergido en la perifetias autores sefialan que los hongos emplean
principalmente una respuesta morfolégica que seflegado en un incremento de la densidad
micelial en lugar de una respuesta del tipo quingsadecir la sintesis de compuestos UV-
absorbentes como estrategia de proteccion conti@iel de la radiacion UV.

En este estudio, las tres especies flungicas eaduzajo condicione® vitro presentaron un
crecimiento micelial sumergido en el agar, como fovana de proteger el micelio a la
exposicion UV-B, pero ademas y en el casoSa#epula himantiodessintetiz6 en mayor
abundancia el pigmento para crear una proteccigerBcial en el cultivo.

La sintesis de compustos protectores, es concdmitaom la actividad biolégica que estos
compuestos presentan. Hay una alta correlaciore datradiacion UV-B y la actividad
antioxidante que se genera por los rayos UV. Bstpss UV generan un estrés oxidativo a
nivel celular y por ende las especies deben acéivarecanismo enzimatico para reducir los
niveles de especies reactivas de oxigeno. Entlierae sefiala que el estrés oxidativo esta
asociado a un incremento en la concentracién deciespreactivas de oxigeno activandose las
defensas antioxidantes que hay a nivel intrace(@assler et al., 2002).

Los resultados obtenidos en este estudio, fuerocipalmente bajo condiciones controladas
en condicionesin vitro; sin embargo, una parte de esta investigacion divectamente
relacionada con la composicién de metabolitos enbssidiomas aislados de ambientes de
estrés constante como estunlisitu y/o mediante la exposicion directa de la radiatidhen
condicionesn vitro.

Como antecedentes de exposicion de basidiomasradiacion UVB esta lo realizado por
Huanq et al. (2015) donde sefalan que despuésidea de radiaciéon UV-B, el contenido de
vitamina B de cuerpos fructiferos d€ordyceps militarisaumenté y el contenido de

ergosterol se redujo. A partir de esto surgié eérés, en estudiar los cambios o la
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composicion quimica de organismos expuestos a ustamte factor de estrés ambiental.
Relacionado a los cambios quimicos en los orgarsspago la radiacion UV-B también se
evalud los cambios en la composicién de los acgtasos, esteroles y fenoles $tereum
hirsutum donde se evalu6 dicho efecto en basidiomas etqauiasuna incrementada dosis de
radiacion UV-B.Stereum hirsutunmodificé el contenido de acidos grasos, dismindgela
abundancia de derivados del ergosterol mientragbjegcualeno se incremento. Por otro lado
se observé que la radiacion incrementd la actividatioxidante asociada a los extractos
obtenidos a diferentes tiempos obtenido un méxirmoadtividad a las 48 h que fue
concomitante con un incremento de fenoles parargéseo periodo de tiempo. De esto se
desprende que a nivel celular, especificamente anedilas vias metabdlicas existe una
regulacion en la sintesis de metabolitos securglggir@edominando a aquellos metabolitos que

puedan proteger a la célula del estrés oxidativecfiry Schmoll 2010).

Por otro lado, hay especies de hongos que no psedestudiadas bajo condiciomeyitro y

por consiguiente sus estudios deben ser realizagogliante los basidiomas expuestos a
diferentes factores de estrés ambientales comd esse de las especies ectomicorricicas.
Estas especies viven asociadas a las raices ésgasies vegetales y es importante conocer
como afecta la radiacion a los basidiomas ya qtes ésongos intervienen en la nutricion
mineral de la planta hospedera. En literatura senciora de la importancia de
microorganismos en la nutricion mineral como mizas ya que eéstas disminuyen
sustancialmente con el aumento de la radiacion UyeBto es debido a que en plantas bajo
radiacion UVB se produce una disminucion en ladittesis y en la produccion de biomasa,
ya que se altera el metabolismo de la planta afdotdas diferentes interacciones (van de
Staalj et al., 2001; Carrasco 2009). En este estadievalué una especie ectomicorricica
Cortinarius xiphidipus, aislada de condiciones ambientales extremas. Espa&cie esta
constantemente expuesta a factores ambientaleenmmdr como bajas temperaturas y
aumentada radiacion UV-B como los hongos que creceal sur de chile, y al conocer su
composion esteroidal seria la base para conocerpyedecir los posibles cambios en la
composicion metabolica de este especie junto cgarswestudios posteriores bajo radiacion
UV-B.
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Queda aun por conocer en profundidad las difere@gsuestas que puedan generar otras
especies relacionadas a los géneros de hongosstqdiados, asi como realizar estudios bajo
condicionesdn situ ya que la radiacion UV-B es un factor de estrés egta constantemente
afectando a las diferentes organismos y mas auutaasteresante el saber los mecanismos
moleculares y/o enzimaticos involucrados en lagrdiftes respuestas de proteccion que
generan estos organismos como los hongos al sesidesmdos como componentes

importantes en diferentes ecosistemas.

CONCLUSIONES GENERALES

La radiacion utravioleta afecta de diferentes faraalos hongos que estan constantemente
expuestos a este factor de estrés generando gitsatle proteccién que varian de una especie

a otra.

La radiacion UV produce tanto efectos directos comairectos. Los directos fueron
relacionados a cambios morfologicos detectadosagrespecies en medio de cultivo y los
indirectos van relacionados a incrementar compsaedtdoprotectores con actividad

antioxidante.

Tanto Armillaria sparrei comoCordyceps cuncunageneraron una forma de proteccion mas
morfologica que una respuesta quimica. Los hongodifitaron el niamero y longitud de

rizomorfos y macroconidioforos para poder adaptarsendiciones de estres.

Serpula himantioideggenerd una respuesta del tipo quimica, que seeflgjada en la sintesis

de pigmentos que se incrementd bajo condicionesiiés.
De los resultados obtenidos de basidiomas que estuestos a condiciones de estrés, se

observaron cambios metabdlicos relacionados cperél de los 4cidos grasos y esteroles, lo

gue concomitantemente incrementd la actividad bioBbdeterminada en este estudio.
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Las hipdtesis planteadas en este estudio fuergtaatzes al detectarse cambios morfologicos
junto con una modificacion del perfil de los metébe secundarios relacionados a la sintesis

de compuestos con actividad antioxidate para lasogss en estudio.

La radiacion ultravioleta permite predecir los c@&msbque generaran las especies para
sobrevivir a estas condiciones. Muchas especieeptan roles ecoldgicos diferentes y deben
responder de diferentes maneras. En este estuslibologos cultivados bajo condiciones
vitro presentan diferentes roles ecolégicos tales corascammponedores de madera,
entomopatogenos Y fitopatdgenos en donde la rédiadiravioleta influira en el mecanismo

de accién que estos hongos presentaran frentbuwsesped.

La radiacién ultravioleta influird en las distin&abilidades competitivas que tienen los

hongos, aun considerando que muchos de ellos @as@tiados a microorganismos del suelo.

Se sugiere hacer estudios de campo para evalueanasios fisico-quimicos que presentaran
los organismos en su ambiente natural donde existe combinacion de factores tanto
abidticos como bidticos y poder relacionar estégdéss con lo obtenido bajo condicionias

vitro.

Este es el primer estudio en hongos superioregoydmadicionesn vitro que abarco tanto

respuestas morfolégicas y quimicas frente a lacadh UV.

Se sugiere realizar un estudio de la respuestaagmeor hongos ectomicorricicos expuestos
a la radiacion UV-BCortinarius xiphidipushabita en zonas de alto estrés ambiental como
bajas temperaturas, por lo que se sugiere comjmdaterminado en este estudio junto con

conocer la respuesta bajo la influencia de la cagliaUV-B.
Desde un punto de vista biotecnoldgico, la radiacidv permitiria gererar diferentes

compuestos con mayor rendimiento en aplicacionesa fm industria de colorantes y/o

cosmeética, al poder generar mayor nimero de cortgaufegoprotectores.
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