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EVALUACION DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIAL DE HONGOS ENDOFITOS
AISLADOS DE NOTHOFAGUS CHILENOS SOBRE FITOPATOGENOS

EVALUATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF ENDOPHYTIC FUNGI ISOLATED
FROM CHILEAN NOTHOFAGUS ON PHYTOPATHOGENS

Palabras indices adicionales: Metabolitos secundarios, actividad biolégica, Diplodia

mutila, Juglans regia.

RESUMEN
El control de enfermedades que afectan los cultivos agricolas en la actualidad enfrenta

desafios debido a la resistencia desarrollada por los fitopatdégenos y la preocupacion
por el impacto ambiental de los agroquimicos. Esta investigacién tuvo como objetivo
determinar el potencial de los extractos de hongos enddfitos provenientes de plantas
del género Nothofagus chilenos como controladores de microorganismos
fitopatogenos. De los siete extractos de hongos enddfitos obtenidos de Nothofagus,
solo el 38 % demostrd tener actividad antimicrobial en las pruebas in vitro, siendo el
61,5 % de ellos con actividad moderada o significativa (diametro de halos de inhibicion
superior a los 10 mm). Las pruebas en frutos inmaduros de nogal demostraron una
reduccion significativa en la severidad de la infeccion (necrosis) causada por Diplodia
mutila en condiciones de laboratorio in vitro, donde hubo una reduccion del 44 al 78 %
de la necrosis en frutos. Estos resultados sugieren el potencial antimicrobial de los
extractos para ser usados en agricultura como una alternativa sostenible y respetuosa

con el medio ambiente.

SUMMARY

The control of diseases affecting agricultural crops currently confront challenges due
to the resistance developed by pathogens and concerns about the environmental
impact of agrochemicals. This research aimed to determine the potential of extracts
from endophytic fungi derived from Chilean Nothofagus genus plants as controllers of

phytopathogenic microorganisms. Of the seven endophytic fungal extracts obtained



from Nothofagus, only 38 % demonstrated antimicrobial activity in in vitro tests, with
61,5 % of them showing moderate or significant activity (inhibition halo diameter greater
than 10 mm). Tests on immature walnut fruits showed a significant reduction in the
severity of infection (necrosis) caused by Diplodia mutila under in vitro conditions, with
a 44 to 78 % reduction in fruit necrosis. These results suggest the antimicrobial potential
of the extracts for use in agriculture as a sustainable and environmentally friendly

alternative.

INTRODUCCION
Los hongos endofitos son microorganismos que pasan toda o gran parte de su ciclo

de vida en los tejidos internos de las plantas, colonizando los espacios intercelulares
de los tallos, peciolos, raices y hojas, sin causar manifestaciones perceptibles o algun
dafo aparente (Jonis et al., 2022). Se ha comprobado que existe simbiosis entre las
plantas y los hongos enddfitos, asi la planta provee de proteccién y alimentacion al
hongo a cambio de sustancias bioactivas como reguladores de crecimiento,
compuestos antimicrobiales e insecticidas para favorecer el crecimiento y
competitividad de la planta huésped. Por ello, los hongos enddfitos podrian ser fuentes
de compuestos con importancia agricola (Nisa et al., 2015).

Los hongos enddfitos poseen una gran diversidad quimica de metabolitos
secundarios, que son compuestos esenciales que contribuyen a la aclimatacion y
defensa de las plantas, de los cuales algunos de ellos producen moléculas base que
no se han reportado en otras fuentes naturales (Sanchez-Fernandez et al., 2013),
siendo importantes para el hallazgo de farmacos o compuestos principales para la
agricultura, por lo cual los hongos enddfitos representan un reservorio significativo y
que en gran parte no han sido explotados. Producto de la urgencia mundial de producir
nuevos antibidticos, agentes quimioterapéuticos y agroquimicos para hacer frente a
diversas problematicas que enfrenta la humanidad, la investigacion quimica de los
hongos enddfitos ha tomado relevancia en las ultimas décadas (Nisa et al., 2015).

Un ejemplo de producto quimico agricola son los fungicidas del grupo de las
estrobilurinas, el cual fue aislado del hongo sapréfito reconocido como Strobilirus
tenacellus (Barranchina et al., 1999). Estos fungicidas son derivados de la estrobilurina

A que provienen de un benceno o pirimidina que contienen metoxiacrilato o derivados.



La azoxistrobina fue el primer fungicida comercializado obtenido de la estrobilurina en
el ano 1996, y su uso comprende una cantidad importante en el mercado mundial de
ventas y uso de fungicidas (Wang et al., 2021). Sin embargo, el desarrollo de
resistencia generado a estos productos agrega importancia a la busqueda de nuevos
fungicidas. La resistencia puede evolucionar de manera rapida si las condiciones son
favorables para la epidemia y si no se implementan estrategias de antirresistencia
(Knight et al., 1997).

Con el objetivo de impulsar el potencial agricola y el desarrollo econémico de muchos
paises, se ha promovido el uso de agroquimicos en los procesos de produccién, por
lo que se ha dependido de los fertilizantes y pesticidas inorganicos para poder
maximizar la produccion de los cultivos (Osinuga et al., 2023). El uso intensivo y
frecuente de los pesticidas quimicos se ha convertido en una preocupacién para la
salud publica y el medioambiente dado las amenazas que estos representan (Galindo
et al., 2015; Wu et al., 2021).

Actualmente, la resistencia a los agroquimicos es un problema ambiental
significativo, ya que esta afectando aproximadamente 520 especies de insectos y
acaros, 150 patogenos de plantas, y 273 arvenses. Esta resistencia implica una
disminucién en la sensibilidad de las poblaciones de organismos a los plaguicidas,
resultando en una menor eficacia del control quimico. La resistencia se desarrolla
debido al uso repetido de plaguicidas sobre plagas especificas, llevandolas a tolerar
estos productos y reduciendo su efectividad en el control de la plaga objetivo (Castafio-
Quintana et al., 2019). Ademas, una gran gama de ellos es persistente en el ambiente.
En consecuencia, es de gran importancia la busqueda de nuevas alternativas para el
control efectivo y selectivo de patdgenos (Yang et al., 2018).

Fitopatdgenos como hongos, bacterias y virus, suelen ser agentes potenciales que
pueden causar diversas enfermedades en las plantas y, en consecuencia, disminuir la
productividad de los cultivos. Las enfermedades de las plantas pueden costar
alrededor de $220 mil millones a nivel mundial, por lo que los patégenos deben ser
identificados y diagnosticados tempranamente para tomar acciones pertinentes de
control (Cardoso et al., 2021).



En los ultimos 20 afios, Chile se ha convertido en el segundo exportador mundial de
frutos secos, soélo detras de Estados Unidos (Osman, 2022). El interés de la poblacion
por las nueces, junto a las preocupaciones por estrategias de manejo efectivas, hacen
que las enfermedades bacterianas sean relevantes, principalmente las causadas por
las especies de Xanthomonas arboricola, que comprende nueve patovares donde pv.
Jjuglandis causa el tizon bacteriano del nogal, y pv. corylina el tizon bacteriano de la
avellana. El tizén bacteriano del nogal tiene una distribucidon mundial, mientras que la
distribucion del tizén bacteriano de la avellana es mas limitada. En ambos casos, el
material del vivero infectado es la via principal para la introduccién y propagacion del
patégeno (Kaluzna et al., 2021).

El manejo de estas enfermedades se centra en el uso de bactericidas a base de
cobre. Estas particulas liberan iones que afectan las membranas y proteinas de las
bacterias, lo que puede ralentizar o detener su reproduccién. Sin embargo, la
aplicacion de estos productos puede llevar a un aumento en la concentracion de iones
de cobre en el suelo, lo que reduce los niveles de polifenoles en los tejidos del nogal,
afectando las defensas naturales de la planta contra las bacterias. A su vez, el uso
excesivo de estas sales de Cu puede favorecer la seleccién de cepas bacterianas
resistentes al cobre (Moya-Elizondo et al., 2018).

El cerezo ocupa una superficie de 63.495 ha y ocupa el primer lugar en el area de
produccion de frutales en Chile (Pefaur et al., 2023). El cerezo se ve afectado por la
enfermedad conocida como cancer bacteriano producida por la bacteria Pseudomonas
syringae pv. syringae, que causa crancos o heridas asociadas a la muerte de los tejidos
inducidos por la bacteria al colonizar la planta. Si la infeccion no es detenida puede
causar la muerte en la zona afectada o, incluso, la muerte total del arbol, lo que se
traduce en pérdidas de produccion y calidad de la fruta (Gamalier et al., 2019).

Dentro de los hongos, el género Fusarium comprende un grupo diverso de hongos
fitopatdgenos que abarca multiples especies capaces de producir compuestos
altamente toxicos, como los tricotecenos. Estos compuestos causan efectos agudos y
cronicos tanto en humanos como animales al ser ingeridos durante el consumo de los
alimentos. Entre las diversas especies se encuentra Fusarium culmorum, productora

de tricotecenos tipo A y otras micotoxinas (Jurado et al., 2005). Del mismo modo, el



geénero Diaporthe es un taxon muy extenso que cuenta con mas de 1.000 nombres de
especies que incluye saprobios, endofitos y patdgenos en diversas plantas huéspedes
(Gietal., 2022). Estudio realizado por Lopez-Moral et al. (2020) menciona que el hongo
Diaporthe es una de las principales especies de hongos asociadas al nogal (Juglans
regia L.) en huertos comerciales en el sur de Espafa, donde se han detectado
sintomas del tizon de los brotes: afectaciéon de pedunculos, ramitas, yemas y hojas,
muerte regresiva de ramas, cancros y decoloracion interna de la madera.

Otra especie de importancia es Diplodia mutila, hongo fitopatdgeno filamentoso de
la division Ascomycota con micelio aéreo oscuro y algodonoso, y picnidios (Phillips et
al., 2013). D. mutila se asocia a una muerte regresiva de ramas en huertos de nogales
en Chile (Diaz et al., 2018). Por tanto, es crucial explorar nuevos enfoques.

El género Nothofagus representa la cubierta forestal mas importante de Chile y
Nueva Zelanda y esta formado por plantas de tipo lefiosas, micorricicas, no resistentes
al fuego, con baja capacidad de dispersion y corta viabilidad de semillas. Pero, que
dada su amplia distribucion, longevidad y éxito en formacién de bosques la hacen
sumamente idénea para su investigacién en cuando a las interacciones fitoquimicas
que pueden haber surgido durante su evolucion (Thoison et al., 2004).

Este género predomina en la mayoria de los bosques nativos de Chile, existiendo
once taxas correspondientes a nueve especies, donde especies como N. obliqua, N.
alpina'y N. dombeyi alcanzan alturas de hasta 45 metros (Ramirez, 1987).

Los extractos de hongos enddfitos provenientes de arboles del género Nothofagus
han surgido como una fuente prometedora de compuestos con potencial actividad
antimicrobiana. Un estudio del género Nothofagus en especies de Nueva Zelanda que
han evidenciado una alta diversidad de hongos enddfitos llegando a enumerar 906
taxones relacionados con Nothofagus (Johnston et al., 2012). Esta linea de
investigacion representa un area emergente en la busqueda de alternativas
sostenibles para la proteccion de cultivos agricolas, aprovechando el potencial de la
diversidad microbiana presente en los ecosistemas forestales de Nothofagus.

Dado los precedentes, el objetivo de esta investigacién fue evaluar la actividad
bioldgica de extractos de hongos endofitos presentes en las especies de Nothofagus

chilenos y determinar si los metabolitos secundarios activos producidos tuvieron



actividad antifungicos sobre Diplodia mutila, Diaporthe ambigua y Fusarium culmorum
y/o antibacterianos con bacterias tales como Xanthomonas arboricola pv. juglandis, X.

arboricola pv. corylina, Pseudomonas syringae pv. Syringae.

MATERIALES Y METODOS
Recoleccién e identificacion de las muestras

La recoleccion de muestras se llevé a cabo en la Universidad de Concepcion, Campus
Chillan, Chile (36°35’S, 72°4’0). Con una tijera para podar se recolectaron tanto tallos
como hojas sanas de la especie Nothofagus dombeyi (Coihue) y N. obliqua (Roble),
se guardaron en bolsas herméticas y se llevaron al laboratorio de Microbiologia y
Micologia aplicada de la universidad para su uso.

Aislamiento hongos endéfitos

Los tallos y hojas recolectadas se lavaron con agua potable, se secaron bajo una
campana y se desinfectaron a través del siguiente protocolo: Etanol al 70% por 3 min,
seguido de hipoclorito de sodio por 2 min y nuevamente Etanol al 70% por 30
segundos. Luego, las muestras se enjuagaron tres veces con agua destilada. Una vez
desinfectadas, se cortaron pequefios trozos de tallos y hojas para distribuirlas en
placas Petri con medio agar papa dextrosa (APD) y antibiéticos (100 ug mL™" de Sulfato
de Estreptomicina y Penicilina) y ser incubados a 28°C por 3 a 7 dias. Micelio de los
hongos crecidos a partir de los tejidos fueron transferidos a nuevas placas Petri con
APD vy se incubaron por 3 a 7 dias. El método se repitié hasta obtener cultivos puros
(Qingmiao et al., 2012).

Obtencion de cultivos miceliales liquidos

Los aislados fungicos obtenidos se traspasaron a matraces Erlenmeyer de 1 L con 500
mL de medio M10 estéril (4 g de glucosa, 4 g de levadura y 10 g de malta por litro).
Para ello entre 10 a 15 trozos de 5 mm de diametro de micelio en activo crecimiento
(con 3 a 7 dias de crecimiento en APD) fueron colocados dentro del medio liquido y se
colocaron en un agitador orbital a 120 rpm hasta agotar la glucosa. Para determinar si
finalizé el procedimiento, se midié una vez al dia el contenido de glucosa en el medio
usando cintas reactivas usadas comunmente para determinar glucosa en la orina
(OPTIMUStest®) (Aqueveque et al., 2017).



Extraccion de cultivo micelial liquido
Una vez que termind la incubacion, los cultivos liquidos se filtraron al vacio con ayuda
de un matraz Kitasato y embudo Blchner para separar el micelio del medio liquido. El
filtrado se extrajo con un embudo de decantacion con acetato de etilo, en una
proporcion de 1:1, produciendo el extracto de acetato de etilo. Posteriormente, las
soluciones se concentraron a sequedad en un evaporador rotatorio y, por ultimo, los
extractos se depositaron en tubos de ensayo para su evaluacién de actividad bioldgica
(Rodrigues et al., 2000).
Preparacion de fitopatégenos
Para la evaluacion de la actividad bioldgica, se utilizaron bacterias fitopatégenas como
Xanthomonas arboricola pv. juglandis cepa 002 y pv. corylina cepa 006, y
Pseudomonas syringae pv. syringae cepa 008. Estas se activaron en medio de cultivo
LB liquido, se depositaron 6 mL de medio en tubos, con un asa se traspasaron las
colonias de bacterias y se conservaron bajo refrigeracion hasta su analisis. En el caso
de los hongos, se utilizaron los hongos fitopatégenos Fusarium culmorum cepa F066,
Diplodia mutila cepa F096 y Diaporthe ambigua cepa F148. Los hongos fueron
crecidos en placas Petri con medio APD (20 mL) por 7 dias a 25 °C. Estos
microorganismos fitopatdgenos estan disponibles en el cepario del Laboratorio de
Fitopatologia de la Universidad de Concepcion.
Evaluacién de actividad biolégica
Para la evaluacién de actividad biologica se prepararon discos de papel filtro, los
cuales fueron esterilizados. Una vez listos los discos se inocularon con las siguientes
concentraciones: 20 uL de metanol como control, 20 uL de agua destilada como blanco
y 20 pL con concentraciones 100 %, 50 % y 25 % de cada extracto para poder
determinar la concentracion minima inhibitoria de cada uno. De este modo, se abarcé
un rango amplio de distintas concentraciones para poder observar el minimo de
actividad por parte del extracto y establecer la eficacia de cada uno en relacién con el
efecto antimicrobial buscado, entregando resultados mas completos sobre el potencial
de aplicabilidad.

Para la evaluar la actividad biolégica en bacterias se sembraron 100 pL de estas en

placas Petri con medio LB, se depositd 1 disco de cada extracto, se sellaron y se



incubaron a 25 °C por 48 horas en una camara de incubacién modelo BJPX-B70. En
el caso de los hongos, con un sacabocado de 3 mm de diametro se extrajo el patdbgeno
y se depositd en el centro sobre placas Petri con medio APD, luego se colocaron los
discos con los extractos correspondientes alrededor del disco con el hongo
fitopatégeno, se sellaron y se incubaron por 7 dias a 25 °C en una camara de
incubacion BJPX-B70. Ademas, se incluyd en la evaluacion un disco de papel filtro
inoculado unicamente con metanol para ver si este podria afectar a los distintos
fitopatégenos evaluados vy, asi, no alterar los efectos antimicrobiales asociables a los
extractos obtenidos desde los hongos enddfitos de interés. Se realizaron tres
repeticiones.

El efecto biologico se evalu6é mediante la presencia o ausencia de halos de inhibicion
alrededor de los discos. Los resultados de inhibicion de los extractos se clasificaron de
la siguiente manera: (+) presencia de halo de inhibicion y (-) ausencia de halo de
inhibicion. La zona del diametro de inhibicidn se consideré significativa (+++) cuando
mel diametro fue mayor a 20 mm, moderada (++) cuando el diametro se encontro entre
los 10 y los 20 mm y baja (+) en el caso de que el didametro fue menor a 10 mm (Desale,
2016).

Evaluacién en frutos
Se realizd un ensayo en frutos inmaduros de nogal con aquellos extractos que
presentaron la mayor actividad sobre los patdégenos en estudio.

En el caso de las bacterias, los tratamientos consistieron en un testigo sin inocular
que fue tratado con agua destilada estéril (T-), un testigo positivo inoculado con la
bacteria X. arboricola pv. juglandis (T+) y distintas concentraciones del extracto puro
al 100, 50 6 25 %, mientras que, para el hongo D. mutila, se considerd un testigo
positivo con el hongo fitopatégeno (TH+) y el uso de los extractos que presentaron
actividad in vitro en concentraciones del 100 o 50 %. Se consideré un fruto como la
unidad experimental y ocho repeticiones por cada tratamiento. Ademas, se inocularon
seis frutos mas unicamente con los extractos puros con el fin de evaluar si éstos tienen
algun efecto adverso sobre los frutos. Para ello se seleccionaron frutos inmaduros de
nueces de tamano homogéneo y a estos se les realizdé una herida en la parte superior

de la trima donde se inocularon 20 uL de agua destilada estéril en el caso del testigo



sin inocular, 20 uL de la bacteria fitopatégena (Xanthomonas arboricola pv. juglandis)
para los testigos positivos, mientras en los frutos tratados con los extractos se aplico
una alicuota de 10 pyL de la concentracion del extracto mas 10 yL de bacteria
(Xanthomonas arboricola pv. juglandis). En el caso de los frutos inoculados con el
hongo fitopatdégeno se depositdé un trozo de 3 mm de diametro de micelio (Diplodia
mutila) para el testigo positivo y para los frutos tratados se les aplicé 10 pL de la
concentracion de los extractos correspondientes mas un trozo de 3 mm de diametro
de micelio.

Una vez inoculados los frutos, se dejaron en cajas nuevas de huevos plasticas de 12
alveolos, las cuales se cerraron y colocaron dentro de bolsas de plastico con toallas
de papel humedecidas con agua destilada esterilizada y se sellaron herméticamente
para dejarlas a temperatura ambiente. Se evalu6 el diametro de infeccion durante el
dia 5, 7, 10 y 14 post inoculaciéon. Por ultimo, se partieron los frutos para poder
observar la infeccién al interior de estos y para confirmar la posible inhibicién de la

infeccion por parte de los extractos.

RESULTADOS Y DISCUSION.
Aislamientos hongos endéfitos

Del total de hongos enddfitos obtenidos y aislados de las distintas muestras de hojas
y/o tallos de Nothofagus, que alcanzé un total de dieciocho aislados, se seleccionaron
siete para obtener extractos desde el micelio para su evaluacién bioldgica, dado que
los micelios obtenidos mostraron similitudes morfolégicas visuales, ya sea por su
estructura algodonosa o compacta, hasta los colores (blanco, gris, naranjo). Los cuales
fueron codificados segun el arbol y la estructura proveniente (Nd: Nothofagus dombeyi,
No: Nothofagus obliqua; T: tallo; H: hoja) como: NdT1 (extracto 1; identificado como
Penicillium chrysogenum) NoT1 (extracto 2; sin identificar), NoH1 (extracto 3;
identificado como Pezicula sp.), NdT2 (extracto 4; identificado como Clonostachys
rosea), NdT3 (extracto 5; identificado como Trichoderma sp.), NoT2 (extracto 6;
identificado como Pezicula sp.) y NdH1 (extracto 7; sin identificar).

Evaluacién de actividad biolégica

En las Tabla 1 y 2 se describe la actividad obtenida de cada extracto contra los seis
fitopatégenos estudiados.



10

Tabla 1. Actividad antibacteriana promedio (presencia o ausencia de halo de inhibicién)
de siete extractos obtenidos de endofitos, desde plantas de Nothofagus sobre las
bacterias fitopatdégenas Xanthomonas arboricola pv. corylina (Xac); X. arboricola pv.
juglandis (Xaj) y Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss) después de 48 horas de
incubacion conjunta.

Extracto

Xaj

NdT1 (Penicillium chrysogenum)

100 %
50 %

+++
++

25 % - - -
100 % - - -
50 % - - -
25 % - - -
100 % - - -
NoH1 (Pezicula sp.) 50 % - - -
25 % - - -
100 % - - -
NdT2 (Clonostachys rosea) 50 % - - -
25 % - - -
100 % -
50 % -
25 % -
100 % -
NoT2 (Pezicula sp.) 50 % - - -
25 % - - -
100 % +++ - ++
NdH1 (Hongo no identificado) 50 % ++ - +
25 % - - -

Simbologia: (-) sin halo de inhibicion; (+) actividad baja (halo menor a 10 mm); (++) actividad moderada
(10-20 mm de halo); (+++) actividad significativa (halo mayor a 20 mm).

NoT1 (Hongo no identificado)

NdT3 (Trichoderma sp.)

En los resultados obtenidos para la actividad antibacteriana de los extractos se
puede observar que la mayoria de los extractos no tuvo actividad antimicrobial sobre
bacterias fitopatdogenas, siendo el 15,9 % de los extractos activos contra algunos de
los patdgenos.

En el caso de X. arboricola pv. corylina solo el 9,5 % de los extractos evaluados
presentaron algun tipo de actividad correspondiente al extracto del hongo no
identificado NdH1 en concentracion al 100 y 50 %. Mientras que para X. arboricola pv.
juglandis el 28,6 % de los extractos presentd halo de inhibicion, entre ellos se observo
que el extracto de Penicillium chrysogenum NdT1 mostré una actividad inhibitoria
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mayor en concentraciones del 100 y 50 % en comparacion a los otros extractos que
solo demostraron algun indicio de actividad (extracto de Trichoderma sp. NdT3 al 100,
50 y 25 %, y extracto de Pezicula sp. NoT2 solo al 100 %). Sin embargo, a diferencia
del extracto de Pezicula sp. NoT2 en el que se pudo observar halo de inhibicion sdlo
en concentraciones al 100%, el extracto Trichoderma sp. NdT3 demostré actividad
baja en las tres concentraciones evaluadas.

Por ultimo, sobre la bacteria P. syringae pv. syringae, los extractos mostraron
actividad antimicrobial sélo en un 9,5% de ellos, similar a la observada sobre X.
arboricola pv. corylina.

Tabla 2. Actividad antifungica promedio (presencia o ausencia de halo de inhibicion)
de siete extractos obtenidos de endofitos, desde plantas de Nothofagus sobre los
hongos fitopatégenos Fusarium culmorumn (Fc); Diaporthe ambigua (Da) y Diplodia
mutila (Dm) después de 7 dias de incubacion conjunta.

Extracto Fc Da Dm
100 % - - -
NdT1 (Penicillium chrysogenum) 50 % - - -
25% - - -
100 % - - -
NoT1 (Hongo no identificado) 50 % - - -
25% - - -
100 % - - -
NoH1 (Pezicula sp.) 50 % - - -
25% - - -
100 % - - -
NdT2 (Clonostachys rosea) 50 % - - -
25% - - -
100 % - - ++
NdT3 (Trichoderma sp.) 50 % - - ++
25% - - -
100 % - - ++
NoT2 (Pezicula sp.) 50 % - - -
25% - - -
100 % - - -
NdH1 (Hongo no identificado) 50 % - - -
25% - - -

Simbologia: (-) sin halo de inhibicion; (+) actividad baja (halo menor a 10 mm); (++) actividad moderada
(10-20 mm de halo); (+++) actividad significativa (halo mayor a 20 mm).
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Las diferencias obtenidas del potencial antibacteriano podrian deberse a que no
todos los metabolitos presentes en los hongos enddfitos se extraen totalmente con
metanol, necesitando otros disolventes organicos para poder alcanzar las fracciones
biolégicamente activas presentes en los enddfitos (Mosquera et al., 2020).

La actividad antifungica de los siete extractos evaluados reveldé una marcada
diferencia de la actividad inhibitoria de los extractos en los hongos versus las bacterias
estudiadas (Tabla 2). Aunque las bacterias mostraron una actividad baja
(correspondiente al 15,9%), los extractos analizados mostraron una eficacia
significativamente menor sobre los hongos, teniendo resultados positivos en el 4,8%
de los extractos (extracto de Trichoderma sp. NdT3 al 100 y 50 % y extracto de
Pezicula sp. NoT2 al 100 %), presentando actividad solamente sobre D. mutila. Esta
diferencia puede sugerir una diferencia en el mecanismo de accién o en el potencial
antimicrobiano presente en cada extracto y los hongos.

Segun Selim et al. (2012) respecto a la actividad biolégica de los hongos enddfitos,
estos pueden cambiar de comportamiento dado diferentes factores ambientales e
incrementar su produccion de metabolitos secundarios activos. Asi, los hongos
enddfitos pueden ser mas agresivos metabdlicamente en un ambiente alto en
biodiversidad, por tanto, para la seleccién de los hongos endéfitos y la obtencién de
extractos naturales activos, se debe dar importancia a las caracteristicas de la planta
hospedera y no asi en los hongos a aislar, ya que un mismo hongo puede tener una
actividad bioldgica diferente u opuesta segun sea el habitat de la especie.

Hay que considerar que la bioactividad producida por los hongos enddfitos al
secretar los metabolitos secundarios tiene un gran potencial para abordar problemas
actuales y futuros en la agricultura y en otras areas, tales como la salud ambiental y la
medicina. Ademas, el uso de tecnologias avanzadas, como la ingenieria genética,
permite manipular estos hongos de manera mas precisa, facilitando la exploracién de
areas aun no investigadas y revelando sus beneficios ocultos (Omomowo et al., 2023).
Evaluacién en frutos
La evaluacion de eficacia de control en frutos inmaduros de nogal fue realizada con
los extractos NdT1 al 50 y 100 %, con extracto de Trichoderma sp. NdT3 en sus tres
concentraciones y el extracto de Pezicula sp. NoT2 al 100 % sobre X. arboricola pv.
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Jjuglandis. En el caso de Diplodia mutila se hizo con el extracto de Trichoderma sp.
NdT3 al 50 y 100 % y el extracto de Pezicula sp. NoT2 al 100 %, los cuales tuvieron
resultados positivos en el ensayo realizado bajo condicion in vitro.

En la Figura 1 se muestra el avance en el tiempo de la lesién necrotica causada por
la infeccién de D. mutila sobre los frutos de nogal inmaduros, donde se observa el
diametro promedio de la necrosis medido en milimetros (mm) a los dias 5, 7, 10y 14
dias después de la inoculacion.

Durante el ensayo ningun fruto inoculado con los extractos y el hongo fitopatdégeno
D. mutila pudo evitar la infeccion por este patoégeno (Anexo 1), no obstante, se observé
una reduccion significativa en la severidad de la infeccion en los frutos tratados con los
extractos de Nothofagus en comparacion con aquellos que sélo fueron inoculados con

el hongo fitopatdégeno (Anexo 2).

Figura 1. Medicion de diametro promedio (mm) de necrosis sobre frutos de nogal
inmaduros inoculados con Diplodia mutila y tratados con cuatro extractos de hongos
enddfitos obtenidos de Nothofagus en cuatro fechas de evaluacion.

Ih
A ﬁlh il l

Dia

100

—

Diametro necrosis (mm
TN o) o
o o o

N
o

o

mT+ NdT3 100 % ®=NdT350% mNoT2 100 %

Simbologia: (T+) Tratamiento control (Diplodia mutila); (NdT3 100 %) inoculacion con extracto de
Trichoderma sp. NdT3 al 100% mas Diplodia mutila; (NdT3 50 %) inoculacion con extracto NdT3 al 50%
mas Diplodia mutila; (NoTZ2) inoculacién con extracto de Pezicula sp. NoT2 al 100% mas Diplodia mutila.
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En el tratamiento inoculado sélo con D. mutila (T+), la infeccion en los frutos inicié
con un diametro superior en comparacion a los frutos tratados con los tratamientos
basados en los extractos de Trichoderma sp. NdT3 al 100 y 50 % y de Pezicula sp.
NoT2 al 100 %, los cuales no presentaron diferencia significativa entre ellos para el
quinto dia.

Al quinto dia de haber sido inoculados, los frutos mostraron un diametro de necrosis
mas avanzado que los frutos tratados con los extractos, los cuales tuvieron un
comportamiento similar entre ellos ante el hongo fitopatégeno (Figura 2; P < 0,0001;
CV: 26,4). La reduccioén de necrosis de los frutos fue de un 55,2 % en los frutos con el
extracto de Trichoderma sp. NdT3 al 100 %, un 44,0 % con este mismo extracto al 50

% y de un 60,0 % con el extracto al 100% de Pezicula sp NoT2.

Figura 2. Medicion de diametro promedio (mm) de la necrosis en frutos de nogal
inmaduros inoculados con Diplodia mutila y tratados con cuatro extractos de hongos
enddfitos obtenidos de Nothofagus cinco dias después de inoculados.

14 12,523
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g 6 i 48D
©
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T+ NdT3 100 % NdT350% NoT2 100 %
Tratamientos

Simbologia: (T+) Tratamiento control (Diplodia mutila); (NdT3 100 %) inoculacién con extracto de
Trichoderma sp. NdT3 al 100% mas Diplodia mutila; (NdT3 50 %) inoculacion con extracto NdT3 al 50%
mas Diplodia mutila; (NoTZ2) inoculacién con extracto de Pezicula sp. NoT2 al 100% mas Diplodia mutila.
Letras distintas sobre columnas indican diferencias significativas segun test de Tukey (a = 0,05).

Para el séptimo dia de la inoculacion de los tratamientos, se observo que la reduccion
de la necrosis en los tratamientos al 100 % y 50% del extracto de Trichoderma sp., y
Pezicula sp NoT2 al 100 % mostraron un comportamiento similar al observado en el

dia 5 (Figura 3), con resultados positivos y significativos en comparaciéon con el control
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T+ (P < 0,0001; C.V: 25,6). Los tratamientos evidenciaron una eficacia comparable
entre ellos, destacando su potencial para reducir la necrosis en los frutos. En promedio,
la necrosis se redujo un 59,5 % en el caso de NdT3 100 %, 44,8 % para NdT3 50 % y
63,2 % para los frutos del tratamiento NoT2 100 %.

Figura 3. Medicion de diametro promedio (mm) de la necrosis en frutos de nogal
inmaduros inoculados con Diplodia mutila y tratados con cuatro extractos de hongos
enddfitos obtenidos de Nothofagus siete dias después de inoculados.
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T+ NdT3 100 % NdT350% NoT2 100 %
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Simbologia: (T+) Tratamiento control (Diplodia mutila); (NdT3 100 %) inoculacién con extracto de
Trichoderma sp. NdT3 al 100% mas Diplodia mutila; (NdT3 50 %) inoculacién con extracto NdT3 al 50%
mas Diplodia mutila; (NoTZ2) inoculacién con extracto de Pezicula sp. NoT2 al 100% mas Diplodia mutila.
Letras distintas sobre columnas indican diferencias significativas segun test de Tukey (a = 0,05).

Sin embargo, en comparaciéon con los dias 5, 7 y 14, los resultados del dia 10
mostraron variaciones en la eficacia de los tratamientos (Figura 4). El extracto de
Trichoderma sp. NdT3 al 100 % presentd un comportamiento similar al de NdT3 50 %,
pero extracto de Pezicula sp. NoT2 al 100 % mostré una mayor reduccion de la
necrosis en comparacion con NdT3 50 % (P < 0,0001; C.V: 38,3). La reduccion de
necrosis fue de un 72,7 % en el extracto de Trichoderma sp. NdT3 al 100 %, 52,7 %
en NdT3 al 50 % y 78,1% en el caso del extracto de Pezicula sp. NoT2 al 100 %.
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Figura 3. Medicion de diametro promedio (mm) de la necrosis en frutos de nogal
inmaduros inoculados con Diplodia mutila y tratados con cuatro extractos de hongos
enddfitos obtenidos de Nothofagus diez dias después de inoculados.
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Simbologia: (T+) Tratamiento control (Diplodia mutila); (NdT3 100 %) inoculaciéon con extracto de
Trichoderma sp. NdT3 al 100% mas Diplodia mutila; (NdT3 50 %) inoculacion con extracto NdT3 al 50%
mas Diplodia mutila; (NoTZ2) inoculacién con extracto de Pezicula sp. NoT2 al 100% mas Diplodia mutila.
Letras distintas sobre columnas indican diferencias significativas segun test de Tukey (a = 0,05)

Figura 2. Medicion de diametro promedio (mm) de la necrosis en de frutos de nogal
inmaduros inoculados con Diplodia mutila y tratados con cuatro extractos de hongos
enddfitos obtenidos de Nothofagus catorce dias después de inoculados.
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Simbologia: (T+) Tratamiento control (Diplodia mutila); (NdT3 100 %) inoculacion con extracto de
Trichoderma sp. NdT3 al 100% mas Diplodia mutila; (NdT3 50 %) inoculacion con extracto NdT3 al 50%
mas Diplodia mutila; (NoTZ2) inoculacién con extracto de Pezicula sp. NoT2 al 100% mas Diplodia mutila.
Letras distintas sobre columnas indican diferencias significativas segun test de Tukey (a = 0,05).
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A pesar de que la necrosis continué avanzando en los frutos tratados con los
extractos obtenidos de Nothofagus, se observd una reduccion significativa de la
necrosis en comparacion a los frutos del tratamiento control T+ al decimocuarto dia
(Figura 5, P < 0,0001; CV: 44,6). En promedio, la reduccion de necrosis por parte de
los extractos fue de un 62,5 % para extracto de Trichoderma sp. NdT3 al 100 %, un
42,1 % diluido al 50 % y un 70, 0% para el extracto de Pezicula sp. NoT2 al 100 %.

Estos resultados refuerzan la idea de que los extractos provenientes de los enddfitos
obtenidos de arboles del género Nothofagus pueden tener efectos beneficiosos contra
enfermedades causadas por fitopatégenos, ya que los extractos redujeron la necrosis
causada por el hongo fitopatdgeno D. mutila sobre frutos de nogal, indicando que, los
productos naturales generados por hongos endoéfitos son valiosos para descubrir
nuevos agroquimicos, siendo estos productos una base para desarrollar soluciones
mas ecoldgicas y menos invasivas (Macias-Rubalcava et al., 2017). Sin embargo, se
necesita explorar mas este campo de investigacion para lograr un mejor proceso,
seleccién y manejo de los hongos endofitos y sus beneficios (Aucencia y Anne, 2024).

La reduccién de la necrosis causada por D. mutila en los frutos de nogal tratados con
los extractos, sugieren interacciones asociadas a un antagonismo indirecto mediante
la produccién de compuestos antimicrobianos (Abaya et al., 2021).

Los extractos provenientes de los hongos enddfitos pueden capturar sélo una
fraccidn de sus genes biosintéticos en condiciones in vitro, limitando su real potencial
antimicrobiano. Esto implica que muchos metabolitos secundarios naturales valiosos
podrian aun estar disponibles y no explorados. Ademas, los compuestos
antimicrobiales puede que se produzcan en cantidades minimas bajo las condiciones
en que se realizd la extraccion (in vitro). Por ello, es esencial entender la interaccion
quimica ecoldgica de los endofitos para aprovechar su potencial completo en la

biosintesis de productos naturales (Kusari et al., 2012).

CONCLUSIONES

-Los extractos de hongos obtenidos desde Nothofagus mostraron un mayor potencial
antimicrobiano frente a bacterias en comparacion con su efecto sobre hongos
fitopatdgenos bajo condiciones in vitro, evidenciando su capacidad selectiva y su
posible aplicacion en el control de enfermedades bacterianas.
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-Bajo condiciones in vitro tres extractos puros de hongos enddfitos de Nothofagus
fueron efectivos en reducir Diplodia mutila y Xanthomonas arboricola pv. juglandis.

-Los tres extractos obtenidos desde hongos endéfitos de Nothofagus seleccionados y
evaluados en distintas concentraciones no detuvieron la infeccién que Diplodia mutila
sobre frutos de nogal, pero tuvieron una reduccion significativa en la severidad de la
necrosis causada por este hongo fitopatéogenos.

-No hubo resultados concluyentes respecto al control de Xanthomonas arboricola pv.
juglandis por parte de los extractos sobre frutos de nogal.
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ANEXOS

Anexo 2. Frutos inmaduros de nogal inoculados con Diplodia mutila.

Anexo 1. Efecto de inhibicidn de tres extractos de hongos enddfitos obtenidos
desde Nothofagus sobre frutos de nogal inoculados con Diplodia mutila.

Anexo 3. Frutos inmaduros de nogal inoculados con Xanthomonas arboricola
pv. juglandis (sin sintomatologia externa visual del patdgeno).
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Anexo 4. Frutos de nogal inoculados con Xanthomonas arboricola pv. juglandis mas
extracto sin sintomas de infeccidn visual del patogeno.




