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RESUMEN

Los hongos enddfitos, son microorganismos que colonizan el interior de las
plantas sin tener un efecto negativo sobre éstas. En este estudio, se obtuvieron 6
aislamientos fangicos, los cuales fueron cultivados en medio PDA (papa dextrosa
agar) a partir de muestras de hoja y corteza de otobo juvenil (Otoba gracilipes) y
lacre (Vismia baccifera) encontradas en un Bosque HUumedo Montano Bajo:
predio “La Carolina” (3°24'10.662"N, 76°36'52.774"W). La solucién de esporas de
las cepas aisladas: hojas otobo juvenil A, corteza otobo juvenil B, hojas lacre A,
hojas lacre B, corteza lacre B1 y corteza lacre B2, fue inoculada por duplicado en
medio liqguido PDA y medio liquido PDA con extracto de levadura al 0,4% para
determinar la produccion de polisacaridos extracelulares con elevada actividad
antioxidante. De lo anterior, al ser evaluados espectrofotométricamente a 515 nm
en un lector de microplatos, se obtuvo que el aislamiento correspondiente a
hojas otobo juvenil A en comparacion con otros, inactivo el radical libre DPPH en
un 51,46% a los 5 minutos de reaccion en medio PDA, a diferencia del medio
liquido PDA con extracto de levadura (26,57%), por lo que se concluydé que el
medio si es un inductor de la produccion de polisacéridos con elevada actividad
antioxidante.

Consiguientemente, fue posible preservar 2 de los aislamientos fungicos, con
una concentracion de 2,41x10* esporas/mL para las hojas otobo juvenil Ay 7,78
x10% esporas/mL para la corteza de otobo juvenil B, en una solucién de glicerol al
10%. Fueron rotulados con el cédigo EBB-ET (Ecologia, Bioprocesos,
Bioprospeccion — Enddfitos Tropicales) y almacenados a -20°C, con espera a la
realizacion de la prueba de viabilidad. Finalmente, se observaron caracteristicas
fenotipicas de los aislamientos empleando la técnica de la cinta adhesiva y
tincion con azul de lactofenol, con lo cual, se identificaron las estructuras
reproductivas de 3 de los aislamientos fangicos: hojas otobo juvenil A, hojas
lacre Ay corteza lacre B2.

Palabras clave: aislamientos flngicos, actividad antioxidante, medio PDA,
preservar, caracteristicas fenotipicas, estructuras reproductivas.
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ABSTRACT

Endophytic fungi are microorganism that grow inside plant tissues without causing
any immediate negative effects. In this study, 6 fungal isolates were obtained
which were cultivated in PDA medium (potato dextrose agar) from leaves and bark
samples of otobo juvenile (Otoba gracilipes) and lacre (Vismia baccifera) found in a
Humid Low Montane Forest: farm “La Carolina” (3°24'10.662"N, 76°36'52.774"W).
Spore solution of the isolated strains: otobo juvenile leaves A, otobo juvenile bark
B, lacre leaves A, lacre leaves B, lacre bark B1 and lacre bark B2, was inoculated
in liquid medium PDA and liquid medium PDA with 0,4% yeast extract for duplicate
to determine the production of extracellular polysaccharides with high antioxidant
activity. Due to, when evaluated spectrophotometrically at 515 nm in a microplate
reader, it was found that the isolation corresponding to otobo juvenile leaves A
compared to others, inactivated the free radical DPPH by 51.46% after 5 minutes
of reaction in PDA medium, unlike PDA liquid medium with yeast extract (26.57%),
so it was concluded that the medium itself is an inducer of the production of
polysaccharides with high antioxidant activity.

Therefore, it was possible to preserve 2 of the fungal isolates, with a 2,41x104
spores/mL concentration for otobo juvenile leaves A and y 7,78 x10% spores/mL for
otobo juvenile bark B, in a 10% glycerol solution. They were labeled with the code
EBB-TE (Ecology, Bioprocess, Bioprospecting — Tropical Endophytes) and storage
at -20°C, for later viability test. Finally, phenotypic characteristics of the isolates
were observed using adhesive tape technique and lactophenol blue stain with
which the reproductive structures of 3 of the fungal isolates were identified: otobo
juvenile leaves A, lacre leaves A and lacre leaves B2.

Key words: fungal isolates, antioxidant activity, PDA medium, preserve,
phenotypic characteristics, reproductive structures.
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1. INTRODUCCION

Los hongos enddfitos, son microorganismos que viven en la forma micelial
ocasionalmente o al menos una vez en su ciclo de vida, dentro de los tejidos
vegetales de las plantas sin causar ningun sintoma aparente (Meenatchi, et al.
2016). Este tipo de hongos ha sido reportado en varias especies de plantas,
contribuyendo a la diversidad de microorganismos en ambientes naturales,
pues ofrecen multitud de ventajas aun desconocidas al hospedero, con
inmensas aplicaciones en agricultura y medicina (Nalini et al. 2014) ya que son
capaces de producir componentes bioactivos.

Los enddfitos aislados reportados en la literatura han sido encontrados en
tejidos de hojas, corteza, tallo e incluso en raices con micorrizas, simbiontes y
patégenos (Meenatchi, et al. 2016). La mayoria de enddfitos estan clasificados
en el filo Ascomycota, pero algunas especies han sido clasificadas también en
Zygomycota y Basiomycota (Rungjindamai et al. 2008; Min et al. 2014). Son
numerosos los ejemplos de endoéfitos que se han convertido en patdgenos,
pues esporulan cuando las hojas senescen o las plantas se estresan o cuando
las plantas producen frutos que eventualmente se pudren (Brown et al. 1998);
empero, actualmente, estudios han probado que producen una extraordinaria
variedad de metabolitos funcionales. De acuerdo con Schulz, et al. (2002),
debido a la necesidad de satisfacer la continua biusqueda de nuevos productos
por parte de las industrias tanto farmacéutica como agricola y dado que los
productos naturales se adaptan a una funcion especifica en la naturaleza; junto
con su grupo de investigadores, lograron aislar aproximadamente 6500
metabolitos secundarios de organismos que habitan en nuevos bi6topos, en
este caso, hongos enddfitos de plantas herbaceas y arboles, examinando
consigo su actividad biologica.

Ahora bien, distintos estudios han demostrado que los polisacaridos
extracelulares excretados por hongos endofitos presentan actividad
antioxidante (Guo, et al. 2012; Ye, et al. 2013; Yadav, et al. 2014; Khiralla, et
al. 2015; Prihantini, et al. 2016; Yan, et al. 2016), por lo que ésta ha sido una
de las propiedades biolégicas evaluadas en estos microorganismos, ya que la
mayoria de antioxidantes conocidos actualmente son = sintetizados
industrialmente y se ha sospechado que son los responsables del dafo
hepatico y la carcinogénesis (Yuan, et al. 2008). Debido a lo anterior, se han
desarrollado estrategias para la obtencion de antioxidantes naturales y asi:
contrarrestar la descontrolada produccion de oxigeno derivado de radicales
libres que pueden verse implicados en enfermedades crénicas (Mau et al.
2002), retrasar su progreso e igualmente, proteger el cuerpo humano (Luo,
2008; Mau et al. 2002).

Realizar investigacion en ecosistemas poco explorados, incrementa la

informacion existente en cuanto a diversidad, pues se estaria realizando un
aporte nuevo a las bases de datos ya existentes. Por esta razon, a pesar de
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que la actividad biolégica de hongos endofitos y sus metabolitos no haya sido
evaluada en bosques humedos, como es el caso de esta investigacion que se
llevdo a cabo en un Bosque Humedo Montano Bajo, se encontré como una
oportunidad significativa de contribucion. No obstante, es importante mencionar
que algunos estudios han arrojado informacidén sobre la presencia de estos
microorganismos en dichos ecosistemas, pero no se ha evaluado ningun tipo
de actividad bioldgica (Suarez, et al. 2006; Vaz, et al. 2014; Molina, et al.
2015), pues no ha sido el foco de investigacion.

Asi pues, con el objetivo de establecer una coleccion de cepas de hongos
endofitos con elevada actividad antioxidante, se recolectaron muestras de
hojas y corteza de tres especies de &rboles del bosque mencionado
anteriormente: Otobo juvenil, Otoba gracilipes; Lacre, Vismia baccifera y
Yarumo blanco, Cecropia peltata. Secciones pequefias de estas muestras
fueron puestas en cajas Petri con medio PDA después de la realizacion de una
serie de lavados con el fin de eliminar la flora microbiana de la superficie, hasta
obtener los aislamientos fungicos. Posterior a esto, mediante una solucion de
esporas, fueron inoculados en dos medios de cultivo para observar como
influian estos en la excrecién de los polisacéaridos. Luego de distintas etapas en
las cuales se buscaba concentrar la fraccién de polisacaridos, se llevé a cabo
la evaluacion de la actividad antioxidante mediante la prueba del radical libre
DPPH, para finalmente caracterizar fenotipicamente las cepas con alta
actividad y establecer el cepario, para futuras aplicaciones: desde ecoldgicas
hasta farmacéuticas.
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2. DESCRIPCION DEL PROYECTO
2.1. Planteamiento de la pregunta o problema de investigacion

Actualmente, se esta buscando contribuir significativamente no sélo a la
conservacion de los ecosistemas, sino también al hecho de conferirles un uso
sostenible con beneficios a la poblacion. Es decir, se han llevado a cabo distintas
estrategias para seleccionar y aislar de un medio especifico un organismo
presente en la naturaleza, y utilizar, segun la literatura, sus propiedades ya sean
industriales, agricolas e incluso, medicinales. De esta manera, los hongos junto
con sus metabolitos presentan infinidad de propiedades benéficas, en las que se
destacan sus propiedades analgésicas, antiinflamatorias, antioxidantes,
protectoras del sistema cardiovascular, antivirales e hipoglucemiantes (Royse y
May, 2003).

Colombia es uno de los doce paises con mayor diversidad del mundo después
de Brasil y es uno de los once paises que todavia conserva extensas superficies
de su bosque original relativamente libre de amenazas (Bohorquez, et al. 2016).
Lo anterior significa que, en dichos ecosistemas, los procesos naturales
biolégicos y evolutivos, continuaran generando y manteniendo la diversidad
(Mittermeier, 1997) de la que dependen tanto seres humanos como animales.
Por esto, conocer la biodiversidad requiere considerar distintos niveles
jerarquicos de la organizacion de la vida: genes, especies, poblaciones,
comunidades y ecosistemas; junto con atributos importantes como composicion,
estructura y funcionalidad (Noss, 1990). Empero, la diversidad de enddfitos
tropicales es desconocida porque las investigaciones en estas areas han sido
muy limitadas, especialmente en paises en desarrollo (Miles, et al. 2016), como
es el caso de Colombia. A pesar de esto, ambientes extremos como el Bosque
Humedo Montano Bajo, ecosistema de interés en esta investigacion, son ideales
para el desarrollo de organismos con mecanismos de adaptacién inusuales
(Miles, et al. 2016), ademas de ser poco explorado en lo que concierne a hongos
enddfitos.

Vale la pena mencionar la importancia que se le ha dado a los hongos endoéfitos
en los bosques de manglar, los cuales presentan una alta productividad de
materia organica asociada a la biodegradacion de biomasa vegetal procedente
de los arboles y de la vegetacién haldfila que alli se encuentra (Sosa et al. 2009).
Y, por tal razén, a lo largo de las zonas costeras de mundo, se han venido
realizando investigaciones acerca del potencial que estos presentan, siendo un
territorio mas explorado. No sélo se ha logrado demostrar la actividad
antioxidante (Yadav et al. 2014), sino también la antitumoral (Zhang et al. 2007),
anticancerigena (Zong et al. 2012), hematopoyéctica, hepatoprotectora, vy
antidiabética (Jin et al. 2012), por mencionar algunas de ellas. Empero, debido a
problematicas relacionadas con el marco legal establecido en el Manual de
solicitud del contrato de acceso a recursos genéticos y sus productos derivados
en Colombia (Murillo et al. 2016), fue imposible realizar la investigacién en este
ecosistema, por lo que se pensO para la realizacion de este proyecto en un
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ecosistema poco explorado y que ademas contara con un convenio marco de
asociacion entre la Universidad Icesi y el DAGMA, asociado a la recoleccién de
muestras (Ley 489, 2015).

Por todo lo anterior, la hipotesis que se busco responder fue si era posible
inducir, a través del cultivo en medio liquido, la actividad antioxidante de los
extractos crudos de aislamientos de hongos enddfitos asociados a ecosistemas
tropicales del Valle del Cauca. Simultdneamente, con la validacion de esta
hipotesis, se esperaria contribuir en la caracterizacion de microflora fungica en
ecosistemas poco estudiados hasta el momento en Colombia. Asi como también,
en el establecimiento de nuevas colecciones de cepas de hongos enddfitos,
dejando una puerta abierta para diferentes tipos de investigacion entre los que se
encuentra el desarrollo de bioproductos, por ejemplo. No obstante, se debe
siempre considerar la normatividad legal vigente respecto a la recoleccion y
acceso a recursos genéticos presentes en los ecosistemas del territorio nacional,
pues las investigaciones en zonas con alto grado de diversidad, requiere de un
arduo trabajo, necesario para la conservacion de los ecosistemas.

2.2. Marco tedrico y estado del arte
2.2.1. Hongos endofitos

Actualmente, se reconoce que la mayoria de las plantas en la tierra estan
asociadas con una o mas especies de hongos endofitos (Schulz y Boyle, 2005;
Rodriguez et al. 2009). Los hongos endofitos son definidos como
microorganismos que viven dentro de los tejidos vegetales sin causar ningdn
dafio aparente (Heredia et al. 2014), es decir, residen asintomaticamente en los
espacios apoplasicos y/o dentro de las células vivas de las plantas durante todo
o al menos una parte de su ciclo de vida (Petrini, 1991). Este grupo de
microorganismos se caracteriza por tener una sorprendente alta diversidad y
heterogeneidad local, lo que complica la comprensién de su papel ecolégico y los
mecanismos que apoyan sus interacciones con la planta huésped (Rodriguez, et
al 2008; Partida y Heil, 2011; Peay et al. 2016). Sin embargo, segun Nascimento
et al. (2015), el enddfito y su huésped, al encontrarse en un nicho ecolégico muy
especifico, estan sujetos a interacciones constantes y Unicas, por lo que se ve
favorecida la capacidad que tienen estos hongos para producir compuestos
naturalmente bioactivos, algunos de los cuales pueden resultar potencialmente
Gtiles en medicina, agricultura y en la industria (Strobel, 2003).

Adicional a lo anterior, para Schulz y Boyle (2005) en The endophytic continum,
los productos naturales contindan siendo una fuente importante de los nuevos
productos farmacéuticos. Teniendo en cuenta que seis de los 20 medicamentos
mayormente prescritos son de origen fungico y que aproximadamente solo el 5%
de los hongos del mundo han sido descritos, éstos ofrecen un enorme potencial
para nuevos productos farmaceéuticos. Para optimizar la busqueda, es necesario
considerar que: los metabolitos secundarios que un hongo sintetiza
corresponden a su respectivo taxon y nicho ecolégico; y que las interacciones
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metabdlicas pueden desencadenar la sintesis de metabolitos secundarios. Esto,
debido a que muchos estudios han demostrado que la simbiosis hongo-planta es
labil y facilmente calificada como antagonica, neutra o mutualista, dependiendo
de la etapa de vida del huésped y el hongo, del genotipo y de condiciones
abidticas y bidticas (Hamilton et al. 2012). Por tal razon, es importante mencionar
que el beneficio que los hongos enddfitos proporcionan en un grupo diverso de
plantas huésped ha sido comUnmente observado en ambientes pobres en
nutrientes y cuando las plantas estan bajo estrés como sequia, inundacion,
competencia de plantas y ataque de herbivoros y patdgenos.

Recientemente, ha sido posible aislar moléculas o metabolitos secundarios a
partir de hongos endodfitos, que incluyen un numero considerable de agentes
novedosos antifingicos, antibacterianos, citotoxicos y antivirales (Strobel, 2002),
pero muy poco es conocido acerca de la capacidad antioxidante (Strobel et al.
2002). Asimismo, la dindmica de las interacciones entre la planta huésped y los
microorganismos endofitos, aln no se conoce completamente; empero, de
acuerdo con Lépez et al. (2017), estos hongos pueden proteger a las plantas
hospederas del ataque de herbivoros y patégenos, influyendo por lo tanto en la
supervivencia de las plantas, la aptitud fisica y hasta en la distribuciéon. Ademas
de los factores ambientales (principalmente la temperatura y la humedad), las
variaciones en la quimica, anatomia y madurez del tejido huésped colonizado,
afectan la abundancia y composicion de la comunidad de hongos endofitos
(Sanchez et al. 2012). Esta comunidad, puede cambiar dramaticamente en
relacion con la edad de la hoja e incluso, con el tipo de tejido vegetal
(Nascimento et al. 2015). Strobel (2003), sugirié que la probabilidad de encontrar
nuevas y potenciales sustancias activas producidas por estos hongos, es mayor
en plantas que se encuentran en entornos Unicos ya que aqui, presentan nuevas
estrategias de supervivencia bajo condiciones de estrés, por ejemplo; e
igualmente, aquellas con una historia de interés etnobotanico.

A la fecha, s6lo unas pocas plantas han sido investigadas por su biodiversidad
endofitica y su potencial para producir metabolitos secundarios (Bhardwaj et al.
2014). Sin embargo, se han llevado a cabo estudios en diferentes partes del
mundo sobre la biodiversidad endofitica, la taxonomia, la reproduccion, la
ecologia del huésped y su efecto sobre el mismo (Bandra et al. 2001). Por tal
razon, de acuerdo con Bhardwaj et al. (2014), los enddfitos son vistos como
fuentes excepcionales de productos naturales bioactivos, pues muchos de ellos
estan ocupando millones de nichos biolégicos Unicos que crecen en ambientes
inusuales. Los estudios de diversidad funcional de los hongos endofitos se
establecen asociados a ecosistemas especificos. Los bosques tropicales
colombianos, presentan una mayor complejidad estructural que otros, originando
abundantes gradientes, microclimas y microhabitats tanto horizontal como
verticalmente (Gamboa, 2006). Lo anterior, puede ser un factor importante para
determinar y predecir la abundancia de microorganismos como hongos enddfitos,
pues segun Gamboa (2006), es comun encontrar que las comunidades de
enddofitos varian con los estratos dentro del dosel, especialmente en la parte mas
alta.
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En este sentido, los ecosistemas de alta biodiversidad como es el caso de los
bosques subandinos, adolecian, hasta la fecha, de investigaciones orientadas a
endofitos, por lo que fue una oportunidad significativa para explotar este tipo de
ecosistemas, ya que la mayoria de postulados actuales no son mas que
especulaciones basadas en observaciones: muchos hongos endodfitos aislados
no pueden ser identificados, debido no sélo a que no esporulan sino también a
gue no pueden ser equiparados con especies descritas, pues la informacion
taxondmica es compleja y limitada (Gamboa, 2006). A pesar de lo anterior, se
tiene evidencia cientifica que, en bosques tropicales, se aislaron hongos
endofitos correspondientes al género Colletotrichum y Phomopsis (Bills et al.
1992; Gamboa y Bayman, 2001; Gamboa et al. 2002; Schwarz et al. 2004;
Gamboa et al. 2005).

Es importante mencionar que el nimero de personas en el mundo que estan
presentando problemas de salud debido a varios tipos de cancer, bacterias
resistentes a medicamentos, parasitos y hongos, esta en incremento. Debido a lo
anterior, el desarrollo de multiples farmacos resistentes a microbios ha
potenciado la necesidad de buscar nuevos y novedosos antimicrobianos para el
tratamiento de enfermedades en humanos (Wise, 2008). Una intensiva
busqueda de agentes nuevos y mas efectivos para contrarrestar los problemas
de salud ha llevado a encontrar alto potencial en enddfitos, una fuente de
compuestos medicinales utiles (Sharma et al. 2016), lo cual, es posible debido a
la habilidad que éstos tienen de utilizar varios sustratos como consecuencia de la
diversidad de su evolucion bioldgica y bioquimica (Fernandes et al. 2009) y de
esta manera, ser productores de metabolitos secundarios (Guanatilaka, 2006).
Los endoéfitos comprenden una gran pero poco explorada proporcién de
diversidad fangica (Yuanab et al. 2011; Perottoab et al. 2013).

Desde el descubrimiento del paclitaxel, un potente anticancerigeno aislado de
hongos endéfitos como Taxomyces andreanae y Pestalotia spp., los endofitos
como nuevas fuentes de metabolitos bioactivos, incluyendo anticancerigenos,
antimicrobianos, antipaltdicos y otras actividades, han suscitado mucha atencién
por parte de los investigadores de todo el mundo (Cui et al. 2015). Los
metabolitos aislados de hongos enddfitos pertenecen a diversos grupos
estructurales que incluyen: esteroides, xantinas, fenoles, isocumarinas, quinonas
y terpenoides (Schulz et al. 2002), s6lo por mencionar algunos. Segun este
mismo autor, la proporcién de nuevas estructuras producidas por enddfitos
(51%), es considerablemente mayor que la producida por los hongos aislados del
suelo (38%), lo cual, demuestra que los hongos endofitos son una buena fuente
de nuevos metabolitos secundarios y sugiere que, igualmente, juegan un papel
fundamental en la estrategia de vida endofitica. Es relevante mencionar que el
uso biotecnolégico de estos metabolitos para productos farmacéuticos o
agroquimicos esta aun en etapa de desarrollo: para ejemplificar, es concebible
que la rugulosina, una micotoxina generada por un endoéfito de la picea y activo
contra la lombriz de pino (Miller et al. 2002), podria producirse comercialmente;
siendo esto un incentivo para futuras aplicaciones no so6lo farmacéuticas sino
también agricolas en Colombia, a partir de hongos endofitos.
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En los ultimos 25 afios, se ha realizado mucho progreso en la historia de vida,
filogenia y ecologia de los hongos endodfitos (Zhang et al. 2006). Empero, la
inmensa biodiversidad del reino fungi plantea muchos desafios aun no resueltos.
Tradicionalmente, los hongos enddfitos han sido y siguen siendo caracterizados
morfologicamente, lo que, sin embargo, a menudo no es suficiente para
determinar la especie, pero puede ayudar a distinguir el género (Diaz et al.
2012). Los estudios morfologicos tienen como objetivos identificar las especies
por su estructura organica como el color, el patron y la forma de la colonia.
Aunque es bien sabido que su apariencia puede beneficiar la caracterizacion, los
resultados pueden mostrar que varias especies son iguales, cuando realmente
no lo son (Rodriguez et al. 2009). De acuerdo con Diaz et al. (2012), una
alternativa actual es la codificacion de ADN o caracterizacion molecular, pues
tiene como objetivo reducir el analisis de identificacién conflictivo y dudoso previo
de varias especies, incluyendo la de hongos. En un futuro, se espera que
investigadores puedan identificar especies gracias a un simple codigo de barras,
siendo esto un gran avance tanto en las bases de datos como en las futuras
investigaciones. Asi, con esta informacion sobre técnicas actuales, se deja como
una puerta abierta para su implementacion debido a que traeria consigo un
mayor grado de exactitud en cuanto a resultados.

2.2.2. Bosques subandinos

La cordillera de los Andes surge de la actividad tectdénica y de la deriva
continental en Sudamérica, fendmeno que se origind por el choque de la placa
de Nazca con la placa Sudamericana (Fittkau et al. 1968; Pielou, 1979; Brown y
Lomolino, 1998). Este evento, dio lugar a una compleja cadena de montafias que
se extiende desde el sur del continente, hasta Venezuela, y que comprende una
variedad de ecosistemas cuyas caracteristicas han sido determinadas, en parte,
por los factores climéticos y, a una escala mas local, por la altitud (Grubb y
Whitmore, 1996). Entre estos ecosistemas, se encuentran los bosques andinos,
los cuales se ubican entre los 1000 metros sobre el nivel del mar (msnm) y el
limite inferior de los paramos y las punas, alrededor de los 3300 msnm
(Brujinzeel, 2004).

De acuerdo con Tobo6n (2009), la importancia de los bosques andinos radica en
gue son ambientes de alta energia y de abundante agua, en forma de humedales
y complejas redes hidricas que drenan hacia las partes medias y bajas de las
cuencas, donde se asienta gran parte de la poblacién de los paises andinos,
como Bogota, Quito y Mérida. Estos ecosistemas, ademas de su aporte hidrico,
controlan el microclima del territorio, como resultado de la captura de la humedad
adicional de la niebla que pasa entre el dosel y las ramas; la disminucion de la
radiacion solar hacia la superficie del bosque; la baja velocidad del viento dentro
de los bosques (Arroyave, 2007); la abundancia de epifitas en las ramas y en
tronco de los arboles (Tobdén, 2009; Hofstede, 1995); y la presencia de una capa
gruesa de musgo en el suelo, la cual captura el agua de la precipitacion y la
libera lentamente durante los periodos secos (Avendario, 2007).
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Asi pues, la altitud es el factor ambiental que mas afecta a los bosques andinos,
definiéndose tres tipos: bosque montano bajo o subandino, bosque montano alto
y bosque altoandino o bosque de niebla (Grubb y Whitmore, 1996). En sentido
general, los bosques andinos no tienen un rango de altitud definido, pues se
encuentran distribuidos en altitudes diferentes dependiendo de las condiciones
ambientales de cada sitio y de su exposicion a las corrientes de masas de aire
humedecido (Tobon, 2009). Sin embargo, suelen ubicarse a altitudes que oscilan
entre los 1000 y 3500 msnm en las areas tropicales (Rangel, 2000) y en las
areas subtropicales, entre 1500 y 2500 msnm (Brown y Kapelle, 2011). De esta
manera, segun la clasificacion de pisos altitudinales y variaciones hecha por
Holdridge (1982), el bosque de interés para esta investigacion, siendo un bosque
subandino o Bosque Humedo Montano Bajo (bh-MB), tiene una precipitacion
promedio anual que varia entre los 1000 y 2000 mm, una temperatura media
anual entre 12 y 18 °C y lo mas importante: una franja altitudinal que oscila entre
los 2000 y 3000 msnm.

Los bosques montanos y premontanos de los Andes tropicales, son
considerados como centros de alta diversidad y endemismo (Myers et al. 2000;
Rubiano et al. 2013). No obstante, esta region es una de las mas transformadas
debido a las lluvias, clima templado y riquezas de fuentes hidricas que han
promovido los asentamientos humanos y el desarrollo de la agricultura y
ganaderia (Rudas et al. 2007), aunque esto no sucede de manera predominante
en el predio “La Carolina”. Debido a estas caracteristicas econdmicamente
ventajosas, los ecosistemas nativos andinos han sufrido procesos de
transformacién que implican reduccién y fragmentacién del habitat, pérdida de
conectividad, aumento en las tasas de erosion, modificaciones en los suelos y
contaminacion, lo que desencadena consecuencias como la introduccion vy
extincion de especies (Abadia et al. 2010). A pesar de esto, estudios han
reportado que algunas plantas que viven tenazmente en condiciones extremas
tales como areas montafiosas, oceanicas, polares y glaciales de gran altitud,
pueden albergar hongos endofitos Unicos y diversos, con significancia médica
(Cui et al. 2015). Como las actividades biol6gicas de un hongo pueden variar con
el biétopo del cual ha sido aislado, es relevante considerar el habitat, asi como
recordar que las plantas perennes que crecen en areas tropicales o
semitropicales son anfitriones de una mayor diversidad de enddfitos que los que
crecen en climas méas secos o mas frios (Arnold et al. 2000; Strobel, 2003).

Ahora bien, es importante mencionar que el estudio de hongos enddfitos en este
tipo de ecosistemas ha sido poco investigado en Colombia, debido a que la
mayoria de cientificos indagan acerca de la diversidad de flores, aves, reptiles y
su relacion con la altitud, pero s6lo una minoria lo hacen en relacion con este tipo
de microorganismos. Empero, existen algunos estudios sobre gradientes
altitudinales, los cuales destacan que cuando existen temperaturas muy bajas,
disminuye la disponibilidad de nutrientes en los tejidos de las plantas debido a la
presencia de una clase de endofitos, denominados enddfitos septados oscuros o
DSE por sus siglas en inglés (Camenzind et al. 2015), por lo que vale la pena
afirmar que este tipo de microorganismos si estan presenten en ecosistemas
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andinos. Asimismo, se han realizado estudios en Brasil y Argentina, por ejemplo,
donde Vaz, et al. (2014), encontraron una diversidad de hongos endofitos
asociados a una familia de plantas arboreas, denominada Myrtaceae. Adicional a
esto, en un estudio llevado a cabo en el Sur de Ecuador por Suarez, et al.
(2006), se demostré la presencia de hongos endofitos al intentar analizar como
los hongos tulasnellales, formaban micorrizas con orquideas epifitas en un
bosque andino; arrojando cierta evidencia que los hongos endofitos si estan
presentes en este tipo de ecosistemas.

Especies de arboles como otobo juvenil y lacre, presentes en este tipo de
ecosistemas y pertenecientes a la familia Myristicaceae e Hypericaceae,
respectivamente, no han sido estudiadas respecto al potencial antioxidante que
presentan los hongos endofitos asociados a sus tejidos vegetales. Sin embargo,
de acuerdo con algunas investigaciones internacionales (Kuete et al. 2010;
Awaad et al. 2012; Casella et al. 2013; Zhang et al. 2013; L. Garazd y M. Garazd,
2016), en otras especies de arboles pertenecientes a dichas familias, si ha sido
demostrado el potencial antimicrobiano; dejando de esta manera, una puerta
abierta a investigaciones respecto a la actividad antioxidante en Colombia y en
ecosistemas tropicales del Valle del Cauca, donde existen innumerables
especies de arboles pertenecientes a estas familias.

2.2.3. Especies reactivas de oxigeno (ROS) y propiedades antioxidantes

La oxidacion es un proceso biolégico esencial que utilizan muchos organismos
para la produccion de energia. Empero, la produccion descontrolada de oxigeno
derivada de radicales libres, esta involucrada en el inicio de muchas
enfermedades como el cancer, artritis reumatoide y ateroesclerosis (Yuan, et al.
2008). Los radicales libres, son especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrdgeno
que son generadas por diferentes procesos fisiolégicos en el cuerpo. Si estos
radicales son generados en grandes cantidades, conlleva al ataque de
membranas lipidicas, proteinas, enzimas e incluso, al ADN; causando estrés
oxidativo y en ultimas, muerte celular. Estas especies reactivas son también
responsables de enfermedades degenerativas como la diabetes mellitus y el
cancer; y desordenes neurodegenerativos como el Alzheimer y el Parkinson
(Yadav et al. 2014).

En el cuerpo humano, existen varios sistemas enzimaticos para la inactivacion de
radicales libres, pero micronutrientes como la vitamina E y la vitamina C, son los
mayores antioxidantes naturales, los cuales deben ser provistos en la dieta, pues
el cuerpo no es capaz de producirlos (Rammassamy, 2006). De esta manera, la
proteccion contra radicales libres puede ser mejorada por el consumo de
cantidades suficientes de antioxidantes exdégenos. Un antioxidante es una
molécula estable que dona un electron a un radical libre para que este pueda
terminar la reaccion en cadena antes de que moléculas vitales sean dafiadas
(Halliwell, 1995). Adicionalmente, pueden contrarrestar el dafio oxidativo de los
tejidos incrementando las células de defensa natural e inhibiendo directamente
los radicales libres. Sin embargo, la mayoria de los antioxidantes son sintéticos y
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se ha sospechado que son los responsables del dafio hepatico y la
carcinogénesis (Yan, et al. 2016).

Estudios recientes sugieren que el balance oxidativo juega un papel crucial en la
modulacion de las interacciones planta-hongo (Nanda et al. 2010; White y
Torres, 2010; Redman et al. 2011). Parte del complejo sistema inmune de la
planta es impulsado por réfagas bifasicas de ROS, mediando el reconocimiento
de hongos invasores y el establecimiento de respuestas de defensa en la planta
(Hamilton et al. 2012). De acuerdo con Tanaka et al. (2006 y 2008), se demostré
que las rafagas de especies de oxigeno reactivas procedentes de un endofito
mutualista inactivan las respuestas de defensa de las plantas contra el hongo,
manteniendo asi el mutualismo. No obstante, si la supresion de dicha respuesta
es el resultado de un metabolismo fangico, vegetal o simbibtico, aiun se
desconoce.

Si bien, aunque las ROS desempefian un papel mecéanico en la muerte celular
programada, las respuestas de estrés generales y la sefalizacién sistémica,
también pueden tener multiples efectos sobre el éxito de la infeccidon por hongos
o la colonizacién de enddfitos y la respuesta de la planta, es decir, resistencia o
aceptacion (Hamilton et al. 2012). Mas aun, los antioxidantes pueden ser usados
para transmitir sefiales de estrés a través de la interaccién oxidante-antioxidante,
lo que puede facilitar la comunicacién quimica entre el huésped y endofito
asintomatico, permitiendo al huésped reaccionar rapidamente a la patogénesis y
diferenciar un patégeno de un mutualista (Hamilton et al. 2012). Tanka et al.
(2006) sugieren que en la interaccion entre hongos enddfitos y plantas huésped,
la produccion tanto de ROS como de antioxidantes, puede ser el mecanismo
mediante el cual las respuestas de resistencia hiepersensibles y sistémicas
adquiridas del huésped estan mediadas.

Los hongos endéfitos han mostrado ser productores de numerosos compuestos
antioxidantes que pueden desempefiar un papel en la tolerancia al estrés tanto
biético como abidtico en las plantas hospederas, al interrumpir la reaccién en
cadena de las ROS (Cui et al. 2015). De acuerdo con un estudio realizado por
Huang et al. (2007), se examinoé la capacidad antioxidante y el contenido fendlico
total de 292 cepas de hongos endéfitos y se demostrd una alta correlacion entre
el contenido fendlico y la capacidad antioxidante. Aunque la variacion en el nivel
de produccion fue alta en las especies enddfitas, el 65% de los endofitos
mostraron niveles de actividad relativamente altos (Hamilton et al. 2012). Estos
investigadores  identificaron  &cidos  fendlicos, flavonoides, taninos,
hidroxiantraquinonas y terpenoides fenolicos como potenciales antioxidantes
fendlicos. A partir del endoéfito Pestalotiopsis microspora, antioxidantes como la
pestacina e isopestacina, han sido identificados (White y Torres, 2010), los
cuales son capaces de eliminar o inhibir los radicales libres superéxido e
hidroxilo; asi como Srinivasan et al. (2010) reportaron actividades antioxidantes
altas en los cultivos de Phyllosticta sp. cuando fueron expuestos a especies
reactivas de oxigeno.
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Al mismo tiempo, es relevante destacar que los hongos endofitos también
pueden producir carbohidratos con actividad antioxidante. Segun Yuan, et al.
(2008), se ha demostrado que los polisacaridos que estan ampliamente
distribuidos en los microrganismos son efectivos frente a la inhibicion de ROS
tanto in vitro como in vivo. Guo, et al. (2013) y Kanekiyo et al. (2005), afirman
que los polisacaridos extracelulares producidos por microorganismos presentan
estructuras Unicas y actividades bilogicas diversas; siendo un area de
investigacion importante para la basqueda de nuevos farmacos, asi como con
potencial en la biologia. Recientemente, se ha presentado interés en los
polisacaridos excretados por hongos; ademas de que estos a menudo son
producidos en el medio de crecimiento o permanecen unidos a la superficie
celular (Seviour, et al. 1992). Por tal razén, se considera que los polisacaridos
extracelulares podrian ser uno de los grupos mas promisorios de compuestos
antioxidantes; a pesar de no estar caracterizados en su totalidad (Yan et al.
2016).

Para ejemplificar, de acuerdo con White y Torres (2010), el manitol ha exhibido
actividad antioxidante, pues con base en una investigacién hecha por Richardson
et al. (1992), se reportaron altas concentraciones de manitol y otros
carbohidratos fungicos antioxidantes potenciales en los apoplastos de tejidos de
hierba infectados por N. coenophialum, un hongo enddfito. Se ha planteado la
hipotesis de que el manitol funciona como osmoprotector en plantas que también
producen azucar; ademas de que es producido por el estado endofitico de
Alternaria alternata, donde suprime la respuesta de defensa de la planta mediada
por ROS en su huésped. Por tanto, es posible que los antioxidantes endofitos
contribuyan a aumentar la tolerancia al estrés oxidativo en las plantas huésped
(White y Torres, 2010). A pesar de lo anterior, es importante mencionar que este
tipo de estudios no ha sido llevado a cabo en Colombia ni mucho menos en
bosques subandinos, por lo que la informacién que queda es relevante en cuanto
a diversidad fangica y futuras aplicaciones.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general

Establecer una coleccion de hongos enddfitos con elevada actividad antioxidante
aislados a partir de ecosistemas tropicales del Valle del Cauca.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1 Evaluar la actividad antioxidante de las fracciones de polisacaridos
excretados por los asilamientos fungicos durante su crecimiento.

3.2.2 Caracterizar fenotipicamente las cepas de hongos endofitos con
elevada capacidad antioxidante.
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4. METODOLOGIA

Este proyecto de investigacion se llevd a cabo en el laboratorio de Ecologia
Microbiana localizado en la Universidad Icesi una vez fueron recolectadas las
muestras de hojas y corteza de tres especies de arboles (Otobo juvenil, Otoba
gracilipes; Lacre, Vismia baccifera y Yarumo blanco, Cecropia peltata) presentes
en el predio “La Carolina” (3°24'10.662"N, 76°36'52.774"W), un Bosque Humedo
Montano Bajo, unico en la cuenca del Rio Meléndez, en la parte superior del
corregimiento de Villa Carmelo, Municipio de Santiago de Cali.
Consiguientemente, con el objetivo de establecer una coleccion de hongos
endofitos con elevada actividad antioxidante, esta parte experimental se dividio
en tres etapas: la primera, consistié en la colecta, el aislamiento y preservacion
de hongos endofitos; la segunda, en el cultivo de estos aislamientos en medio
liguido a escala de laboratorio y la respectiva evaluacion de la actividad
antioxidante de las fracciones de polisacaridos excretadas (PSE) por los hongos;
y la tercera, en la caracterizacion fenotipica de las cepas que presentaron
elevada actividad antioxidante.

4.1. Colecta, aislamiento y preservacién de hongos endéfitos

De acuerdo con el método de aislamiento realizado por Prihantini y Tachibana
(2017) y siguiendo algunas modificaciones, bajo condiciones estériles, las
muestras de hoja y corteza recolectadas fueron cortadas en secciones pequefias
de aproximadamente 0,5 cm y lavadas con tween 80 al 0,01% haciendo uso de
un vértex, como primera medida. Posterior a esto, se les realizdé un enjuague con
agua estéril, se remojaron en etanol al 70% durante 1 minuto y finalmente, en
hipoclorito de sodio al 3% por 15 minutos, con el objetivo de eliminar la flora
microbiana presente en la superficie, debido a que se buscaba aislar enddfitos.
Se lavaron nuevamente con tween 80 al 0,01% y se enjuagaron tres veces con
agua estéril para ser sembradas en cajas Petri que contenian medio PDA a pH
4,5 suplementado con clindamicina (0,2 mL/100 mL), para inhibir el crecimiento
de bacterias. Luego, las siembras se incubaron a 28°C por 7 dias, segun el
procedimiento descrito en Sun et al. (2009). Ademas de lo anterior, para llevar a
cabo un control, en medio liquido PDA a pH 4,5 se adicionaron pequefas
fracciones de las muestras ya desinfectadas y fueron puestas en un agitador a
100 rpmy 29°C.

Las cepas aisladas fueron preservadas por medio de una solucién de glicerol, un
crioprotector, siguiendo el protocolo descrito en Long-Term Preservation of
Fungal Cultures in All-Russian Collection of Microorganisms (VKM): Protocols
and Results, de Ozerkaya et al. (2013), con algunas modificaciones. De esta
manera, se llevo a cabo el lavado de esporas en las cajas Petri con una soluciéon
de glicerol v/iv al 10% estéril, teniendo en cuenta que dicha solucién no debia
estar por debajo de 10° esporas/mL. Una vez obtenida la solucién, se adicioné la
cantidad suficiente en crioviales estériles de 2 mL, los cuales,
consiguientemente, fueron puestos en una criocaja, debidamente rotulados para
luego ser introducidos en una nevera a -20°C.
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4.2. Cultivo en medio liquido de los aislamientos fungicos y evaluacion de la
actividad antioxidante de sus fracciones de polisacaridos extracelulares

Esta parte experimental se llevd a cabo de acuerdo con los lineamientos
establecidos por el disefio de experimentos factorial con DCA (Disefio
Completamente al Azar) para evaluar el efecto del tipo de medio de cultivo (medio
liqguido PDA y medio liquido PDA con extracto de levadura al 0,4% ambos a pH 6),
como factor sobre la produccion de polisacaridos extracelulares con actividad
antioxidante por parte de las cepas fungicas crecidas en éstos. El nUmero méaximo
de cepas a evaluar fue de 6, correspondientes al crecimiento de las muestras de
hojas y corteza. El procedimiento anterior fue hecho por duplicado, obteniendo asi
un total de 24 unidades experimentales, con sus respectivos controles.

De esta manera, a los aislamientos fungicos obtenidos en la etapa anterior, se les
realizé un lavado con 1 mL de tween 80 al 0,01% con el objetivo de recuperar las
esporas de la caja Petri. Esto, se repitié hasta recuperar aproximadamente 15 mL
de solucion de esporas en un tubo Falcon para la posterior inoculacion de 3 mL en
los dos medios de cultivo previamente dichos, por duplicado. Es importante tener
en cuenta que antes de realizar el in6culo en el medio liquido PDA con extracto de
levadura al 0,4%, éste fue filtrado usando una membrana de 0,2 mm bajo
condiciones estériles, con el fin de eliminar la posibilidad de crecimiento
bacteriano.

Los experimentos de cultivo que se encontraban en frascos HATSU® fueron
puestos en un agitador a 75 rpm y 29°C por un periodo de 5 dias. A partir de aqui,
fueron puestos en una incubadora a 30°C, sin agitacion, pues con ensayos
preliminares, se demostrd crecimiento éptimo sin presencia de agitacion, ademas
que la literatura también reporta estos datos (Elfita et al. 2014). Lo que se obtuvo
de cada muestra, se filtré con filtros de café #4 y fue llevado a un rotavaporador
RC 900 de KNF® a 40°C de bafio maria y agitacién del bal6n de 163 rpm, con el
fin de separar la fraccion de polisacaridos del medio desgastado y concentrarla a
una cantidad aproximada de 15-20 mL. Dicha fraccion fue recolectada en un tubo
Falcon de 50 mL, al cual se le agregaron dos veces la cantidad obtenida
anteriormente en etanol al 96% para posterior centrifugacion por 20 minutos a
3900 rpm. Finalmente, se obtuvo un pellet, el cual, fue disuelto en 25 mL de agua
destilada tipo | y llevado a dialisis con una membrana SnakeSkin® de 3500
Molecular-Weight Cutoff (MWCO) hasta dejar las moléculas de interés. Después
de aproximadamente 48-72 horas, fue recogido, congelado a -80°C y llevado a un
liofilizador FDU-1110 - 2110 EYELA® por 24 horas. Este procedimiento también
fue realizado con los controles de cada medio de cultivo, con lo que fue posible
obtener los extractos crudos de polisacaridos de cada muestra.

El porcentaje de actividad antioxidante de cada muestra liofilizada fue evaluado
usando el ensayo de radicales libres DPPH segun la metodologia descrita por
Chao et al. (2015), con algunas modificaciones. Antes de llevar a cabo la reaccion,
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se debidé adecuar la muestra para que fuera soluble, es decir, se disolvieron 10 mg
de cada extracto crudo (2 mg/mL) en una relacion 3:1 de agua y metanol (75% de
agua y 25% de metanol) en un balén aforado de 5 mL. De esta manera, la mezcla
de la reaccién consisti6 en agregar 50 puL de muestra ya solubilizada, junto con
100 pL de una solucion 100 uM de DPPH en metanol. Lo anterior, fue medido
espectrofotométricamente en un lector de microplatos Synergy™ H1 Multi-Mode
Reader de BioTek®, a 515 nm por cuadruplicado, siguiendo una cinética de
reaccion de 30 minutos y teniendo en cuenta los respectivos blancos y controles.

Como blanco general se usaron 150 pL de metanol (AbSbianco) Y como control
general, 100 pL de la solucion DPPH y 50 pL de metanol (AbScontrolbPPH);
adicionalmente, las muestras de cada polisacarido extracelular tuvieron su
respectivo blanco, siendo este: 50 pyL de muestra y 100 pL de metanol
AbSpiancomuestra). LO anterior fue necesario debido a que las muestras no
presentaron las mismas caracteristicas: en algunas se evidencié turbidez o
coloracién caracteristica en solucién, con lo cual se redujo el error al aplicar este
blanco. De esta forma, siguiendo dichas modificaciones, el porcentaje de
inactivacion del radical DPPH por parte de las muestras se determiné usando la
ecuacion 1, presentada a continuacion (Garcia et al. 2012):

% inactivacién = 100 — [[(Absmuestra — AbSpianco) — ADS planco muestral X 100] (1)
(Abscontrot pPPH — AbSpblanco)

4.3. Caracterizacién fenotipica

En primer lugar, para identificar las caracteristicas del cultivo, segun el
procedimiento descrito por Rosemary, et al. (2013), el patron de crecimiento y la
pigmentacién fue registrado durante el periodo de incubacion, para facilitar
posterior identificacion. Por otro lado, la morfologia de las colonias, junto con
algunas estructuras caracteristicas, fueron observadas haciendo uso del colorante
azul lactofenol, del cual, se adiciond una gota sobre una lamina para microscopio.
Sobre esta, se puso una porcién pequefia de las esporas de la cepa haciendo uso
de la técnica con cinta adhesiva (impronta), y posterior a esto, la placa fue
observada en un microscopio Nikon® ECLIPSE E200 y se dej6 registro fotografico
de lo observado.

5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Colecta, aislamiento y preservaciéon de hongos endéfitos

Se colectaron muestras de hoja y corteza de Otoba gracilipes, Vismia baccifera y
Cecropia peltata en el predio “La Carolina” (3°24'10.662"N, 76°36'52.774"W) (ver
figura 1), a las cuales se les realizo el tratamiento adecuado de aislamiento por
duplicado (A y B) en cajas Petri que contenian medio PDA. Después de distintos
periodos de incubacion, se obtuvieron 6 aislamientos fungicos, de los cuales, dos
pertenecen a las hojas del lacre, dos a la corteza del lacre, uno a las hojas de

25



otobo juvenil y el dltimo, a la corteza de otro juvenil. Es relevante mencionar que
se tuvieron en cuenta controles para cada muestra, pues éstos fueron importantes
para asegurar que la metodologia de aislamiento estuviera siendo aplicada
correctamente. Es decir, constatar mediante esta etapa de esterilizacion de las
muestras recolectadas, que los hongos finalmente aislados efectivamente si
vinieran de la parte interna y no de otro microorganismo que pudiera habitar en la
superficie de los tejidos vegetales.

Figura 1. Recoleccién de muestras en el predio “La Carolina”.

Durante esta parte experimental, se observaron comportamientos anormales en
los cultivos correspondientes a la corteza de yarumo blanco B. En primera
instancia, se realiz6 una resiembra de las muestras para corroborar que no fuera
un error durante el procedimiento de esterilizacion; no obstante, después del
periodo de incubacion, el control, que debia permanecer traslicido, presentd
turbidez y la caja Petri se torné de un color naranjado (figura 2), por lo que fue
pertinente concluir que se trataba de un caso de contaminacion ambiental.

Figura 2. A. Control de corteza de yarumo blanco y B. Aislamiento fangico
contaminado para corteza yarumo blanco B.
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Con base en lo anterior, a pesar de que la cepa que correspondia a las hojas de
yarumo blanco no presenté el color naranjado que se asocia con contaminacion,
se decidio descartarla junto con sus controles con el fin de evitar errores en la
etapa posterior. Esto, se ejecutd no sélo por lo que se explicé previamente, sino
porque debido a que el dosel de este arbol se encuentra a aproximadamente 20 m
de altura (Gomez y Lazaro, 2009), fue imposible recolectar muestras frescas; por
el contrario, las muestras que fueron recolectadas se tomaron del suelo, una vez
éstas han caido del arbol: estaban secas, tal como se observa en la figura 3. Asi
pues, de acuerdo con los protocolos de aislamiento de hongos enddfitos
propuestos por Prihantini y Tachibana (2017) y por Sun et al. (2009), las muestras
deben estar totalmente frescas para asegurar que estos hongos, que estan dentro
de los tejidos vegetales, estén vivos; por lo que las muestras deben ser
recolectadas directamente del arbol.

Figura 3. Visualizacién de las hojas secas de Cecropia peltata recolectadas en el
predio “La Carolina”.

Respecto a las hojas y corteza de otobo juvenil (O. gracilipes), fue posible aislar
dos cepas, con algunas caracteristicas en comun. Para las hojas, tal como se
evidencia en la figura 4, se presencié un crecimiento uniforme pero no completo
en toda la caja Petri, de un color amarillo palido con algunas estructuras blancas,
pero no tan predominantes como el de la cepa que corresponde a la corteza de
este arbol (figura 5), pues en ésta, se evidencio un color blanco algodonado en
toda la caja Petri. Es importante resaltar que el aislamiento de esta cepa fue
consistente desde el primer momento que se cultivd y no present0 rastros de
contaminacion durante el proceso. Adicional a esto, los controles que se tenian
para cada uno permanecieron traslicidos durante toda la etapa de aislamiento,
constatando que el protocolo propuesto de esterilizacion resulté ser éptimo para
las muestras sembradas en dichas caja Petri y lo que puede dar un indicio que
efectivamente, se trata de hongos enddéfitos.
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Figura 4. A. Muestra de las hojas de Otoba gracilipes recolectadas en el predio
“La Carolina” y B. Aislamiento fungico hojas otobo juvenil A.

Figura 5. A. Muestra de la corteza de Otoba gracilipes recolectada en el predio
“La Carolina” y B. Aislamiento fungico corteza otobo juvenil B.

Por otro lado, de las hojas de V. baccifera fue posible aislar dos cepas, tal como
se evidencia en la figura 6: una correspondiente a uno de los indculos iniciales A, y
otra, a la réplica B. Asi pues, de acuerdo con las observaciones macroscépicas
realizadas de estas cepas, se puede decir que la primera de ellas present6 un
color café claro en el centro, del cual luego se desprende una estructura
algodonada que no es uniforme en toda la caja Petri; mientras que, en la segunda,
se observa un crecimiento poroso de color verde oscuro militar alrededor del
inoculo y después, una estructura blanca de tipo algodonado, pero no uniforme.
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Figura 6. A. Muestra de las hojas de Vismia baccifera recolectadas en el predio
“La Carolina” B. Aislamiento fungico hojas lacre B y C. Aislamiento fangico hojas
lacre A.

De manera similar ocurrié con los aislamientos correspondientes a la muestra de
corteza de lacre recolectada, pues el crecimiento del primer aislamiento (véase B
en la figura 7), no fue consistente con la caja Petri inicial desde la cual se realiz6 el
inoculo. Este primer aislamiento presentd un crecimiento alrededor del in6culo de
tipo algodonado, de color blanco y posterior a esto, en lo que restaba de la caja
Petri, se evidenci6 un crecimiento menos uniforme, incluso en alto relieve, a
diferencia del segundo asilamiento. Como se aprecia en la figura 7C, el
crecimiento de este aislamiento fue muy diferente al anterior, ya que alrededor del
indculo se ve verde oscuro palido y de ahi se desprende un halo café y finalmente,
otro de color naranjado. Este crecimiento puede explicarse por el latex natural que
exuda de los cortes de la muestra de corteza, el cual es de color zapote intenso.

Figura 7. A. Muestra de la corteza de Vismia baccifera recolectada en el predio
“La Carolina” B. Aislamiento flungico corteza lacre B1 y C. Aislamiento flngico
corteza lacre B2.

Vale la pena destacar que aislar estas dos cepas resulté interesante debido a que
el inéculo inicial desde el cual se obtuvieron no presentaba un crecimiento
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uniforme, ademas de ser totalmente diferente a los aislamientos hallados. Lo que
interesa observar aqui es que esto ocurre por el subcutivo repetido, el cual es
frecuentemente utilizado como método de rutina para la preservacion de hongos;
empero, no es muy practico para el almacenamiento de grandes cantidades de
cultivos: es lento, propenso a la contaminacion y no evita los cambios genéticos y
fisiologicos durante el mantenimiento a largo plazo (Kitamoto et al. 2002; Homolka,
2012). Por otro lado, también tiene algunas ventajas como que es econdmico,
poco exigente y aplicado universalmente. Actualmente, segun Homolka (2012),
este método se utiliza en la mayoria de las colecciones de cultivos con fondos
limitados y también en muchas, incluidas las mas destacadas, como segundo
método ademas de la criopreservacion o la liofilizacion.

Sin embargo, por las caracteristicas observadas en algunos asilamientos:
dificultad para aislar por presencia de contaminacién constante y cambio en
caracteristicas morfolégicas, se aplico la metodologia descrita en Ozerkaya et al.
(2013), con lo que fue posible preservar 2 de los 6 aislamientos fungicos haciendo
uso de una solucion de glicerol al 10%, criopreservante que ha probado ser uno de
los mas efectivos para hongos (Ohmasa et al. 1992; Kitamoto et al. 2002; Homolka
et al. 2006; Sato et al. 2012). En adicioén, fueron rotulados con el cédigo EBB-ET
(Ecologia, Bioprospeccion y Bioprocesos-Endéfitos Tropicales), seguido por una
numeracion que indica la muestra o el aislamiento fangico (ver anexo 1). Sdlo fue
posible preservar hasta el momento 2 aislamientos fungicos, a pesar de que la
concentracion de esporas no estaba en el orden establecido en el protocolo (=108
esporas/mL). Para las hojas de otobo juvenil A, se logré llegar a una solucién
stock de 0,5 mL con una concentracion de 2,41x10* esporas/mL, por lo se
inocularon dos crioviales (EBB-ET01 y EBB-ET02) y se completd volumen hasta 2
mL con la solucion de glicerol al 10%. Finalmente, para la corteza de otobo juvenil
B, se obtuvo una solucién stock de 1,5 mL con una concentracién de 7,78 x104
esporas/mL, por lo que ésta fue inoculada en 4 crioviales, se completé volumen
con la solucién de glicerol y se rotularon con el codigo desde EBB-ET03 hasta
EBB-ETO6.

Los crioviales obtenidos fueron puestos en criocajas a -20°C y se espera realizar
la prueba de viabilidad, para de esta manera, tener certeza que las esporas son
viables para uso en investigaciones futuras. No obstante, la viabilidad no puede
ser el Unico criterio para la evaluacion del éxito de la criopreservacion (Homolka,
2012), ademas que, en algunos casos, la congelacion y descongelacion repetida
disminuye la viabilidad de los cultivos (Nakasone et al. 2004) asi como también el
tipo de criopreservante usado y la fluctuacion en la temperatura durante el periodo
de almacenamiento (Humber, 2012). Dicho lo anterior, no se puede garantizar que
ningun tratamiento de preservacion proporcione estabilidad total a la produccion
secundaria de metabolitos, aunque la criopreservacion ha sido uno de los mejores
meétodos probados (Smith, 1993).
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5.2. Cultivo en medio liquido de los aislamientos fungicos y evaluacion de la
actividad antioxidante de sus fracciones de polisacéridos extracelulares
(PSE)

Asi pues, una vez obtenidos los aislamientos fungicos en la etapa anterior, se
procedio a realizar la solucién de sus esporas. Con el fin de evitar contaminacion
cruzada, se llevo a cabo el in6culo d<e dicha solucion en medio liquido PDA y en
medio liquido PDA con extracto de levadura al 0,4% de una cepa por dia. Este
procedimiento fue hecho por duplicado. Una vez pasaron exactamente 30 dias,
partiendo del supuesto que en dicho periodo de tiempo los aislamientos fungicos
excretarian los polisacaridos, se filtraron las muestras, dando como resultado una
disminucién en la cantidad de medio, el cual era inicialmente de 200 mL (tabla 1).

Tabla 1. Volumen obtenido en el medio liquido PDA y medio liquido PDA con
extracto de levadura al 0,4% para los asilamientos fangicos.

Tipo de medio

PDA + extracto
Aislamiento fungico PDA (mL) de levadura al

0,4% (mL)

1 2 1 2
Hojas otobo juvenil A 172 168 158 180
Corteza otobo juvenil B 163 168 168 148
Hojas lacre A 165 175 160 170
Hojas lacre B 175 169 175 166
Corteza lacre B1 186 176 182 N/A
Corteza lacre B2 172 N/A 190 N/A

*1y 2 hacen referencia a que el cultivo se hizo por duplicado.

Llegados a este punto, se puede explicar dicha disminucién del volumen en los
medios de cultivo debido a la excrecion de los polisacaridos, es decir, se podria
relacionar de manera proporcional la disminucion del medio con la mayor
produccion de polisacéaridos. Otra caracteristica para resaltar y que puede estar
relacionada también con estos resultados es la coloracion de los medios de
cultivo, pues éstos, en comparacion con el control, presentaron alto grado de
turbidez, adicional al crecimiento tanto en el liguido como en la interfase de
estructuras porosas, similares a los crecimientos en las cajas Petri para cada cepa
en especifico. Para ejemplificar, en la figura 8 se muestran las caracteristicas
mencionadas previamente en medio liquido PDA y en la figura 9 para medio
liquido PDA con extracto de levadura al 0,4% para la corteza de otobo juvenil B.

Para algunos aislamientos, no fue posible obtener resultados con réplica debido a
gue durante el proceso de excrecion de los polisacéaridos, la estructura que crecia
en la interfase, o resultdé inconsistente con los otros medios liquidos, o con el
aislamiento del cual se realiz6 la solucion de esporas. Este fue el caso para la
corteza lacre tanto B1 como B2. Finalmente, durante este proceso de filtracion, se
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percibié una caracteristica interesante en el aislamiento correspondiente a corteza
otobo juvenil B, el cual, en una de las réplicas de medio PDA exhibia un olor a
citronela, mientras que, en la otra réplica, a limoncillo; lo que podria asociarse a la
produccion de metabolitos secundarios por parte de la cepa. En lo que respecta a
las hojas otobo juvenil A y hojas lacre B, en medio PDA se percibié un olor a masa
de pan. Después de las percepciones olfativas en ambos medios, se puede
concluir que, en el medio PDA con extracto de levadura, no fue posible establecer
una comparacion con un olor especifico, pues el olor intrinseco de la levadura
predominaba en la mayoria de los casos, a pesar de que la concentracion fuera
del 0,4%.

Figura 8. A. Control medio liquido PDA, B. crecimiento de la interfase consistente
con el aislamiento (véase figura 5) y C. enturbiamiento del medio para corteza
otobo juvenil B.

Figura 9. A. Control medio liquido PDA con extracto de levadura al 0,4% B.
crecimiento de la interfase consistente con el aislamiento (véase figura 5) y C.
cambio de coloracion en el medio para corteza otobo juvenil B.
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Una vez culminada esta parte, las cantidades filtradas fueron concentradas hasta
un volumen que oscilaba entre los 15 y 20 mL, haciendo uso de un rotavaporador
con el objetivo de separar las moléculas volatiles. Durante esta parte, se percibi
que los volatiles obtenidos para la corteza de otobo juvenil B en medio PDA,
siguieron presentando el olor predominante a citronela como se mencioné
previamente cuando se realizaron las descripciones olfativas de los medios antes
de filtrarlos. Con lo cual, se reafirma que a pesar de que este no era el objetivo de
estudio, este hallazgo sugiere la probabilidad de explorar la industria de
compuestos aromatizantes, pues quiza esta cepa esté sintetizando moléculas
interesantes que pueden ser descubiertas en futuras investigaciones.

Posterior a esto, las muestras fueron puestas en membranas de didlisis con
tamafo de poro de 3500 Da durante 72 horas con el fin de separar las moléculas
pequefias como sales provenientes del buffer, por ejemplo, y que permanecieran
las moléculas grandes de interés: los polisacaridos. Es de suma importancia
mencionar que, durante esta etapa, algunas de las muestras se filtraron en mayor
medida que otras de la membrana, por lo que esto puede ser un indicativo que la
dialisis si funciond, pues se esperaba que quedaran dichas moléculas de interés y
salieran las de menor tamafio.

Asi pues, se percibié que para las hojas de otobo juvenil A, la cantidad de extracto
crudo fue significativamente menor comparada con los otros aislamientos (véase
tabla 2); por lo que se podria pensar aumentar el tamafio de poro de la membrana
de didlisis ya que quiza, durante el procedimiento de excrecién de polisacaridos,
se excretaron moléculas de tamafio similar a éstos, por lo que el extracto obtenido
no resultdé ser relativamente tan concentrando ni “puro”. Asi, en la tabla 2 se
relacionan las cantidades en miligramos obtenidas para cada aislamiento en los
dos tipos de medio de cultivo, como sigue:

Tabla 2. Cantidades obtenidas de extracto crudo después de la etapa de
liofilizacion para los aislamientos fungicos y para los controles en medio liquido
PDA y medio liquido PDA con extracto de levadura al 0,4%.

Tipo de medio

PDA + extracto
Extracto crudo PDA (mgQ) de levadura al

0,4% (mg)

1 2 1 2
Hojas otobo juvenil A 46,95 38,15 60,95 N/A
Corteza otobo juvenil B 108,88 55,53 61,51 18,13
Hojas lacre A 378,52 | 359,49 |161,92 |291,90
Hojas lacre B 213,96 83,63 178,99 37,79
Corteza lacre B1 211,72 |106,91 58,56 N/A
Corteza lacre B2 373,45 N/A 229,33 N/A

Controles 184,63 178,96
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Partiendo de los resultados mostrados en la tabla 2, se prepararon soluciones de
2mg/mL de extracto crudo en una proporcion 3:1 de agua:metanol y se evaluaron
con sus respectivos controles y con el radical DPPH, el cual se estandarizé con un
R2 de 0,975 (ver anexo 2 y 3). Para algunos extractos crudos, como los
correspondientes a las hojas de otobo juvenil A, se present6é problema visible de
solubilidad cuando se hizo la adecuacion de la muestra para posterior lectura de la
absorbancia. Por tanto, se calenté levemente (50°C) y se agité a 1000 rpm en 3,75
mL de agua destilada con el objetivo de tener mayor poder de disolucién. Pasados
30 minutos, se logro solubilizar en mayor cantidad que antes, lo que claramente
pudo evidenciarse en los resultados obtenidos (véase grafico 1). Vale la pena
destacar que este problema de solubilidad presentado reafirma la hipotesis
previamente dicha que con este aislamiento se obtuvo un extracto crudo mas
concentrado y “puro” y, por tanto, quiza, con mayor poder antioxidante.

De aqui en adelante, por motivos practicos de discusion y andlisis estadisticos, se
definira una terminologia para cada extracto crudo del aislamiento fangico
correspondiente a las muestras recolectadas, asi como también para los tipos de
medio de cultivo, tal como se evidencia a continuacion en la tabla 3:

Tabla 3. Terminologia propuesta para los aislamientos fungicos y los tipos de
medio de cultivo liquidos.

Aislamiento fingico Terminologia
Hojas otobo juvenil A Cepal
Corteza otobo juvenil B Cepa 2
Hojas lacre A Cepa 3
Hojas lacre B Cepa 4
Corteza lacre B1 Cepa 5
Corteza lacre B2 Cepa 6

Tipo de medio de cultivo Terminologia
PDA Medio 1
PDA + extracto levadura al 0,4% Medio 2

Asi pues, haciendo uso del software estadistico Minitab18, una vez las cantidades
exactas de extractos crudos fueron leidas en un lector de microplatos a 515 nm y
siguiendo una cinética de reaccién de 30 minutos, se evalué como variable de
respuesta el porcentaje de inactivacion (% inactivacion) del radical DPPH a los 5
minutos con una solucion de extracto crudo de cada cepa a una concentracion de
2 mg/mL (ver anexo 7), teniendo en cuenta ademas la interaccion entre cepas,
entre medios y entre cada cepa con los medios (grafico 1). Es importante percatar
que se decidio escoger dicha variable de respuesta, porque de acuerdo con la
grafica presentada en el anexo 6, el mayor descenso de las curvas en los
tratamientos respecto a la cantidad remanente de DPPH fue determinante a
tiempo 5, comparandolos con los controles (complementar con anexo 4 y 5).
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Grafico 1. Interaccion entre cada cepa y cada medio respecto al % inactivacion
del radical DPPH a los 5 minutos de reaccion.

Por esto, siguiendo una distribucion normal de los datos, se llevd a cabo un
andlisis de varianza (ver anexo 8), el cual sugiere que existen diferencias
significativas entre cepas y entre cada cepa con los medios, pues el valor p para
ambos casos resultd ser menor a 0,05; pero no existen diferencias significativas
entre los medios (p>0,05). Lo dicho previamente, puede evidenciarse claramente
en el grafico 1, donde se representa la interaccidén entre cada cepa y cada medio
respecto al porcentaje de inactivacion del radical DPPH a los 5 minutos de
reaccion. Cuando el DPPH reacciona con un compuesto antioxidante, que puede
donar un hidrégeno, se reduce; lo que produce un cambio de coloracién: de violeta
intenso a amarillo brillante (Garcia et al. 2012), por lo que entre mayor sea el
porcentaje de inactivacion, mayor sera el poder antioxidante del extracto crudo de
los aislamientos fungicos. De esta manera, se puede concluir que la cepa 1 en el
medio 1, correspondiente a las hojas otobo juvenil A en el medio PDA, es la que
presenta mayor poder antioxidante (anexo 9), pues inactivé el radical DPPH
51,46%, un resultado esperado en estudios sobre actividad antioxidante.

En adicion, también se puede llegar a la conclusién que la cepa 3 no presenta
diferencia significativa respecto al porcentaje de inactivacion del radical DPPH de
acuerdo con el medio en el que esté. Es decir, el poder antioxidante de este
extracto crudo no cambia significativamente en medio PDA y en medio PDA con
extracto de levadura al 0,4%. Mas aun, las cepas 4, 5y 6, presentan un porcentaje
de inactivacion significativamente igual en medio liquido PDA y las cepas 1y 2 en
el medio liquido PDA con extracto de levadura; lo que sugiere que pueden tener
informacion genética similar para la sintesis de compuestos antioxidantes y que la
composicién de dicho medio, induzca la expresion de esos genes. La cepa 2
presentd el menor porcentaje inactivacion en el medio liquido PDA y la cepa 4 en
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PDA con extracto de levadura, lo que sugiere que la cantidad de polisacaridos con
poder antioxidante presentes no fue suficiente para inactivar el radical DPPH a los
5 minutos de reaccion, pues no superé el 30% de inactivacion (ver anexo 7), que
es el porcentaje maximo con el cual, se espera seleccionar las cepas para
establecer la coleccion de hongos enddfitos con elevada actividad antioxidante.

A pesar de que la prueba de Tukey y el ANOVA sugieran que no existe diferencia
significativa entre medios, se puede concluir con base en el grafico 1 y con base
en el valor p referente para la interaccion cepa*medio, que el medio que induce la
mayor produccion de compuestos antioxidantes es el medio liquido PDA.
Igualmente, el grafico 2B, sirve como apoyo para dicha conclusion, pues evidencia
de forma clara que el medio 1 presenta mayor porcentaje de inactivacion que el
medio 2. Del mismo modo, basandose en este mismo grafico, parte A, se puede
reafirmar que la cepa que presenta mayor porcentaje de inactivacion corresponde
a la cepa 1y la que presenta menor porcentaje de inactivacion del radical DPPH,
es la cepa 2.

Estos resultados son sugestivos y prometedores, debido a que si bien, existen
investigaciones direccionadas a la familia en la que se encuentra la especie de
arbol que en este estudio presenté mayor actividad antioxidante, pero la mayoria
son relacionadas con la actividad antimicrobiana. Es importante entonces
reconocer el potencial de explotacion que queda para ecosistemas tropicales no
s6lo del Valle del Cauca, sino en Colombia y Latinoamérica, porque la distribucion
de Otoba gracilipes se concentra en dichos sectores.

Cepa Medio
40

35

30

25

Media de % inactivacion

20

15

Gréfico 2. Efectos principales relacionados con A. la cepa y B. el medio para el
porcentaje de inactivacion del radical DPPH a los 5 minutos de reaccion.
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5.3. Caracterizacion fenotipica

Una vez se obtuvieron los aislamientos, se efectud la identificacion de las
caracteristicas macro y microscopicas de los mismos, basandose en literatura
como Fundamentals of the Fungi de Moore (1972) y Microbiologia de Prescott et
al. (2002). Se identificaron caracteristicas morfoldégicas presentes en 3 de los 6
aislamientos fungicos haciendo uso del colorante azul de lactofenol y la técnica de
la cinta adhesiva (impronta) a una magnificacién de 40X.

Si bien, en la figura 10, se puede observar la imagen tomada desde el microscopio
correspondiente al aislamiento que presentdé mayor actividad antioxidante: hojas
otobo juvenil A. Se lograron identificar hifas septadas, una de ellas, sefialada con
una flecha en la parte inferior; y en la parte superior, lo que podrian ser
clamidosporas (esporas de tipo asexual) en el interior de una hifa. Como se
mencion6é con anterioridad (figura 4B), macroscopicamente se presencid un
crecimiento uniforme pero no completo en toda la caja Petri, de un color amarillo
palido con algunas estructuras blancas.

Figura 10. A. Imagen general y B. acercamiento de la micromorfologia del
aislamiento fungico correspondiente a hojas otobo juvenil A bajo la luz del
microscopio a una magnificacion de 40X.

En la figura 11 se aprecian claramente hifas septadas generativas, sefaladas con
una flecha en la parte inferior. En la parte superior se ve lo que podria ser un
conidiéforo con una fialide, las cuales son células capaces de producir conidos;
empero, en este aislamiento, todavia no se puede tener certeza de dicha
identificacion. Respecto a las caracteristicas macroscopicas, se observo un
crecimiento poroso de color verde oscuro militar alrededor del indculo y después,
una estructura blanca de tipo algodonado, pero no uniforme (véase figura 6C).
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Figura 11. A. Imagen general y B. acercamiento de la micromorfologia del
aislamiento fungico correspondiente a hojas lacre A bajo la luz del microscopio a
una magnificacién de 40X.

Por dltimo, en la figura 12 se observan hifas cenociticas, sin embargo, no es
posible determinar con claridad el tipo de espora con la micromorfologia
presentada. Es importante destacar que las estructuras microscépicas presentaron
color verde, debido a la macromorfologia del aislamiento: alrededor del in6culo se
ve verde oscuro palido y de ahi se desprende un halo café y finalmente, otro de
color naranja intenso (véase figura 7B).

Figura 12. A. Imagen general y B. acercamiento de la micromorfologia del
aislamiento fungico correspondiente a corteza lacre B2 bajo la luz del microscopio
a una magnificacion de 40X.
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Solo fue posible llegar a definir algunas de las estructuras reproductivas de estos
aislamientos ya que la identificacion de muchos hongos endofitos es complicada:
no sélo porque no esporulan sino también porque no pueden ser equiparados con
especies descritas, pues la informacion taxondmica es limitada (Gamboa, 2006).
Empero, como la investigacion continla, se pretende ensayar con otros medios de
cultivo que puedan inducir una esporulacion mas productiva, teniendo en cuenta el
tipo de espora que presentan; asimismo, se espera seguir con el proceso de
caracterizacion tratando de buscar las estructuras donde se estan generando las
esporas ya sea sexuales o asexuales.
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6. CONCLUSIONES

Se lograron aislar 6 cepas de hongos endofitos obtenidas a partir de muestras de
hoja y corteza de Otoba gracilipes y Vismia baccifera, recolectadas en el predio
“La Carolina”: cepa 1-hojas otobo juvenil A, cepa 2-corteza otobo juvenil B,
cepa3-hojas lacre A, cepad-hojas lacre B, cepa5-corteza lacre B1 y cepa 6-
corteza lacre B2. Se encontré alto potencial antioxidante en la cepa 1: hojas
otobo juvenil A, debido a que redujo en mas del 50% el radical DPPH a un
tiempo de 5 minutos de reaccion. Adicional a esto, el medio liquido que induce el
mayor porcentaje de inactivacion del radical DPPH con las cepas evaluadas es
el medio PDA en comparacion con el medio PDA con extracto de levadura al
0,4%, por lo que es conveniente afirmar que asi las cepas sean diferentes, el
medio puede ser un inductor sugestivo para la produccion de extractos crudos
con alto poder antioxidante.

Igualmente, se llevé a cabo la caracterizacion macroscopica de los aislamientos
fungicos, asi como la identificacion microscépica de algunas de sus estructuras
reproductivas, pero no en su totalidad. Lo anterior, quizd a que se sabe que
algunos hongos endofitos no esporulan, ademas de que la taxonomia para estos
es limitada y compleja, lo cual disminuye la probabilidad de obtener resultados
determinantes. Empero, como proceso de aprendizaje, contribuyd
significativamente no sélo a la formacion del investigador, sino a la posibilidad de
seguir la linea de investigacién, pues si se determiné la presencia de estructuras
caracteristicas de algunas familias de hongos.

De esta manera, de acuerdo con los resultados obtenidos, se puede decir que el
disefio experimental propuesto para valorar la presencia de extractos crudos con
potencial antioxidante a partir de hongos endofitos en muestras de especies de
arboles correspondientes a ecosistemas tropicales del Valle del Cauca si
funciona como un screening. Adicional a esto, es necesario realizar
investigaciéon en ecosistemas que no han sido explorados en cuanto a las
propiedades biolégicas que puedan tener los microorganismos, ya que se
cumplieron los resultados esperados.

Finalmente, para el establecimiento de la coleccion de hongos enddfitos con
elevada actividad antioxidante, se puede comenzar siguiendo un criterio de
screening en todas aquellas cepas que arrojaron un porcentaje de inactivacion del
radical libre DPPH mayor a 30% como fue el caso de la cepa 1 y 3: hojas otobo
juvenil Ay hojas lacre A.
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7. RECOMENDACIONES

Para aislar hongos endofitos, es necesario que las muestras recolectadas estén
totalmente frescas, ya que de esta manera se asegura que los hongos estén vivos.
Por eso, si se quiere repetir el procedimiento de aislamiento con las muestras de
hojas de yarumo blanco, se debe buscar la manera de conseguirlas directamente
del arbol, para evitar problemas de contaminacion ambiental como fue este el caso
durante el protocolo. En adicion, también se sugiere la realizacion de mas
muestreos en el predio “La Carolina” durante otra temporada del afio, pues la
colecta para la realizacion de este proyecto fue ejecutada en verano; asi como
también, recolectar muestras de otros tipos de tejidos de los arboles, como raices
y tallos, por ejemplo.

Ahora bien, si se desea preservar las cepas aisladas durante un periodo de tiempo
corto, éstas deben ser subcultivadas en nuevas cajas Petri cada mes. Por otro
lado, si el objetivo es preservar las cepas por largo tiempo con un criopreservante,
se debe considerar la posibilidad de realizar una solucion de esporas con mas de
tres cajas Petri que contengan el aislamiento, pues de esta manera se asegura
que la concentracion de esporas/mL esté dentro del orden establecido en los
protocolos (108 esporas/mL) y exista mayor probabilidad de que la viabilidad esté
por encima del 80% cuando se haga la prueba.

Se recomienda trabajar mas en la caracterizacién taxonémica, con el fin de definir
con exactitud las estructuras reproductivas donde se generan las esporas y de
igual manera, el filo al cual pertenecen los aislamientos encontrados.
Adicionalmente, buscar la posibilidad de caracterizacibn molecular para
proporcionar un trabajo que ofrezca informacién potencial para futuras
aplicaciones.

Por ultimo, el hallazgo de una cepa con capacidad de producir compuestos
volatiles aromatizantes, como lo fue la cepa 2-corteza de otobo juvenil B, abre una
nueva posibilidad en la industria farmacéutica y de aromatizantes, por lo que se
recomienda explorar este campo; a pesar de no haber tenido resultados
promisorios en lo que respecta al potencial antioxidante.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Relacion de codigo de preservacion con el aislamiento fungico.

Aislamiento fingico Cdodigo de preservacion

EBB-ETO01

Hojas otobo juvenil A EBB-ET02

EBB-ET03
EBB-ET04
EBB-ETO5
EBB-ET06

Corteza otobo juvenil B

Anexo 2. Curva de calibracién absorbancia (515 nm) vs. concentracion del radical
DPPH.
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Anexo 3. Ecuacion de la curva y R? para la curva de calibraciéon absorbancia (515
nm) vs. concentracion del radical DPPH.

Curve Name Curve A B R2
Formula
StdCurve Y=A*X+B 0,00241 0,00412 0,975
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Anexo 4. Ecuacion para calcular el porcentaje (%) de DPPH remanente.

[(Absmuestra - Absblanco) - Absblanco muestra] x 100

(Abscontrol DPPH — Absblanco)

% DPPH remanente =

Anexo 5. Datos del porcentaje DPPH remanente para cada cepa siguiendo una
cinética de reaccion de 30 minutos.

Tipo de % DPPH remanente
Muestra mpedio Tiempo de reaccion
0 5 10 | 15 | 20 | 25 | 30
Hojas PDA 56,93 | 48,54 | 45.13 | 45,13 | 45,52 | 44.44 | 45,52
Otobo  Fom A extracto
juvenil A 8357 | 51,48 | 66,88 | 63,82 | 64,57 | 54.90 | 71,81
levadura
Corteza PDA 99.82 | 95,12 | 87,58 | 78,68 | 73,84 | 61,54 | 77,52
otobo PDA + extracto
juvenil B 63.64 | 59,87 | 58,72 | 59.26 | 54,64 | 55.71 | 59,40
levadura
. PDA 69.74 | 65,03 | 65,61 | 65,03 | 62,28 | 62.23 | 60,55
Hojas
lacre A | PDA + extracto | o 49 | 50 00 | 48,77 | 47,20 | 47,20 | 45,45 | 47 40
levadura
. PDA 8524 | 73,42 | 71.23 | 74,01 | 74,82 | 77.27 | 75,09
Hojas
lacre B | PDA + extracto | 20 g7 | 7377 (7474 | 75,52 | 74.83 | 73.78 | 72.32
levadura
PDA 7491 | 73.77 | 73.33 | 76.22 | 75.87 | 69.93 | 66.44
Corteza
lacre B1 | PDA + extracto | o/ = | 59 44 | 58,25 | 57,69 | 58,39 | 55,24 | 52.59
levadura
PDA 77.62 | 7450 | 76.17 | 73.74 | 75,52 | 77,52 | 83,22
Corteza
lacre B2 | PDA + extracto | o o9 | 61 g6 | 81.88 | 80.99 | 79.14 | 68,46 | 74,16
levadura
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Anexo 6. Gréfica que relaciona el % DPPH remanente respecto a cada cepa, siguiendo una cinética de reaccion de 30
minutos.
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Anexo 7. % de inactivacion del radical DPPH a los 5 minutos con una solucion

de extracto crudo de cada cepa a una concentracion de 2 mg/mL.

% inactivacion

Cepa
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Anexo 8. Andlisis de varianza para determinar la diferencia significativa entre los
resultados obtenidos del % de inactivacion del DPPH a los 5 minutos con una
solucion de extracto crudo de cada cepa a una concentracion de 2 mg/mL.

Se trabaj6 con un valor p<0,05 para rechazar la hipétesis nula.

La hipotesis nula (Ho) el promedio del % de inactivacion del DPPH a los 5
minutos con una solucién de extracto crudo de cada cepa a una concentracion
de 2 mg/mL es igual y no hay diferencias significativas entre los grupos.

La hipétesis alternativa (Hi) al menos el promedio del % de inactivacion del
DPPH a los 5 minutos con una solucion de extracto crudo de cada cepa a una
concentracion de 2 mg/mL es diferente en uno de los grupos y hay diferencias

significativas entre los grupos.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Cepa 5 12279 245,59 6,69 0,019
Medio 1 200,7 200,70 547 0,058
Cepa*Medio 5 922,1 184,42 503 0,037

Error 6 220,2 36,69
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Total

2443,0

Como valor p<0,05 entonces se rechaza la hipotesis nulay se concluye que
si existen diferencias significativas entre los grupos correspondientes a la
interaccidén entre cepa*medio y para las cepas, pero no para los medios

(p>0,05).

Anexo 9. Comparacion entre la interaccion cepa*medio respecto al % de

inactivacion del DPPH.

Cepa*Medio N Media Agrupacion
11 1 51,4599 A

31 2 354895 A B
32 2 32,0698 A B
22 2 27,4945 A B
41 2 26,6026 A B
12 1 26,5734 A B
51 2 26,3986 A B
61 1 25,4989 A B
52 1 18,6082 A B
62 1 16,1863 A B
42 2 6,8949 B
21 1 4,8780 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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