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Hongos endoéfitos aislados de Nothofagus dombeyi y Nothofagus
oblicua recolectados en la Cordillera de Los Andes y Valle Central,
Region de Nuble: distribucion de especies y produccion de extractos

activos contra bacterias y hongos patégenos.

Endophytic fungi isolated from Nothofagus dombeyi and Nothofagus oblicua

collected in the Andes Mountains and Central Valley, Nuble Region: species

distribution and production of active extracts against bacteria and pathogenic
fungi.

Palabras claves: Metabolitos secundarios, actividad antimicrobiana,

extractos naturales.
Resumen

Los hongos enddfitos, que residen en las plantas sin causar dano, producen
metabolitos secundarios con multiples funciones. Estos compuestos no solo
protegen a las plantas de enfermedades y predadores, sino que también
tienen aplicaciones en agricultura, siendo alternativas naturales a los
fungicidas. Este estudio se centr6 en examinar las propiedades
antimicrobianas de extractos naturales obtenidos de dos especies de arboles
del género Nothofagus en la Region de Nuble. Se aislaron 27 cepas de
hongos, de las cuales 12 mostraron actividad positiva frente a hongos vy
bacterias probados. Entre estas, se seleccion6 la cepa con mayor potencial
de inhibicidon para realizar pruebas in vivo en manzanas, demostrando una
eficacia comparable a la de un fungicida comercial. Este hallazgo revela la

presencia de productos naturales activos derivados de hongos enddfitos



extraidos de Nothofagus, los cuales podrian ser utilizados como futuros

agroquimicos naturales.



Endophytic fungi isolated from Nothofagus dombeyi and Nothofagus
oblicua collected in the Andes Mountains and Central Valley, Nuble
Region: species distribution and production of active extracts against

bacteria and pathogenic fungi.
Key words: Secondary metabolites, antimicrobial activity, natural extracts
Summary

Endophytic fungi, which reside in plants without causing damage, produce
secondary metabolites with multiple functions. These compounds not only
protect plants from diseases and predators, but also have applications in
agriculture, being natural alternatives to fungicides. This study focused on
examining the antimicrobial properties of natural extracts obtained from two
species of trees of the genus Nothofagus in the Nuble Region. Twenty-seven
fungal strains were isolated, of which 12 showed positive activity against fungi
and bacteria tested. Among these, the strain with the highest inhibition
potential was selected for in vivo tests on apples, demonstrating an efficacy
comparable to that of a commercial fungicide. This finding reveals the
presence of active natural products derived from endophytic fungi extracted

from Nothofagus, which could be used as future natural agrochemicals.



1 INTRODUCCION

En los ultimos tiempos, ha surgido una creciente demanda de productos que
no contengan agentes perjudiciales para la salud. Los pesticidas, empleados
para controlar plagas en diversos cultivos, son uno de estos elementos y
contribuyen a la contaminacion del entorno. Por ello, se exploran alternativas
naturales para enfrentar estos desafios. Una de ellas son los productos
derivados de la naturaleza, como las plantas, que han despertado interés por

su capacidad para repeler organismos dafinos.

Ademas de las propias defensas de estas, existe otro factor importante que
contribuye a su resistencia contra patogenos: los hongos endofitos, quienes
son microorganismos que durante todo o parte de su ciclo de vida invaden
los tejidos internos de las plantas sin causar sintomas de enfermedad
(Wilson 1995) tales pueden inducir la expresion de genes en las plantas para
la produccion de metabolitos secundarios en estas o en el medio donde se
desarrollan, los cuales pueden ser extraidos para diferentes propdsitos.

(Aragdn and Beltran Acosta 2018).

Los metabolitos secundarios son especificos para cada especie y “tienen
funcion protectora frente a predadores, actuando como repelentes,
proporcionando a la planta sabores amargos, haciéndolas indigestas o
venenosas. También intervienen en los mecanismos de defensa de las
plantas frente a diferentes patdgenos, actuando como pesticidas naturales.

(Garcia and Carril 2011).



1.1 Hongos endodfitos

Son organismos eucariotas, uni o pluricelulares, heterétrofos, que carecen de
capacidad de desplazamiento, con reproduccion sexual y/o asexual, y que
producen esporas (Gémez). Sus células se agrupan formando hifas, las
cuales son filamentos tabicados en la mayoria de las veces, o no tabicados,
como en algunos mohos. Un conjunto de hifas se entrelaza formando el
micelio, estructura de aspecto generalmente algodonoso, que penetra en el

sustrato en que se desarrollan. (Mata and Salmones 2021).

Los hongos enddfitos se han encontrado en todas las plantas (pastos, algas,
musgos Yy plantas vasculares), desde las que habitan en el artico hasta los
trépicos, asi como en los campos agricolas.(Sanchez-Fernandez, Sanchez-
Ortiz et al. 2013) producen una multitud de compuestos de baja masa
molecular conocidos como metabolitos secundarios (Brakhage 2013).

Los nuevos antibidticos, antimicéticos, inmunosupresores y compuestos
anticancerigenos son solo algunos ejemplos de lo que se ha encontrado
después del aislamiento, cultivo, purificacion y caracterizacion de algunos

endofitos selectos en el pasado reciente. (Strobel and Daisy 2003)
1.2 Metabolitos secundarios

Son producidos por los microorganismos y constituyen la interfase quimica
entre éstos y el resto del mundo viviente. (Brizuela, Garcia et al. 1998).Se

distribuyen diferencialmente entre grupos taxondmicos, presentan



propiedades biolégicas, muchos desempefian funciones ecoldgicas y se
caracterizan por sus diferentes usos y aplicaciones como medicamentos,
insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes, entre otros. Reciben también

la denominacion de productos naturales.” (Garcia and Carril 2011).

A medida que se han ido descubriendo nuevos productos naturales, el
interés por los hongos endodfitos ha ido en aumento. La producciéon a gran
escala de metabolitos secundarios a partir microorganismos es mas facil y
economica que su obtencion por otros métodos o a partir de otras fuentes
que los produzcan, de ahi el interés de explorar los endoéfitos, tanto por la
diversidad quimica y biolégica que cabe esperar como por el numero de

especies que podrian quedar por descubrir. (Rodriguez Hernandez 2015).

Algunos conocidos por su importancia son los antibidticos penicilina,
griseofulvina y cefalosporina, las micotoxinas (aflatoxinas), los alcaloides

ergotamina o acido lisérgico, entre otros.(Coérdoba, Reynaldi and Rosa 2021)

1.3 Arboles en estudio

1.3.1 Roble (Nothofagus oblicua)

Conocido como Roble, Coyan, Hualle o Pellin, tiene hojas simples alternas,

de forma ovada asimétrica y de borde doblemente aserrado. (Donoso 1983)

Los robles chilenos son arboles de gran tamafo que también alcanzan las
mayores alturas en los bosques donde viven. Pierden sus hojas en el otofio

y, entre enero y marzo, se encuentran sus frutos. Los robles se encuentran



entre Santiago (en el Cerro La Campana y en Las Vizcachas) y Chillan en los
bosques de altura, y entre Chillan y Llanquihue son preponderantes en la

depresion intermedia y faldeos cordilleranos. (Skewes and Guerra 2015).

1.3.2 Coihue (Nothofagus dombeyi)

Conocido como Coigue o Coihue, tiene hojas simples alternas de borde
aserrado fino y de formas lanceoladas a oval-lanceoladas cortas, mas
pequenas en general que las de Coigle de Chiloé. En algunos arboles las
hojas adquieren color plomizo-plateado. Es el arbol mas comun de los tipos

forestales del sur de Chile. (Donoso 1983)

El Coihtue se distribuye entre los 35° y los 45 ° de latitud sur. Ocupa parte
importante de los bosques de la Cordillera de la Costa y de los Andes, vy
también se encuentra en el Valle Central. Es una de las especies mas
abundantes de Chile. Especie cuyos arboles son de fuste recto y cilindrico,
pudiendo alcanzar hasta 40 m de altura y 4 m de diametro. Es facil de
reconocer por su copa estratificada, que la distingue del resto de las especies

que le acompana. (Diaz-Vaz 1987).



2 HIPOTESIS

e Los hongos enddfitos aislados de las especies de N. dombeyi y N.
oblicua producen extractos antimicrobianos cuando son cultivados

artificialmente en medios liquidos.
3 OBJETIVO

3.1 Objetivo general:

e Evaluar las propiedades antimicrobianas de extractos naturales

producidos por hongos enddfitos aislados de N. dombeyiy N. oblicua.
3.2 Objetivos especificos:

a. Caracterizar micro y macroscopicamente hongos enddfitos aislados de
N. oblicua 'y N. dombeyi.

b. Determinar la actividad antimicrobiana de los extractos producidos a
partir de los hongos enddfitos cultivados artificialmente en medios
liquidos.

c. Comparar la distribucion de especies y propiedades antimicrobiana de

los hongos aislados.



4 MATERIALES Y METODOS
4.1 Recoleccidén y aislacion de muestras

La obtencion del material vegetal de la especie Nothofagus, se realizé en la
Cordillera de los Andes, region de Nuble, comuna de San Fabian y en el Valle
Central de Chile, region del Biobio, ciudad de Concepcién. Las muestras
fueron cortadas utilizando tijeras, rescatando los tallos y hojas saludables de
N. oblicua y N. dombeyi, posteriormente fueron guardadas en bolsas
herméticas y se llevaron al laboratorio de Microbiologia y micologia aplicada

de la Universidad de Concepcién, campus Chillan.

Ya en el laboratorio, se procedié a realizar un proceso de limpieza superficial
con agua potable. Posteriormente se llevé a cabo el trabajo bajo campana de
flujo laminar. Para esto se necesitaron frascos con etanol al 70%, hipoclorito

de sodio al 2,8%, y agua destilada estéril.

Como primer paso se afiadieron las hojas y tallos seleccionados al frasco con
etanol al 70% durante 1 minuto, asegurandonos de que todas las muestras
estuvieran cubiertas, terminado el tiempo se paso al siguiente paso retirando
las muestras con pinzas del frasco, traspasandolas al siguiente que contenia
hipoclorito de sodio al 2,8% durante 3 minutos, y finalmente, se volvié a

desinfectar con etanol al 70% durante 30 segundos.

Una vez completado todo este proceso, las muestras fueron transferidas al

ultimo frasco con agua destilada estéril para realizar un proceso de limpieza.
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Se retiraron las muestras y se dejaron secar bajo campana de flujo laminar.
Una vez secas se cortaron en trozos pequefios y se sembraron en placas de
Petri rotuladas, las cuales contenian el medio de cultivo PDA (agar papa y
dextrosa) y antibioticos (penicilina y estreptomicina), separando placas de
tallos y hojas. Se dejaron una semana en incubadora a 27°C para esperar el

crecimiento de microorganismos enddfitos.
4.2 Purificacion de los hongos endoéfitos

Transcurrido el tiempo, se procedidé a revisar las placas, verificando que no
hubiera contaminacién con la ayuda de un microscopio. Las hifas de los
hongos enddfitos aparecieron sobre él medio de cultivo. Con un bisturi estéril
se cortaron pequenos trozos de cada hifa y se transfirieron a placas con
medio PDA (agar papa y dextrosa) dejandolas de 3 a 4 dias en la incubadora.
El proceso se repitid hasta lograr la purificacion de todas las muestras

posibles.
4.3 Caracterizacion macro y microscopica

Terminado el proceso de purificacion, se llevé a cabo una observacion de los
cultivos, para realizar una caracterizacion microscépica en la cual se
describié el micelio y los conidios. Ademas, se realizd caracterizacion
macroscopica que se centr6 en el medio de cultivo, textura, colores y

pigmentos que se encontraron en las muestras.
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4.4 Obtencion de extractos

Desde cada cepa aislada y pura se realizaron cortes pequefios de micelio y
se transfirieron a matraces Erlenmeyer de 1 litro con 500mL de medio con
M10 estéril (4 g de extracto de glucosa, 10 g de extracto de malta, 4 g de
extracto de levadura). Luego de esto, se ubicaron en un agitador orbital
(120rpm, temperatura ambiental) hasta que el hongo consumié la glucosa del
medio. Para determinar el contenido de glucosa de los cultivos, se utilizaran
cintas reactivas universales. (OPTIMUStest®) (Aqueveque, Céspedes et al.

2017)

Una vez consumida la glucosa el cultivo se filtré6 mediante papel filtro hacia
otro matraz Erlenmeyer, ya listo, se procedié a desechar el micelio y se
continu6 trabajando con la fase liquida, traspasandola a un embudo de
decantacién donde se agregd Acetato de etilo (1:1) dejandolos un tiempo

aproximado de 6 horas hasta que se separen ambas soluciones.

Completado el tiempo, en ese momento se desechd el medio liquido y se
trasladé el Acetato de etilo a un evaporador rotatorio para destilarlo. El
objetivo era separar el Acetato de etilo del resto. Una vez completada la
destilacion, el contenido restante en el balon se considero el “extracto de
Acetato de etilo”. Este se transfiri6 y guardo en un tubo de ensayo,

resguardado a una temperatura de 4°C hasta que se necesitara usar.
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4.5 Evaluacion actividad biologica

4.5.1 Preparaciéon organismos-test

Para las pruebas antimicrobianas se utilizaron los extractos obtenidos,

realizando dos tipos de pruebas: Test antifungico y Test antibacteriano.

Para realizar la evaluacion de la actividad antibacteriana, se utilizaron
bacterias Gram positivas (Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Listeria
monocygotenes y Staphylococcus aureus) y Gram negativas (Enterobacter
aerogenes, Escherichia coli, Pseudomonas syringae pv. actinidiae y
Salmonella enteriditis). Las bacterias almacenadas en frio se activaron por
traspasos hacia medios de cultivo BHI (Brain Heart Infusion) a 37°C por 24
hrs. Luego se inocularon en medio Muller-Hinton en una razén de 1 mL de
bacteria por cada 100 mL de medio, para asi poder cultivarlas en placas y
conservarlas bajo refrigeracion hasta su posterior analisis (Shiva and Calvo

2007).

Para las pruebas antifungicas se utilizaron los hongos Aspergillus niger,
Penicillium sp y Rhizopus stolonifer. Estos hongos se obtuvieron al estar
cubiertos completamente de micelio y de ahi se adquirieron sus esporas.
Para esto, bajo campana, se anadié agua peptonada estéril y con un asa se
desprendieron las esporas. Las esporas en solucion se traspasaron a tubos

de ensayo y posteriormente se inocularon en medio de cultivo PDA, en una
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razon de 2 mL de hongo por cada 100 mL de medio. Finalmente, se

cultivaron en placas y se mantuvieron bajo refrigeracioén (Sanchis Talon)

4.5.2 Actividad antibacteriana y antifungica
Bajo campana, se realizaron perforaciones con un sacabocados a las placas
preparadas en el punto 4.5.1 y se procedié a aplicar con micropipetas los

extractos de acetato de etilo previamente obtenidos.

El efecto biologico se evalué de acuerdo con la presencia o ausencia de
halos de inhibicion alrededor de la perforacién, en las cual se medira su

diametro en milimetros.

En los resultados, la actividad biologica se indico de acuerdo con la siguiente
nomenclatura: (+) presencia de halo de inhibicién, (-) ausencia de hablo de
inhibicion. La zona del diametro de inhibicion se considerd significativa (+++)
cuando el diametro fue mayor a 20 mm, moderada (++) cuando sea entre los
10 y los 20 mm y baja (+) en el caso de que el diametro haya sido menor a

10 mm (DESALE 2016)

4.6 Comparacion entre poblaciones de hongos aislados

Se realizé una comparacion entre las poblaciones de hongos aislados segun
la especie de arbol que descienda, ubicacidbn geografica donde se
recolectaron las muestras, cantidad de hongos aislados por especie y

numero de cepas con actividad antimicrobiana.
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4.7 Evaluacion actividad antifungica in vivo

Para la evaluacion in vivo se procedid a seleccionar los extractos que
exhibieron la mas destacada actividad antimicrobiana. A partir de esta
preseleccion, se llevé a cabo un analisis detallado, priorizando aquel extracto
que manifestd una actividad bioldgica significativa y con este, se realizé la
evaluacion.

Se comenzd con un proceso de esterilizacion superficial de las manzanas,
utilizando una solucién de alcohol al 70%. Cada fruta se sumergié durante
dos minutos en esta solucidén y luego se ubicaron en la campana de flujo
laminar hasta que su superficie estuvo completamente seca.

Se constituyeron tres conjuntos experimentales, cada uno compuesto por un
trio de unidades de prueba representadas por manzanas. A cada entidad
frutas se le efectud una incision precisa mediante el uso de un bisturi, con el
propésito de extraer la pulpa de la zona correspondiente, generando asi un
espacio mas accesible y despejado para las futuras observaciones y
mediciones.

El primer grupo se dejé como un control, el cual solo se inoculdé con el hongo
seleccionado la incision realizada. El segundo grupo se inoculé con el hongo
y luego el extracto de Acetato de etilo escogido, ambos con la misma
medida, y el ultimo grupo con el hongo y el fungicida comercial Rovral 50%.
Luego de este proceso, se realizaron medidas del crecimiento durante 5

dias.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Recoleccion e identificacién de material biolégico

Se realizo la recoleccidn de muestras de material vegetal (hojas vy tallos) de
las especies N. oblicua y N. dombeyi en diferentes localidades; San Fabian,
Region de Nuble y Concepcion, Regién del Biobio, respectivamente. Cada
muestra fue transportada al laboratorio de microbiologia de la Facultad
Agricola, Universidad de Concepcién, ubicado en el Campus Chillan donde
se les asigno un cédigo unico para su posterior analisis, como se observa en
la Tabla 1. Este cddigo sigue un formato que incluye el afio de obtencion de
la muestra, las iniciales del arbol de origen y el lugar de procedencia, ya sea

tallo u hoja.

Tabla 1.Codificacion de hongos enddfitos aislados de N. oblicua'y N. dombeyi

Coadificacion de hongos endoéfitos

Arbol Lugar

Tallo Hoja
N. oblicua San Fabian 22NoSFT 22NoSFH
N. dombeyi Concepcion 22NdCONT 22NdCONH

5.2 Aislamiento de hongos endoéfitos

De los dos ejemplares arboreos seleccionados para el analisis, se logro aislar
un conjunto total de 27 cepas de hongos enddfitos, extraidas tanto de tallos

como de hojas de dichos arboles, las cuales fueron identificadas con los



16

codigos descritos en la Tabla 1 pero agregando un numero al final de cada

nombre para llevar un conteo de ellas.

La mayoria de las cepas (25) se originaron en los tallos, mientras que los 2

restantes provinieron de las hojas. (Tabla 2).

Tabla 2. Hongos enddfitos aislados desde N. oblicua y N. dombeyi.

Cantidad hongos

endofitos

Arbol Lugar Cédigo Total
Tallo Hoja
N. oblicua San Fabian 22NOSF 17 1 17
N. dombeyi  Concepcion 22NdCON 8 1 9
Total 25 2 27

5.3 Evaluacion de la actividad antifungica y antibacteriana.

Para la evaluacion, se examin¢ la eficacia antibacteriana y antifungica de los
extractos derivados previamente mediante acetado de etilo de cada cepa. En
total, se lograron obtener 27 extractos, de los cuales 18 procedian de N.
oblicua y 9 de N. dombeyi. Es importante destacar que el extracto 22NdSFH1

fue descartado debido a la presencia de contaminantes.

En las siguientes tablas (Tabla 3 a 6) se observan los resultados de las

pruebas antifungicas y antibacterianas para cada extracto obtenido.
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Tabla 3 Actividad antifungica de los extractos de acetato de etilo provenientes
de N. oblicua, San Fabian.

Cddigo Alt Asp Bo Clad Fc Pen Rhiz

22NoSFT1 - +++ - - R . N
22NoSFT2 - - - - - - -
22NoSFT3 - - - - - - -
22NoSFT4 - - - - - - -
22NoSFT5 - - - - - - -
22NoSFT6 - - - - - - -
22NoSFT7 - - - - - - -
22NoSFT8 - - - - - - -
22NoSFT9 - - - - - - -
22NoSFT10 - - - - - - -
22NoSFT11 - - - - - - -
22NoSFT12 - - - - - - -
22NoSFT13 - - - - - - -
22NoSFT14 - - - - - - -
22NoSFT15 - - - - - - -
22NoSFT16 - - - - - - -

22NoSFT17 - - - - - - -

Alt: Alternaria; Asp: Aspergillus niger; Bo: Botrytis cinérea; Clad: Cladosporium spp; Fc:
Fusarium; Pen: Penicillium sp; Rhiz: Rhizopus; (+) Presencia de halo de inhibicion; (-)
Ausencia de halo de inhibicién; (+): 1- 10 mm, (++): 10- 20 mm, (+++): 20 0 mas mm.

En la Tabla 3, se visualizan los resultados de la prueba antifungica, donde
solo 1 extracto correspondiente a 22NOSFT1 del arbol N. oblicua resultd
activo contra dos hongos; A. niger y P. sp, observando un efecto inhibitorio
notable para ambos, indicando una actividad antifungica potente,

especialmente ya que el halo de inhibicion superd los 20mm.
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En la Tabla 4 se observan los resultados de la prueba antibacteriana,

destacando que los hongos 22NOSFT6, 22NOSFT7, 22NOSFT10 aislados

del arbol N. oblicua, demostraron actividad contra B.cereus, B.subtilis y

S.epidermidis. Especificamente, el extracto 22NoSFT6 mostré6 una marcada

actividad, con un halo de inhibicion superior a los 20 mm.

Tabla 4 Actividad antibacteriana de

los extractos de acetato de etilo
provenientes de N. oblicua, San Fabian.

Cddigo

Bc

Bs

Ea

Ec

Kp Lm Sal

S.a

S.e

Psa

MRS
Ec

MRS
Sa

22NoSFT1
22NoSFT2
22NoSFT3
22NoSFT4
22NoSFT5
22NoSFT6
22NoSFT7
22NoSFT8
22NoSFT9
22NoSFT10
22NoSFT11
22NoSFT12
22NoSFT13
22NoSFT14
22NoSFT15
22NoSFT16
22NoSFT17

++

++

++

++

+++

++

B.c: Bacillus cereus; B.s:

Ausencia de halo de inhibicién; (+): 1- 10 mm, (++): 10- 20 mm, (+++): 20 0 mas mm

Bacillus subtilis; E.a:

Enterococcus faecalis; E.c: Escherichia coli;
K.p: Klebsiella pneumoniae; L.m: Listeria monocytogenes; Sal: Salmonella entérica; S.a:
Staphylococcus aureus; S.e: Staphylococcus epidermidis; PSA: Pseudomonas syringae pv.
actinidiae; MRS: resistente a los antibiéticos; (+) Presencia de halo de inhibicién; (-)



Tabla 5. Actividad antifungica de

provenientes de N. dombeyi, Concepcion.
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los extractos de acetato de etilo

Cédigo

Alt Asp

Bo

Clad

Fc

Pen

Rhiz

22NdCONH1
22NdCONT1
22NdCONT?2
22NdCONT3
22NdCONT4
22NdCONT5
22NdCONT6
22NdCONT7
22NdCONT8

Alt: Alternaria; Asp:

Aspergillus niger; Bo: Botrytis cinérea; Clad: Cladosporium spp; Fc:
Fusarium; Pen: Penicillium sp; Rhiz: Rhizopus; (+) Presencia de halo de inhibicién; (-)
Ausencia de halo de inhibicion; (+): 1- 10 mm, (++): 10 - 20 mm, (+++): 20 0 mas mm.

En la Tabla 5, se observan los resultados de la prueba antifungica del arbol

N. dombeyi donde solo 3 extractos correspondientes a 22NdCONH1,

22NdCONT4, 22NdCONT®6, resultaron activos y en este caso para inhibir el

crecimiento de A. niger.

En la Tabla 6 se aprecia que fueron activos 5 extractos correspondientes a

22NdCONH1, 22NdCONT4, 22NdCONT6, 22NdCONT7 y 22NdCONTS, del

arbol N. dombeyi, para inhibir el crecimiento de las bacterias B. cereus, B.

subtilis, E. faecalis y S.epidermidis.
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Tabla 6. Actividad antibacteriana de los extractos de acetato de etilo
provenientes de N. dombeyi, Concepcion.

Cddigo Bc Bs Ea Ec Kp Lm Sal Sa Se Psa MRS MRS
Ec Sa
22NdCONH1 +++  +++ e+ - - - - - +++ - N N
22NdCONT1 - - - - - - - - - - - -
22NdCONT?2 - - - - - - - - - - - -
22NdCONT3 - - - - - - - - - - - -
22NdCONT4  +++ +++ +++ +++ - - - - 4+ - . _
22NdCONT5 - - - - - - - - - - - -
22NdCONT6 + +  +++ - - - - - + - - -
22NdCONT7 +++  +H++ 4+ - + - - 4+ - - -
22NdCONT8 +++ 4+ .+t -+ - S - -

B.c: Bacillus cereus; B.s: Bacillus subtilis; E.a: Enterococcus faecalis; E.c: Escherichia coli;
K.p: Klebsiella pneumoniae; L.m: Listeria monocytogenes; Sal: Salmonella entérica; S.a:
Staphylococcus aureus; S.e: Staphylococcus epidermidis; PSA: Pseudomonas syringae pv.
actinidiae; MRS: resistente a los antibidticos; (+) Presencia de halo de inhibicién; (-)
Ausencia de halo de inhibicién; (+): 1- 10 mm, (++): 10- 20 mm, (+++): 20 0 mas mm

5.4 Comparacion de la distribucion de especies y propiedades

antimicrobiana de los hongos aislados.

8o
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Figura 1. Numero total de extractos activos de acetado de etilo procedentes
de los arboles N. oblicua 'y N. dombeyi contra bacterias test.
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En la Figura 1, se puede apreciar el numero total de los extractos activos
provenientes de hongos enddfitos tanto del arbol N. oblicua como N. dombeyi
en las pruebas antibacterianas. Resultaron ser 5 extractos activos de N.
dombeyi y 2 de N. oblicua, contra B. cereus y B. subtilis. En el caso de S.
enteriditis, 5 extractos de N. dombeyi y 3 de N. oblicua inhibieron su
crecimiento. Ademas los extractos provenientes de N. dombeyi fueron
capaces de inhibir el crecimiento de las bacterias E. aerogenes, E. coli y

L.monocytogenes con 5, 3 y 2 extractos respectivamente.

En la Figura 2, se observan el total de los extractos activos en las pruebas
antifungica provenientes de los arboles N. dombeyi y N. oblicua. En estas
pruebas, 3 extractos de N. dombeyi y 1 de N. oblicua inhibieron el

crecimiento de A. nigery solo 1 extracto de N. oblicua inhibi6 el de P sp.
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Figura 2. Numero total de extractos activos de acetato de etilo procedentes
de los arboles N. oblicua 'y N. dombeyi contra hongos test.
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En el marco de la evaluacién de la actividad antifungica y antibacteriana de
los extractos obtenidos, se evidencié que el arbol N. dombeyi sobresalio al
demostrar una mayor eficacia en la inhibicion del crecimiento de ambos tipos
de microorganismos, a pesar de haber producido un numero inferior de
cepas en comparacidon con N.oblicua. Con mayor detalle, N.dombeyi
presenté un total de 9 cepas, y de estas, 8 demostraron actividad bioldgica al
inhibir el desarrollo tanto de hongos como bacterias. En contraste, N. oblicua
que generé 17 cepas, sin embargo, unicamente 8 de ellas manifestaron
dicha actividad. Segun bibliografia, estos resultados pueden deberse a que el
arbol N. dombeyi se encuentra colonizado por un amplio numero de hongos
enddfitos, y confirman que el criterio de seleccion empleado, es decir, plantas
que crecen en areas de gran diversidad bioloégica y que no presentan ningun
dafno por patdégenos o herbivoros, constituyen una buena estrategia para
aislar una gran cantidad y diversidad de enddfitos. (Sanchez-Fernandez,
Sanchez-Ortiz et al. 2013), otra razon que puede influir es la edad de sus
hojas ya que las hojas jovenes, aun en yemas, son generalmente libres de
endoéfitos debido a que aun no han sido expuestas al in6culo de éstos
(Wilson and Carroll 1994).

5.5 Caracterizaciéon macro y microscépica

Para la identificacion de los hongos enddfitos, se puso énfasis en sus
caracteristicas observables a simple vista y en niveles microscopicos. Se

describieron los aspectos macroscépicos tales como el color, la forma y
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tamafno. Ademas, se analizaron las caracteristicas microscépicas de las

hifas, considerando la presencia de esporas, la existencia de divisiones

internas (septos) y otros detalles relevantes. (Maldonado Torres, Lores Cruz

and Osorio Hernandez 2017)

Tabla 7 Caracterizacion macroscoépica de hongos enddfitos aislados de N.

oblicua y N. dombeyi.

Forma del

Tincién Color del

Hongo Color micelio Textura del agar agar
22NoSFT7 Gris/blanco Ovalada Rugosa No -
22NoSFT17 Café claro/gris Ovalada  Algodonosa No -
22NdCONT4 Blanco/negro Circular Rugosa No -
22NdCONT6 Café oscuro Circular Compacto No -
22NdCONT7  Blanco/amarillo Circular Algodonosa Si Amarillo

Tabla 8. Caracterizacidn microscopica de hongos enddfitos aislados de N.

oblicua 'y N. dombeyi.

Hongo Produccion Septos Otras caracteristicas
de esporas
22NoSFT7 nd Si Hifas oscuras
22NoSFT17 nd Si Hifas delgadas y ramificadas
22NdCONT4 nd No Hifas transparentes y ramificadas
22NdCONT®6 No Si Hifas muy delgadas y ramificadas
22NdCONT7 No No Hifas delgadas y transparentes

Nd: no detectable.
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A B

Figura 5. A) Hongo endéfito 22NdCONT4; B) Hifas del hongo 22NdCONT4
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A . g - ¢ -| = B
Figura 7. A) Hongo endéfito 22NdCONT7; B) Hifas del hongo 22NdCONT7

La caracterizacion y clasificacion de los hongos endoéfitos se vuelve un poco
complicada debido a la diversidad morfolégica de cada individuo, aunque
tradicionalmente, la taxonomia de los hongos se basa en el analisis de los
caracteres morfolégicos de las estructuras de reproduccion pero para una
alta proporcién de hongos enddfitos resulta dificil su identificacion mediante
tales criterios, debido a que muchos de los aislados en el laboratorio
permanecen en forma micelial, sin esporular en los medios de cultivos

utilizados rutinariamente.(Delgado, Ortega et al. 2021)
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5.6 Evaluacion actividad antifungica in vivo

Se realizo la actividad in vivo en manzanas (Fuji) por un periodo de 5 dias.

10

e=@== Control

4 A.niger + Rovral 50%

Crecimiento (cm)

A.niger + 22NdCONT6

1 2 3 4 5

Tiempo (dias)

Figura 8. Medidas del crecimiento del hongo inoculado en las manzanas vs el

periodo de evaluacion durante 5 dias.
En la Figura 8 se graficaron los datos obtenidos de la prueba in vivo aplicada
a manzanas, ocupando un control, el hongo escogido que en este caso fue
A. niger y el extracto con actividad antifungica sobresaliente 22NdCONT®6,
para esta actividad se fueron realizando medidas del crecimiento que tenia el

hongo en cada manzana de los grupos realizados.

El fungicida comercial Rovral 50% tuvo una diferencia de efectividad
antifungica contra A. niger de un 1,1 cm mas que el extracto 22NdCONT6,
esto quiere decir que el extracto inhibié hasta 7,5 cm y el antifungico hasta
6,6 cm. Segun bibliografia uno de los temas de investigacion mas analizados

de los hongos enddfitos se relaciona con los estudios encaminados a su
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seleccion como agentes de control biolégico (ACB) para el manejo de plagas
ya que estos producen un amplio arsenal de metabolitos secundarios que
mejoran la resistencia frente a patdgenos y herbivoros, la absorcion de

nutrientes y promueven el crecimiento vegetal (Delgado, Ortega et al. 2021).

Esto queda un tanto demostrado en el crecimiento entre las muestras
tratadas con el extracto antifungico y el fungicida de mercado en
comparacion con el control sin tratamiento, ya que esos dos primeros

actuaron de manera similar, teniendo un punto de igual medida en el dia tres.

Aun cuando los hongos endéfitos pueden ser utilizados en diferentes
estrategias de manejo junto a otras tacticas, es necesario el desarrollo de
experimentos en condiciones controladas para conocer aspectos como las
dosis de aplicacion, el momento y la frecuencia antes de proceder a la
aplicaciéon en campo. Algunas investigaciones refieren resultados positivos,
mientras otras los refieren como neutros, o incluso negativos, en lo que
respecta a la mezcla de los hongos endofitos con otros controles bioldgicos.

(Delgado, Ortega et al. 2021).
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Figura 9. A) Manzanas desinfectadas, agrupadas y rotuladas antes de la
evaluacion in vivo;, B) Manzanas preparadas luego de los tratamientos

realizados a cada grupo.

Figura 10. A) Manzanas control dia 1, inoculadas con el hongo A. niger; B)
Manzanas inoculadas con A. niger + 22NdCONTG6; C) Manzanas inoculadas

con A. niger + Rovral 50%.
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Figura 11. A) Manzanas control dia 5, inoculadas con el hongo A. niger; B)
Manzanas inoculadas con A. niger + 22NdCONTG6; C) Manzanas inoculadas
con A. niger + Rovral 50%.

Figura 12. A) Manzanas control dia 5 y ultimo inoculadas con el hongo A.

niger; B) Manzanas inoculadas con A. niger + 22NdCONT6; C) Manzanas

inoculadas con A. niger + Rovral 50%.
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6 CONCLUSIONES

Los hongos endodfitos aislados de las especies N. dombeyi y N. oblicua si
producen extractos antimicrobianos cuando se cultivan artificialmente en

medios liquidos.

Se lograron recolectar 27 muestras en total, de las cuales se cultivaron
artificialmente 9 del arbol N. dombeyi y 18 de N. oblicua. Los hallazgos
revelaron efectos positivos en la capacidad de inhibiciéon del crecimiento tanto
bacteriano como fungico, logrando inhibir el crecimiento de las bacterias
B.cereus ,B. subtilis , E. aerogenes, E. coli, L.monocytogenes , S.enteriditis y
los hongos A.niger y Pexpansum. Lo que sugiere un potencial uso de estos

extractos como agentes antifungicos naturales.

Las cepas obtenidas de los hongos endéfitos encontrados en el arbol N.
dombeyi de la ciudad de Concepcidn, a pesar de ser solo 9, mostraron una
actividad con potencial de inhibiciéon, con 5 cepas exhibiendo actividad. En
comparacion, la otra especie contd con 18 cepas, pero solo 4 mostraron
actividad. Esto podria deberse a factores como la alta biodiversidad en el
entorno se encontraba la especie N. dombeyi, lo cual fue favorable para la

produccion de metabolitos secundarios con actividad bioldgica.

Los extractos producidos por hongos enddfitos aislados de N. oblicua
mostraron una mayor actividad antibacteriana. De las 17 cepas evaluadas, 3

exhibieron capacidad de inhibicion contra tres tipos de bacterias: B. cereus,
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B. subtillis y S. epidermis. Asi fue también en el caso de N. dombeyi, que los
hongos enddfitos aislados obtuvieron mayoria en la misma actividad, donde 5
de estos, tuvieron actividad inhibitoria contra las bacterias B. cereus,

B.subtillis, E.faecalis, E.coli, L. monocytogenes, S.epidermidis.

Se realizé caracterizacibn macro y microscopica de las cepas con mas
actividad. Se seleccionaron 5 extractos totales, de los cuales 3 provenian del
arbol N.dombeyi de Concepciéon y 2 del arbol N. oblicua de San Fabian. No
se encontraron coincidencias de cepas entre si al momento de ser realizada

la actividad bajo las condiciones de laboratorio.

En el experimento con manzanas, seleccionamos el extracto que mostré una
fuerte capacidad para combatir hongos. Se evalué su efectividad al
compararlo con un fungicida comercial Rovral 50% y un grupo de control. Los
resultados fueron notables, ya que el extracto actu6 de manera similar al
fungicida, retrasando el crecimiento del hongo de manera significativa

comparados con el crecimiento en el control.
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