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RESUMEN

Los hongos enddfitos son una fuente relevante de metabolitos secundarios con
potencial antimicrobiano. En este estudio se aislaron 37 cepas a partir de N.
alpina, N. dombeyi y N. obliqua, identificadas mediante andlisis molecular de la
region ITS. Se registré una amplia diversidad taxonémica, incluyendo géneros
como Trichoderma, Clonostachys, Pezicula, Fusarium y Alternaria. Los ensayos
antimicrobianos frente a bacterias y hongos fitopatdégenos mostraron que el 42,8
% de los extractos presentd actividad antibacteriana y el 37,1 % actividad
antifangica. Destacaron las cepas Trichoderma sp. (5), Pezicula cinnamomea
(78), Fusarium lateritium (250) y Alternaria consortialis (258), seleccionadas
como las mas prometedoras por su amplio espectro de inhibicidn. La optimizacion
de medios de cultivo y el escalamiento confirmaron que la composicién nutricional
influye en la produccion de metabolitos bioactivos, siendo “M1” y “M5” los mas
efectivos para Trichoderma y Pezicula, y “M4” para Fusarium. Los perfiles
cromatograficos (TLC, HPTLC y HPLC) evidenciaron metabolitos diferenciados
asociados a la bioactividad observada. En particular, para P. cinnamomea (78) se
identificd un metabolito especifico correspondiente a un mycorrhizin (C,14H1,0,),
consolidando su potencial como fuente de nuevas moléculas con aplicaciones

biotecnoldgicas.
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ABSTRACT

Endophytic fungi represent an important source of secondary metabolites with
antimicrobial potential. In this study, 37 endophytic strains were isolated from
Nothofagus alpina, N. dombeyi, and N. obliqua, and identified through molecular
analysis of the ITS region. A broad taxonomic diversity was recorded, including
genera such as Trichoderma, Clonostachys, Pezicula, Fusarium, and Alternaria.
Antimicrobial assays against bacterial and fungal phytopathogens showed that
42.8% of the extracts exhibited antibacterial activity, while 37.1% displayed
antifungal activity. The strains Trichoderma sp. (5), Pezicula cinnamomea (78),
Fusarium lateritium (250), and Alternaria consortialis (258) stood out as the most

promising due to their broad inhibition spectrum.

Culture medium optimization and scale-up experiments confirmed that nutritional
composition significantly influences the production of bioactive metabolites, with
media “M1” and “M5” being the most effective for Trichoderma and Pezicula,
respectively, and “M4” for Fusarium. Chromatographic profiles obtained by TLC,
HPTLC, and HPLC revealed distinct metabolites associated with the observed
bioactivity. Specifically, in P. cinnamomea (78), a characteristic compound
corresponding to a mycorrhizin (C1,H;,0,) was identified, reinforcing its potential

as a source of novel molecules with biotechnological application.



1. INTRODUCCION

La resistencia bacteriana a los antibidticos es un desafio significativo en la
medicina actual. Desde el descubrimiento de la penicilina por Sir Alexander
Fleming en 1928, los antibidticos han sido fundamentales para combatir
infecciones y salvar vidas. Sin embargo, la resistencia bacteriana ha surgido
como una amenaza creciente, donde las bacterias desarrollan la capacidad de
sobrevivir a concentraciones de antibiéticos que normalmente serian letales. Este
fendbmeno se ha observado en diversas bacterias, incluyendo aquellas
clasificadas como ESKAPE, como S. aureus y Enterococcus spp., que
representan una seria amenaza para la salud publica debido a su alta resistencia

a multiples antibiéticos (Camacho Silvas, 2023).

El impacto que ha generado la resistencia bacteriana a los antibidticos ha sido
considerable, un estudio realizado por el Big Data Institute de la Universidad de
Oxford en Reino Unido 2014, estimd que la resistencia a los antimicrobianos
(RAM) llegaria a causar 10 millones de muertes anuales en 2050 (Murray,
Christopher J L et al, 2022). La resistencia bacteriana a los antimicrobianos
estuvo relacionada con aproximadamente 5 millones de muertes, incluyendo 1,27

millones de muertes directamente atribuidas a esta resistencia.



Para la proteccion fitosanitaria, las plantas y sus metabolitos secundarios tienen
un gran potencial que se puede utilizar en diferentes estrategias. Estas
estrategias incluyen el uso de plantas enteras, como la rotacion de cultivos y los
cultivos intercalados, residuos de cultivos y partes de plantas, como el abono
verde, y el uso de productos quimicos y plantas en forma integrada o ecolégica.
Los extractos de plantas controlan las plagas actuando directamente sobre las
plagas objetivo o mejorando la resistencia inducida, tanto en entornos cerrados
como en sistemas agricolas convencionales. En la agricultura, los nichos de
mercado mas importantes para los pesticidas botanicos son las aplicaciones de
produccidon organica, el control de plagas almacenadas, la horticultura y los
tratamientos de semillas y postcosecha (Ramos, Katia; 2017). EI uso de
pesticidas quimicos en la agricultura ha llevado a la aparicion de plagas vy
enfermedades resistentes a los pesticidas, lo que ha aumentado la necesidad de
encontrar alternativas mas sostenibles y seguras para el medio ambiente y la
salud humana. La gestion integrada de plagas es una estrategia que combina
diferentes métodos de control de plagas, incluyendo el uso de pesticidas
botanicos, para reducir el impacto de las plagas en los cultivos (Formacion

Agroalimentaria, 2015).



2. MARCO TEORICO

2.1 Pesticidas y resistencia

2.1.1 Bacterias

¢ Qué bacterias han generado resistencia?

A lo largo del tiempo, varias bacterias han desarrollado resistencia a los
antibidticos debido a la seleccién natural y la presién ejercida por el uso excesivo
e incorrecto de estos medicamentos. Algunos ejemplos de bacterias que han
desarrollado resistencia a multiples antibiéticos incluyen S. aureus resistente a
meticilina (SARM), la cual es resistente a varios antibidticos de la clase de las
penicilinas, incluida la meticilina. Existe también la bacteria Enterococcus
resistente a vancomicina (VRE), estas han desarrollado resistencia a la
vancomicina, que es un antibiético importante para tratar infecciones graves. Otro
ejemplo es la E. coli resistente a carbapenémicos (CRE), estas han desarrollado
resistencia a los carbapenémicos, que son antibidticos de ultimo recurso para
tratar infecciones graves causadas por bacterias resistentes a otros tipos de
antibioticos. Por ultimo, otro caso seria el Mycobacterium tuberculosis
multirresistente (TB-MDR), se produce cuando las cepas M. tuberculosis, el
agente causante de la tuberculosis, se vuelven resistentes a varios de los
medicamentos mas potentes utilizados para tratar la enfermedad (World Health

Organization, 2014).



Estas resistencias son un problema grave de salud publica que contribuye a un
aumento en la mortalidad y morbilidad de las infecciones bacterianas. Segun los
datos recopilados, se estima que, en 2019, mas de 1.2 millones de personas
murieron directamente a causa de infecciones bacterianas resistentes a los
antibidticos (Lancet, 2022). Es por esto, que ha sido necesario tomar medidas
para abordar la resistencia bacteriana a los antimicrobianos, a través de diversas
estrategias, se destacan el uso preferente de antimicrobianos de espectro
reducido siempre que sea posible, la interrupcion de la transmision horizontal de
microorganismos mediante medidas higiénicas y sanitarias, la aplicacion de
normas de control de infecciones nosocomiales en entornos hospitalarios, a
través de comisiones especializadas y el fomento de la vacunacién como un
mecanismo preventivo clave, la implementacion de medidas para mejorar la
prescripcion y el uso adecuado de antibidticos, tanto en consultorios médicos

como en salas de emergencia (Martin, G. 2003).

Pero no solo ha afectado al area de la medicina y la salud humana; el medio
ambiente también ha sido uno de los principales afectados por este fenémeno,
ya que la capacidad de las bacterias para resistir los antibidticos ha tenido un
impacto significativo en él. Se ha identificado que el ambiente se ha convertido
en una fuente de bacterias resistentes a los antibidticos y genes de resistencia.
Este fendbmeno representa una amenaza global para la salud publica, la salud
animal y el medio ambiente (Barrantes, 2022). Las causas de esta resistencia
incluyen el uso generalizado y poco regulado de antibidticos, terapias
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antimicrobianas sin control profesional, automedicacién, y su presencia en
diversos campos como la agricultura, ganaderia e industria alimentaria. La
contaminacién ambiental con residuos de antimicrobianos ha generado una
presion selectiva que favorece la selecciéon de bacterias resistentes a bajas
concentraciones de antibidticos y otras sustancias quimicas en el ambiente. Esta
situacion plantea un desafio importante para la gestion ambiental y la salud
publica a nivel mundial, ya que las bacterias resistentes pueden persistir,
amplificarse y diseminarse en el medio ambiente, representando un peligro tanto
para la naturaleza como para la salud humana y animal (Fernandez Rodriguez,

2020).

2.1.2 Hongos

¢ Qué hongos han generado resistencia?

Los hongos, al igual que las bacterias, pueden desarrollar resistencia a los
antimicoticos a través de diversos mecanismos. Uno de los mas comunes es la
sobreexpresion de bombas de eflujo, que les permite expulsar el farmaco antes
de que pueda ejercer su efecto. Ademas, pueden presentar mutaciones en los
genes diana de los antimicoticos, lo que reduce la eficacia del tratamiento. La
plasticidad genética de los hongos les permite adaptarse rapidamente a los
cambios ambientales y a la presion selectiva de estos compuestos,

contribuyendo asi a la aparicién de cepas resistentes (Revie et al., 2018).



Los hongos que han generado resistencia a los antimicéticos incluyen la Candida
auris, que ha sido identificada como resistente a los medicamentos antimicoticos
disponibles, la C. auris es un hongo patégeno emergente que ha
generado preocupacion debidoa su resistencia a multiples clases de
antimicéticos, lo que dificulta su tratamiento. La capacidad para desarrollar
resistencia a los antifungicos se debe a su habilidad para adquirir y expresar
genes que le confieren esta resistencia, loque ha llevado ala necesidad
de estrategias de control y vigilancia mas estrictas. Ademas, se menciona que
los hongos en general, como parte de su mecanismo de resistencia, pueden
expresar transportadores de membrana que les otorgan esta capacidad (CDC,
2019). Las pérdidas asociadas a la resistencia a los antifungicos, especialmente
en el caso de C. auris, incluyen un aumento en la morbilidad y mortalidad de los
pacientes, una prolongacion de la estancia hospitalaria (de 3 a 13 dias
adicionales), un mayor costo econémico por paciente y la necesidad de utilizar
antifangicos mas costosos como alternativa a los de primera y segunda linea.
Ademas, la resistencia a los antifungicos puede llevar a tratamientos ineficaces,
lo que puede resultar en un mayor impacto en la salud de los pacientes y en los

recursos sanitarios (Bilbao, N. 2018).

Dada la creciente amenaza de la resistencia antifungica, es crucial invertir en
investigacion para comprender los mecanismos subyacentes y desarrollar
nuevas estrategias terapéuticas. La vigilancia epidemiolégica es fundamental

para detectar tempranamente la resistencia emergente y tomar medidas



preventivas en entornos clinicos y comunitarios. Abordar la resistencia
antifungica de manera integral requiere una colaboracion global entre
investigadores, profesionales de la salud y autoridades sanitarias para garantizar
un uso adecuado de los antifungicos y prevenir la propagacion de cepas

resistentes.

Pero no solo ha afectado al area de la medicina y la salud humana, el medio
ambiente también ha sido uno de los principales afectados por esta resistencia,
la resistencia a los antifungicos y los antimicrobianos en general tiene un impacto
significativo en el medioambiente. Los productos farmacéuticos, incluidos los
antifungicos, se eliminan a menudo en vertederos y pueden contaminar el
suministro de agua a través del agua subterranea. Esta contaminacion puede
facilitar la resistencia a los antimicrobianos en el medioambiente, especialmente
en las vias fluviales, donde se estan detectando niveles crecientes de productos
farmacéuticos debido al tratamiento inadecuado de la escorrentia de la
agricultura intensiva y, a veces, a la eliminacion irresponsable. La resistencia a
los antimicrobianos en el medioambiente puede afectar la calidad del agua, el
suministro de agua potable, la vida acuatica y también facilitar la resistencia a los

antimicrobianos (Gomez BL, 2023).

Actualmente, los fungicidas estan experimentando un aumento en su uso y valor
en el mercado agricola. En 2008, los fungicidas superaron a los insecticidas en

términos de valor de mercado, lo que ha brindado a los productores nuevas



oportunidades (Bartlett, et al., 2022). Este aumento en el uso de fungicidas se ha
observado especialmente en Europa debido a condiciones climaticas especificas.
Los agricultores estan adoptando fungicidas para mejorar la calidad y el
rendimiento de sus cultivos, reconociendo el beneficio que estos productos
pueden aportar a la produccion agricola. A pesar de que los fungicidas han estado
algo marginados en el pasado, los agricultores estan cada vez mas conscientes
de su importancia y estan buscando utilizarlos de manera efectiva para proteger
sus cultivos de enfermedades fungicas y mejorar su productividad (Eurostat,

2020).

2.2 Productos naturales

Debido a los problemas que existen actualmente por la resistencia a estos
pesticidas convencionales en el medioambiente y la salud humana, con el tiempo
han nacido alternativas mas sustentables y menos contaminantes. Es aqui donde
entran los Productos Naturales, los cuales son compuestos quimicos o mezclas
que se encuentran en la naturaleza, generalmente producidos por organismos
como plantas, hongos, bacterias o animales. Estos compuestos han sido
utilizados historicamente por el ser humano en diversos ambitos, especialmente
en la medicina tradicional y moderna, como fuente de principios activos para el
desarrollo de farmacos. Ademas, algunos extractos naturales también se
emplean en la elaboracion de productos alimenticios, cosméticos y de cuidado

personal. A diferencia de los productos sintéticos, muchos productos naturales no



contienen aditivos artificiales, lo que ha impulsado su popularidad en contextos
donde se valora lo "mas natural" o minimamente procesado. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que no todos los productos naturales son inocuos, y
su seguridad y eficacia deben ser evaluadas cientificamente. Estos productos
también suelen estar hechos de ingredientes organicos, lo que significa que no
se han sometido a procesos quimicos ni han recibido pesticida. (ONU, Programa
para el medioambiente. 2022). Estos productos pueden venir tanto de hongos,
como de plantas y algas. Los hongos descomponen la materia organica mas
resistente, reteniendo nutrientes en el suelo y liberando diéxido de carbono. Por
otro lado, las plantas son una fuente rica de fibra, vitaminas y minerales, mientras
que las algas son organismos marinos que también pueden ser fuentes de
productos naturales. En resumen, estos productos naturales provienen
directamente de organismos vivos y elementos naturales, sin intervencion
quimica o procesamiento artificial. Dentro de los productos naturales,
encontramos los biocontroladores, los cuales incluyen organismos como
bacterias y hongos beneficiosos que compiten con los patégenos por recursos y
espacios, controlan las enfermedades de las plantas sin dafar el medio
ambiente, pudiendo ser utilizados en combinacidn con otros hongos
biocontroladores, fungicidas e insecticidas en los sistemas de cultivo. Otro
ejemplo son los aceites esenciales, los cuales se extraen de plantas y contienen
los compuestos aromaticos de las mismas, han demostrado tener efectos

inhibidores sobre diversos hongos fitopatdgenos que afectan a los cultivos de



frutas y hortalizas, debiendo utilizarse de manera adecuada y segura, siguiendo
las recomendaciones de uso y dilucion adecuadas (Dutta et al., 2022). Los
extractos vegetales también son otro ejemplo, son obtenidos de diferentes partes
de las plantas, como hojas, tallos, flores o raices, y contienen compuestos
naturales que pueden inhibir el crecimiento y desarrollo de hongos fitopatégenos,
variando su eficacia dependiendo del tipo de planta utilizada, la concentracion del
extracto y las condiciones especificas del cultivo (Ebisa et al., 2023). Y, por ultimo,
estan los productos de origen microbiano, los cuales incluyen microorganismos
naturales o productos derivados de los mismos, un ejemplo de estos son los
hongos entomopatdgenos, levaduras y bacterias. Sin embargo, se requiere mas
investigacion para optimizar su eficacia y determinar las mejores practicas de uso

(Freimoser, et al, 2019).

2.3 Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son subproductos de los metabolitos primarios de
las plantas como lo son los terpenos, fenoles, alcaloides, entre oftros.
Antiguamente no se consideraban esenciales, debido a que no intervenian
directamente en la planta con beneficios notorios en comparaciéon de los
metabolitos primarios en donde si hay una intervencion directa. Dos
investigadores llamados Miriam Rothschild y Jeffrey Harborne comenzaron a

estudiar estos metabolitos secundarios descubriendo las posibles ventajas y
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servicios que le otorgan a las plantas, determinando que eran esenciales para la

supervivencia (Almaraz-Abarca et al., 2006).

Los metabolitos secundarios producidos por hongos enddfitos presentan una
amplia variedad, y algunos de ellos tienen estructuras quimicas unicas que no se
encuentran en otras fuentes naturales (Sanchez-Fernandez et al., 2013). Estos
metabolitos derivados de hongos endoéfitos estdan siendo cada vez mas
empleados como componentes medicinales y aditivos en la alimentacion con
propositos terapéuticos, aromaticos y culinarios. Diversos factores genéticos,
ontogénicos, morfogenéticos y ambientales pueden influir en la creacién y

acumulacién de estos metabolitos secundarios (Yang, L et al., 2018).

Los metabolitos secundarios de las plantas desempefian un papel crucial en la
medicina gracias a su actividad antioxidante y citotoxica, asi como por su
capacidad para interactuar con diversos sistemas biolégicos (Alvarado, Britt.
2017). La diversidad de metabolitos secundarios en las plantas esta relacionada
con la diversidad vegetal, y se pueden inducir mediante el uso de reguladores del
crecimiento y otros compuestos que regulan el metabolismo celular. Sin embargo,
es importante tener en cuenta que los metabolitos secundarios también pueden
tener efectos téxicos en los seres humanos y otros animales, especialmente

cuando se consumen en dosis altas.
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2.3.1 Metabolitos secundarios en hongos

El reino Fungi, también conocido como el reino de los hongos, esta compuesto
por mas de 144.000 especies diferentes de hongos, incluyendo levaduras, mohos
y setas. Los hongos son organismos eucariotas, es decir, sus células contienen
un nucleo verdadero y otros organulos celulares. A diferencia de las plantas y
animales, los hongos no son capaces de desplazarse por si mismos y crecen en
el suelo, en superficies 0 sobre troncos 0 materia organica en descomposicion.
Los hongos presentan una pared celular compuesta de quitina, un polisacéarido
que también forma parte del exoesqueleto de los insectos y crustaceos (Kendrick,
B., 2001). Ademas, son heterétrofos, lo que significa que no pueden producir su
propio alimento y dependen de otros organismos para obtener nutrientes. Estos
pueden crecer en desiertos, ambientes de extrema salinidad, lechos de océanos,
ambientes expuestos a radiacién ionizante y en grandes bosques. La preferencia
de los hongos superiores es por la materia organica de origen vegetal, lo que los
lleva a proliferar en habitats ricos en esta materia, especialmente en bosques. La
mayoria de los hongos se reproducen por medio de esporas, que pueden ser
producidas de forma asexual o sexual (Alexopoulos, C. J., 1996). Los hongos
desempenan una variedad de funciones importantes en la naturaleza, como la
descomposicién de la materia organica y la liberacion de nutrientes al medio
ambiente, la formacién de asociaciones simbiéticas con plantas y la produccién
de antibidticos y otros compuestos de interés médico. Sin embargo, también

pueden ser causantes de enfermedades en plantas, animales y humanos, y
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pueden atacar alimentos almacenados, causando pérdidas econdémicas (CCH,
2018). Los hongos se clasifican en diferentes grupos, como los Zygomicetes,
Ascomycetes, Basidiomycetes y Deuteromycetes. Cada grupo tiene
caracteristicas distintivas en su morfologia y ciclo de vida. Algunos ejemplos de
hongos comestibles son los champifiones, la cuitlacoche y las setas, mientras
que otros, como el hongo del pan y la cerveza, se utilizan en la industria
alimentaria. Algunos hongos, como los del género Penicillium, se utilizan en la
produccién de medicamentos como la penicilina. Ademas, los hongos se
encuentran en una gran diversidad de habitats y pueden adaptarse a condiciones
gue no son aptas para la mayoria de los organismos (Tortora, G. J., et al., 2018).
Los hongos también se clasifican segun su forma, ya sea filamentosa, de
levadura o segun sus hifas. Dentro de estas clasificaciones encontramos los
hongos filamentosos, levaduriformes y los que presentan ambas formas, o sea,
difasicos. Los hongos filamentosos son pluricelulares y se caracterizan por estar
constituidos por filamentos ramificados o hifas que se desarrollan y entrelazan
formando el micelio. Este tipo de hongos puede ser saprofito, parasito o difasico,
es decir, unas veces se comportan como hongos filamentosos y otras pueden
comportarse como levaduras. Por otro lado, los hongos levaduriformes, también
conocidos como levaduras, son unicelulares y tienen forma oval, inmoviles y se
dividen por mecanismos diversos, especialmente por gemacion. Las levaduras
suelen crecer mas rapidamente que los hongos filamentosos, pero con frecuencia

junto a ellos (Mendoza, 2005). Algunos hongos pueden presentar ambas formas,
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es decir, son difasicos, esto significa que unas veces se comportan como hongos
filamentosos y otras pueden comportarse como levaduras, dependiendo de las

condiciones ambientales y nutricionales en las que se encuentren.

2.4 Hongos endofitos

Existen hongos que pueden clasificarse tanto como filamentosos como
levaduriformes, con una morfologia unicelular, y entre ellos se encuentran los
hongos enddfitos. Estos hongos son microorganismos fungicos que habitan los
tejidos internos de las plantas sin causar sintomas visibles de enfermedad al
menos durante una etapa de su ciclo de vida (Petrini, 1991). Esta asociacion se
considera simbidtica y puede variar desde mutualismo hasta comensalismo,
dependiendo de factores como la especie involucrada, las condiciones
ambientales y el estado fisiolégico de la planta (Rodriguez et al., 2009). En
muchos casos, los endofitos contribuyen al crecimiento y defensa de su huésped,
mientras que la planta les ofrece nutrientes y un ambiente protegido para
desarrollarse. La diversidad de hongos endéfitos es enorme. Se estima que cada
especie vegetal puede albergar decenas o cientos de especies endofitas
diferentes, muchas de las cuales aun no han sido descritas cientificamente
(Arnold et al., 2000). Desde una perspectiva funcional, los hongos endéfitos
pueden mejorar la nutricion vegetal al facilitar la absorcidén de nutrientes, modular
el crecimiento de la planta, aumentar su tolerancia a condiciones de estrés (como

salinidad, sequia o metales pesados), y reducir la incidencia de enfermedades al
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competir con patégenos o producir metabolitos antimicrobianos. Ademas, se ha
demostrado que ciertos enddfitos inducen mecanismos de defensa sistémica en

las plantas, actuando como “vacunas bioldgicas” naturales.

TaxonOmicamente, los hongos enddfitos se clasifican cominmente en dos
grupos: los Clavicipitdceos, que infectan mayoritariamente gramineas
colonizando tejidos aéreos como tallos y hojas; y los no Clavicipitaceos, que son
mas diversos y colonizan una amplia gama de plantas vasculares y no
vasculares, estableciéndose en 6rganos como raices, hojas, rizomas, frutos o

flores.

2.4.1 Bioprospeccion de hongos endéfitos

Una bioprospeccion de hongos enddfitos implicaria la investigacion y evaluacion
de estos hongos presentes en plantas, con el objetivo de identificar compuestos
bioactivos con potencial uso en diversas aplicaciones. Este proceso incluiria la
recoleccion de muestras de plantas que albergan hongos endofitos, seguido de
la extraccion y analisis de los compuestos presentes en estos hongos.
Posteriormente, se llevarian a cabo pruebas de actividad biolégica para
determinar sus propiedades, como su potencial antibacteriano, antifungico u
otras actividades bioactivas. Finalmente, se seleccionarian los compuestos mas
prometedores para su desarrollo como productos biotecnolégicos, como
bioplaguicidas o agentes de control bioldgico en la agricultura (Morales Garcia,

Denis. 2014).
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La literatura nos ha demostrado que se han encontrado diversos hongos
endofitos capaces de producir compuestos naturales con propiedades
antimicrobianas. Uno de estos casos es el Taxol, una sustancia quimica con
propiedades anticancerigenas. Se extrae originalmente de la corteza del arbol
del Pacifico yew (Taxus brevifolia), pero también se ha encontrado en otras
especies de arboles de tejo. El taxol actua interfiriendo en la division celular, lo
que lo hace efectivo contra varios tipos de cancer, como el de mama, ovario,
pulmén y otros (Strobel, G., 2003). En cuanto a su uso en la agricultura, si bien
el taxol no se utiliza directamente como plaguicida, existen investigaciones sobre
el potencial de hongos endéfitos que producen taxol para su aplicacién en el
control biolégico de plagas y enfermedades de plantas (Barrales-Curefio, Hebert.
2016). Algunos estudios han demostrado que ciertos hongos endodfitos que
habitan en plantas como el tejo pueden sintetizar taxol y otros compuestos
bioactivos, los cuales podrian ser utilizados como bioplaguicidas o agentes de

biocontrol en cultivos agricolas (Strobel, G., 2003).

Otro ejemplo de una sustancia quimica con una relacion interesante con los
hongos endofitos es la ergotamina. La ergotamina es un alcaloide natural que se
encuentra en el cornezuelo del centeno, un hongo parasitario que infecta los
granos de este cereal. Histéricamente, la ergotamina ha sido conocida por sus
efectos vasoconstrictores y por su capacidad para inducir contracciones uterinas,
lo que la convierte en un compuesto valioso en medicina, particularmente en el
tratamiento de migranas y como agente para inducir el parto (Petigrosso, 2019).
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La ergotamina es solo una de las muchas sustancias bioactivas producidas por
el cornezuelo del centeno. Sin embargo, lo interesante es que los hongos
endofitos, que viven dentro de las plantas sin causarles dafio aparente, también
pueden producir ergotaminas y otros alcaloides similares. Estos hongos enddfitos
han sido objeto de investigacién debido a su potencial para la produccion
sostenible de compuestos bioactivos, como la ergotamina, sin necesidad de
depender exclusivamente de la infeccidon de los cultivos de centeno (Clay, K.,

2002).

Los metabolitos secundarios producidos por hongos endofitos no solo poseen
valor farmacolégico o agricola, sino que también cumplen funciones ecologicas
clave en la relacidon simbidtica entre el hongo y la planta huésped. Estos
compuestos pueden actuar como defensas quimicas que protegen a la planta
contra patdgenos, insectos herbivoros o estrés ambiental, contribuyendo asi a su
supervivencia y adaptacion (Rodriguez et al., 2009; Schulz & Boyle, 2005). A
cambio, la planta proporciona al hongo un microambiente estable y nutrientes.
Esta interaccidon mutualista es fundamental para comprender por qué ciertos
metabolitos, como el taxol o la ergotamina, se sintetizan solo en condiciones
especificas de coexistencia hongo-planta. En muchos casos, se ha observado
gue la capacidad del hongo para producir compuestos bioactivos depende
directamente del tipo de planta huésped, su estado fisioldgico o las condiciones
ambientales, lo que sugiere una coevolucién y regulacion conjunta de rutas

metabdlicas especializadas (Gunatilaka, 2006; Kusari et al., 2012).
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2.4.2 Hongos endodfitos y metabolitos secundarios en Chile

Los hongos endoéfitos en Chile son organismos de gran importancia en la
diversidad bioldgica del pais, especialmente en las interacciones planta-suelo-
microorganismo y en potenciales aplicaciones en agroecosistemas. Estos
hongos, estudiados en Chile durante las ultimas dos décadas, se destacan por
su diversidad y distribucién a lo largo de un amplio rango de condiciones
ambientales, abarcando desde zonas aridas hasta regiones templadas y frias del
pais. La diversidad de hongos endéfitos en Chile es alta y responde fuertemente
a los gradientes ecoldgicos del pais. Diversos estudios han demostrado que la
composicion de comunidades enddfitas varia segun el tipo de vegetaciéon
dominante, el microclima y las condiciones ambientales locales (U'Ren et al.,
2012; Del Olmo-Ruiz & Arnold, 2014). En particular, investigaciones realizadas
en bosques chilenos han reportado una alta diversidad de enddfitos asociados a
especies nativas, incluido el género Nothofagus, con variaciones importantes
entre zonas aridas, mediterraneas y templadas (Gonzalez-Teuber et al., 2019).
Ademas, investigaciones han evaluado hongos endéfitos aislados de las plantas
vasculares antarticas Colobanthus quitensis y Deschampsia antarctica, los
cuales presentan adaptaciones extremas a condiciones de frio, sequia y suelos
pobres. Diversos géneros, incluyendo Penicillium, Phoma, Cladosporium y
Alternaria, han sido probados experimentalmente en plantulas de arboles nativos
chilenos, mostrando mejoras en sobrevivencia y crecimiento inicial tras incendios

forestales (Raimilla et al., 2013). Existen estudios que sugieren que algunos
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hongos enddfitos podrian participar en las fases tempranas del proceso de
biodegradacién de la madera en especies arbéreas del bosque nativo de Chile
(Oses, 2013). Sin embargo, la comprension de los mecanismos especificos de
esta participacion, asi como el alcance ecoldgico de su contribuciéon en la
degradacion de madera, aun requiere mayor investigacion. En 2014, Fardella y
colaboradores (Fardella C., et al., 2014) llevaron a cabo un estudio sobre los
efectos positivos de la inoculacién con hongos endoéfitos obtenidos de plantas
nativas de la Antartida, tales como Colobanthus quitensis y Deschampsia
antarctica) en especies vegetales autoctonas de ecosistemas xerofiticos del norte
de Chile, como Flourensia thurifera, Senna cumingii y Puya berteroniana. Estas
tres plantas presentan adaptaciones al estrés hidrico y habitan zonas aridas.
Segun los resultados del estudio, el uso de estos hongos enddfitos aislados de
raices antarticas aumento el porcentaje de supervivencia y mejoro la eficiencia
en el uso del agua en dichas plantas. Esto sugiere que estos microorganismos
podrian ser una herramienta efectiva para programas de reintroduccién vegetal
en zonas afectadas por la escasez hidrica, como en el norte del pais (Fardella

C.,etal.,, 2014).

La investigacion de hongos endodfitos de plantas endémicas y nativas de la
Precordillera Central Andina de Chile, una zona con gran heterogeneidad
geografica y climatica ofrece una oportunidad para encontrar hongos enddfitos o
sus metabolitos con potencial biotecnolégico (Strobel & Daisy, 2003). Esto se
debe a que las plantas perennes y caducas de origen endémico que habitan
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ambientes con alta biodiversidad aumentan la probabilidad de albergar diversos
hongos endofitos (Arnold & Lutzoni, 2007). Sin embargo, este campo de estudio
estad escasamente desarrollado en Chile y otras regiones similares (Oses et al.,
2008). Por lo tanto, se han considerado diferentes criterios para encontrar hongos
enddfitos con actividad antifungica en esta region, dadas sus condiciones
ecoldgicas que han permitido el desarrollo de una amplia gama de especies de

plantas endémicas y nativas.

En resumen, los hongos enddfitos en Chile representan una valiosa fuente de
investigacion y aplicacion en diversos ambitos, desde la conservacion de la
biodiversidad hasta el control de plagas y la restauracién de ecosistemas

afectados.

2.4.2.1 Quimica de los hongos endéfitos chilenos: potencial y diversidad de
metabolitos

Los hongos enddfitos presentes en la flora nativa de Chile constituyen una fuente
rica y poco explorada de metabolitos secundarios con potencial biotecnoldgico.
Diversas investigaciones recientes han demostrado que estos microorganismaos,
al establecerse de forma asintomatica en los tejidos de sus hospederos
vegetales, pueden sintetizar compuestos bioactivos de gran diversidad
estructural y funcional, incluyendo alcaloides, quinolonas, isocromanonas,

lactonas y derivados fendlicos.
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En el caso de gimnospermas endémicas de Chile, tales como Prumnopitys
andina (lleuque), Austrocedrus chilensis y Pilgerodendron uviferum, se han
aislado hongos enddfitos capaces de producir compuestos con actividad
antimicrobiana y citotéxica. Por ejemplo, desde P. andina se ha identificado a
Penicillium janczewskii como productor de peniprequinolona (un alcaloide
nitrogenado tipo quinolona) y gliovictina (una piperazinediona sulfurada), ambos
con actividad frente a bacterias Gram positivas como B. subtilis y S. aureus

(Schmeda-Hirschmann et al., 2005).

Estos mismos autores, desde otras cepas cultivadas en medios liquidos
identificaron otros compuestos tales como melleina, p-hidroxibenzaldehido y
acidos grasos de cadena media, con efectos antimicrobianos y potencial

citotoxico frente a lineas celulares humanas (Schmeda-Hirschmann et al., 2005).

Estudios adicionales en Embothrium coccineum (notro) han demostrado que
hongos endéfitos pertenecientes a los géneros Xylaria, Diaporthe, Penicillium y
Mycosphaerella producen metabolitos como isocumarinas y compuestos
aromaticos oxigenados con actividad antifungica y antioxidante (Vera et al.,
2022). Del mismo modo, en especies como Prumnopitys andina se han aislado
enddfitos pertenecientes a los géneros Trichoderma, Penicillium, Fusarium y
Alternaria, capaces de sintetizar peptaiboles y lactonas macrociclicas con

bioactividad selectiva (Velasquez & Piontelli, 2005).”
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La riqueza quimica de los hongos enddfitos chilenos se sustenta en la alta
diversidad de endodfitos asociados a plantas nativas que habitan ambientes
geograficamente contrastantes y poco explorados. Estudios en especies como
Prumnopitys andina y Embothrium coccineum han revelado metabolitos
inusuales o poco reportados, lo que evidencia una plasticidad metabdlica
relevante para la generacién de nuevas moléculas con potencial biotecnolédgico
(Gonzalez-Teuber, M. 2016).

Entre las especies vegetales de gran interés ecoldgico y biotecnolégico en Chile
se encuentran aquellas pertenecientes al género Nothofagus. Diversos estudios
han planteado que los hongos endéfitos pueden mejorar la tolerancia al estrés
ambiental y promover el crecimiento vegetal, por lo que se postula que su
asociacion con especies de Nothofagus chilenas podria contribuir al desarrollo,
adaptaciéon y resistencia de estos arboles frente a condiciones ambientales

desafiantes (Hormazabal, E., & Piontelli, E. ,2009).

2.5 Género Nothofagus en Chile

El género Nothofagus, perteneciente a la familia Nothofagaceae, incluye
especies arboreas de gran valor ecologico y evolutivo. Actualmente, se
reconocen aproximadamente 35 especies distribuidas en Sudamérica, Australia,
Nueva Zelanda y Nueva Guinea, reflejo de su antiguo origen en el

supercontinente Gondwana. Se estima que este género surgid hace méas de 80
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millones de afos y su actual distribucién disyunta se debe a la fragmentacién de

dicho supercontinente (Romero & Dibbern, 1985; Veblen, Hill & Read, 1996).

En Chile, se han identificado diez especies nativas de Nothofagus, distribuidas
desde la Region del Maule hasta Magallanes, conformando el nucleo de los
bosques templados del pais y aportando servicios ecosistémicos claves (Donoso,
1993; Veblen et al., 1996). En particular, N. alpina, N. dombeyi y N. obliqua,
albergan comunidades diversas de hongos enddfitos en hojas, corteza y raices,
entre los cuales destacan géneros como Mycosphaerella, Xylaria,
Diaporthe/Phomopsis, Cryptosporiopsis, Penicillium, Cladosporium, Alternaria, y
en tejidos lefosos Trichoderma, Fusarium y Cylindrocarpon. Asimismo, estudios
experimentales han demostrado que plantulas de Nothofagus pueden
beneficiarse de la inoculacion de enddfitos de origen antartico pertenecientes a
Penicillium, Phoma, Cladosporium, Alternaria, o Pseudogymnoascus, los cuales
mejoran la tolerancia al estrés post-incendio (Raimilla et al., 2013). Estas
especies fueron seleccionadas en este estudio debido a su abundancia en la
zona de interés y a su potencial para albergar comunidades endofiticas con
capacidad de producir metabolitos bioactivos. Su andlisis detallado sera

desarrollado en la seccidon metodoldgica correspondiente.

HIPOTESIS
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Los hongos enddfitos aislados de N. alpina, N. dombeyiy N. obliqua cultivados
bajo condiciones de laboratorio producen compuestos con actividad

antimicrobiana.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

- Identificar los compuestos antimicrobianos producidos por hongos

endodfitos cultivados in vitro.

3.2 Objetivos Especificos

- Identificar los hongos endofitos aislados de las tres especies de
Nothofagus.

- Evaluar la actividad antimicrobiana de extractos producidos los hongos
endofitos cultivados in vitro.

- Identificar él o los metabolitos responsables de la actividad antimicrobiana

detectada.
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4. METODOLOGIA

4.1 Recolecta de muestras vegetales de especies Nothofagus

Para la obtencion de las muestras vegetales, se recolectaron principalmente
tallos y hojas, como materiales representativos para el aislamiento de hongos
endofitos. Todas las muestras fueron tomadas en distintos puntos de la Regién
de Nuble, con el objetivo de incorporar diversidad geogréfica. Se seleccionaron
ejemplares de N. alpina, N. dombeyi y N. obliqua en tres sectores: Termas de
Chillan, sector de Atacalco y San Fabian. Esta estrategia de muestreo buscé
abarcar distintos ecosistemas y condiciones ambientales dentro de la regién,

durante la estacion de verano del afio 2023.

4.1.1 Desinfeccién del material vegetal

Una vez recolectadas, fueron puestas en bolsas ziploc almacenadas en cooler.
Para después ser sometidas a un proceso de lavado y desinfeccidén superficial
con el objetivo de eliminar posibles microorganismos epifitos patégenos o
parasitos y reducir el riesgo de contaminacion durante el aislamiento de
enddfitos. Inicialmente, se lavaron con abundante agua potable y se dejaron
secar al aire en una campana de flujo laminar. Luego, se aplicé el siguiente
protocolo de desinfeccion: inmersion en etanol al 70% durante 1 minuto, seguida
de hipoclorito de sodio al 2,8% durante 3 minutos, y nuevamente etanol al 70%
durante 30 segundos, con agitacion constante en cada etapa (Qing Miao et al.,
2012). Posteriormente, las muestras se enjuagaron tres veces con agua destilada
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estéril y se cortaron en pequefios fragmentos para su siembra en placas Petri con

medio PDA con antibiéticos.

4.2 Aislamiento de hongos endoéfitos

Una vez realizada la desinfeccién y distribucion del material vegetal en placas
Petri, estas se incubaron a 25-27°C y, después, de 3 a 5 dias, se observo el
crecimiento de los micelios de los hongos desde el material vegetal. En ese
momento, se inicio el proceso de purificacion, que consistioé en cortar una muestra
del micelio en crecimiento con un bisturi estéril y trasladarlo a otra placa Petri con
PDA. Este proceso se repitio hasta aislar cada cepa de hongo obtenido del

material vegetal (Schulz et al., 1993).

4.3 Produccion de extractos

4.3.1 Cultivos liquidos

Para la obtencion de un extracto, el método utilizado fue a través de cultivos
miceliales liquidos. Para hacer el cultivo se utilizé el medio MM10 (glucosa,
extracto de levadura y extracto de malta en la proporcion de 4, 4, 10 g/L). Para el
cultivo se depositaron trozos de micelio de los hongos endofitos aislados en
matraces de 1L con 500m| de medio “MM10” estéril. Los matraces se llevaron a
un agitador orbital a una velocidad de 120 rpm y temperatura ambiente. Este

proceso se realizé para cada una de las cepas purificadas. Los matraces se
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agitaron hasta que se observé abundante micelio y la glucosa tendié marcar a

cero (Zhang, et al., 2006).

4.3.2 Obtencién de extractos

Una vez terminado el cultivo micelial liquido, estos fueron filtrados a través de un
papel filtro para separar el micelio del liquido, donde el micelio fue descartado
debido a no poseer actividad antimicrobiana relevante. La fase liquida se
depositdé en un embudo de decantacién y se le agregé acetato de etilo en una
proporcion de 1:1. Una vez listo el proceso de decantacién se procedié a separar
el acetato de etilo de la fase liquida. El acetato de etilo se denomina “extracto de
acetato de etilo”. Se llevé a un evaporador rotatorio a 40°C hasta sequedad. El
extracto seco se depositd en un tubo de ensayo, se reconstituyé con metanol y

se almacend a 4°C hasta su uso (Strobel et al., 2003).

4.4 Evaluacion de actividad antimicrobiana

Para analizar la actividad antimicrobiana (antibacteriana y antifungica) los
extractos se ajustaron a una concentracién de 10 mg/ml. La Tabla 1 presenta la
clasificacion utilizada para definir la actividad antibacteriana y antifungica,
midiendo el diametro de los halos en milimetros. Se considerd que los extractos
eran activos cuando se formaron halos de inhibicion alrededor de las
perforaciones. Cuando los halos tuvieron un diametro menor o igual a 10 mm, la
actividad antimicrobiana se considero6 leve (+). Cuando fue de 10 a 20 mm, fue
moderado (++). Y cuando tuvieron un diametro mayor a 20 mm, fue intenso (+++).
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Tabla 1. Clasificacion de la actividad antibacteriana y antifungica de los
extractos en organismos test.

Presencia de halo de Positiva Negativa Difusa
inhibicién / Diametro de
halo
Menor o igual a 10 mm + - +d
Entre 10 y 20 mm ++ - ++d
Mayor a 20 mm +++ - 440

4.4.1 Actividad antifungica

Para la actividad antifungica los extractos obtenidos se evaluaron contra los
hongos fitopatégenos Aspergillus niger, Alternaria alternata, Botrytis cinerea,
Cladosporium cladosporioides, Fusarium sp., Penicillium expansum y Rhizopus
stolonifer. Estos hongos se encontraban completamente cubiertos por micelio, a
partir del cual se obtuvieron las esporas. Bajo campana de flujo laminar, se anadi6
agua peptonada estéril y, con la ayuda de un asa bacterioldgica, se
desprendieron las esporas del micelio. La suspensidon obtenida se traspasé a
tubos de ensayo estériles y se ajustd a una concentracion aproximada de 1 x 10¢
esporas/mL, determinada mediante recuento en camara de Neubauer.
Posteriormente, se inocularon los cultivos en medio PDA en una proporcién de 2

mL de suspension de esporas por cada 100 mL de medio (Sanchis, 2016).

Después de inocular los cultivos en medio PDA mediante la incorporacion de 2
mL de suspensién de esporas por cada 100 mL de medio, se prepararon las

placas test para la evaluacién antifungica.
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Una vez solidificado el PDA/YMG inoculado, en cada placa se realizaron
perforaciones de 6 mm de diametro utilizando un sacabocado estéril. En cada
pocillo se depositaron 20 uL del extracto crudo, preparado a una concentracion

de 10 mg/mL, equivalente a 200 ug por pocillo.

Las placas fueron incubadas a 25 °C durante el tiempo necesario para el
desarrollo del halo de inhibicidn, manteniéndose controles negativos (solvente) y

positivos segun correspondiera.

4.4.2 Actividad antibacteriana

En los ensayos de sensibilidad antibacteriana se utilizaron diversas cepas
bacterianas, tanto Gram positivas como Gram negativas, incluyendo cepas
estandares de referencia (ATCC) y cepas clinicas resistentes. La Tabla 2
presenta las especies utilizadas, sus abreviaciones y los respectivos codigos

ATCC o designaciones internas cuando corresponde.

Tabla 2. Bacterias utilizadas en los ensayos de sensibilidad y sus respectivos
coédigos ATCC

Bacteria Cddigo
Bacillus cereus ATCC 10876
B. subtilis ATCC 6633
Enterobacter aerogenes ATCC 13048
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Escherichia coli ATCC 25922
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883
Listeria monocytogenes ATCC 19115
Pseudomonas syringae pv. actinidiae ATCC 19310
Salmonella spp. ATCC 14028
Stapyhlococcus aureus ATCC 25923
S. aureus MRSA ATCC 43300
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S. epidermidis ATCC 12228

Las bacterias almacenadas en frio se activaron por traspaso a medio BHI (37 °C,
24 h). Luego se inocularon en medio Mueller-Hinton en una razén de 1 mL de
suspension bacteriana por cada 100 mL de medio, ajustando el in6culo final a
10%-107 UFC/mL, para cultivarlas en placas y conservarlas bajo refrigeracion

hasta su analisis (CLSI, 2018; EUCAST, 2024).

Se realizaron pruebas con las doce bacterias patdégenas mencionadas
anteriormente. Para las pruebas se prepararon medio de cultivo Muller-Hinton. Al
igual que en las pruebas antifungicas, en cada placa con medio de cultivo
PDA/YMG agarificado se realizaron perforaciones con un sacabocado y se
depositaron 200 pg de extracto, luego de 24h de incubacién a 37°C. Se
observaron la presencia o ausencia de halos de inhibicién alrededor de las

perforaciones.

4.5 Optimizacion de medios de cultivo liquido

Las cepas cuyos extractos mostraron actividad preliminar frente a bacterias y
hongos fueron seleccionadas para su cultivo en distintos medios liquidos, con el
fin de identificar las condiciones que favorecieran una mayor produccién de
metabolitos bioactivos. La optimizacidén considero variaciones en la composicion
nutritiva de los medios y su efecto en el crecimiento fungico, el tiempo de cultivo

y el rendimiento de extractos. Adicionalmente, se evaluaron criterios de viabilidad
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econdmica, como el costo de los componentes del medio y el costo por litro de
cultivo, asi como eficiencia en la obtencion de extractos, determinada por el
rendimiento de biomasa y la cantidad de extracto crudo obtenido por volumen de
cultivo. Este enfoque permitié seleccionar medios que no solo promovieran una
bioactividad consistente, sino que también resultaran practicos y sostenibles para

su uso repetido en laboratorio.

Los cultivos fueron incubados bajo dos condiciones de temperatura: temperatura
ambiente en condiciones de laboratorio (18—20 °C) y temperatura controlada de
25 °C en incubadora. La comparacion entre ambas temperaturas no buscé
optimizar el crecimiento, sino evaluar si sus condiciones distintas modulan la
biosintesis de metabolitos, ya que esta no siempre coincide con la temperatura
optima de crecimiento fungico. Esta aproximacion permiti6 determinar si la
temperatura influia en la expresion de metabolitos bioactivos, lo que es
consistente con lo reportado por Sanchez-Fernandez et al. (2016), quienes
indican que factores ambientales como la temperatura, el tipo de medio y el
tiempo de fermentacion pueden modificar la produccion de compuestos

secundarios.

Para este caso, se emplearon nueve tipos de medios de cultivo para fermentacién

liquida, los cuales se describen en la Tabla 3.
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Tabla 3. Medios por utilizar en cultivos de fermentacion liquida para optimizacion.

Ingredientes (g/L)

Levadura Malta Malta Glucosa Harina Harina  Sacarosa

Medio en polvo liquida de trigo de maiz

M1 4 10 - 4 - - -
M2 4 - 10 4 - - -
M3 - 20 - - B - -
M4 - - 20 - - - -
M5 4 4 - 4 - - -
M6 4 - 4 4 - - -
M7 - - - - 20 - -
M8 - - - - i 20 N
M9 - - - - - - 20

4.6 Escalamiento de cultivos liquidos

Una vez seleccionado el medio y temperatura mas eficaces, se procedié al
escalamiento del cultivo liquido en dos etapas, utilizando volumenes de 2y 5L,
con el propoésito de evaluar si la actividad antimicrobiana de los extractos se

mantenia al incrementar la escala de produccion.

Los cultivos se realizaron en matraces Erlenmeyer de 2 y 5 L de capacidad,
conteniendo 1,5 y 3,5 L de medio liquido, respectivamente. Cada matraz fue

inoculado con cultivo de semilla previamente incubado en condiciones estandar.

Las fermentaciones se llevaron a cabo bajo dos condiciones de temperatura:
ambiente (20-22 °C) y controlada (25°C) en incubadora, manteniendo una
agitacion constante de 120 rpm en un agitador orbital, hasta observar una
colonizacion completa del medio, siguiendo las recomendaciones para la

ampliacién de cultivos fungicos descritas por Papagianni (2004).
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4.7 Identificacion de hongos por secuenciaciéon
La identificacion molecular de las cepas flngicas se realiz6 mediante la
amplificacion y secuenciacion de la region ITS del operén de ARNr, utilizando los

cebadores universales ITS1 e ITS4 (White et al., 1990; Schoch et al., 2012).

4.7.1 Extraccion de ADN

El ADN genomico se obtuvo a partir de cultivos puros utilizando el kit E.Z.N.A.®
Tissue DNA Kit (Omega Bio-tek), siguiendo las instrucciones del fabricante, lo
gue permiti6 obtener ADN de alta calidad apto para analisis por PCR y

secuenciacion (Doyle & Doyle, 1990).

4.7.2 Reaccion de PCR

La amplificacion de la region ITS se realizé en un volumen final de 40 uL, con el
siguiente protocolo de reaccion: ADN molde (1 pL); Tag DNA polimerasa (0,2 U);
Cebador ITS1: 2 uM; Cebador ITS4: 2 uM; dNTPs: 0,8 mM cada uno; Buffer de
reaccion 10X: 4 pL; Cloruro de magnesio (MgCl,): 1,2 uL y Agua libre de
nucleasas: completar hasta 40 uL. Este esquema de reaccion es una adaptacion
del protocolo descrito por White et al. (1990) y ha sido ampliamente utilizado en
la identificacién molecular de hongos endoéfitos (Arnold & Lutzoni, 2007).

4.7.3 Condiciones de PCR

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador bajo las siguientes
condiciones: una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 minutos, seguida de
35 ciclos compuestos por una desnaturalizacion a 94 °C durante 1 minuto, un
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alineamiento a 55,5 °C por 30 segundos y una extension a 72 °C durante 1
minuto. Posteriormente, se efectudé una extension final a 72 °C durante 10
minutos, finalizando con la conservacion de las muestras a 4 °C en espera, en

caso de que el equipo permaneciera encendido (Gardes & Bruns, 1993).

4.7.4 Electroforesis y verificacion de amplicéon

Los productos de PCR se verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1% (en solucion TAE 1X), utilizando un marcador de peso molecular de 600
pb.

El buffer de carga se prepar6é con GelRed®, agua destilada y Blue Juice™, en
una proporcion de 1 pL de buffer por cada 5 pL de ADN de muestra.
Tras la corrida electroforética, la visualizacion de las bandas se realizo con un
transiluminador UV, confirmando la presenciay el tamafio esperado del amplicon

(Sambrook & Russell, 2001).

4.7.5 Secuenciacion
Los amplicones confirmados se enviaron a secuenciacion hacia la Universidad
Austral de Valdivia, y las secuencias obtenidas se compararon con la base de

datos GenBank (NCBI) para la identificacion taxondmica.

4.7.6 Analisis filogenético
Las secuencias obtenidas fueron editadas y alineadas utilizando el algoritmo

ClustalW incorporado en el programa MEGA versién 5.2. A partir de los
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alineamientos, se construyeron arboles filogenéticos mediante el método
Neighbor-Joining, con 500 réplicas de bootstrap para evaluar la robustez de las
ramas. Las secuencias de referencia utilizadas para la comparacion se
descargaron de la base de datos GenBank (NCBI), seleccionando aquellas
correspondientes a especies fungicas filogenéticamente relacionadas con las

cepas en estudio (Hall, 2013).

4.8 Caracterizacion del compuesto bioactivo

4.8.1 Bioautografia TLC
Para obtener un perfil preliminar de los metabolitos secundarios presentes en los

extractos, se realiz6 cromatografia en capa fina (TLC) convencional.

Los extractos crudos fueron aplicados manualmente mediante un capilar de vidrio
en placas de silica gel 60 F,s, (10 x 10 cm), depositando aproximadamente 1-2

UL de muestra por aplicacion.

De acuerdo con la naturaleza de cada extracto, se emplearon dos sistemas de

fase movil: Cloroformo:metanol (95:5, v/v) y Acetato de etilo:metanol (1:1, v/v)

Las placas fueron desarrolladas en una camara cerrada hasta alcanzar un frente
de disolvente de 70—-80 mm y posteriormente se secaron a temperatura ambiente.
Posteriormente, se visualizaron bajo luz UV a 254 nm y 366 nm, registrandose

los patrones fluorescentes obtenidos.
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Para cada mancha visible se determind el factor de retencion (Rf), calculado
como la relacién entre la distancia recorrida por el compuesto y la distancia
recorrida por el frente del disolvente.

La ecuacién del factor de retencion (Rf) se calcula de la siguiente forma:

distancia recorrida por el componente

distancia recorrida por el disolvente

4.8.2 Cromatografia HPTLC

Para la visualizacion preliminar de metabolitos secundarios, los extractos
seleccionados fueron analizados mediante cromatografia HPTLC, utilizando
placas de silica gel 60 F,5, como fase estacionaria y un sistema automatizado de

aplicacion y desarrollo.

Los extractos crudos obtenidos para cada cepa fueron concentrados y
posteriormente reconstituidos en una mezcla de metanol:agua (70:30, v/v) hasta
una concentracion final de 10 mg/mL. Este solvente correspondié unicamente al
medio de disolucion del extracto y no a la fase mavil utilizada El analisis se realizé
utilizando un sistema HPTLC. Las muestras fueron aplicadas mediante un
aplicador automatico Linomat 5 (CAMAG), empleando los siguientes parametros:
distancia al borde inferior 10 mm, longitud de banda 6-8 mm, separacién entre

pistas 10 mm, volumen 5-10 pL y flujo 150-200 nL/s.
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Para el desarrollo de las placas se emple6 como fase movil una mezcla de
tolueno:acetato de etilo (3,15:1,85, v/v). El sistema de elucion del equipo fue
previamente saturado automaticamente durante 10 minutos con la misma fase

movil para asegurar condiciones homogéneas.

El desarrollo se realizd hasta alcanzar un frente de disolvente de 70-80 mm,
controlado por el médulo automatico del sistema HPTLC. Tras el desarrollo, las
placas fueron secadas durante 10 minutos a 80 °C utilizando un TLC Plate Heater

[l (CAMAG) con el fin de eliminar trazas de solvente.

Finalmente, las placas fueron examinadas bajo luz UV a 254 nm y 366 nm,
registrandose los patrones fluorescentes correspondientes. A partir de las bandas
visibles se determind el factor de retencion (Rf) como la razén entre la distancia

recorrida por cada compuesto y el frente del disolvente.

Este procedimiento se realiz6 siguiendo las recomendaciones de Wagner & Bladt
(1996) y Harborne (1998) para la separacién preliminar de metabolitos

secundarios fungicos.

4.8.3 Cromatografia HPLC

El analisis cromatografico de los extractos activos se realizé mediante
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), con el propésito de evaluar el
perfil quimico y determinar la presencia de metabolitos secundarios asociados a

la actividad antimicrobiana observada.
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El sistema utilizado correspondié a un HPLC Agilent 1260 Infinity, equipado con
bomba cuaternaria, inyector automatico y detector de arreglo de diodos (DAD).
Se empled una columna C18 ZORBAX Eclipse Plus (4,6 x 150 mm, 5 pm)
mantenida a temperatura constante de 25 °C. La fase mdvil estuvo compuesta
por dos solventes: A (agua ultrapura con 0,1% de acido férmico) y B (acetonitrilo
HPLC grado). El gradiente de elucién se programo de la siguiente manera:
0-5 min (10% B), 5-20 min (10-90% B), 20—25 min (90% B), 25—-30 min (90—-10%
B) y 30-35 min (10% B) para el reequilibrio de la columna. El flujo se mantuvo

constante a 1,0 mL-min™, con un volumen de inyeccion de 20 uL por muestra.

Cada extracto fue filtrado previamente a través de una membrana PTFE de 0,22
pMm antes de la inyeccion. La deteccion se realizé a longitudes de onda de 210,
254, 280 y 320 nm, abarcando el rango espectral caracteristico de metabolitos

fendlicos, terpenoides y compuestos aromaticos oxigenados.

Los datos cromatograficos fueron registrados y procesados mediante el software
Agilent OpenLab ChemStation, y se analizaron los principales picos de absorcién
en funcion de su tiempo de retencion y area relativa, generando un perfil

representativo para cada extracto (Snyder, et al., 2011).

4.8.3.1 Calculo de Intensidad Relativa en HPLC
La intensidad relativa de cada pico fue calculada a partir de la altura maxima

registrada en el cromatograma para cada extracto. Para ello, se midi6 la altura
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individual de cada sefal (Hi) desde la linea base hasta el punto maximo del pico,
y posteriormente se compard con la altura del pico de mayor intensidad dentro
del mismo cromatograma (H,ax), €l cual se definié como el 100% de intensidad
(Harris, D.C., 2015). La intensidad relativa se expresé como un porcentaje segun

la siguiente formula:

i

Intensidad relativa (%) = ( ) x 100

Hméx
Este procedimiento permitié estandarizar la comparacion entre picos dentro de
cada medio de cultivo, proporcionando una estimacion proporcional de la
abundancia relativa de los compuestos detectados. Debido a que los datos fueron
obtenidos a partir de cromatogramas exportados como imagen, la medicion se
realizé sobre la altura visual de los picos, lo que constituye un método valido para
analisis comparativos cuando no se dispone de integracion automatizada de

areas.

4.8.4 Purificacion y caracterizacion estructural del metabolito secundario

El extracto crudo obtenido a partir del cultivo liquido de la cepa seleccionada fue
sometido a un proceso de purificacion mediante cromatografia en columna
abierta, utilizando silica gel como fase estacionaria. La columna fue empacada
con 80 g de silica gel y acondicionada con una mezcla de tolueno:acetato de etilo
(3:2, vlv) como fase movil, seleccionada en base a los perfiles obtenidos
previamente mediante cromatografia en capa fina (TLC). El extracto fue cargado
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en la parte superior de la columna y eluido por gravedad, utilizando un volumen
total aproximado de 400 mL de fase movil, recolectandose 18 fracciones de 10
mL cada una en tubos previamente rotulados. Posteriormente, las fracciones
obtenidas fueron concentradas mediante rotaevaporacién, reconstituidas en
metanol y analizadas mediante TLC y ensayos de bioautografia, con el fin de
identificar aquellas que contenian el compuesto con actividad antibacteriana.
Finalmente, las fracciones seleccionadas fueron reunidas y llevadas a sequedad

para su posterior analisis y caracterizacion.

Las fracciones fueron evaluadas mediante TLC utilizando placas de silica gel y
el mismo sistema de elucibn empleado en la cromatografia en columna.
Adicionalmente, se realiz6 TLC-bioautografia para detectar compuestos con
actividad antibacteriana, aplicando las fracciones sobre placas TLC vy
exponiéndolas a cultivos de Bacillus subtilis mediante el método descrito en la

seccion 4.4.

Las fracciones activas, seleccionadas segun su perfil cromatogréafico y actividad,
fueron posteriormente purificadas mediante HPLC preparativo utilizando una
columna C18 y un gradiente de agua (0,1% acido férmico) y acetonitrilo. El
material purificado fue analizado finalmente mediante espectrometria de masas
(UPLC-DAD-HRMS) y espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN
1H, 8C y experimentos 2D), lo que permiti6 la elucidacién estructural del

compuesto purificado.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Recoleccion de muestras N. alpina, N. dombeyi y N. obliqua

Las muestras de N. obliqua fueron recolectadas tanto en los sectores de Termas
de Chilldn como en San Fabian, durante la estacién de verano el afio 2023,

especificamente en los detalles que presenta la Tabla 4.

Tabla 4. Sectores donde se recolectaron las muestras vegetales a través de

especies Nothofagus chilenas.

Lugar Latitud Longitud Especie recolectada
Termas de Chillan ~ -36.9179 -71.4243 N. alpina, N. dombeyi
San Fabian -36.5198 -71.5843 N. obliqua

Atacalco -36.8273 -71.7824 N. obliqua, N. dombeyi
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Figura 1. Georreferenciacion de los puntos de recoleccion de
las muestras vegetales de N. alpina, N. dombeyiy N. obliqua.
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5.1.1 Cepas fungicas aisladas

En la Tabla 5 se indican los hongos enddfitos aislados obtenidos a partir de las
muestras vegetales recolectadas. Ademas, se indica el érgano vegetal de origen.
En total, se aislaron 37 cepas, de las cuales el 81,1% provinieron de tallo y el

18,9% de hoja.

La mayor cantidad de aislamientos se registré6 en N. dombeyi (62,2% del total),
con 17 cepas de tallo (73,9% de sus aislamientos) y 6 de hoja (26,1%). En N.
obligua se obtuvieron 10 cepas (27,0% del total), mayoritariamente de tallo
(90,0%), mientras que en N. alpina se recuperaron 4 cepas (10,8%), todas

procedentes de tallo.

Tabla 5. Cepas obtenidas de las especies Nothofagus a estudiar, indicando su
origen.

Especie Tallos Hojas Lugar
arboérea
N. dombeyi 5,9, 34, 106, 150, 151, 152, 153, 257,259, 261, 5,9, 34 — At;
155, 250, 251, 258, 261, 266, 267, 269, 278,279 106 — TCh;
273, 274, 275, 276 150-276
—SF
N. obliqua 33,101, 129, 137, 142, 146 145 33 — At
101 — TCh;
129-146
—SF
N. alpina 70,71,72,78 — 70-78 — TCh

At: Atacalco. SF: San Fabian: TCh: Termas de Chillan.
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En conjunto, estos resultados indican que el tallo fue el tejido con mayor numero
de aislamientos en las tres especies, patron que podria relacionarse con su
mayor estabilidad micro ambiental y su menor exposiciéon a fluctuaciones
externas, lo que favorece la colonizacidén y persistencia de hongos endéfitos

(Arnold & Lutzoni, 2007; Saikkonen et al., 1998).

Por otro lado, la mayor abundancia registrada en N. dombeyi podria vincularse a
caracteristicas anatdmicas y quimicas propias de la especie, asi como a
condiciones ambientales locales que modulan la diversidad endofitica (Petrini,
1991). Este patron ha sido observado previamente en comunidades de
Nothofagus chilenas, donde la composicion del microbioma endofitico varia en
funcién del tejido hospedero, la altitud y la exposicion ambiental (Urcelay et al.

(2011).

En conjunto, los resultados muestran que la diversidad y abundancia de cepas
endofiticas varian segun la especie arborea y el lugar de muestreo. N. dombeyi
presento la mayor cantidad y variabilidad de aislamientos, mientras que N. alpina
mostro la menor diversidad y una distribucion restringida. N. obliqua ocupé una
posicion intermedia. A nivel espacial, San Fabian concentré la mayor riqueza de
cepas, seguido por Atacalco y Termas de Chillan. Estos patrones sugieren que
tanto las caracteristicas del hospedero como las condiciones ambientales locales

influyen en la composicion endofitica observada.
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Durante el cultivo de las placas, se mostré la aparicién de colonias fangicas a
partir del tejido vegetal, lo que evidencia la presencia de hongos endofitos
asociados a las especies de Nothofagus (Figura 2). Una vez obtenidas las cepas
endofitas, se transfirieron fragmentos de micelio a medio PDA fresco para su
purificacién (Figura 3). Este paso permitié obtener cultivos puros, los cuales
fueron utilizados en las siguientes etapas del estudio, incluyendo la identificacion

morfoldgica, molecular y los ensayos de actividad antimicrobiana.

Figura 2. Aparicion de micelio a partir de fragmentos de tallo y hoja de N. alpina
en medio PDA.

Figura 3. Cultivo de cepa purificada enddfita en medio PDA a partir de micelio aislado.
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5.2 Identificacion de hongos mediante biologia molecular

En la Tabla 6 se presentan las cepas identificadas mediante analisis BLAST y

comparaciéon con la base de datos GenBank, lo que permitié su caracterizaciéon

taxondmica a nivel de género y especie. Los resultados evidenciaron una

diversidad de taxones pertenecientes a nueve o6rdenes: Hypocreales (20,0%),

Diaporthales (25,7%), Pleosporales (14,3%), Eurotiales (14,3%), Helotiales

(11,4%), Botryosphaeriales (8,6%), Polyporales (2,9%), Sordariales (2,9%) y

Magnaporthales (2,9%).

Tabla 6. Identificacion de las cepas aisladas a través de BLAST y Genbank.

Cepa Orden Especies Similari Numerode Lugar/érgano
dad % acceso
Na-70 Hypocreales  Fusarium petroliphilum 100 JN235238.1 Na/tallo
Na-71 Helotiales Pezicula sp. 100 JN198438.1 Na/tallo
Na-72 Diaporthales Pseudovalsa modonia ~ 92.24  MH863718.1 Na/tallo
Na-78 Helotiales P. cinnamomea 100 MH857079.1 Na/tallo
Nd-5* Hypocreales Trichoderma sp. 100 MK871186.1 Nd/tallo
Nd- 9 Hypocreales T. longibrachiatum 99.44 MW756930.1 Nd/tallo
Nd-34 Hypocreales Clonostachys rosea 100 0Q891611.1 Nd/tallo
Nd-106 Eurotiales Penicillium 100 MF925705.1 Nd/tallo
chrysogenum
Nd-150 Diaporthales D. rudis 99 MT256131.1 Nd/tallo
Nd -151 Pleosporales A. Alternata 99 MF061753.1 Nd/tallo
Nd-152 Helotiales P.neocinnamomea 100 KR859218.1 Nd/tallo
Nd -153 Pleosporales A. arborescens 100 DQ242505.1 Nd/tallo
Nd-155 Diaporthales D. patagonica 99 KT323149.1 Nd/hoja
Nd-250* Hypocreales F. tricinctum 100 MN833915.1 Nd/tallo
Nd-251 Pleosporales Paraconiothyrium 100 0Q835627.1 Nd/tallo
archidendri
Nd-257  Botryosphaeriales N. nonquaesitum 100 MT587498.1 Nd/tallo
Nd-258* Pleosporales A. consortialis 100 KU726973.1 Nd/tallo
Nd-259 Eurotiales P. crustosum 100 MT582770.1 Nd/hoja
Nd-261 Eurotiales P. expansum 100 MT582774 .1 Nd/tallo
Nd-266 Eurotiales P. commune 100 MT299598.1 Nd/tallo
Nd-267 Diaporthales C. ilicis 92.77 NR_171088.1 Nd/tallo
Nd-269 Diaporthales D. raucanorum 100 MN509710.1 Nd/tallo
Nd-273 Magnaporthales  Pyricularia caricis 99.38 MK432729.1 Nd/tallo
Nd-274 Diaporthales D. araucanorum 99.55 MN509710.1 Nd/tallo
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Nd-275 Diaporthales C. modonium 94.37 MH674331.1 Nd/tallo

Nd-276 Eurotiales P. crustosum 100 MT582770.1 Nd/tallo

Nd-278 Polyporales Phanerodontia 100 MK607594.1 Nd/hoja
magnoliae

Nd-279 Helotiales Hymenotorrendiella sp. 96.59 OR565296.1 Nd/hoja

No-33 Diaporthales Diaporthe cynaroidis 100 ON193770.1 No/tallo

No-101 Hypocreales C. rosea 100 KP269006. 1 No/tallo

No-129 Pleosporales Tallophylium 99 0Q148588.1 No/tallo
globuliferum

No-137 Diaporthales Coryneum umbonatum  92.59 MH859114.1 No/tallo

No-142  Botryosphaeriales Neofusicoccum 100 MH864187.1 No/tallo
nonquaesitum

No-145 Sordariales Chaetomium 99.82 0Q108372.1 No/hoja
rectangulare

No-146  Botryosphaeriales Neofusicoccum arbuti 100 MN166004.1 No/tallo

Esta distribucion confirma la coexistencia de endofitos con estrategias ecologicas

diversas dentro de las especies de Nothofagus, lo cual coincide con estudios

previos realizados en Nothofagus de Patagonia y otras regiones templadas del

hemisferio sur, donde se ha descrito una alta diversidad de hongos enddfitos

asociados a raices y tejidos lefiosos (Godeas et al., 2013; Vohnik et al., 2013).

Entre los hongos identificados se encontraron géneros de importancia agricola y

biotecnoldgica, tales como Clonostachys rosea, Trichoderma sp. y Alternaria

arborescens, conocidos por su capacidad de producir metabolitos secundarios

con actividad antifungica y promotora del crecimiento vegetal, actuando como

agentes de biocontrol frente a fitopatégenos (Harman et al., 2004; Roberti, 2006;

Ruano-Rosa et al., 2016).

Asimismo, se identificaron especies pertenecientes al género Penicillium (P.

crustosum, P. chrysogenum, P. expansum y P. commune), las cuales presentan

relevancia tanto en la produccion de antibiéticos, como la penicilina derivada de
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P. chrysogenum, como en la sintesis de micotoxinas, por ejemplo, patulina y
citrinina en P. expansum, con implicancias en inocuidad alimentaria y

farmacologia (Frisvad & Samson, 2004; Avnish, 2018).

Por otra parte, se detectaron especies fitopatdogenas relevantes como F.
tricinctum y F. petroliphilum, ambas asociadas a enfermedades vasculares y
necrosis en cultivos agricolas, ademas de miembros de la familia
Botryosphaeriaceae (Neofusicoccum nonquaesitum, N. arbuti), causantes de
muerte regresiva en arboles lefiosos (Burgess et al., 2006; Udayanga et al.,
2011). También se registraron especies del género Diaporthe (D. cynaroidis, D.
rudis, D. patagonica, D. araucanorum), las cuales han sido reportadas tanto como
enddfitos mutualistas como patégenos latentes, dependiendo de las condiciones

del hospedero y del ambiente (Crous et al., 2021).

En términos de composicion, los géneros mas representativos fueron Diaporthe
y Penicillium (con cuatro especies cada uno), seguidos de Alternaria (tres
especies) y Pezicula (dos especies). Este nivel de rigueza especifica sugiere una
alta diversidad de hongos enddfitos asociados a Nothofagus, comparable con la
descrita en otros estudios que sefialan entre 15 y 35 taxones por arbol hospedero

en ecosistemas templados (Arnold & Lutzoni, 2007; Vohnik et al., 2013).

En conjunto, estos resultados muestran que las comunidades fungicas aisladas

integran géneros con un amplio espectro funcional, que incluye endoéfitos con
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potencial biotecnolégico y agricola (Trichoderma, Clonostachys, Pezicula),
fitopatdgenos facultativos (Fusarium, Diaporthe, Neofusicoccum) y especies con
aplicaciones industriales (Penicillium), confirmando la relevancia ecoldgica y
aplicada de los endéfitos asociados a especies de Nothofagus (Strobel et al.,

2004; Kusari et al., 2012).

La amplificacion de las regiones objetivo de ADN de las cepas seleccionadas se
verific6 mediante electroforesis en gel de agarosa, observandose bandas nitidas
y de intensidad homogénea en la mayoria de las muestras, lo que confirma la
obtencién de productos de PCR de calidad suficiente para su posterior

secuenciacion (Figura 4).

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1% w/v tefiido con un agente
intercalante, de los amplicones obtenidos a partir del ADN de hongos, utilizando ITS.
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Este resultado confirma que las muestras contenian ADN de calidad y que la
amplificacion de la regidn ITS se realizé de manera precisa, o que permitié su

uso posterior en analisis de secuenciacion.

5.2.1 Filogenia

El analisis filogenético permitié visualizar la relacion evolutiva entre las cepas
aisladas y las especies de referencia depositadas en la base de datos GenBank.
En general, las cepas se agruparon de acuerdo con su identidad molecular
previamente determinada por analisis BLAST, confirmando la consistencia

taxondmica de la identificacion

5.2.1.1 Arbol filogenético de cepa Nd-5.
A continuacion, en la Figura 5 se puede apreciar un arbol filogenético utilizando
Neighbor-Joining (500 bootstrap) para el género Trichoderma, incluyendo las

cepas 5y 9, previamente identificadas.
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Figura 5. Arbol filogenético utilizando Neighbor-Joining
(500 bootstrap) género Trichoderma del gen ITS.

El analisis muestra que las cepas identificadas preliminarmente como
Trichoderma sp. se agrupan en clados distintos, lo que sugiere que corresponden
a especies diferentes dentro del género. La cepa Nd-9 presenta una relacion
filogenética estrecha con T. longibrachiatum (CBS 816.68) y T. bissettii (SZMC
25718), con valores de soporte bootstrap de 99%, lo que respalda su
identificacion como T. longibrachiatum. Este patron filogenético es consistente
con lo reportado por Chaverri et al. (2015) y Jaklitsch & Voglmayr (2015), quienes
destacan la amplia variabilidad intraespecifica y la existencia de linajes cripticos
dentro del género Trichoderma, especialmente en complejos taxondmicos como

T. harzianum 'y T. longibrachiatum
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Por su parte, la cepa Nd-5 se agrupa cercanamente con T. orientale (TGT24),
también con un soporte bootstrap de 99%, aunque forma una rama separada
dentro del clado, lo que indica una afinidad genética alta, pero sin coincidencia
completa con ninguna especie de referencia disponible en GenBank. Esto
sugiere que Nd-5 podria corresponder a una variante genética poco representada

o potencialmente a una especie enddfita local no descrita previamente.

La presencia de otros clados con soportes elevados (por ejemplo, 90% para T.
andinense y T. euskadiense) evidencia la diversidad genética del género
Trichoderma y la robustez de las agrupaciones obtenidas. La interpretacion de
estos patrones filogenéticos es relevante para este estudio, ya que permite
confirmar la validez taxondmica de las cepas aisladas y aporta informacion sobre
las posibles relaciones evolutivas y adaptativas entre cepas enddfitas y especies

de referencia.

Dado que la cepa Nd-5 no mostré coincidencia plena con ninguna especie
depositada en GenBank y solo present6 cercania con T. orientale, se mantuvo
su clasificacion como Trichoderma sp.. Esta decision evita una asignacion
taxondmica errbnea y deja abierta la posibilidad de realizar estudios
complementarios con marcadores multilocus (como tefl-a o rpb2), que podrian
confirmar su identidad especifica y aportar evidencia sobre su potencial
biotecnoldgico como endofito productor de metabolitos antimicrobianos (Chaverri

et al., 2015; Schmoll et al., 2016).
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5.2.1.2 Arbol filogenético de cepa Na-78
A continuacion, en la Figura 6 se puede apreciar un arbol filogenético utilizando

Neighbor-Joining (500 bootstrap) para el género Pezicula.

9 P. capinea CBS 324 97
2 P.carpinea CBS 92196
ITS Pezicula P. beterccivoma CBS 199.46
Neighbor joining P. corylna CBS 24997
P ceromomea CBS 239 96
P. ceramomea C8S 240 96
98 P, conamomea CBS 62596
P. cionamomea CBS 626 56
P.melanigena CBS 898 97
P. endophytica MFLUCC 140116
P. fagacearum CBS 112400
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P. psevdocinnamomea CBS 101000
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P. tranpuee subsp franguee BS 778 96
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Figura 6. Arbol filogenético utilizando Neighbor-Joining (500 bootstrap) género
Pezicula del gen ITS incluyendo Cryptosporiopsis como externo.

El analisis filogenético basado en secuencias ITS permitié ubicar a las cepas
enddfitas aisladas dentro de distintos clados del género Pezicula. En la Figura 6
se observa que la cepa Na-71 se agrupa con P. sporulosa (bootstrap = 71 %), lo
gue indica una relacion cercana, pero con soporte moderado. En cambio, las
cepas Na-78 y Na-152 forman un clado bien definido junto a P. aff. cinnamomea
y P. neocinnamomea, con altos valores de soporte (bootstrap = 99 %), lo que
evidencia una relaciébn genética estrecha con este complejo de especies.

Adicionalmente, se observan otros grupos del género con soportes de 97 % y 99
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%, lo que respalda la consistencia general del arbol y la validez de las

agrupaciones obtenidas.

La separacion clara de estos linajes dentro del arbol sugiere que los enddfitos
asociados a Nothofagus representan varios grupos filogenéticos dentro de
Pezicula, posiblemente con especializaciéon ecolédgica. La cepa Na-78, ademas
de su posicion filogenética robusta, mostr6 una actividad antimicrobiana
sobresaliente, lo que refuerza el potencial biotecnolégico de los linajes
relacionados con P. cinnamomea. Estos resultados son coherentes con estudios
previos que reportan especies de Pezicula como productoras de metabolitos
secundarios con propiedades antibacterianas y antifangicas (Bills et al., 2012;

Hashimoto et al., 2015).

No obstante, la resolucién filogenética obtenida con el marcador ITS presenta
limitaciones para discriminar especies cercanas dentro del género Pezicula. Por
ello, se recomienda complementar estos resultados con andlisis multilocus (ej.
tefl-a, rpb2, B-tubulina), que permitirian confirmar la identidad especifica de los

aislamientos y esclarecer su posicion evolutiva (Tanney & Seifert, 2020).

5.2.1.3 Arbol filogenético de cepa Nd-250
En la Figura 7 se presenta el arbol filogenético obtenido mediante el método
Neighbor-Joining (500 réplicas de bootstrap) para el género Fusarium, seccion

Tricinctum, incluyendo la cepa Nd-250 previamente identificada.
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Figura 7. Arbol filogenético utilizando Neighbor-Joining (500 bootstrap) del género
Fusarium sect. tricinctum del gen ITS incluyendo Botryosphaeria como externo.

El arbol filogenético basado en ITS, como muestra la Figura 7, ubica al aislado
250 en un clado bien soportado con F. tricinctum (bootstrap = 99%), lo que indica
una alta afinidad con este complejo. Este resultado contrasta con la identificaciéon
preliminar por BLAST, que también lo asigné al mismo grupo, y pone de relieve
una limitacion conocida del marcador ITS en Fusarium, ya que no siempre
discrimina con precisiéon entre complejos cercanos (O’'Donnell et al., 2013; Geiser
et al., 2021). Por ello, la identidad especifica del aislado 250 debiera confirmarse
mediante un enfoque multilocus, utilizando marcadores como TEF1-a, RPB2,
TUB2 vy, de ser posible, CAL, lo que permitiria una resolucion filogenética mas
confiable (Kulik et al., 2017), junto con la evaluacion de rasgos morfologicos en

cultivo.
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5.2.1.4 Arbol filogenético de cepa Nd-258

En la Figura 8 se presenta el &rbol filogenético obtenido para el género Alternaria,
donde el aislado ND-258 se ubica firmemente dentro de la seccién Ulocladioides,
agrupandose con especies de referencia como A. atra, A. consortialis, A.

multiformis y A. subcucurbitae, con un alto soporte de bootstrap (96%).

153 - 3era tanda ITS Alternaria
= Alternaria rostroconidia 3515 B sect. Alternata y
Alternaria alstroemeriae CBS 118809 ioi
Alternaria altemata CBS 124278 S?Ct' UIOF'_ad_'o'des
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Figura 8. Arbol filogenético utilizando Neighbor-Joining (500 bootstrap) del
género Alternaria sect. Ulocladioides y sect. Alternata del gen ITS incluyendo
Alternariaster helianthi como externo.
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Esta asociacion filogenética difiere de lo observado para los aislados Nd-151 y
Nd-153, que se integraron en la seccion Alternata, lo que indica que el aislado
Nd-258 pertenece a un linaje diferente dentro del género. La estrecha relacion
con A. consortialis es particularmente relevante, ya que diversas especies de esta
seccién han sido reportadas como productoras de metabolitos secundarios con
actividad antifangica y antibacteriana (Andersen et al., 2015), lo que podria

explicar el perfil bioactivo observado para este aislado en los ensayos realizados.

Por otra parte, la complejidad taxondmica del género Alternaria, junto con la
existencia de especies cripticas y polifiléticas dentro de las secciones Alternata y
Ulocladioides, ha sido ampliamente documentada, por lo que se recomienda
complementar el andlisis ITS con un enfoque multilocus que incluya genes como
gapdh, tefl-a y Alt al para lograr una delimitacion mas precisa y robusta

(Lawrence et al., 2013).

El analisis filogenético general de los aislados evaluados permitié establecer su
pertenencia a distintos géneros y secciones, reflejando asi una diversidad
taxondmica considerable dentro del conjunto de hongos enddfitos obtenidos.
Esta caracterizacion molecular no solo permitié conocer con mayor precision las
relaciones evolutivas entre los aislamientos, sino también establecer un marco
interpretativo para comprender sus posibles capacidades biosintéticas y su

potencial biotecnoldgico.
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5.3 Evaluacién de actividad antimicrobiana

A continuacion, se presentan los resultados de la actividad antibacteriana y
antifungica de los extractos obtenidos de las cepas aisladas. Con los resultados
de las actividades antibacterianas y antifungicas, se escogieron aquellos

extractos con mayor actividad.

5.3.1 Actividad antibacteriana

La Tabla 7 muestra los resultados del ensayo antibacteriano frente a las 13
bacterias patdgenas evaluadas. Se observa que los extractos de Trichoderma sp.
(Nd-5), F. tricinctum (Nd-250) y A. consortialis (Nd-258) destacaron por presentar
la mayor actividad inhibitoria. Entre ellas, F. tricinctum exhibié la respuesta mas
intensa, mientras que P. cinnamomea (Na-78) y A. consortialis mostraron una
actividad moderada. En contraste, Trichoderma sp. (Nd-5) se caracterizd por una
mayor amplitud de espectro, ya que presentd inhibicién frente al mayor niumero

de bacterias en comparacién con las demas cepas activas.

Tabla 7. Actividad antibacteriana de las cepas aisladas.

Cepa Bc Bs Ea Ec Ef Kn Lm PSA Sal Sa Se Sa

MRSA
Na-70 ++ ++ - - - - - - - +d +++ -
Na-71 - - - - - - - - - - - -
Na-72 ++ +++ - - - - +++ - - - - -
Na-78 ++ ++ - +d - +d ++ +d +d ++ ++ ++
Nd-5 ++ ++  ++ - - - ++ ++ - ++ - +d
Nd-9 ++ - ++ - - ++ - - ++ - - -
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Bc, B. cereus; Bs, B. subtilis; Ea, E. aerogenes; Ef, E. faecalis; Ec, E. coli; Kp, K. pneumoniae;
Lm, L. monocytogenes; Sal, Salmonella spp.; Sa, S. aureus; Se, S. epidermidis; Sa MRSA, S.
aureus resistente a meticilina. (+): Baja actividad (Halo de inhibicién < 10 mm), (++): Actividad
media (Halo de inhibicién entre 10 — 20 mm), (+++): Alta actividad (Halo de inhibicion > 20 mm),

(-): Sin actividad, (+9): Actividad difusa.

De acuerdo con la Tabla 7, que presenta la actividad antibacteriana de 35
extractos de hongos enddfitos frente a un panel de bacterias Gram positivas y
Gram negativas, se consideré como activo aquel extracto que presento inhibicidon
contra al menos una bacteria de alguno de los dos grupos (Gram+ o Gram-).
Dentro del grupo de bacterias Gram positivas, compuesto por B. cereus, B.
subtilis, L. monocytogenes, S. aureus, S. epidermidis y S. aureus resistente a
meticilina (MRSA), 15 de los 35 extractos evaluados (42,9%) mostraron algun

grado de inhibicion.

En el grupo de bacterias Gram negativas, integrado por E. aerogenes, E.coli, K.
pneumoniae y Salmonella sp., 11 extractos (31,4%) fueron activos. Estos
resultados indican que los extractos fueron mas activos frente a bacterias Gram
positivas (42,9%) que frente a Gram negativas (31,4%), lo cual concuerda con la
mayor resistencia estructural de las bacterias Gram negativas debido a la
presencia de lipopolisacaridos en su membrana externa, que actuan como

barrera frente a compuestos antimicrobianos (Nikaido, 2003; Li & Nikaido, 2009).

Al analizar la sensibilidad bacteriana, se observd que B. cereus fue la especie

mas susceptible, siendo inhibida por el 54% de los extractos activos, seguida por
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B. subtilis (46%), S. aureus (37%) y L. monocytogenes (29%). En cambio, las
Gram negativas mostraron menor sensibilidad global, con E. aerogenes y K.
pneumoniae inhibidas solo por un 17% y un 11% de los extractos

respectivamente.

En cuanto a la intensidad de la respuesta, 7 de las 35 cepas (20%) presentaron
una inhibicién alta, destacando F. tricinctum (Nd-250), Trichoderma sp. (Nd-5), T.
longibrachiatum (Nd-9), F. petroliphilum (Na-70), P. cinnamomea (Na-78), P.
modonia (Na-72) y T. globuliferum (No-129). Entre ellas, F. tricinctum (Nd-250) y
P. cinnamomea (Na-78) presentaron el espectro de inhibicion mas amplio,
actuando contra bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas,

incluyendo patégenos clinicamente relevantes como S. aureus MRSAYy E. coli.

En términos taxondomicos, las especies mas activas se concentraron
principalmente en los ordenes Hypocreales (Fusarium, Trichoderma,
Clonostachys) y Helotiales (Pezicula), 1o que coincide con reportes previos que
sefalan a estos linajes como productores frecuentes de metabolitos secundarios
antibacterianos y antifungicos (Arnold & Lutzoni, 2007; Schulz et al., 2002; Gao
et al., 2017). Este patron sugiere que la pertenencia a determinados linajes
fungicos podria estar asociada a una mayor capacidad biosintética para generar

compuestos bioactivos de interés farmacolégico y agricola.
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5.3.2 Actividad antifungica

La Tabla 8 muestra los resultados del ensayo antifungico frente a las siete cepas
de hongos fitopatdgenos evaluadas. Al igual que en los ensayos antibacterianos,
las cepas Trichoderma sp. (Nd-5), F. tricinctum (Nd-250) y A. consortialis (Nd-
258) presentaron actividad inhibitoria, aunque en este caso destaco
principalmente P. cinnamomea (Na-78), que exhibié halos de inhibicién amplios

y consistentes frente a la mayoria de los fitopatégenos ensayados.

Tabla 8. Actividad antifungica de las cepas aisladas.

Cepa Aa An Bo Cc Fu Pe Rs
Na-70 + - - - - ++ -

Na-71 - - - - - - ++

Na-72  ++  +++ - - - ++

Na-78 - +++  H++ - ++H+ +++

Nd-5 ++ - - - - - -

Nd-9 - - - i i i i

Nd-34 - - - - - - -
Nd-106 - - - - - - -

Nd-150 - - - - - - -
Nd -151 - - - - - - -

Nd-152 - - - - - - -

Nd -153 - - - - - - -
Nd-155 - - - - - - -

Nd'250 = ++ - - - + ++

Nd-251 - - - - - - -
Nd-257 - - ++ - - - -
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Nd-258 - +++ - +++ - - -

Nd-259 - - - - - -

Nd-261 - - - - - - -

Nd-266 - - - - - - -

Nd-267 - - ++ - - - -

Nd-269 - - - - I -

Nd-273 - - - ++ - - -

Nd-274 - - - - - - -

Nd-275 - - - - - ++ -

Nd-276 - - - - S -

Nd-278 - - - - - - -

Nd-279 - - - - - - -

No-33 - - - - - - -

No-101 ++ + - ++4d + ++4d ++

No-129 - - - - - - -

No-137 - - - - - - -

No-142 -  ++ - - S+ -

No-145 - - - - - - -

No-146 - I - - -

An, A. niger; Aa, A. Alternata; Bo, B. Cinerea; Cc, C. cladosporioides; Fus
Fusarium sp; Pen, P. expansum; Rs, R. stolonifer. (+): Baja actividad (Halo
de inhibicion < 10 mm), (++): Actividad media (Halo de inhibicién entre 10 —
20 mm), (+++): Alta actividad (Halo de inhibicion > 20 mm), (-): Sin actividad,
(+9): Difuso.



De los 35 extractos analizados, 5 cepas (14,3%) presentaron halos de inhibicién
de maxima intensidad, frente a al menos un hongo patoégeno, las cuales fueron
P. cinnamomea (Na-78), A. consortialis (Nd-258), P. modonia (Na-72), C. rosea
(No-101) y F tricinctum (Nd-250). Sin embargo, el patron de inhibicion fue
variable. Mientras, P. cinnamomea (Na-78) mostro inhibicion frente a la mayoria
de los fitopatdgenos evaluados (5 de 7), y los halos obtenidos correspondieron a
intensidades moderadas a altas (++/+++), por lo que se considerd una inhibicidn
amplia y de alta intensidad. A. consortialis (Nd-258) presentd halos de inhibicion

de alta intensidad (+++) frente a A. nigery C. cladosporioides.

En términos taxonémicos, los mayores niveles de actividad se concentraron en
los 6rdenes Helotiales (Pezicula), Nectriaceae (Fusarium), y Hypocreaceae
(Trichoderma), todos ampliamente reconocidos como productores de metabolitos
antifungicos y antibacterianos con estructuras quimicas diversas (Strobel, 2018).
En particular, Pezicula sp. ha sido reportado como un género capaz de sintetizar
piranocumarinas, sesquiterpenos y compuestos fendlicos con accién inhibitoria
frente a hongos fitopatégenos como Botrytis y Alternaria (Aly et al., 2011), lo cual
coincide con la elevada potencia observada para la cepa P. cinnamomea (Na-

78).

En cuanto a la comparacién por sitios de recoleccién, los aislamientos
provenientes de Termas de Chillan (P. cinnamomea (Na-78), P. modonia)

mostraron las actividades mas altas y consistentes, seguidos por los de N.
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dombeyi de San Fabian (A. consortialis (Nd-258) y F. tricinctum (Nd-250)),
mientras que los aislados de Atacalco presentaron un menor porcentaje de
extractos activos, tal como muestra la Tabla 9. Esta tendencia podria estar
asociada a diferencias microambientales entre los sitios, particularmente a la
altitud y humedad, factores que influyen en la expresidon de metabolitos

secundarios en hongos enddfitos (Porras-Alfaro & Bayman, 2011).

Tabla 9. Actividad antifungica segun sitio de recoleccién

Sitio de Cepa Especie Fitopatogenos Intensidad
recoleccion inhibidos
Termas de Na-78 P. Aa, An, Bo, Fu, Pe, +++ (alta)
Chillan (TCh) cinnamomea Rs
San Fabian (SF) Nd-258 A. consortialis An, Cc +++ (alta)
Nd-250 F. tricinctum An, Rs ++
(moderada)
Atacalco (At) Nd-5 Trichoderma Aa ++
sp. (moderada)
Resto de — No hubo inhibicion -
aislados significativa

An, A. niger; Aa, A. alternata; Bo, B. cinerea; Cc, C. cladosporioides; Fus, Fusarium sp; Pen, P.
expansum; Rs, R. stolonifer.

En cuanto a los fitopatdgenos, A. niger fue el microorganismo mas susceptible,
mostrando alta inhibicién en el 28,6% de los extractos activos, seguido de C.
cladosporioides y R. stolonifer (14,3%). Esto sugiere que los metabolitos
producidos por ciertos endéfitos poseen mecanismos de accion mas efectivos
frente a hongos filamentosos de crecimiento rapido, posiblemente por
interferencia en la biosintesis de quitina o permeabilidad de la pared celular (Zhao

et al., 2018).
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Finalmente, considerando los resultados combinados de los ensayos
antibacterianos y antifingicos, se seleccionaron cuatro cepas como las mas
promisorias para estudios posteriores, las cuales son Trichoderma sp. (Nd-5),
que resultd activa frente a multiples bacterias Gram positivas y con inhibicion
puntual frente a hongos fitopatdgenos. F. tricinctum (Nd-250) mostré actividad
tanto antibacteriana como antifingica, con inhibicion notable frente a A. niger y
R. stolonifer, sugiriendo una produccion estable de compuestos bioactivos. A.
consortialis (Nd-258) presentd una inhibicion de alta intensidad (+++) pero
selectiva frente a A. niger y C. cladosporioides, lo que sugiere un potencial
especializado en el control de ciertos fitopatdgenos. Y, por ultimo, P. cinnamomea
(Na-78) que es la cepa con el perfil bioactivo mas diverso, mostrando halos
intensos y consistentes tanto frente a bacterias como hongos fitopatégenos, lo
gue la posiciona como un candidato prioritario para estudios de purificacion y

caracterizacion de metabolitos secundarios.

En conjunto, los resultados confirman que los hongos endéfitos asociados a
Nothofagus constituyen una fuente promisoria de metabolitos antifingicos y
antibacterianos, reforzando el potencial biotecnolégico de la comunidad fangica

enddfita chilena para el desarrollo de agentes naturales de control fitopatolégico.
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5.4. Optimizacion de medios

Con el fin de maximizar la produccion de metabolitos secundarios con actividad
antimicrobiana, se llevo a cabo un proceso de optimizacion de medios de cultivo,
evaluando los efectos combinados de dos factores principales: la composicion

del medio y la temperatura de fermentacion.

Para ello, se seleccionaron las cepas que mostraron las actividades mas
destacadas en los ensayos antimicrobianos previos: Trichoderma sp. (Nd-5), P.

cinnamomea (Na-78), F. tricinctum (Ns-250) y A. consortialis (Nd-258).

En las siguientes subsecciones, se presentan los resultados y analisis
correspondientes a cada cepa en particular, incluyendo la comparacion entre
medios, el efecto de la temperatura y la estabilidad de la actividad antimicrobiana

observada.

5.4.1 Optimizacion de medios cultivo cepa Trichoderma sp. (Nd-5)

A partir de la cepa Trichoderma sp. (Nd-5) elegida para optimizacion de medio,
debido a su considerable actividad antibacteriana, se realizaron los
correspondientes ensayos contra las bacterias patdégenas testeadas
anteriormente, solo que ahora cultivado en distintos medios (Tabla 3). La Tabla
10 muestra los resultados de la cepa con su respectiva optimizaciéon de medios y

el tamano de los halos de inhibicion.

66



Tabla 10. Relacion entre medio de cultivo y diametro de inhibicién en Trichoderma

sp. (Nd-5)

Medio Bc Bs Ea Lm Sa Se Aa An Bo Cc Pen Rs
M1 ++ ++ +d +d ++  ++ o+ - - +d ++ ++
M2 ++ ++ +d +d - - - - - - -

M3 ++ ++ +d +d ++ - - - - - -
M4 ++ ++ +d +d - - - - - - -
M5 ++ ++ +d +d ++  ++ # - - +d +d +d
M6 ++ ++ +d +d - - - - - - -
M7 ++ ++ +d +d - - - - - - -
M8 ++ ++ +d +d - - - - - - -
M9 ++ ++ +d +d ++ - - - - - -

Bc, B. cereus; Bs, B. subtilis; Ea, E. aerogenes; Lm, L. monocytogenes; Sa, S. aureus; Se, S.
epidermidis; An, A. niger; Aa, A. Alternata; Bo, B. Cinerea; Cc, C. cladosporioides. Pen, P.
expansum,; Rs, Rhizopus stolonifer. (+): Baja actividad (Halo de inhibicion < 10 mm), (++):
Actividad media (Halo de inhibicion entre 10 — 20 mm), (+++): Alta actividad (Halo de inhibicién >

20 mm), (-): Sin actividad, (+9): Difuso.

Los resultados de optimizacion mostraron que Trichoderma sp. (Nd-5) mantuvo
una actividad antibacteriana moderada y selectiva, principalmente frente a
bacterias Gram positivas (B. cereus, B. subtilis, L. monocytogenes y S. aureus).
Aunque los halos fueron consistentes entre los medios (M1-M9), su intensidad
fue menor que la observada en P. cinnamomea (Na-78) y F. tricinctum (Nd-250),
lo que sugiere una produccion mas especifica o en menor concentracion de
metabolitos activos. Los medios “M1” y “M5” mostraron el mejor rendimiento,
generando halos definidos frente a bacterias y, en menor grado, frente a A.
alternata, C. cladosporioides, P. expansum y R. Stolonifer. La fermentacion fue
rapida (2 dias) y eficiente, aunque la bioactividad se manifest6 mediante halos
difusos, posiblemente por baja difusibilidad o estabilidad quimica de los

compuestos (Balouiri et al., 2016). En conjunto, Trichoderma sp. (Nd-5) presentd
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un perfil bioactivo mas acotado, acorde con lo descrito para el género, productor
de peptaiboles y gliotoxinas con accion preferencial frente a bacterias sensibles
y hongos competidores (Mukherjee et al., 2012; Vinale et al., 2008). Aunque su
potencia fue menor que la de P. cinnamomea (Na-78), su rapida fermentacion y
efecto selectivo justifican su inclusion como cepa de interés secundario, siendo

“M1” el medio mas adecuado para su cultivo.

5.4.2 Optimizacién de medios cultivo de la cepa P. cinnamomea (Na-78)

La Tabla 11 muestra los resultados de la cepa P. cinnamomea (Na-78) con su
respectiva optimizacion de medios y el tamano de los halos de inhibicién que se

generaron en los ensayos antibacterianos y antifungicos.

Tabla 11. Relacion entre medio de cultivo y diametro de inhibicion en P.
cinnamomea (Na-78)

Medios Bc Bs Ea Ec Ef Kp Lm PSA Se Sa Sa Aa An Bo Cc Pen Rs
MRSA

M1 ++ ++ o+ - - - - - - ++ - + ++ ++ ++ ++ +
M2 ++ - ++ - - ++ - ++ - - - + ++ ++ ++
M3 ++ ++ ++ 4+ - ++ - - - - - + - ++ ++
M4 ++ ++ - - - - ++ ++ ++ - - + - - - ++ ++
M5 ++ ++ ++ - - - ++ ++ ++  ++ ++ + +++ ++ ++ ++ ++
M6 ++ ++ - - - - - ++ ++ - - +
M7 - - - ++ - - ++ ++ ++ - - + - ++
M8 +++ +++ - - - - ++ ++ ++ - - + - ++ ++
M9 ++ ++ - ++ - ++ - ++ ++ - - + - ++

Bc, B. cereus; Bs, B. subtilis; Ea, E. aerogenes; Ec, Escherichia coli; Ef, E. faecalis; Kp, K.
pneumoniae; Lm, Listeria monocytogenes; PSA, Pseudomonas syringae; Sa, S. aureus; Sa
MRSA, S. aureus multirresistente; Se, S. epidermidis; An, A. niger; Bo, B. Cinerea; Cc, C.
cladosporioides; Pen, P. expansum. Rs, R. stolonifer. (+): Baja actividad (Halo de inhibicién < 10
mm), (++): Actividad media (Halo de inhibicién entre 10 — 20 mm), (+++): Alta actividad (Halo de
inhibicion > 20 mm), (-): Sin actividad, (+d): Difuso.
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Los resultados de la optimizacién mostraron que P. cinnamomea (Na-78) exhibid
una actividad antimicrobiana amplia e intensa en varios de los medios evaluados,
particularmente en M1, M2, M3, M5, M8 y M9, lo que confirma su capacidad de
producir metabolitos con un espectro de accién relativamente amplio. Entre los
medios probados, el “M5” destacé claramente, generando halos bien definidos
frente a bacterias Gram positivas (B. cereus, B. subtilis, L. monocytogenes) y
frente a S. aureus MRSA, lo que resalta su potencial frente a patdégenos
resistentes (Hidalgo, 2023; Ibrahim et al., 2020). En los ensayos antifungicos, M5
mantuvo el mejor rendimiento, produciendo halos intensos frente a A. niger y
moderados frente a B. cinerea y P. expansum. Esto sugiere la presencia de
metabolitos estables con accién tanto antibacteriana como antifungica,
concordantes con los compuestos fendlicos o piranocumarinicos previamente
descritos para especies del género Pezicula (Mousa & Raizada, 2013; Klemke et
al., 2009). El tiempo de fermentacion reducido (2 dias) junto con la potencia y
estabilidad de la actividad observada consolidan a M5 como el medio 6ptimo para
la producciéon de metabolitos bioactivos. En consecuencia, P. cinnamomea (Na-
78) se posiciona como la cepa mas prometedora del estudio, seleccionada para
el escalamiento de cultivo y la posterior identificacion y caracterizacion del

metabolito responsable de su actividad antimicrobiana.

5.4.3 Optimizacion de medios cultivo cepa F. tricinctum (Nd-250)
La cepa F. tricinctum fue elegida como otra de las cuatro cepas para optimizacion
de medio, debido a su considerable actividad antibacteriana y antifungica, pero
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en menor medida en comparacion a la cepa P. cinnamomea (Na-78). A partir de
estos datos, se realizaron los respectos ensayos contra hongos y bacterias
patdgenas testeadas anteriormente, solo que ahora cultivado en distintos medios
como indica la Tabla 3. La Tabla 12 muestra los resultados de la cepa con su

respectiva optimizacion de medios y el tamafio de los halos de inhibicion.

Tabla 12. Relacién entre medio de cultivo y diametro de inhibicion en F. tricinctum
(Nd-250)

Medios Bc Ea Lm Sa SaMRSA Se Aa An Bo Cc Pen Rhiz

M1 ++ - ++ ++ ++ - ++ - ++ - ++ +
M2 ++ - ++ ++ ++ - - - - - - -
M3 ++ - ++ ++ ++ - - - - - - -
M4 ++ -+t ++ - ++ - ++  ++ - -
M5 ++ - ++ 4+t ++ - - - - - - -
M6 ++ - ++ ++ ++ - - - = ++
M7 ++ - ++ ++ ++ - - - - - - -
M8 ++ - ++ ++ ++ - - - - - - -
M9 ++ - ++ ++ ++ - - - - - - -

Be, Bacillus cereus; Bs, Bacillus subtilis; Ea, Enterobacter aerogenes; Lm, Listeria
monocytogenes; Sa, Staphylococcus aureus; Sa MRSA, Staphylococcus aureus
multirresistente; Se, Stapyhlococcus epidermidis; Aa, Alternaria alternataAn, Aspergillus
niger; Bo, Botrytis Cinerea; Cc, Cladosporium cladosporioides, Pen, Penicillium expansum;
Rs, Rhizopus stolonifer. (+): Baja actividad (Halo de inhibicion < 10 mm), (++): Actividad media
(Halo de inhibicion entre 10 — 20 mm), (+++): Alta actividad (Halo de inhibicion > 20 mm), (-):

Los resultados concuerdan con lo reportado en la literatura, donde F. tricinctum
(Nd-250) se reconoce como productor de metabolitos secundarios con accién
antimicrobiana, aunque de menor potencia y estabilidad que los generados por
otros enddfitos como Pezicula o Trichoderma (Desjardins, 2006; Logrieco et al.,
2018). Su espectro antibacteriano relativamente amplio podria atribuirse a la

sintesis de tricotecenos, enniatinas y fusaricidinas, cuya produccion depende
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fuertemente del equilibrio carbono/nitrégeno y del medio de cultivo (Pusztahelyi
et al., 2015; Masiello et al., 2022). Entre los medios evaluados, “M4” presento el
rendimiento mas equilibrado, combinando un tiempo de fermentacion corto (2
dias) con halos definidos frente a L. monocytogenes y S. aureus, aunque con una
intensidad moderada. En contraste, la cepa P. cinnamomea (Na-78) demostro
una actividad significativamente mas fuerte y estable bajo condiciones similares.
Si bien F. tricinctum (Nd-250) mantiene un perfil bioactivo de interés, sus
resultados fueron menos consistentes y potentes, sin embargo, “M4” se consolida

como el medio mas adecuado para su cultivo y futuras pruebas de escalamiento.

5.4.4 Optimizacién de medios cultivo cepa A. consortialis (Nd-258)

La cepa A. consortialis (Nd-258) fue la ultima elegida dentro de las cuatro cepas
para optimizacién de medio, debido a su considerable actividad antifungica, al
igual que la cepa F. tricinctum (Nd-250). A partir de estos datos se realizaron los
respectos ensayos contra los hongos y bacterias patdgenas testeadas
anteriormente, solo que ahora cultivado en distintos medios como indica la Tabla
3. La Tabla 13 muestra los resultados de la cepa con su respectiva optimizacién

de medios.

Tabla 13. Relacion entre medio de cultivo y diametro de inhibicion en A.
consortialis (Nd-258)

Medios Bc Bs Ea Ef PSA Sa Aa Bo Cc Pen Rs
M1 +d - - - - ++ - - - ++ -
M2 +d - - - - ++ - - - - -
M3 +d - - - - ++ - - A+ - -
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M4 +d - - - - ++ - -+ - -

M5 +d +d +d - +d +++ - - - - -
M6 +d +d +d - +d +++ - - - - -
M7 +d - - - - ++ - - - - -
M8 +d - - - - ++ - - - - -
M9 4d +d +d +d +d - - - ++ - -

Bce, Bacillus cereus; Bs, Bacillus subtilis; Ea, Enterobacter aerogenes; Ef, Enterococcus
faecalis; PSA, Pseudomonas syringae; Sa, Staphylococcus aureus; Sa MRSA,
Staphylococcus aureus multirresistente; Aa, Alternaria alternata; Bo, Botrytis Cinerea; Cc,
Cladosporium cladosporioides, Pen, Penicillium expansum,; Rs, Rhizopus stolonifer. (+): Baja
actividad (Halo de inhibicion < 10 mm), (++): Actividad media (Halo de inhibicién entre 10 —

20 mm), (+++): Alta actividad (Halo de inhibicion > 20 mm), (-): Sin actividad, (+9): Difuso.

Los resultados de optimizacion mostraron que A. consortialis (Nd-258) presentd
una actividad antimicrobiana selectiva y dependiente del medio de cultivo, con
mejor desempefio en “M5”, “M6” y “M9”. En estos se detectaron halos difusos
frente a bacterias Gram positivas (B. cereus, B. subtilis, S. aureus) y, en menor
grado, frente a Gram negativas (E. aerogenes, Salmonella sp.), lo que sugiere la
produccion de metabolitos activos en bajas concentraciones o de limitada
difusion (Balouiri et al., 2016). En el ensayo antifungico, los medios “M3”, “M4” y
“M9” promovieron inhibicion frente a C. cladosporioides y P. expansum, aunque

con intensidad moderada y tiempos de fermentacion prolongados.

Si bien todos los cultivos completaron el consumo de glucosa, los tiempos de
fermentacion extensos en algunos medios (hasta 23 dias) reducen su eficiencia
productiva. En contraste, el medio “M6” combind una actividad antibacteriana
representativa con un tiempo de cultivo mas corto (6 dias), lo que lo posiciona

como la formulaciéon mas eficiente para esta cepa.
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En conjunto, A. consortialis (Nd-258) mantiene un perfil bioactivo restringido pero
especifico, con tiempos de produccion mas prolongados y actividad menos
intensa que las cepas mas activas. Aunque presenta interés por su capacidad
antifangica puntual, su rendimiento global fue claramente inferior al de P.
cinnamomea (Na-78), consolidandose esta ultima como la cepa mas eficiente y

prometedora para la identificacion y caracterizacion del metabolito responsable.
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5.5 Escalamiento de cultivos liquidos y evaluacion del efecto de la temperatura

Enla Tabla 14 se resumen los resultados del escalamiento de los cultivos liquidos, evidenciando el comportamiento

de la actividad antimicrobiana al aumentar el volumen de fermentacion y variando las temperaturas.

Tabla 14. Resultados comparativos del escalamiento de cultivos liquidos bajo diferentes condiciones de temperatura

para las cepas seleccionadas.

Cepa Medio  Volumen T® Tiempo de Observaciones Actividad Comentario
elegido escalado fermentacion de crecimiento antimicrobiana general
(dias) observada
Trichoderma M5 2y5L Ambiente 2 Crecimiento Halos difusos Menor potencia
sp. (Nd-5) (20 °C) rapido, micelio frente a B. antimicrobiana;
abundante cereus, B. Produccién mas
subtilis y L. eficiente en
monocytogenes matraz de 2L
M5 2y5L Controlad 2 Crecimiento Ligero aumento No hubo
a (25 °C) rapido, micelio en halos frente incremento
abundante aS.aureusyC. significativo de
cladosporioides actividad.
P. M4 2y5L Ambiente 2 Crecimiento Alta actividad Leve reduccién
cinnamomea (20 °C) rapido, micelio frente a B. de tamafio de
(Na-78) abundante cereus, S. halos respecto a
aureus MRSA y temperatura
A. niger controlada.
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M4 2y5L Controlad Crecimiento Halos intensos No hubo
a (25 °C) rapido, micelio frente a la incremento
abundante mayoria de las significativo de
bacterias y actividad.
hongos
F. tricinctum M4 2y5L Ambiente Crecimiento Halos Actividad estable
(Nd-250) (20 °C) moderado, moderados pero menos
consumo rapido frente a B. intensa que a
de glucosa cereusyS. temperatura
aureus controlada
M4 2y5L Controlad Crecimiento Leve aumento  Aumento leve de
a (25 °C) moderado, en actividad actividad; en
consumo rapido frente a S. ambos
de glucosa aureus MRSA volumenes
A. M6 2y5L Ambiente Crecimiento Actividad débil y Actividad
consortialis (20-22 moderado, difusa frente a antimicrobiana
(Nd-258) °C) consumo rapido  B. subtilis y C. mas limitada .
de glucosa cladosporioides
M6 2y5L Controlad Crecimiento Halos mas Mejora leve en la
a (25 °C) moderado, definidos frente expresion de
consumo rapido a B. cereusy metabolitos, pero
de glucosa Cladosporium aun inferior a P.

cinnamomea.

El proceso de escalamiento de cultivos liquidos permitié evaluar la consistencia en la produccion de metabolitos

bioactivos bajo distintas condiciones de temperatura y volumen. En general, los resultados mostraron que no hubo

diferencias significativas entre los volumenes de 2 y 5 litros, ya que las cepas mantuvieron un crecimiento y una

actividad antimicrobiana similares, lo que indica una adecuada estabilidad metabdlica en el paso a mayor escala.

De igual forma, las diferencias entre las condiciones de temperatura ambiente (20 °C) y controlada (25 °C) fueron
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minimas en la mayoria de los casos, sugiriendo que la produccion de metabolitos
secundarios fue relativamente constante frente a pequefias variaciones de
temperatura, lo que concuerda con estudios que sefalan que leves cambios
ambientales no alteran de forma drastica la expresion de rutas biosintéticas

reguladas por complejos globales como LaeA/VeA (Brakhage, 2013).

Entre las cepas analizadas, P. cinnamomea (Na-78) destaco por presentar una
actividad antimicrobiana sostenida y reproducible en ambas condiciones, con
halos bien definidos frente a bacterias Gram positivas, Gram negativas y hongos
fitopatogenos. Esto evidencia una alta estabilidad y concentracion de metabolitos
activos, incluso al aumentar el volumen de fermentacién, lo que concuerda con
observaciones previas de que algunos endoéfitos del género Pezicula mantienen
su capacidad biosintética en procesos de escalamiento (Ibrahim et al., 2020). En
contraste, F. tricinctum (Nd-250) mantuvo una actividad moderada y estable,
mientras que Trichoderma sp. (Nd-5) y A. consortialis (Nd-258) presentaron
respuestas mas variables, con halos difusos o de menor intensidad, lo que
sugiere una menor acumulacion o estabilidad de los compuestos bioactivos
producidos, comportamiento comun en metabolitos de difusion limitada o de baja

estabilidad quimica (Balouiri et al., 2016).

En conjunto, los resultados confirman que el escalamiento en condiciones
controladas no afectd negativamente la sintesis de metabolitos antimicrobianos,

lo que significa un avance importante para la aplicacion biotecnolégica de estos
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enddfitos (Keller, 2019). Sin embargo, la superioridad de P. cinnamomea (Na-78)
en términos de potencia, estabilidad y reproducibilidad la posiciona como la cepa
mas prometedora para la purificacién e identificacién estructural del metabolito

activo responsable de la bioactividad observada.

5.6 Analisis de metabolitos secundarios asociados a la actividad
antimicrobiana

El hallazgo de actividad antimicrobiana en extractos de hongos enddfitos
adquiere mayor relevancia cuando se logra vincular dicha bioactividad con la
produccion de metabolitos secundarios especificos. La identificacion y
caracterizacion de metabolitos activos constituye un paso fundamental no solo
para validar la actividad observada en los ensayos antibacterianos y antifungicos,
sino también para sentar las bases de futuros procesos de purificacion,

escalamiento y aplicaciones practicas (Venugopalan & Srivastava, 2015).

Se abordd el analisis de cuatro cepas enddfitas seleccionadas por su alto
potencial bioactivo: Trichoderma sp. (Nd-5), P. cinnamomea (Na-78), F. tricinctum
(Nd-250) y A. consortialis (Nd-258). Mediante ensayos cromatograficos se logré
evidenciar la produccion de distintos perfiles de metabolitos, algunos de ellos
asociados a halos de inhibicion detectados en bioautografia, lo que permitié
establecer una correlacion preliminar entre compuestos secundarios y actividad
antimicrobiana. Sin embargo, la profundidad del analisis vari6 entre los aislados:

mientras que en Trichoderma sp. (Nd-5), F. tricinctum (Nd-250) y A. consortialis
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(Nd-258) el estudio se limitd a la deteccion de bandas cromatograficas indicativas
de metabolitos activos, calculando el factor de retencion (Rf), en P. cinnamomea
(Na-78) se alcanzé la identificacion y caracterizacion estructural del metabolito

responsable de la actividad.

5.6.1 Bioautografia TLC de metabolitos secundarios asociados a la
actividad antimicrobiana en la cepa Trichoderma sp. (Nd-5)

En el analisis cromatografico por TLC de la cepa Trichoderma sp. (Nd-5),
correspondiente al extracto de su medio 6ptimo “M5”, utilizando como fase movil
CHCI3/MeOH (9:1), se observaron principalmente tres bandas diferenciadas bajo
irradiacion UV (Véase Figura 9). Dos de ellas, localizadas en la zona basal (Rf
bajo) y en la zona media de la placa, mostraron fluorescencia intensa de
tonalidades celeste-azul, mientras que una tercera, ubicada en la zona superior
(Rf alto), presentd menor intensidad, pero fue igualmente distinguible. La
presencia de estas tres manchas sugiere la existencia de al menos tres

metabolitos secundarios mayoritarios en el extracto.
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Figura 9. Bioautografia TLC de extractos de Trichoderma sp. (Nd-5) en cultivo
“M5”. Visualizacion bajo luz UV a 366 nm (izquierda) y 254 nm (derecha).

A 366 nm las fluorescencias fueron mas claras y definidas, lo que permitié
discriminar los componentes principales; en contraste, a 254 nm las sefales
fueron difusas y poco intensas, indicando que los metabolitos presentes poseen
cromoforos con baja absorcidn en esa region, o bien se encuentran en menor
concentracion. El predominio de tonalidades azuladas y celestes es consistente
con metabolitos polares (Tabla 15), potencialmente asociados a compuestos de

naturaleza peptidica o derivados policétidos caracteristicos del género

Trichoderma (Vinale et al., 2008).

Tabla 15. Resumen de la deteccion de metabolitos secundarios para el extracto
Trichoderma sp. (Nd-5).

Spot Rf UV (366 nm) UV (254 nm)

1 0,15 Azul claro Verde claro
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2 0,55 Azul eléctrico Verde claro

3 0,74 Azul claro Verde oscuro

Para determinar cual de estos compuestos estaba asociado a la bioactividad
observada, se realiz6 una autobiografia en placa mediante la aplicacion directa
de los fragmentos cromatograficos sobre un cultivo de B. cereus (Figura 10). El
ensayo evidencié que Unicamente la fracciéon N°2 (Rf = 0,55) gener6 un halo de
inhibiciébn definido, lo que indica que este metabolito seria el principal

responsable de la actividad antibacteriana detectada en el extracto.

Figura 10. Bioautografia TLC en placa del extracto de cepa Trichoderma sp. (Nd-
5) frente a B. cereus.

Este resultado concuerda con estudios previos que reportan en Trichoderma la
produccién de peptaiboles, gliotoxinas y derivados policétidos con accion frente

a bacterias Gram positivas (Mukherjee et al., 2012).
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5.6.2 Bioautografia TLC de metabolitos secundarios asociados a la
actividad antimicrobiana en la cepa P. cinnamomea (Na-78)

El analisis cromatografico en placa TLC de la cepa P. cinnamomea (Na-78),
correspondiente al extracto de su medio 6ptimo M5, utilizando como fase movil
CHCI3/MeOH (95:5), permitio distinguir al menos 4 fracciones principales (Figura
11), cada una correspondiente a metabolitos secundarios con distinta movilidad
relativa (Rf). La visualizacién bajo 366 nm mostré6 un patron complejo de
fluorescencias azules y violetas, mientras que bajo 254 nm se observaron
manchas oscuras coincidentes en varias posiciones, indicando compuestos
aromaticos o fendlicos. Este perfil quimico diverso concuerda con la amplia
actividad antimicrobiana de esta cepa, sugiriendo que multiples metabolitos

podrian estar actuando en sinergia.
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Figura 11. Bioautografia TLC extractos de P. cinnamomea (Na-78) en medio
“M5”. Visualizacion bajo luz UV a 366 nm (izquierda) y 254 nm (derecha)

La Tabla 16 resume los metabolitos secundarios detectados en el extracto de P,
cinnamomea (Na-78) mediante cromatografia en capa fina (TLC). Se observaron
un total de ocho metabolitos con valores de Rf entre 0,42 y 0,94, lo que refleja
una diversidad quimica considerable en el extracto. Las manchas presentaron
fluorescencias principalmente en tonalidades azul oscuro y azul celeste, ademas
de un metabolito de color azul celeste (Rf = 0,74) y otro azul oscuro (Rf = 0,94),

lo que sugiere la presencia de compuestos aromaticos conjugados.

Tabla 16. Resumen de la deteccion de metabolitos secundarios para el extracto
P. cinnamomea (Na-78).

Spot Rf UV (366nm) UV (254 nm)
1 0,42 Azul claro Verde grisaceo
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0,55 Azul celeste Verde claro

0,77 Azul celeste Verde claro

0,94 Azul celeste Verde oscuro

Con el fin de determinar cual de las fracciones correspondia al compuesto
responsable de la actividad antimicrobiana, se realizé una bioautografia en placa
aplicando directamente los segmentos cromatograficos sobre un cultivo de S.
epidermidis (Figura 12). Entre las cuatro fracciones probadas, unicamente la N°
4 (Rf = 0,94) produjo un halo de inhibicion claro y definido, evidenciando que este
metabolito es el principal responsable de la accion antibacteriana observada en
los ensayos previos. Estos resultados coinciden con reportes sobre especies de
Pezicula, donde se han identificado cumarinas, dehidrofuranoides vy
piranocumarinas con fuerte actividad frente a bacterias Gram positivas (Ibrahim

et al., 2020).

Figura 12. Bioautografia TLC en placa del extracto de
cepa P. cinnamomea (Na-78) frente a S. epidermidis.
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5.6.3 Analisis por HPTLC de metabolitos secundarios asociados a la

actividad antimicrobiana en la cepa F. tricinctum (Nd-250)

Con el propésito de complementar los ensayos antimicrobianos y explorar de
forma comparativa el perfil quimico de los metabolitos producidos, se realizé un
analisis cromatografico por HPTLC (High-Performance Thin Layer
Chromatography) del extracto de F. tricinctum (Nd-250), cultivado en su medio
optimo “M4”. A diferencia de las cepas Trichoderma sp. (Nd-5) y P. cinnamomea
(Na-78), este analisis se efectud sin bioautografia directa, utilizandose como una
alternativa analitica para caracterizar preliminarmente la composicion quimica del

extracto.
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Figura 13. Cromatografia HPTLC de extracto de F. tricinctum (Nd-250) en medio
“M4”. Visualizacion bajo luz UV a 366 nm (izquierda) y 254 nm (derecha).

La corrida cromatografica, desarrollada con una fase movil de tolueno:acetato de
etilo (3.15:1.85 v/v), permitié evidenciar cuatro bandas principales bajo irradiacion
UV (Figura 13). Tres de ellas, localizadas en las zonas basal y media de la placa
(Rf 0,15-0,26), presentaron fluorescencias en tonos azul celeste y azul claro, lo
que sugiere compuestos de naturaleza moderadamente polar. En contraste, una
cuarta fraccion (Rf 0,88) mostré una fluorescencia azul-violacea mas intensa,
indicativa de un metabolito menos polar y de mayor abundancia relativa (Tabla

16).

Tabla 17. Resumen de la detecciéon de metabolitos secundarios para el extracto F
tricinctum (Nd-250).

Spot Rf UV (366 nm) UV (254 nm)
1 0,15 Azul celeste Nd
2 0,21 Azul claro Nd
3 0,26 Azul claro Nd
4 0,88 Azul violeta Nd

Nd: No detectado.
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En el analisis cromatografico del extracto de F. tricinctum (Nd-250), como refleja
la Tabla 16, se identificaron cuatro metabolitos diferenciables con valores de Rf
que van desde 0,15 hasta 0,88. Tres de ellos (metabolitos 1, 2 y 3) se localizaron
en la zona basal y media de la placa, presentando tonalidades azul celeste y azul
claro, lo que sugiere compuestos de naturaleza relativamente polar y en menor
concentracion. En contraste, el metabolito 4 se ubicé en la parte superior (Rf 0,88)
con una fluorescencia azul violeta, indicando un caracter mas apolar y una
posible mayor afinidad por fases menos polares. Este patrén cromatografico
sugiere que el extracto de F. tricinctum (Nd-250) presenta una mezcla de
compuestos de diferente polaridad, aunque dominada por el metabolito basal de
fluorescencia intensa, el cual, se podria sugerir, ser el principal candidato para
explicar la bioactividad antimicrobiana observada previamente. La predominancia
de un metabolito principal en el extracto coincide con reportes para el género
Fusarium, donde se han identificado tricotecenos, enniatinas y fusaricidinas como
metabolitos caracteristicos con actividad frente a bacterias Gram positivas y

hongos filamentosos (Perincherry L. et al., 2021); Masiello et al., 2019).

5.6.4 Analisis por HPTLC de metabolitos secundarios asociados a la
actividad antimicrobiana en la cepa A. consortialis (Nd-258)

El analisis cromatografico por HPTLC del extracto de A. consortialis (Nd-258),
obtenido a partir del medio 6ptimo “M6”, permitid visualizar cuatro fracciones

principales bajo luz UV a 366 nm (Figura 14).
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Figura 14. Cromatografia HPTLC de de extracto de A. consortialis (Nd-258) en
medio “M6”. Visualizacion bajo luz UV a 366 nm (izquierda) y 254 nm (derecha).

La fluorescencia mas intensa se concentré en una banda basal (Rf = 0,08), lo
que sugiere la presencia de metabolitos polares y abundantes, posiblemente
vinculados con la actividad antibacteriana y antifungica observada en los ensayos
previos. En las zonas medias de la placa se identificaron dos compuestos
adicionales (Rf = 0,22 y 0,35) con fluorescencias azul grisaceo y café tenue, que
indican la presencia de metabolitos secundarios en menor concentracion,
probablemente derivados policétidos o compuestos aromaticos tipicos del género
Alternaria (Adhishree & Mukesh, 2014). Finalmente, una cuarta banda (Rf = 0,68),
de color beige y menor intensidad, correspondié a un metabolito minoritario

(Tabla 18).
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Tabla 18. Resumen de la detecciéon de metabolitos secundarios para el extracto
A. consortialis (Nd-258).

Spot Rf UV (366 nm) UV (254 nm)
1 0,08 Amarillo verdoso Nd
2 0,22 Azul grisaceo Nd
3 0,35 Café tenue Nd
4 0,68 Beige Nd

Nd: No detectado.

El perfil cromatografico del extracto de A. consortialis (Nd-258), como muestra la
Tabla 18 evidencié cuatro metabolitos secundarios diferenciables. Entre ellos,
destacé un compuesto de bajo Rf (0,08) con fluorescencia amarillo verdoso e
intensidad marcada, que probablemente sea el principal responsable de la
actividad antibacteriana y antifungica observada. Los metabolitos de Rf
intermedios (0,22 y 0,35) se detectaron con menor intensidad, sugiriendo la
presencia de compuestos secundarios menos abundantes que podrian contribuir
de manera complementaria a la bioactividad. Finalmente, el metabolito de Rf mas
alto (0,68) apareci6 como una banda tenue, indicando un componente
minoritario. En conjunto, estos resultados muestran que el perfil metabdlico de A.
consortialis (Nd-258) es menos complejo que el de otras cepas como P
cinnamomea (Na-78), pero concentra uno o dos metabolitos con mayor

protagonismo en la actividad antimicrobiana.
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El patrén observado revela un perfil quimico menos diverso, pero con metabolitos
de mayor intensidad, lo que concuerda con el comportamiento bioactivo selectivo
de esta cepa frente a bacterias Gram positivas y hongos fitopatdégenos. Este tipo
de perfil concentrado ha sido descrito para especies de Alternaria, las cuales
suelen producir metabolitos como alterporrioles, alternarioles y tenuazénicos con

efecto antifungico o citotéxico (Barkai-Golan & Nachman, 2013).

En conjunto, los resultados sugieren que A. consortialis (Nd-258) posee una
menor diversidad metabodlica que P. cinnamomea (Na-78). Dado el predominio
del metabolito basal fluorescente, este extracto se considera un candidato

interesante para estudios posteriores de purificacion e identificacion estructural.

Los resultados obtenidos mediante las distintas aproximaciones cromatograficas
(TLC y HPTLC) evidencian la heterogeneidad quimica de los metabolitos
secundarios producidos por las cepas endodfitas estudiadas. Mientras que
Trichoderma sp. (Nd-5) y P. cinnamomea (Na-78) mostraron perfiles complejos
mediante TLC.acompafiados de bioautografias que permitieron asociar
directamente fracciones especificas con la actividad antimicrobiana, las cepas F.
tricinctum (Nd-250) y A. consortialis (Nd-258) fueron analizadas mediante
HPTLC, permitiendo una resolucion superior en la separacion de compuestos y

una vision complementaria del rango de polaridades presentes.
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En conjunto, los resultados confirman que la produccion de metabolitos
bioactivos varia significativamente entre especies y géneros, reflejando la
influencia de factores genéticos y ambientales en la expresibn metabdlica
secundaria (Keller, 2019). Entre las cepas evaluadas, P. cinnamomea (Na-78)
destaco por presentar un perfil quimico mas diverso y equilibrado, con cuatro
metabolitos bien definidos y uno de ellos (Rf = 0,94) asociado directamente a la
inhibicién de S. epidermidis. Esta consistencia entre el patrén cromatografico y la
bioactividad respalda su seleccion como la cepa de mayor potencial
biotecnologico para la purificacion e identificacion estructural del metabolito
responsable de la actividad antimicrobiana.

5.6.5 Comparacion de perfiles de metabolitos secundarios de P.

cinnamomea en diferentes medios de cultivo mediante cromatografia
HPLC

Con el objetivo de profundizar en la caracterizacién quimica de los extractos mas
promisorios, se analizé el perfil de metabolitos secundarios de P. cinnamomea
(Na-78) mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). Para ello se
utilizaron extractos obtenidos de cultivos liquidos en dos condiciones distintas: el
medio estandar “MM10” (18 mg/mL) y el medio optimizado “M5” (20 mg/mL). Este
analisis permitié comparar la influencia de la composicién del medio de cultivo
sobre la sintesis y acumulacion de metabolitos, estableciendo una correlacion
entre los perfiles cromatograficos y la actividad antimicrobiana previamente

observada.
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Los perfiles cromatogréaficos obtenidos mediante HPLC para P. cinnamomea
(cepa 78) confirmaron la influencia del medio de cultivo en la produccién de

metabolitos secundarios (Figura 15).

Figura 15. Perfiles cromatograficos por HPLC de metabolitos secundarios de
P. cinnamomea (Na-78) cultivada en medios “MM10” (arriba) y “M5” (abajo).

Los cromatogramas obtenidos para P cinnamomea (Na-78) evidencian
diferencias claras entre los extractos cultivados en el medio estandar “MM10” y
el medio optimizado “M5”. En “MM10”, el perfil cromatografico mostré ocho picos
bien definidos entre los 12 y 17 minutos, destacando dos sefales mayoritarias de
alta intensidad en torno a los 15 minutos. Este comportamiento sugiere la
acumulacién preferencial de uno o mas metabolitos dominantes, acompanados

de compuestos secundarios de menor abundancia.
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Tabla 19. Principales picos cromatograficos detectados en los extractos de P.
cinnamomea (Na-78) cultivada en medios “MM10“ y “M5”.

Medio de N° de Tiempo de retencion Intensidad relativa
cultivo pico (min) (%)
MM10 1 ~12,7 10%

2 ~13,3 45%
3 ~13,8 18%
4 ~14,3 25%
5 ~14,7 20%
6 ~15,0 100%
7 ~15,2 60%
8 ~16,0 12%
M5 1 ~11,3 8%
2 ~12,0 15%
3 ~12,6 18%
4 ~13,2 20%
5 ~14,9 100%
6 ~17,8 22%
7 ~18,3 35%
8 ~19,0 28%

Por otro lado, el extracto cultivado en “M5” también presentd ocho picos definidos,
pero dentro de un cromatograma con mayor heterogeneidad y un nivel mas
elevado de ruido de base. En este medio solo un pico principal, ubicado cerca de
los 15 minutos, alcanzo intensidades comparables a las observadas en “MM10”,
mientras que las demas sefiales se distribuyeron con alturas bajas o moderadas.
Este patron indica que “M5” promueve un perfil quimico mas disperso, con la
sintesis de varios metabolitos en menor proporcion relativa y sin la presencia de

multiples compuestos altamente acumulados.

En conjunto, estos resultados muestran que el medio de cultivo influye

significativamente en la expresion metabdlica de P. cinnamomea. Mientras

92



‘“MM10” favorece la concentracion de metabolitos mayoritarios en niveles
elevados, “M5” estimula una produccién méas diversa, pero con intensidades
relativas menores para la mayoria de los compuestos. Estas diferencias
cromatogréaficas son coherentes con la variacion observada en la actividad
antimicrobiana, reforzando la relevancia del medio de cultivo en la optimizacion

de la biosintesis de metabolitos secundarios bioactivos.

5.7 Purificacion del metabolito bioactivo

A partir del extracto crudo obtenido del cultivo liquido de la cepa seleccionada, se
llevé a cabo un proceso de purificacién con el objetivo de aislar el metabolito
responsable de la actividad antimicrobiana observada en los ensayos
preliminares. La separacion cromatografica en columna como fase estacionaria
y una fase moévil de Tolueno: Etil acetato (3:2 v/v) (Figura 15), permitié obtener 18
fracciones, las cuales mostraron perfiles diferenciales al ser analizadas mediante
TLC. Entre estas, solo un subconjunto presenté sefales coincidentes con las

bandas asociadas a actividad antibacteriana.
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Figura 16. Sistema de separacion cromatografica en columna abierta
para purificacion de compuesto antibacteriano de P. cinnamomea.

Figura 17. Bioautografia de B. subtilis para las 18 fracciones
recolectadas de P. cinnamomea.
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La bioautografia directa (Figura 17) confirmé que unicamente las fracciones
correspondientes a la zona media de la elucidn mostraban inhibicion frente a B.
subtilis, 1o que permitié focalizar el proceso de purificacion en este grupo
especifico. Estas fracciones activas exhibieron un patrén cromatografico similar

entre si, sugiriendo la presencia de un compuesto mayoritario comun.

Posteriormente, la purificacion por HPLC preparativo permitié concentrar y aislar
un unico pico dominante, cuya intensidad y pureza relativa fueron superiores a
las observadas en el extracto crudo. Este pico fue recolectado y analizado
nuevamente por TLC, evidenciando una sola banda definida, sin sefales de

interferencia provenientes de otros compuestos.

En conjunto, estos resultados confirman que el proceso de fraccionamiento logré
concentrar el metabolito activo en un conjunto reducido de fracciones, y que la
purificacion en HPLC permitié obtener una muestra suficientemente pura para los
analisis estructurales posteriores. Esto establece un vinculo directo entre las
fracciones bioactivas y el compuesto aislado, justificando la caracterizacion
quimica presentada en el siguiente apartado.

5.8 Identificacion estructural del metabolito secundario de P. cinnamomea
(Na-78)

El andlisis quimico del extracto bioactivo obtenido desde el aislado Na-78
permitid identificar el metabolito responsable de la actividad antimicrobiana

observada. La caracterizacion estructural se llevé a cabo mediante UPLC-DAD-
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HRMS y espectroscopia RMN (*H, 13C, DEPT-135, COSY, HSQC y HMBC), lo
gue permitié establecer de manera precisa su composicion molecular. El espectro
HRMS mostré un ion molecular correspondiente a la formula C,4H;,0,4, mientras
gue los datos de RMN revelaron la presencia de dos carbonilos conjugados, un
sistema aromatico desfasado y un fragmento alifatico con gem-dimetilos, todos

ellos caracteristicos de metabolitos policetidicos de tipo piranocumarina.

La comparacién detallada de los datos experimentales con la literatura permitié
confirmar que el compuesto aislado corresponde a (+)-mycorrhizin A (Figura 18),
una piranocumarina descrita originalmente por Trofast y Wickberg (1977) en un
hongo micorricico y, mas recientemente, detectada en especies del género
Pezicula. Sin embargo, a diferencia de estos antecedentes, el presente estudio
constituye, hasta donde llega el conocimiento disponible, la primera evidencia de
(+)-mycorrhizin A aislada desde un hongo endofito, lo cual amplia de manera
significativa el espectro ecologico y metabdlico asociado a esta clase de

compuestos.
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Figura 18. Estructura quimica de la piranocumarina (+)-Mycorrhizin

A identificada como metabolito bioactivo en P. cinnamomea (Na-78).
Ademas, mientras que la literatura describe para (+)-mycorrhizin A principalmente
actividades antifungicas y citotoxicas, los resultados obtenidos en este trabajo
demuestran que el compuesto presenta también actividad antibacteriana de
amplio espectro, particularmente frente a B. cereus, E. aerogenes y S. aureus
MRSA. Este hallazgo es especialmente relevante, ya que no existen reportes
previos que atribuyan actividad antibacteriana a este metabolito, lo que sugiere
gue la produccioén del compuesto en un contexto endofitico podria estar asociada

a un repertorio bioactivo mas diverso que el descrito histéricamente.

La coincidencia entre el perfil espectroscépico, la actividad bioldgica observada
y la estructura triciclica caracteristica de las piranocumarinas confirma que (+)-
mycorrhizin A es el metabolito mayoritario responsable de la actividad

antimicrobiana del aislado P. cinnamomea (Na-78). En conjunto, estos
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resultados posicionan a este hongo endofito como una nueva fuente natural de
piranocumarinas bioactivas, con un compuesto cuya actividad antibacteriana no
habia sido previamente reportada, lo que abre oportunidades para explorar su

potencial en aplicaciones de biocontrol y sanidad vegetal.

6. CONCLUSIONES

En este estudio se confirmd la presencia de hongos enddfitos asociados a
especies chilenas del género Nothofagus, especificamente N. alpina, N.
dombeyi y N. obliqua. Asimismo, se demostré que estos hongos pueden ser
aislados y cultivados bajo condiciones controladas de laboratorio, lo que

permitié su evaluacion antimicrobiana.

A partir de la recoleccidon de muestras vegetales de tallos y hojas en tres
sectores de la Region de Nuble (Termas de Chillan, Atacalco y San Fabian),
se aislaron 37 cepas enddfitas, de las cuales el 81,1 % provino de tejido de
tallo y el 18,9 % de hojas, lo que sugiere que este tejido constituye un nicho

favorable para la colonizacién endodfita en especies de Nothofagus.

La identificacion molecular de las 37 cepas aisladas evidencié una alta
diversidad taxonomica, con representantes distribuidos en nueve ordenes del
reino Fungi. La mayoria de los aislados correspondié al filo Ascomycota,
incluyendo 6rdenes como Hypocreales, Helotiales, Diaporthales,

Pleosporales, Eurotiales, Botryosphaeriales, Magnaporthales y Sordariales,
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mientras que se identifico ademas un representante del filo Basidiomycota,
perteneciente al orden Polyporales, lo que amplia la diversidad filogenética
observada en los hongos enddfitos asociados a Nothofagus. A nivel de
género, Trichoderma, Pezicula, Alternaria, Diaporthe, Fusarium,

Clonostachys, Penicillium y Neofusicoccum fueron los mas representativos.

Del total de cepas aisladas, un 42,8 % presenté actividad antibacteriana y un
37,1 % actividad antifungica, siendo las bacterias Gram positivas las mas
sensibles a los extractos evaluados. En este contexto, destacaron las cepas
Trichoderma sp. (5), P. cinnamomea (78), F. lateritium (250) y A. consortialis
(258), las cuales exhibieron una actividad antimicrobiana amplia e intensa,

posicionandose como las mas promisorias del estudio.

La optimizacién de los medios de cultivo confirmé que la composiciéon
nutricional influye directamente en la produccion de metabolitos secundarios
bioactivos. En particular, los medios “M1” y “M5” favorecieron la actividad de
Trichoderma sp. (5) y P. cinnamomea (78), respectivamente, mientras que el
medio “M4” resultdé mas adecuado para F. lateritium (250). Ademas, los
ensayos de escalamiento evidenciaron que la actividad antimicrobiana se
conservo al aumentar el volumen de cultivo a 2 y 5 litros, lo que constituye un

antecedente favorable para estudios posteriores de mayor escala.

En P. cinnamomea (78) se identific6 que el compuesto denominado

mycorrhizin, una piranocumarina, fue el responsable de la actividad
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antimicrobiana observada, evidenciada frente a bacterias Gram positivas y
Gram negativas, asi como frente a hongos fitopatégenos, incluyendo especies
de Bacillus, Staphylococcus y Listeria, y hongos como Alternaria, Botrytis y
Penicillium. Este hallazgo integra los resultados de aislamiento, evaluacion de
bioactividad, optimizacion de cultivo y analisis quimico-desarrollados en el
presente trabajo, y posiciona a los hongos endoéfitos asociados a bosques
nativos de Nothofagus como una fuente relevante de metabolitos secundarios

bioactivos con potencial de valorizacién futura.

Finalmente, el presente estudio evidencié que la bioprospeccién de hongos
endofitos asociados a bosques nativos de Nothofagus constituye una
estrategia eficiente y precisa para la identificacion de metabolitos secundarios
bioactivos. De este modo, este enfoque se consolida como una herramienta
metodoldgica clave para valorizar la biodiversidad fungica nativa y generar
conocimiento con proyeccion biotecnologica, particularmente en el desarrollo
de alternativas sostenibles para el control de bacterias y hongos patdégenos

de interés biotecnoldgico.
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GLOSARIO

Abreviacion Nombre completo

Bc Bacillus cereus

Bs B. subtilis

Ea Enterobacter aerogenes

Ec Escherichia coli

Kp Klebsiella pneumoniae

Lm Listeria monocytogenes

Sal Salmonella enterica

Sa Stapyhlococcus aureus

Se S. epidermidis

Sa MRSA S. aureus resistente a la meticilina

Aa Alternaria alternata

An Aspergillus niger

Bo Botrytis cinerea

Cc Cladosporium cladosporioides

Fu Fusarium sp.

Pe Penicillium expansum

Rs Rhizopus stolonifer

ITS Internal Transcribed Spacer — Region del ADN ribosomal usada
para identificar hongos

PCR Polymerase Chain Reaction — Reaccién en cadena de la
polimerasa

TLC Thin Layer Chromatography — Cromatografia en capa fina

HPLC High Performance Liquid Chromatography — Cromatografia
liguida de alta eficiencia

Rf Retention Factor — Factor de retenciéon (TLC)

BHI Brain Heart Infusion — Medio nutritivo para crecimiento de
bacterias

PDA Potato Dextrose Agar — Medio para cultivo de hongos

UFC Unidades Formadoras de Colonias

amb Cepa cultivada a T° ambiente

tem Cepa cultivada en shaker a 23°C

2L Cultivo en matraz de 2 litros

5L Cultivo en matraz de 5 litros
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8. ANEXOS

10uL 78 Javier Hidalgo
20240607_78_001 700 (7.530) Cm (696:705-(B03:917+445.572)) 1: TOF MSES-
1004 281.0658_ 1.41e6
1413836
ES
283.0626
425136
282.0699
|5B|435
|
I
o T miz
23 282 283

Anexo 1. Cluster de peaks con mayor porcentaje de abundancia
presente en el espectro de masas del compuesto antibacteriano

aislado de P. cinnamomea (Na-78).
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10uL 78 Javier Hidalgo
20240607 _78_001 699 (7.525) Cm (681:704-(727:813+537626))

5 0885
1004 18077 |

2:TOF MSES-
18104

246.0836
arze

250 240 241 242 243 244 245 246 247 248 249 250 251

Anexo 2. Cluster de peaks de ion molecular de compuesto
antibacteriano aislado de P. cinnamomea (Na-78).

C SH 5C Integracion J (Hz) HMBC
(multiplicidad) (H=>C)
1 1,59;1,92 15,00 2 8,3;4,8;, | C-6,C-7,C-
(ddd;m) 12 8,C-13
2 2,03 (d) 16,62 3 6,9 C-6, C9, C-
11, C-12
3 1,35 (s) 2513 3 C-4,C-6, C-7
4 1,25 (s) 29,22 C-3,C-6, C-7
5 43,24
6 2,24 (m) 44,91 1 C-7
7 82,97
8 101,22
9 127,36
10 7,12 (s) 136,04 1 C-5, C-9, C-
13
11 7,01(q) 137,46 1 6,9 C-9, C-12
12 144,79
13 192,25
14 192,48

Anexo 3. Datos RMN de compuesto aislado de cepa P. cinnamomea (Na-78).
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