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RESUMEN 

 

La dehesa, uno de los sistemas agroforestales más representativos de Europa, presenta 

un alto valor medioambiental ligado a su equilibrio entre producción y conservación. Por ello, 

gran parte de los esfuerzos orientados a su preservación se centran en la búsqueda de técnicas 

que favorezcan su desarrollo sostenible. Con este fin, se consideró el potencial de los hongos 

endófitos como elemento de biocontrol. Este interés se explica por la relación simbiótica que 

pueden establecer con una amplia variedad de plantas, asociada normalmente a algún tipo de 

actividad biológica por parte del hongo, que permitiría estimular el estado general de éstas, así 

como su resistencia frente a condiciones adversas. Dado que, frecuentemente, dicha 

bioactividad es consecuencia de la acción de los metabolitos secundarios producidos por cada 

hongo, estos fueron el objetivo principal del ensayo. Para ello, se procedió al cultivo in vitro 

de dos hongos, Embellisia leptinellae y otro hongo perteneciente al orden Pleosporales, 

denominados por los códigos 138 y 234, respectivamente. Dichos hongos fueron 

seleccionados en base a resultados preliminares prometedores obtenidos de proyectos previos. 

Una vez llevada a cabo la fermentación, se procedió a la extracción de los metabolitos 

producidos, con el objetivo de evaluar su bioactividad, centrada en su capacidad antioxidante 

y antimicrobiana. La primera se estimó en base al método de captura de radicales libres 

(DPPH), mostrando el hongo E. leptinellae (138) una actividad razonable (IC50: 201,18 µg 

mL-1). Por su parte, la actividad antimicrobiana se midió a través de la Concentración Mínima 

Inhibitoria (CMI) de ambos extractos crudos frente al crecimiento de Bacillus subtilis y 

Botrytis cinerea. En este caso, el hongo 234 (Pleosporales) mostró una inhibición frente a 

ambos patógenos mayor (37,50 µg mL-1) que el 138 (150 µg mL-1). Ambos hongos 

presentaron la misma capacidad de inhibir tanto al patógeno de origen bacteriano como al de 

origen fúngico. 
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ABSTRACT 

   

The dehesa, one of the most representative agroforestry systems in Europe, has a great 

environmental value, linked to its balance between production and preservation. For this 

reason, much of the efforts aimed to its preservation focus on the search for techniques that 

favor its sustainable development. For this purpose, the potential of endophytic fungi as a 

biocontrol tool was considered. This can be explained by the symbiotic relationship that these 

fungi may establish with a wide range of plants, usually associated with some kind of 

bioactivity by the fungal partner, which would stimulate the general status of the plant as well 

as their resistance to adverse conditions. Since this bioactivity is usually the result of the 

action of the secondary metabolites produced by the fungi, these were the central aim of this 

work. To do this, 2 fungi, Embellisia leptinellae and another fungus belonging to 

Pleosporales, designated by the codes 138 and 234 respectively, were cultured in vitro.  Both 

fungi were chosen based on promising preliminary results from previous projects. Once the 

fermentation was carried out, the metabolites produced were extracted, in order to evaluate 

their bioactivity through their antioxidant and antimicrobial capacity. The first one was 

estimated using DPPH radical scavenging assay, showing E. leptinellae (138) a reasonable 

activity (IC50: 201,18 µg mL-1). On the other hand, the antimicrobial activity was assessed as 

the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of both crude extracts against the growth of 

Bacillus subtilis and Botrytis cinerea. In this case, the fungus 234 (Pleosporales) showed an 

inhibition against both pathogens greater (37,50 µg mL-1) than the fungus 138 (150 µg mL-1). 

Also, both fungi had the same ability to inhibit both, bacterial and fungal, pathogens.
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INTRODUCCIÓN 

 

LOS SISTEMAS AGROFORESTALES EN EXTREMADURA 

 

1.1 Los sistemas agroforestales. El Caso de la Dehesa 

 

1.1.1 Los sistemas agroforestales y los servicios ecosistémicos 

 

La agricultura europea lleva tiempo enfrentándose a diversos problemas que, en su 

mayor parte, están íntimamente ligados a su intensificación (Comisión Europea, 2006). 

Cuestiones como la sobreproducción, los bajos ingresos de los agricultores, el abandono de 

las zonas rurales, la contaminación o la pérdida de biodiversidad (Palma et al., 2007; 

Plieninger et al., 2015) han obligado a buscar alternativas que puedan ser más sostenibles en 

el largo plazo.  

 

En este sentido, la reorientación de la producción hacia sistemas agroforestales y 

silvopastorales se revela como una opción más que viable, ya que implica un manejo más 

eficiente de los recursos disponibles (Nair, 1993; Keesman et al., 2011) que puede redundar 

en un beneficio no solo medioambiental, sino también económico. 

 

Estos sistemas agroforestales se caracterizan por integrar el manejo de los recursos 

leñosos con el estrato herbáceo, de tal forma que generalmente su aprovechamiento es 

realizado por el ganado (Mosquera-Losada et al., 2009; Cubbage et al., 2012). Así, son las 

interacciones que se generan si los estratos arbóreo, arbustivo y herbáceo se combinan 

favorablemente junto con el ganado, las que permiten avanzar en la conservación y protección 

del medio (Smith et al., 2013). Como consecuencia de ello, este tipo de sistemas, así como 

sus prácticas asociadas, han tenido una gran importancia histórica en toda Europa. Si bien es 

cierto que, durante el siglo XX, y debido a cambios socioeconómicos, fueron desapareciendo 

y dando paso al abandono de tierras o a la intensificación agrícola en las zonas donde esto fue 

posible (Nerlich et al., 2013).  

 

En muchos casos, este abandono se ha visto acelerado por las políticas públicas, 

especialmente la PAC, que ha favorecido la adopción de otros sistemas de producción más 

especializados, y por tanto más rentables (Van Zanten et al., 2013). Sin embargo, la necesidad 
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de atajar los problemas que esto ha acabado originando, junto con los servicios ecosistémicos 

que proporcionan, ha movido a que en los últimos tiempos hayan ido apareciendo diferentes 

líneas de investigación y financiación para apoyar el resurgir de los sistemas agroforestales 

(Unión Europea, 2013).  

 

Según Primdahl et al. (2013), los sistemas agroforestales tienen potencial suficiente a 

nivel económico para favorecer un desarrollo rural más sostenible en Europa. Además, estos 

sistemas permiten beneficiar no solo a los propietarios de las tierras, sino a la sociedad en su 

conjunto, al conseguir equilibrar productividad y protección ambiental a través de los 

servicios ecosistémicos (Smith et al., 2013; Fagerholm et al., 2016). 

 

El concepto de servicio ecosistémico hace referencia al hecho de que los sistemas 

productivos pueden proveer una amplia variedad de beneficios importantes para el ser 

humano, que pueden incluso ayudar a revertir la degradación de los ecosistemas (Daily, 1997; 

Haines-Young y Potschin, 2010).  

 

Entre los beneficios de los sistemas agroforestales destacan aquellos de carácter 

agroambiental, como la mayor retención de nutrientes, el control de la erosión, el secuestro 

del carbono, la reducción de incendios o la explotación de recursos marginales (Nair et al., 

2009; Kremen et al., 2012; Smith et al., 2013). Es importante resaltar también que la 

adopción de estos sistemas contribuye a mantener el potencial productivo comunitario de 

forma sostenible, en consonancia con el objetivo europeo del mantenimiento de la Seguridad 

Alimentaria (Food Security) (Kastner et al., 2012). 

 

De la misma forma, existen otros servicios de carácter social y cultural, como las 

posibilidades de ocio y turismo, el valor paisajístico y estético o la preservación del 

patrimonio cultural (McAdam et al., 2009; Smith et al., 2012; Tsonkova et al., 2012).  

 

En la FIGURA 1.1 se presentan, a modo de resumen, los principales servicios 

ecosistémicos que la literatura científica asocia a las prácticas agroforestales, recogidos por 

Fagerholm et al. (2016). Los beneficios estudiados quedan clasificados en cuatro categorías 

según su impacto sobre el entorno: de aprovisionamiento, reguladores, culturales y de soporte 

o apoyo. Del gráfico puede extraerse la gran importancia de estos sistemas como sostenedores 

de la biodiversidad, por ser fuente de recursos o como reguladores del clima.  
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FIGURA 1.1 Principales servicios ecosistémicos asociados a los sistemas agroforestales y su 

frecuencia de aparición en 71 publicaciones relacionadas (Fagerholm et al., 2016) 

 

Por su parte, la TABLA 1.1 presenta algunos de estos servicios ecosistémicos 

asociados a los sistemas agroforestales, destacando los beneficios que suponen frente a los 

sistemas intensivos. 
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Servicios reguladores 

27% 

Servicios culturales 

17% 
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27% 



                                                                                                                Capítulo I. Introducción 

8 

 

TABLA 1.1 Principales servicios ecosistémicos asociados a los sistemas agroforestales frente 

a sistemas intensivos 

Categoría Servicio Fuente 

Aprovisionamiento 

- Incremento del aprovechamiento del agua dentro del 

sistema.  

Van Noordwijk et al. (1996); 

Rowe et al. (2001). 

- Apoyo a la seguridad alimentaria Kastner et al. (2012). 

Reguladores 

- Secuestro de carbono Lorenz y Lal (2014). 

- Reducción de la erosión del suelo.  

- Disminución de la lixiviación de los nitratos gracias a la 

capacidad de los árboles de recuperarlos por debajo de la 

zona radicular de los cultivos.  

Anderson y Sinclair (1993); 

Herzog (1997). 

- Facilitar la puesta en cultivo de tierras arables con suelos 

pobres y evitar la deforestación, por medio de los efectos 

mejorantes de los árboles.  

Young (1997) 

- Biocontrol: reducción de malas hierbas, incremento de 

enemigos naturales y reducción de la abundancia de plagas 

en cultivos perennes  

Pumariño et al. (2015) 

Culturales 

- Posibilidades de ocio,  

- Valor paisajístico y estético  

- Preservación del patrimonio cultural  

Young (1997) ; McAdam et al. 

(2009) ; Smith et al. (2012) ; 

Tsonkova et al. (2012) 

De soporte - Conservación de la Biodiversidad Matata et al. (2011) 

Fuente: Elaboración propia 

 

1.1.2 El sistema Dehesa 

 

Actualmente, los sistemas agroforestales se extienden en Europa por una superficie de, 

al menos, 15,4 millones de hectáreas, lo que supone un 3,6% del total del territorio y un 8,8% 

con respecto a las tierras de explotación agrícola (den Herder et al., 2016).  

 

Dentro de este grupo se incluyen paisajes tan diversos como los pastos arbolados, el 

uso de setos y cortavientos vivos o los bosques pastoreados, así como otros sistemas 

tradicionales entre los que destacan los huertos frutales de Centro Europa (Streuobst) o los 

bosques boreales del norte del continente (Plieninger et al., 2015). Sin embargo, es en los 

países mediterráneos donde este tipo de sistemas encuentra mayor representación, estando 

ampliamente extendidos en el caso de España, como puede observarse en la FIGURA 1.2 

(den Herder et al., 2016).  
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FIGURA 1.2 Distribución espacial de los sistemas agroforestales en España (den Herder et 

al., 2016) 

 

En concreto es la dehesa, situada en el suroeste de la Península Ibérica, uno de los 

sistemas agroforestales más extendidos de Europa, así como uno de los más representativos 

(Eichhorn et al., 2006; Moreno y Pulido, 2008; Simón et al., 2013). La dehesa se caracteriza 

así por combinar pastos o cultivos forrajeros con árboles, en su mayor parte del género 

Quercus, como Quercus ilex L. y Quercus suber L., generalmente dispersos (Gómez 

Gutiérrez y Pérez-Fernández, 1996). 

 

Si bien es cierto que se considera que este es un sistema multipropósito (Linares, 

2007; Moreno y Pulido, 2009), su producción suele estar orientada hacia su aprovechamiento 

por parte del ganado, lo que supone su principal fuente económica (Plieninger y Wilbrand 

2001; Asner et al., 2004). Hay que tener en cuenta que el manejo que se hace de los animales 

en el marco de la dehesa, normalmente de razas autóctonas y mediante un pastoreo que 

implica bajas cargas ganaderas (Gaspar et al., 2007), permite mejorar los rendimientos y 

aumentar la biodiversidad del estrato herbáceo (López-Sánchez et al., 2016a). 

 

La dehesa presenta por ello un alto valor medioambiental ligado a este equilibrio entre 

producción y conservación, que permite un uso sostenible de los recursos (Olea y San 

Miguel-Ayanz, 2006) así como por los importantes servicios ecosistémicos que presta 
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(Plieninger y Wilbrand, 2001; Díaz et al., 2003; Gaspar et al., 2016). Por otra parte, también 

resulta fundamental para entender la economía rural del suroeste peninsular, además de 

suponer un componente clave de la identidad regional (Escribano et al., 2001; Pereira et al., 

2004; Gaspar et al., 2016).  

 

Sin embargo, la productividad de estos sistemas suele ser reducida, influida por la 

severidad del clima y la baja calidad del suelo (Schnabel et al., 2013). A esto hay que sumar 

la problemática actual que merma aún más tanto su productividad como su sostenibilidad y 

que incluye el cambio climático, el cambio de uso o el manejo inadecuado del suelo o la falta 

de regeneración del arbolado (Plieninger, 2007; Underwood et al., 2009; Carmona et al., 

2013; López-Sánchez et al., 2016b). 

 

La necesidad de atajar estos problemas, unido al alto valor ecológico y cultural, 

recogido incluso por la Unión Europea a través de la Directiva de Hábitats de 1992 (Díaz y 

Pulido, 2009), han hecho de la conservación y mejora de la dehesa un objetivo prioritario. En 

este sentido se torna necesario investigar e implementar todos aquellos aspectos que aumenten 

la rentabilidad de los sistemas tradicionales frente a su intensificación y que, por tanto, 

permitan el desarrollo de los servicios ecosistémicos asociados a este sistema agroforestal. 

 

1.1.3 La mejora de la dehesa. El biocontrol  

 

 La Universidad de Extremadura posee ya un importante bagaje en lo referente al 

estudio de los sistemas agroforestales y silvopastorales de la región, especialmente asociado a 

la mejora de la dehesa (Olea et al., 1990; Olea et al., 2005; Pulido, 2010; Santamaría et al., 

2014). En concreto, buena parte de los esfuerzos han estado centrados en la búsqueda de 

nuevas técnicas de producción destinadas a favorecer el desarrollo sostenible de su sector 

agroganadero.  

 

En este sentido destaca el interés por aumentar la biodiversidad beneficiosa que 

permita una menor dependencia de recursos externos. Es el caso de la mejora de los pastos 

naturales, a través del desarrollo de leguminosas (Santamaría et al., 2014), o la introducción 

de especies forrajeras, tales como el triticale, mediante su adaptación a las condiciones 

propias de la región (Morales Rodrigo, 2011; Santamaría et al., 2016).  
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También se han hecho avances en el fortalecimiento del estado de la planta, y en la 

mejora de su calidad nutritiva, tanto de pastos como de cultivos forrajeros, a través de la 

biofortificación agronómica (Poblaciones et al., 2013; Rodrigo et al., 2013) o del uso de 

hongos endófitos (Santamaría et al, 2014; Lledó et al., 2015; Lledó et al., 2016). En el caso 

de estos últimos, además de su influencia directa sobre la calidad de la planta, cabe destacar 

su capacidad como elemento de biocontrol, estimulando la respuesta inmunitaria del 

hospedador frente a organismos patógenos (Santamaría et al., 2012; Romeralo et al., 2015).  

 

En los últimos años, el uso de microorganismos para el control de enfermedades y 

patógenos en plantas ha crecido significativamente como alternativa a los compuestos 

químicos, ya que permite soslayar algunos de los problemas que estos presentan, como la 

aparición de resistencias, la contaminación del suelo o la pérdida de los microorganismos 

presentes en éste (Ludueña et al., 2012). Además, de esta forma se consigue aunar el potencial 

de biocontrol con la mejora de la calidad que supone para la planta. 

 

 Estos microorganismos beneficiosos pueden ejercer su actividad inhibitoria de forma 

directa, mediante antibiosis, competición o parasitismo, o indirectamente, impulsando la 

propia respuesta de la planta frente al patógeno (Aneja et al., 2006; Bailey et al., 2006; Mejía 

et al, 2008). Por ello, es necesario estudiar el comportamiento de estos hongos (o bacterias en 

su caso) con el fin de conocer su respuesta frente a los patógenos objetivo y su interacción 

con la planta hospedante, para poder así maximizar su efectividad en el entorno elegido.  

 

LOS HONGOS ENDÓFITOS 

 

1.2 Los hongos endófitos 

 

 Los hongos son organismos eucariotas heterótrofos, capaces de producir esporas, 

hecho que les permite reproducirse rápidamente cuando las condiciones les son favorables. En 

cuanto a su desarrollo, la mayoría se caracteriza o bien por un crecimiento filamentoso, lo 

cual implica que sus células se desarrollan formando estructuras interconectadas conocidas 

como hifas, o por un crecimiento como levaduras unicelulares. Cabe destacar también el caso 

de los hongos dimórficos, que pueden alternar entre la fase filamentosa y la de levadura en 

función de las condiciones ambientales (Moretti y Sarocco, 2016; Daley et al., 2017).  
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Dentro de la amplia biodiversidad que se asocia así al reino de los hongos, los 

endófitos suponen un grupo heterogéneo de especies capaces de crecer y colonizar 

asintomáticamente el interior de las plantas (Rodríguez et al., 2009).  

 

Estos hongos se suelen dividir, según su taxonomía, en dos grupos: clavicipitáceos y 

no clavicipitáceos (Stone et al., 2004; Schulz y Boyle 2005). A nivel funcional, la principal 

diferencia radica en el rango de especies que pueden infectar. De esta forma, mientras los 

primeros se desarrollan casi exclusivamente dentro de especies herbáceas, a las que colonizan 

sistemáticamente, el rango de hospedadores de los segundos es mucho más amplio, a pesar de 

que su desarrollo dentro de la planta puede estar más restringido (Sieber, 2007). En la 

TABLA 1.2 se muestran de forma más detallada las diferencias utilizadas para caracterizar 

ambos grupos. En el caso de los no clavicipitáceos, estos se subdividen en tres clases debido, 

principalmente, a su mayor diversidad frente a los clavicipitáceos.  

 

TABLA 1.2 Criterios de división de los hongos endófitos 

Criterio 
Clavicipitáceos No clavicipitáceos 

Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4 

Rango de hospedadores Reducido Amplio Amplio Amplio 

Tejidos comúnmente 

colonizados 
Brotes y rizomas 

Brotes, raíces y 

rizomas 
Brotes Raíces 

Colonización in vivo Extensivo Extensivo Limitado Extensivo 

Biodiversidad in vivo Baja Baja Alta - 

Transmisión Vertical y horizontal Vertical y horizontal Horizontal Horizontal 

Beneficios adaptativos 
Independientes del 

hábitat de origen  

Independientes y 

dependientes del 

hábitat de origen 

Independientes del 

hábitat de origen 

Independientes del 

hábitat de origen 

Fuente: Rodríguez et al., 2009; Watkinson et al., 2016a 

 

En este sentido, y dado que comparten ciertas similitudes, conviene resaltar las 

diferencias de los hongos endófitos con respecto a los micorrícicos. Dichas diferencias se 

corresponden con tres características de estos últimos y de las que los endófitos carecen: la 

presencia de hifas especializadas, la sincronización del desarrollo planta-hongo y los 

beneficios directos que suponen para la planta con respecto a la transferencia de nutrientes 

(Brundrett, 2004).  
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Asimismo, aunque el término endófito incluye también a ciertas bacterias, suele 

encontrarse asociado principalmente a los hongos. Esto se debe a su mayor difusión y 

versatilidad, que les ha permitido colonizar una amplia variedad de plantas en todas las 

condiciones geoclimáticas (Patil et al., 2016). Como consecuencia, todas las especies 

vegetales, incluyendo las plantas no vasculares, helechos, coníferas y angiospermas, tienen 

potencial para establecer esta relación simbiótica con algún endófito (Rodríguez et al., 2009). 

De hecho, estos hongos se han encontrado en todas las plantas examinadas hasta el momento 

y se calcula que pueden existir más de un millón de especies en la naturaleza (Guo et al., 

2008). Por ello, juegan un papel importante como componentes de los ecosistemas vegetales 

(Schardl et al., 2004; Aly et al., 2011) asociados al beneficio simbiótico que muchos de ellos 

suponen. En la relación que establece con la planta, el endófito obtiene nutrientes y protección 

de ésta, y a cambio, apoya el desarrollo de su hospedador y sintetiza ciertos metabolitos que 

favorecen la supervivencia de la planta (Verma et al., 2009).  

 

La asociación hongo-hospedante que se establece permite potenciar múltiples 

características de la planta. Se puede conseguir así impulsar el crecimiento y la producción de 

biomasa de la planta, asociado a su influencia sobre la fotosíntesis, o la mejora de su estado 

sanitario (Mei y Flinn, 2010; Baynes et al., 2012). Además, existen endófitos altamente 

resistentes a la presencia de metales pesados, incluso con actividad quelante, lo que abre el 

camino para la remediación de suelos contaminados y regular la toxicidad que estos suponen 

para los cultivos (Khan y Lee, 2013). 

 

De la misma forma, algunos hongos pueden conferir a la planta protección frente a 

enemigos naturales, como herbívoros, patógenos o enfermedades (Arnold et al., 2003; 

Schardl et al., 2004; Singh et al., 2010) o frente a estreses abióticos como la salinidad (Khan 

et al., 2014) la temperatura (Rodríguez et al., 2004; Márquez y Redman, 2007; Hubbard et al., 

2014) o la sequía (Rodríguez et al., 2004; Peñuelas et al., 2012; Hubbard et al., 2014). Es 

importante reseñar que también pueden servir para controlar los niveles de micotoxinas tanto 

en campo como en postcosecha, contribuyendo incluso a la descontaminación y purificación 

de los alimentos (Moretti y Sarocco, 2016). Todo esto puede suponer una mayor 

competitividad frente al resto de plantas presentes en su entorno (Aschehoug et al., 2012).  

 

En cuanto a su localización, los hongos endófitos pueden desarrollarse prácticamente 

en cualquier tejido de la planta, lo que incluye a las raíces, el tallo, las hojas, los frutos o las 
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semillas (Stone et al., 2004; Rodríguez et al., 2009). Por otra parte, tanto su ciclo biológico 

como su efecto sobre el hospedador se encuentra profundamente influido por diferentes 

factores que no tienen por qué ir ligados exclusivamente a la planta (como el estado 

fisiológico de ésta), sino que pueden ser de carácter externo, como en el caso de las 

condiciones ambientales (FIGURA 1.3). 

 

FIGURA 1.3 Factores que afectan a los endófitos (Adaptado de Eljounaidi et al., 2016) 

 

 El tipo de interacción que se establece entre el endófito y la planta está, por tanto, 

controlado esencialmente por los genes de ambos y modulado por el ambiente (Moricca y 

Ragazzi, 2008). Como consecuencia, un endófito puede residir dentro de su hospedador 

asintomáticamente o siendo beneficioso para éste y que su actividad se torne patogénica como 

respuesta a algún tipo de cambio en el entorno (Hendry et al., 2002). Así, por ejemplo, estos 

hongos tienden a reproducirse justo o durante la senescencia de la planta (Squire, 1981), 

momento en que su actividad puede tornarse patogénica para la misma (Rodríguez et al., 

2009). De este modo se considera que su principal papel dentro del ecosistema es el de 

descomponedores, encontrándose entre los primeros colonizadores de los tejidos vegetales 

muertos (Kumaresan y Suryanarayanan, 2002; Hyde y Soytong, 2008; Oses et al., 2008). 
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Por ello, resulta fundamental conocer la respuesta de los endófitos frente al ambiente 

antes de que puedan ser usados directamente para tratar plantas o semillas. Con esta acción se 

conseguiría el efecto del hongo como barrera protectora desde dentro del propio tejido vegetal 

(Backman y Sikora, 2008) limitando posibles efectos secundarios negativos que el mismo 

podría provocar.  

 

Como ya se ha comentado con anterioridad, esta capacidad protectora podría hacer de 

los hongos endófitos una alternativa atractiva para la industria biotecnológica. Podrían 

conseguirse organismos con actividad antibiótica específica frente a patógenos, insectos o 

nematodos que sustituyeran a los fitosanitarios de origen químico, y cuya eficacia persistiera 

durante todo el ciclo productivo. Sin embargo, hay que tener en cuenta la variabilidad que 

introduce el ambiente, que puede modificar significativamente el efecto del hongo sobre la 

planta. Por tanto, una opción interesante sería utilizar directamente los metabolitos 

secundarios bioactivos producidos por los hongos, que permitirían minimizar dicha 

variabilidad. 

 

1.3 Los metabolitos secundarios 

 

Generalmente, el efecto beneficioso que el hongo ejerce sobre la planta es 

consecuencia de la acción de los metabolitos secundarios que éste sintetiza o de los derivados 

semisintéticos de estos (Yu et al., 2010). Estos metabolitos suponen una fuente importante de 

compuestos activos para muchos microorganismos, especialmente hongos y bacterias (Leitao 

y Enguita, 2014). 

 

 El término metabolito hace referencia a cualquier compuesto producido por un 

organismo, bien para su crecimiento y desarrollo (metabolito primario) bien como parte de 

sus mecanismos de defensa y supervivencia (metabolito secundario), siendo estos últimos 

sintetizados a partir de los primeros (Al-Fakih, 2014). En concreto, el grupo de los 

metabolitos secundarios está constituido por una amplia variedad de productos naturales con 

una gran diversidad estructural y funcional, en el que prácticamente todos tienen importancia 

a nivel biológico y comercial (Khan et al, 2014). 

 

Hay que tener en cuenta que las vías metabólicas de estos metabolitos secundarios 

tienden a ser ramificadas y a interaccionar unas con otras. Una enzima puede catalizar 
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reacciones con múltiples productos, y estos productos a su vez servir de sustratos para nuevas 

reacciones, lo cual explicaría la amplia variedad de metabolitos encontrada (Watkinson, 

2016b). Uno de los ejemplos más conocidos de estos compuestos comercializados son los 

antibióticos, como las cefalosporinas o la penicilina (FIGURA 1.4), ambas de origen fúngico.  

 

FIGURA 1.4 Ejemplos de metabolitos secundaros producidos por hongos (Brakhage, 2013)  

 

El descubrimiento de la penicilina por sir Alexander Fleming (1928) que observó 

cómo una cepa de hongos del género Penicillium inhibía el crecimiento de Staphylococcus 

aureus, supuso un avance crucial para la medicina (Wainwright, 2008; Khan et al, 2014). Sin 

embargo, la creciente aparición de resistencias hace necesario continuar buscando nuevos 

compuestos bioactivos, siendo los hongos, como ya se ha dicho, una fuente importante de 

éstos.  

 

En el caso de los hongos endófitos, es la compleja interacción que establecen con la 

planta la que estimula que produzcan un gran abanico de estos metabolitos secundarios 

(Hyde, 2005; Suryanarayanan et al., 2009).  

 

Además, esta fuerte relación hongo-planta lleva a que estos metabolitos presenten 

algún tipo de actividad a menores concentraciones que los compuestos de síntesis homólogos, 

lo que los hace aún más atractivos para su aplicación biotecnológica (Duke et al., 2000a). 
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Muchos de ellos presentan una fuerte actividad biológica, asociada, entre otros efectos, a su 

capacidad antioxidante, antibiótica, anticancerígena o inmunosupresora (Duke et al., 2000a; 

b: Gutiérrez et al., 2012; Challinor y Bode, 2015; Koul et al., 2016). 

 

Las distintas vías de los metabolitos secundarios se expresan como respuesta a señales 

ambientales. Estos estímulos influyen en la síntesis de proteínas que regulan la expresión de 

los distintos grupos de genes que afectan a los metabolitos (FIGURA 1.5). Por ello, el cultivo 

in vitro puede considerarse una opción para disminuir esta variabilidad ambiental, 

permitiendo describir las distintas rutas metabólicas. Una vez conocidas, se pueden ajustar las 

condiciones de cultivo para maximizar la producción de los compuestos buscados. 

 

FIGURA 1.5 Ejemplo de regulación de la producción de metabolitos secundarios en función 

de factores ambientales (Brackhage, 2013; Watkinson, 2016b) 

 

Se cuenta con la ventaja de que el medio de cultivo para los hongos es relativamente 

simple y económico, al consistir en muchas ocasiones en subproductos industriales, y presenta 

un período de fermentación más corto que los cultivos de tejidos o células vegetales 

(Venugopalan y Srivastava, 2015). De este modo, la fermentación industrial podría ser usada 

para obtener compuestos naturales activos a gran escala, con costes reducidos y menores 

emisiones (Wang et al., 2015). 
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El procedimiento general de obtención de estos compuestos se muestra en la FIGURA 

1.5. Este proceso parte de la propia planta, cuya elección puede hacerse en función de factores 

como su buena adaptación a su entorno, o su importancia medicinal. Seleccionada la planta, 

se deben esterilizar superficialmente muestras de la misma, con el fin de favorecer el 

crecimiento de los hongos presentes y proceder a su aislamiento. Una vez obtenidos cultivos 

axénicos de estos, su identificación se lleva a cabo atendiendo a su morfología y a técnicas 

moleculares. El siguiente paso consiste en su cultivo in vitro, el cual puede realizarse en 

medio sólido o en medio líquido. La extracción de los metabolitos se realiza a partir de los 

cultivos anteriores, y es este extracto crudo el que se somete a la evaluación de su 

bioactividad, principalmente su capacidad antioxidante y antimicrobiana. Por último, en el 

caso de que se obtuvieran resultados positivos, puede procederse a la caracterización de los 

metabolitos responsables, utilizando técnicas espectroscópicas o cromatográficas (Arora et 

al., 2016; Gasong y Tjandrawinata, 2016; Patil et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 1.6 Resumen esquemático de la obtención de metabolitos bioactivos a partir de 

microorganismos endófitos (Patil et al., 2016). 

Evaluación de la 

actividad biológica 
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 Algunos de los compuestos biológicamente activos que producen estos endófitos son 

similares, o incluso idénticos a los producidos por la planta hospedante (Kusari et al., 2012, 

Michalczyk et al., 2014; Palem et al., 2015). Es el caso del taxol (Stierle et al.,1993), la 

capsaicina (Devari et al., 2014) o la piperina (Chithra et al., 2014). Así, la fermentación in 

vitro de endófitos capaces de sintetizar metabolitos análogos a los de las plantas puede ser una 

solución para reducir la sobreexplotación de éstas. Se aseguraría un suministro constante de 

metabolitos secundarios de la planta, que además sería independiente de las condiciones 

ambientales (Venugopalan y Srivastava, 2015).  

 

De la misma forma, también pueden producir metabolitos secundarios nuevos (Schulz 

et al., 2002), lo que incluye a veces estructuras químicas únicas de gran importancia (Liu et 

al., 2002).  

 

Como consecuencia de lo anterior, estos metabolitos secundarios resultan de interés 

para su aplicación en campos tan diversos como la industria médico-farmacéutica, la 

biotecnológica o la agronómica (Nisa et al., 2015; Daley et al., 2017).  

 

De entre las aplicaciones en el campo de la medicina, el mejor ejemplo es el taxol. 

Producido por el hongo Taxomyces andreana, este compuesto es utilizado principalmente por 

su eficacia en tratamientos contra el cáncer (Strobel et al., 2004). Pero no es el único, existen 

otros endófitos con actividad anticancerígena como Colletotrichum gloeosporioides (Gasong 

y Tjandrawinata, 2016) y Xilaria psidii (Arora et al., 2016). Por otra parte, destaca también la 

ciclosporina A, extraída de Trichoderma polysporum, que fue utilizada en principio como 

elemento antifúngico, si bien ahora su utilidad radica en su alta actividad como 

inmunosupresor, usándose para prevenir rechazos en operaciones de transplante de órganos 

(Chappell y Wastling, 1992; Keller et al., 2005). 

 

A nivel biotecnológico, destaca la capacidad de ciertos hongos endófitos de producir 

aceites esenciales de sus hospedantes como parte de su metaboloma. La producción de 

compuestos como el limoneno (Shaw et al., 2015) o el zingibereno (Santos Filho et al., 2011) 

expresa su potencial para ser usados como agentes saborizantes en la industria alimentaria 

(Abrahão et al., 2013) o como biocombustibles (Bohlmann, y Keeling,2008). 
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 En cuanto a los aspectos agronómicos, en general, los endófitos juegan un importante 

papel en la fisiología de sus hospedadores a través de sus metabolitos, al influir en la 

resistencia frente a enfermedades y el estrés (Naik et al., 2009). También pueden acelerar el 

crecimiento de la planta y potenciar la capacidad de fijación de nitrógeno (Zhao et al., 2014).  

 

Así se encuentran compuestos como el β-caroteno, extraído industrialmente del hongo 

Blakeslea trispora, presente en plantas como las zanahorias, que sirve para favorecer los 

procesos de la fotosíntesis y como fotoprotector (De Baets et al., 2000). 

 

 Por otra parte, se han observado endófitos capaces de producir sustancias reguladoras 

del crecimiento, como por ejemplo, las giberelinas obtenidas a partir de Gibberella fujikuroi, 

y usadas para incrementar el rendimiento de las producciones, controlar la floración, la 

germinación de semillas o la elongación del tallo (Tashjian y Armstrong, 2012). Otras 

hormonas sintetizadas son el estrógeno zearalenona, producido por Gibberella zeae y usado 

para incrementar el crecimiento y la eficiencia de la alimentación en rumiantes (Demain y 

Fang, 2000; Adrio y Demain, 2003) o el ácido indolacético, aislado de Paecilomyces 

formosus (Khan et al., 2012). 

 

En la lucha contra plagas y enfermedades, se han encontrado endófitos, como 

Neotyphodium lolii, capaz de producir alcaloides con propiedades insecticidas (Thom et al., 

2013), mientras que otros, como Trichoderma asperellum, pueden potenciar en la planta la 

presencia de diversos compuestos, como la peroxidasa, con propiedades germicidas y 

bactericidas (Segarra et al., 2007). 

 

1.4 Bioactividad. Capacidad Antioxidante y Antimicrobiana 

 

Sin embargo, el objetivo del presente TFM gira en torno a la bioactividad de los 

hongos endófitos. A medio camino entre la aplicación agronómica y la médica, la evaluación 

de la actividad biológica de los metabolitos secundarios, especialmente la actividad 

antioxidante y la microbiana, puede suponer una mejora sustancial para el estado de la planta 

y su desarrollo. 

  

La actividad antimicrobiana que puedan presentar los hongos endófitos a través de los 

metabolitos que producen es un factor fundamental a conocer, ya que influye de manera 
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notoria sobre el crecimiento y desarrollo de su planta hospedante (Santamaría et al., 2012). En 

este sentido, se han aislado ya diversos compuestos que presentan actividad antibacteriana, 

contra bacterias Gram positivas, Gram negativas y micobacterias (Zhao et al., 2012). Como 

ejemplo, los compuestos producidos por Phoma terrestres o Penicillium spp., que tienen la 

capacidad de inhibir la germinación de esporas y el crecimiento de patógenos, lo que resalta 

su capacidad para ser usado como agente de biocontrol (Park et al., 2015; Yang et al., 2017) 

 

Por su parte, la actividad antioxidante favorece la protección de las plantas frente a 

diversos estreses bióticos y abióticos (Baltruschat et al., 2008), favoreciendo el crecimiento 

de la planta. Diversos estudios han constatado ya la actividad antioxidante de los metabolitos 

secundarios de origen fúngico (Yadav et al., 2014; Prihantini y Tachibana, 2016). Así, 

Cephalosporium sp., endófito aislado de Trachelospermum jasminoides produce grafislactona 

A, un compuesto fenólico con una fuerte actividad antioxidante (Song et al., 2005), mientras 

que Pestalotiopsis microspora sintetiza dos metabolitos con capacidad antioxidante, como el 

pestacin y el isopesacin (Harper et al., 2003). 

 

Todo esto no hace sino poner de manifiesto el enorme potencial de los hongos 

endófitos para el impulso de los sistemas agroforestales, ya que podría reducir el consumo de 

agroquímicos de síntesis. Además, esta utilización se puede encarar desde dos perspectivas: 

utilizando directamente el organismo fúngico, o mediante el uso de los metabolitos 

secundarios bioactivos que eventualmente pudieran producir.  

 

Sin embargo, como se ha indicado en apartados anteriores, la utilización directa del 

organismo vivo presenta algunos inconvenientes, como la dependencia de las condiciones 

ambientales y las interrelaciones con la planta hospedante y con otros organismos del sistema 

(Ahlholm et al., 2002), lo que puede llevar a una falta de consistencia en los resultados. Por 

tanto, en aquellos casos en los que el efecto causado por el endófito no dependa de la 

interrelación de organismos vivos, el estudio de los metabolitos secundarios toma especial 

relevancia, ya que se podrían conseguir efectos más consistentes y productos de mayor 

facilidad en el manejo y utilización. 
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OBJETIVOS 

 

El objetivo del presente Trabajo Fin de Máster fue el de evaluar la actividad biológica 

de hongos endófitos obtenidos en el ámbito de la dehesa. Dicha evaluación se realizó 

mediante la obtención y el estudio del extracto crudo de dos endófitos, los cuales habían sido 

testados previamente in vivo, y habían mostrado potencial para la protección frente a plagas y 

enfermedades en las plantas.  

 

Para ello, fue necesario evaluar la capacidad de los extractos crudos de dichos hongos 

como responsables de la actividad antimicrobiana y antioxidante. Los objetivos específicos 

que se marcaron fueron, por tanto, los siguientes: 

 

1. Obtención de los extractos crudos de las fracciones líquidas tras el fermentado de 

los hongos 

2. Comprobación de la actividad antioxidante in vitro de los extractos crudos de los 

hongos 

3. Comprobación de la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos crudos de los 

hongos 

 

 

 

Adicionalmente se comenzó la identificación de los metabolitos secundarios con 

actividad antimicrobiana gracias a técnicas cromatográficas. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

 

3.1 Selección de los hongos endófitos. 

 

Para la elaboración del presente TFM, se eligieron los hongos endófitos Embellisia 

leptinellae (en adelante 138) y un hongo no identificado aún, también del orden de los 

Pleosporales (en adelante 234), ambos pertenecientes a la colección de hongos que posee el 

Grupo de Investigación de Agronomía de la Universidad de Extremadura. Dichos hongos 

fueron aislados de plantas sanas procedentes de diferentes dehesas extremeñas. En concreto, 

el hongo 138 se aisló del tallo de Ornithopus compressus L., mientras que el 234 se obtuvo a 

partir de las hojas de Biserrula pelecinus L., ambas de una dehesa de Malpartida de Plasencia 

 

La selección de ambos hongos se hizo en base a los resultados previos del grupo que 

estos endófitos mostraron cuando fueron enfrentados a hongos patógenos in vitro e in vivo, así 

como a la ausencia de síntomas de patogeneicidad en planta cuando se inocularon en solitario 

en plantas vivas. La información taxonómica conocida de ambos hongos se presenta en la 

TABLA 3.1. 

 

TABLA 3.1 Clasificación taxonómica de los hongos en estudio 

Taxonomía Hongo 138 Hongo 234 

Reino Fungi 

Filo Ascomycota 

Subdivisión Pezizomycotina 

Clase Dothideomycetes 

Orden Pleosporales 

Familia Pleosporaceae - 

Género Embellisia - 

Especie  Embellisia leptinellae - 

Fuente: Simmons, 1990; Mycobank, 2017 
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3.2 Cultivo y obtención del filtrado. 

 

Una vez seleccionados los hongos, el primer paso fue la preparación de una cantidad 

suficiente de caldo de cultivo de los mismos con la que poder llevar a cabo la obtención del 

extracto crudo del hongo y posteriormente los distintos análisis propuestos. 

 

Para ello se partió de muestras de ambos hongos, obtenidas de placas Petri 

conservadas a 4ºC. Estas muestras sirvieron de inóculo usando cinco trozos circulares (5 mm 

de diámetro) por cada 250 mL de medio líquido autoclavado de extracto de malta y levadura 

(YM), preparado con 10 g de extracto de malta, 4 g de D-glucosa, 4 g de extracto de levadura 

y 1 L de agua destilada ajustando el pH a 6.3.   

 

El crecimiento de los hongos se produjo bajo unas condiciones de 23ºC de temperatura 

y una agitación a 140 rpm, tal como se reseña en la TABLA 3.2 y según las indicaciones 

proporcionadas por Stadler et al. (2001). Con el fin de monitorizar su crecimiento, se controló 

diariamente la concentración de glucosa del medio, considerándose finalizado el desarrollo 

del micelio en el momento en que dicha concentración llegó a 0.  

 

TABLA 3.2 Condiciones establecidas para el crecimiento de los endófitos 

Parámetro Condiciones 

Temperatura 23ºC 

Agitación 140 rpm 

pH del Medio 6,3 

 

Una vez consumida la glucosa, se mantuvo todavía el hongo durante 48 h más en el 

caldo de cultivo antes de ser filtrado. Esta decisión se debe al hecho de que la producción de 

metabolitos suele darse una vez finaliza el crecimiento activo del hongo (Dewick, 2009). 

Dicha producción se asocia también a situaciones de estrés como puede ser la ausencia de 

alimentos, en este caso, principalmente la glucosa. Así, se considera éste (48 h) un tiempo 

suficiente para que el hongo produzca dichos metabolitos sin que se deteriore el propio hongo 

ni que consuma los propios metabolitos. Se limita así la posibilidad de que se produzca un 

crecimiento micelial descontrolado que puede afectar negativamente a la producción de 

metabolitos (Patil et al., 2016). 
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Completada la fase de crecimiento, se procedió al filtrado del medio, separando la fase 

líquida del micelio. Para los diferentes ensayos se decidió continuar con el sobrenadante (fase 

líquida filtrada), debido a que, presentando metabolitos al igual que la fase sólida, su manejo 

suele ser más uniforme además de que permite disminuir la cantidad de ácidos grasos que 

causen interferencias en los posteriores resultados.  

 

3.3 Obtención del extracto crudo 

 

Con el objetivo de maximizar el contenido de metabolitos secundarios con resultados 

positivos, se obtuvieron los extractos crudos a partir de los filtrados, para lo que se siguió la 

metodología descrita por Halecker et al. (2014).  

 

En primer lugar, el filtrado producido por cada hongo se mezcló, por agitación durante 

aproximadamente 1 minuto, con un volumen idéntico de etil acetato (1:1). Posteriormente, la 

fase acuosa se eliminó mediante el uso de un embudo de decantación, mientras que la fase 

orgánica restante fue evaporada en el rotavapor. Las condiciones que se mantuvieron durante 

esta fase de evaporación fueron de 250 mbar de presión, 40ºC de temperatura y 120 rpm. 

 

El extracto resultante se diluyó en 2,5 mL de metanol y se transfirió a un vial 

previamente pesado para poder conocer, por diferencia, la cantidad total obtenida de extracto. 

 

Por último, el contenido de dicho vial se evaporó en un concentrador de nitrógeno, 

obteniéndose el extracto crudo a evaluar. 

 

3.4 Evaluación de la actividad antioxidante. 

 

La medición de la actividad antioxidante se realizó en función de la capacidad del 

extracto crudo para la captura de radicales libres DPPH, adaptando el método propuesto por 

Braca et al. (2001). De esta forma, se preparó una disolución base de DPPH en metanol al 

0,004%. Por otra parte, los extractos crudos se disolvieron, también en metanol, hasta 

conseguir una concentración de 5 mg mL-1. Partiendo de esta última solución, se realizaron 

una serie de diluciones sucesivas hasta conseguir distintas concentraciones de cada hongo 1,2; 

0,6; 0,3; 0,15; 0,075 y 0,0375 mg mL-1.  
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Al desconocer la capacidad antioxidante de los hongos, estas concentraciones se 

tomaron teniendo en cuenta la bibliografía existente (Saha et al., 2008; Rahiman et al., 2013; 

Zhao et al., 2014). Posteriormente, se incluyeron correcciones en función de la actividad 

antioxidante exhibida por las muestras. 

 

Las muestras así obtenidas se mezclaron en una proporción 1:1 con la solución de 

DPPH 0,004% hasta alcanzar un volumen de 3 ml. Asimismo, se utilizó ácido ascórbico como 

patrón de referencia, para lo que se realizó una curva de calibrado a distintas concentraciones 

(100, 50, 25, 10, 5, 1, 0,5 y 0 µg mL-1), que sirvió tanto para comparar los resultados 

obtenidos como para verificar la validez del método utilizado. 

 

Todas las mezclas fueron incubadas en oscuridad durante 30 minutos a 25ºC, 

midiéndose a continuación su absorbancia a 517 nm en el espectrofotómetro (Unicam Helios 

Alfa). La propia solución de DPPH al 0,004% fue utilizada como muestra control y blanco. 

La capacidad de captura de radicales libres de cada muestra se calculó según la fórmula 

aportada por el método (FÓRMULA 3.1). 

 

 

Con los datos de actividad antioxidante obtenidos de la fórmula anterior, se elaboró 

una curva de inhibición, relacionando concentración y porcentaje de captura de radicales, a 

partir de la cual se pudo calcular el valor de IC50 correspondiente a cada hongo, así como al 

ácido ascórbico. 

 

3.5 Evaluación de la actividad antimicrobiana. 

 

La evaluación de la actividad antimicrobiana se realizó midiendo la Concentración 

Mínima Inhibitoria (CMI) de ambos extractos crudos frente al crecimiento de 2 organismos 

patógenos, cuyas cepas se obtuvieron a través de la Colección Española de Cultivos Tipo. Las 

especies seleccionadas fueron Bacillus subtilis (NCTC 8236), bacteria tipo Gram + muy 

utilizada en este tipo de tests, y Botrytis cinérea (CECT 20518) patógeno fúngico habitual en 

campos y cosechas hortícolas.  
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Por ello, como fase previa al test, fue necesario preparar cultivos de ambos patógenos, 

utilizando medio EBS (realizado con 5 g de peptona caseína, 5g de glucosa, 1g de extracto de 

levadura, 1g de extracto de carne, 11,9 g de Hepes y 1 L de agua destilada, ajustando el pH a 

7,5) para la bacteria y medio YM (previamente descrito) para el hongo. El proceso y las 

condiciones de crecimiento de B. cinerea fueron las mismas que en el caso de los hongos 138 

y 234, mientras que la bacteria creció a 30ºC. 

 

Para la realización del test se utilizaron placas multipocillo o microtiter, de 96 

pocillos, siguiendo el procedimiento descrito por Halecker et al. (2014). 

 

En primer lugar, se añadieron a cada pocillo 130 µL de una solución del patógeno a 

evaluar, a una concentración de 6,7x105 células ml-1. Para obtener dicha concentración, se 

partió de los cultivos de cada patógeno, preparados con antelación. Se realizó un recuento en 

microscopio, de células o esporas según el caso, mediante una cámara de Neubauer, lo que 

permitió averiguar la concentración del cultivo. Conocida dicha concentración, se calculó la 

cantidad de cultivo necesaria a añadir en 20 mL de medio (EBS para bacteria, YM para 

hongo) para obtener la concentración buscada (6,7x105 células ml-1). 

 

Para el siguiente paso, se procedió a la preparación de los hongos 138 y 234, a partir 

de los extractos crudos evaporados. Se calculó, sustrayendo el peso de los viales, el peso total 

de los metabolitos extraídos de cada muestra, siendo estas resuspendidas en metanol hasta 

alcanzar la concentración de 4,5 mg mL-1. Posteriormente, se añadieron 20 µL del extracto 

crudo, a 4,5 mg ml-1, de cada hongo en la primera fila de la placa (Figura 3.1).  

 

De la misma forma, para corroborar que los resultados obtenidos fuesen válidos, se 

introdujo un control negativo, usando el mismo compuesto líquido que se utilizó para 

resuspender los hongos (en este caso, metanol); así como también un control positivo, 

usando penicilina en el caso de Bacillus subtilis y ciclohexamida en el caso de Botrytis 

cinerea, ambas a una concentración de 1,5 mg mL-1. Como en el caso de los hongos, esto 

supuso la adición de 20 µL de ambos compuestos en la primera fila de la placa de 96 pocillos. 

 

Tanto para los extractos crudos como para los controles positivo y negativo, se 

realizaron 3 repeticiones por placa, con el fin de mejorar la fiabilidad de los resultados 

(FIGURA 3.1).  
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FIGURA 3.1 Esquema de las placas utilizadas para la determinación de la CMI 

 

Finalmente, la evaluación de la Concentración Mínima Inhibitoria se determinó 

aplicando una dilución en serie para cada fila hasta alcanzar una concentración del 50% de 

extracto crudo con respecto a la fila superior.  

 

La bioactividad frente a los organismos objetivo se comprobó tras un período de 24 

horas en el caso de la actividad frente a bacterias y pasadas 48 h para las placas en las que se 

comprobó la inhibición de hongos patógenos. Durante el período de incubación, estas placas 

se mantuvieron en condiciones de 30ºC y 600 rpm.  

 

3.6 Ensayo de bioactividad dirigida del extracto crudo para la identificación de los 

metabolitos causantes del efecto antimicrobiano. 

 

Como paso adicional, se obtuvo el semi-fraccionado de los extractos crudos con el fin 

de determinar los metabolitos con actividad antibiótica, según el método descrito por 

Halecker et al. (2014). Para ello, se partió de la solución del extracto crudo usada para evaluar 

la actividad antioxidante, a una concentración de 5 mg mL-1. De dicha muestra se inyectaron 

20 µL en un HPLC de fase reversa con colector acoplado a un detector de masas y un detector 

de longitud de onda DAD (Scan DAD 200-600nm, con intervalo de 2nm.), utilizando como 

Hongo 138 Hongo 234 
Control 

Negativo 

Control 

Positivo 

V = 20 µl 

C = 4,5 mg/ml 

V = 20 µl 

C = 100% 

V = 20 µl 

C = 1,5 mg/ml 
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solventes esencialmente agua MilliQ y acetonitrilo. El fraccionamiento de la muestra se 

obtuvo aplicando un caudal de separación y un gradiente de solventes agua/acetonitrilo con 

las condiciones que se muestran en la TABLA 3.3. 

 

TABLA 3.3 Parámetros del HPLC utilizados para el semi-fraccionamiento de los extractos 

crudos 

Parámetro Configuración 

Solvente A 
Acetonitrilo/Agua (5%/95%) + 5 mmol de Acetato de 

Amonio + 40 µl L-1 de ácido acético 

Solvente B 
Acetonitrilo/Agua (95%/5%) + 5 mmol de Acetato de 

Amonio + 40 µL l-1 de ácido acético 

Caudal 0,3 mL min-1 pocillo-1 (30 s pocillo-1) 

Gradiente 

t0 = 10% solvente B, 

t30 = 100% solvente B, 

t40 = 100% solvente B (isocrático) 

Detección ultravioleta 

210 nm, 

350 nm, 

360 nm 

Columna Zorbax Eclipse Plus C18 3,5um 4,6X100mm 

 

Al realizar un fraccionamiento por tiempo, a la vez que se obtuvo un cromatograma de 

la muestra procesada por el HPLC, esta fue recogida por el colector en una placa microtiter de 

96 pocillos. De esta forma, con las condiciones dadas, se depositaron 150 µL por pocillo. Una 

vez finalizado, la placa se secó en un evaporador de nitrógeno, y rellenada con 150 µL por 

pocillo de una solución del organismo objetivo y medio de cultivo a una concentración de 

6,7x105 células mL-1. En este caso solo se utilizó Bacillus subitilis como patógeno de 

referencia. Tras 20 horas (para el caso de bacterias, 48 horas si se hubiera tratado de un hongo 

se observó qué fracción fue la que contuvo el metabolito causante del efecto antibiótico. De 

esta forma, los pocillos que mostraron inhibición del crecimiento del patógeno permitieron 

conocer el tiempo de retención del compuesto responsable de dicha actividad. 

 

 

 



                                                                                                  Capítulo III. Material y Métodos 

32 
 

3.7 Identificación química de los metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana 

 

Con el objetivo de completar la identificación de las moléculas con actividad 

antimicrobiana, el ensayo de bioactividad dirigida anterior se llevó a cabo con un detector 

DAD acoplado al HPLC. Este hecho permitió obtener, junto con los tiempos de retención de 

los compuestos bioactivos, el cromatograma del espectro ultravioleta (UV) de cada extracto. 

Asimismo, para poder proseguir con la identificación de los metabolitos fue necesario 

obtener, además, los cromatogramas de masas positivo y negativo de los extractos crudos. 

Para ello, ambas muestras tuvieron que ser analizadas de nuevo en el HPLC, empleando en 

este caso el detector de masas, pero manteniendo las condiciones previas mostradas en la 

TABLA 3.3.  

 

De esta forma, la posible identificación de las moléculas responsables de la actividad 

antimicrobiana comenzó cruzando los tiempos de retención con los cromatogramas obtenidos. 

Cada pocillo que mostró actividad antimicrobiana llevaba asociado un intervalo de tiempo de 

medio minuto (TABLA 3.3), período que fue utilizado para acotar y comprobar que existiera 

en el citado tiempo de retención un pico de actividad que fuera prácticamente coincidente en 

el tiempo en los tres cromatogramas (cromatograma DAD, cromatograma masa positiva y 

cromatograma masa negativa). En los casos en que se esto fue así, se procedió a estudiar el 

cromatograma del DAD, puntoso en toda su extensión de la muestra, sino para el pico surgido 

en el tiempo de retención indicado. Posteriormente se cotejaron los cromatogramas de masas 

correspondientes a dicho punto (pico en el tiempo de retención) del DAD, para así conocer de 

forma aproximada la masa de la molécula bioactiva. 

 

Con el fin de ajustar aún más la masa de dicha molécula, y por tanto mejorar las 

probabilidades de identificarla correctamente, la muestra se analizó por tercera vez en un 

HPLC-QTOF (Sistema LC 1260 Infinity acoplado a 6520Accurate Mass Q-TOF LC/MS de 

Agilent Technologies), manteniendo de nuevo las condiciones mostradas en la TABLA 3.3, 

ya que el detector de masas del primer HPLC no arrojaba la masa con más allá de un solo 

decimal. En este caso, conociendo ya aproximadamente tanto el tiempo de retención como la 

masa, se comprobó que existiera una masa similar en dicho tiempo, considerando este un peso 

más exacto, que permitió conjeturar sobre la fórmula química de la molécula. 
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Esto podría permitir su identificación aproximada gracias a las bases de datos de 

compuestos químicos, en el caso de que fuese un compuesto conocido. En todo caso, los 

resultados habría que confirmarlos llevando la muestra a un MS/MS para obtener la masa 

exacta y aun HPLC fraccionador, para aislar la molécula activa antes de realizar un análisis 

con Resonancia Magnética Nuclear y caracterizar el compuesto desconocido. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

4.1 Condiciones de cultivo. Rendimiento 

 

 Como puede observarse en la TABLA 4.1, las condiciones que se establecieron para el 

crecimiento de los hongos elegidos fueron idénticas en ambos casos. Se realizó así con el fin 

de establecer una base homogénea y no introducir variables que impidieran comparar los 

resultados. Este hecho es de especial importancia teniendo en cuenta la fuerte repercusión que 

estas condiciones pueden tener tanto sobre la producción del hongo como en sus propiedades 

(Bode et al., 2002; Patil et al., 2016).  

 

TABLA 4.1 Condiciones y resultados del crecimiento de los hongos endófitos 

 Parámetro Hongo 138 Hongo 234 

C
o
n
d
ic

io
n
es

 d
e 

cr
ec

im
ie

n
to

 

Medio de cultivo Yeast-Malt (YM) 

Temperatura 23ºC 

Agitación 140 rpm 

pH del Medio 6,3 

Volumen de medio de cultivo 250 mL 

R
en

d
im

ie
n
to

 

Tiempo de cultivo 

(t[Glucosa]=0 + 2 días) 
7 días 8 días 

Peso final extracto crudo 18 mg 21,2 mg 

Rendimiento del extracto 0,0720 mg mL-1 0,0848 mg mL-1 

 

Asimismo, al tratarse de un screening y desconociendo, por tanto, el comportamiento 

de los endófitos, dichas condiciones fueron de tipo estándar, con el objetivo de ajustarlas en 

posteriores ensayos y optimizar el rendimiento y la producción de los posibles metabolitos 

bioactivos (Venugopalan y Srivastava, 2015). 

 

 Como resultado, el tiempo de cultivo fue prácticamente de una semana en ambos 

casos, lo que coincide con otros estudios de carácter prospectivo, que necesitaron de tiempos 

de entre 7 y 15 días (Zhao et al., 2014; Khiralla et al., 2015; Arora et al., 2016). Si bien se 

sugiere que alargar el tiempo de incubación podría llevar a mayores concentraciones del 

hongo (Gasong y Tjandrawinata, 2016) no se puede garantizar que este tiempo extra no afecte 

a la composición del extracto crudo, especialmente una vez consumida la glucosa. En esta 
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situación, el hongo podría consumir otros compuestos presentes en el medio que 

condicionaran su metaboloma o activar rutas metabólicas alternativas para obtener carbono 

que requirieran de energía e impidieran un crecimiento indefinido. Esto se debe a que las 

alteraciones en el proceso de nutrición pueden suponer auto-regulaciones del metabolismo, 

cambios en el ciclo celular e incluso la inducción de procesos de autolisis o autofagia 

(Watkinson, 2016b). Por todo ello, se optó por un período de estrés controlado, suficiente para 

favorecer la producción de metabolitos secundarios, pero sin que supusiera un factor 

determinante en lo que respecta a su actividad. 

 

En este sentido, el peso del extracto obtenido está en consonancia con otros resultados 

como los de Dzoyem et al. (2017), que obtuvieron 19,1 mg a partir de Epicoccum nigrum, y 

de Wijesekera et al. (2017), con un rendimiento de 18,23 mg. Puede considerarse por tanto 

que los rendimientos de los extractos crudos (obtenidos dividiendo el peso de cada extracto 

entre el volumen de medio utilizado para su cultivo) están dentro de los valores esperables. 

Sin embargo, hay que tener en cuenta que el comportamiento de cada hongo es diferente y, 

por tanto, el rendimiento del extracto crudo puede variar ampliamente, especialmente en 

función de los compuestos sintetizados. Como consecuencia, el rendimiento del hongo y su 

bioactividad no tendrían por qué estar relacionados. Podría ser que se obtuvieran mayores 

cantidades de extracto crudo, pero que esto se debiera a una mayor presencia de ácidos grasos, 

que pueden tener menor interés que otros compuestos de menor peso molecular. Por ello, la 

maximización del rendimiento solo debería ser una prioridad una vez valorada su actividad 

biológica. 

 

4.2 Actividad Antioxidante 

  

 Con el objetivo de comprobar la actividad antioxidante a partir de la captura de 

radicales libres se monitorizó el cambio en la densidad óptica de radicales de DPPH (Gülçin 

et al., 2007). Dicha reacción fue visible gracias al viraje desde el púrpura hacia distintas 

intensidades de amarillo, dada la capacidad del DPPH de decolorarse en presencia de 

compuestos antioxidantes (Saha et al., 2008). 

 

En primer lugar, el valor de absorbancia de la solución de DPPH que se utilizó como 

muestra control fue de 2,19. A partir de este valor, se pudo calcular el porcentaje de captura 

de radicales (Inhibitory Concentration, IC) tanto del ácido ascórbico como de los hongos en 
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estudio mediante la ecuación ya presentada en el apartado de Materiales y Métodos 

(FÓRMULA 3.1) 

 

 

 

 Obtenida la solución base de DPPH, se preparó la curva de calibración usando ácido 

ascórbico como referencia (TABLA 4.2 y FIGURA 4.1). Se realizó de esta manera para, por 

un lado, tener un compuesto conocido con el que comparar los resultados de los extractos, y a 

la vez servir como verificación del método utilizado. Así, considerando que el valor de IC50 se 

encuentra normalmente en torno a los 5 µg mL-1 (Geng et al., 2015; Khiralla et al., 2015; 

Dzoyem et al., 2017), el valor obtenido puede considerarse dentro del margen de error 

(TABLA 4.2). 

 

TABLA 4.2 Valores de absorbancia e IC del ácido ascórbico 

Concentración 

(µg mL-1) 

Absorbancia 

(DPPH) 

IC 

(%) 

100 0,038 97,05 

50 0,039 96,98 

25 0,039 96,98 

10 0,071 94,50 

5 0,689 46,59 

4,52 - 50,00 

1 1,184 8,22 

0,5 1,27 1,55 

  

La concentración inhibitoria máxima media (IC50) mide la efectividad de una sustancia 

para inhibir una función biológica o bioquímica específica. En este caso de la actividad 

antioxidante, se define como la cantidad de muestra necesaria para reducir la concentración 

inicial de DPPH en un 50% (Carmona-Jiménez et al., 2014). 

 

El valor de IC50 se calculó a partir de la recta de regresión obtenida de la curva que 

relaciona la concentración de cada muestra con el porcentaje de captura de radicales (Khiralla 

et al., 2015). En el caso del ácido ascórbico, el IC50 que se estimó de esta forma (FIGURA 

4.1) fue de 4,52 µg mL-1, lo cual supone una fuerte capacidad antioxidante que explica su 

amplio uso en la industria alimentaria (Contat-Rodrigo et al., 2017). 
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FIGURA 4.1 Curva de IC del ácido ascórbico 

 

 Por su parte, la curva de absorbancias del hongo 138 (TABLA 4.3; FIGURA 4.2) 

necesitó de mayores concentraciones de extracto crudo para mostrar actividad que en el caso 

del ácido ascórbico. Este hecho concuerda con la bibliografía, dado que los hongos en estudio 

suelen presentar capacidades antioxidantes sensiblemente menores que dicho ácido (Yadav et 

al., 2014; Zhao et al., 2014; Dzoyem et al., 2017).  

 

TABLA 4.3 Valores de absorbancia e IC del extracto crudo obtenido a partir del hongo 138 

Concentración 

(µg mL-1) 

Absorbancia 

(DPPH) 

IC 

(%) 

1200 0,119 90,80 

600 0,556 56,90 

201,18 - 50,00 

300 0,684 47,00 

150 0,875 32,19 

 

A pesar de ello, sí que presenta una actividad similar a la de otros hongos 

relacionados, como en el caso de Khiralla et al. (2015), donde Alternaria sp. presentó un IC50 

de 236.0 ± 8.3 µg mL-1. Hay que tener en cuenta que Embellisia leptinellae es un sinónimo 

homotípico de Alternaria leptinellae (Woudenberg et al., 2013), por lo que ambos hongos 

compartirían género. 
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FIGURA 4.2 Curva de IC del extracto crudo del hongo 138 

 

En lo que respecta al hongo 234, los resultados obtenidos fueron inconsistentes, 

incluso a pesar de ser repetidos. En este sentido, los valores de absorbancia medidos no 

tuvieron relación con la concentración de la muestra, presentando incluso una tendencia 

opuesta a la observada en el resto de casos (datos no mostrados).  

 

Por tanto, a efectos del ensayo, se consideró que no mostraba actividad antioxidante. 

Existen otros ejemplos en los que los hongos que no pueden ser identificados (principalmente 

por su dificultad para esporular, como en el caso del 234) son los que presentan valores más 

altos de IC50 (Khiralla et al.,2015), lo que podría explicar el comportamiento de este.  

 

Se pone de manifiesto así que, si bien el hongo 138 presenta una actividad 

antioxidante bastante menor que el ácido ascórbico, sí que está en consonancia con la de otros 

hongos estudiados (Jasmine y Agastian, 2013; Khiralla et al., 2015). En este sentido, con las 

condiciones dadas para obtener el extracto crudo, este muestra una actividad razonable que 

podría invitar a estudiar más en profundidad su potencial como sustituto de otros compuestos 

antioxidantes sintéticos usados en la industria alimentaria. 
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4.3 Actividad antimicrobiana 

 

 La actividad antimicrobiana de los hongos fue testada mediante la evaluación de la 

Concentración Mínima Inhibitoria. Ésta es la mayor dilución (o menor concentración) del 

extracto que inhibe el crecimiento del organismo en estudio (Rajivgandhi et al., 2016). Se 

suele utilizar, por tanto, para determinar la actividad de nuevos compuestos frente a diversos 

patógenos. En este ensayo se utilizaron, por su importancia, Bacillus subtilis y Botrytis 

cinerea.  

 

 Cabe destacar en primer lugar, que los dos extractos mostraron capacidad inhibitoria 

frente a ambos microorganismos. El descubrimiento de un efecto antipatogénico del extracto 

crudo del medio de cultivo o del micelio es el primer paso necesario para el descubrimiento 

de un nuevo antibiótico (Radic y Strukeljc, 2012). 

 

Además, tanto el hongo 138 como el 234 mostraron la misma capacidad de inhibición 

frente a los dos patógenos utilizados, si bien es cierto que el extracto del hongo 234 presentó 

una actividad que duplicó a la del hongo 138 (FIGURA 4.3). El hecho de que este valor no 

variase en función del patógeno, permite pensar en la coexistencia de metabolitos con 

acciones antibióticas diferentes o bien que esta situación sea consecuencia de una sustancia 

cuya actividad antibiótica sea, en cierto modo, inespecífica (de Felício et al., 2015). 

 

 

 

FIGURA 4.3 Actividad inhibitoria mostrada por ambos hongos frente a los patógenos 
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 Como puede verse en la TABLA 4.4, la Concentración Mínima Inhibitoria del hongo 

138 fue de 150 µg mL-1, mientras que en el caso del hongo 234, esta fue de 37,50 µg mL-1. En 

este sentido, ambos son valores aceptables de inhibición, siendo, en general, mejores que los 

obtenidos en otros estudios como Egan et al. (2016) o de Felício et al., 2015, cuyas 

concentraciones para inhibir Staphylococcus aureus (una Gram positiva como Bacillus 

subtilis) están mayoritariamente por encima de los 400 µg mL-1. 

 

TABLA 4.4 Capacidad de inhibición del crecimiento de patógenos mostrada por los hongos 

endófitos 

 Bacillus subtilis Botrytis cinerea 

Hongo 138 150,00 µg mL-1 150,00 µg mL-1 

Hongo 234 37,50 µg mL-1 37,50 µg mL-1 

 

Asimismo, el hongo 234 presenta una capacidad inhibitoria similar al alternariol 9-

metil éter, una micotoxina producida por Alternaria spp., que tiene una bioactividad frente a 

Bacillus subtilis de 50 µg mL-1 o de 37,5 µg mL-1 contra Staphylococcus haemolyticus (Gram 

positiva), y que se considera que tiene un gran potencial como compuesto antimicrobiano 

(Lou et al., 2016). Por ello, aunque no haya mostrado la misma capacidad de inhibición que la 

penicilina o la ciclohexamida usados como control, el hongo 234 puede considerarse de 

suficiente interés como para profundizar en los análisis para conocer los metabolitos 

implicados en su acción. 

 

4.4 Ensayo de bioactividad dirigida del extracto crudo 

 

 Estimada la actividad antimicrobiana de los hongos, el siguiente paso consistió en 

intentar identificar los compuestos responsables de dicha inhibición. Para ello, se procedió a 

un semi-fraccionamiento por tiempo de ambos extractos. Dado que el tiempo de trabajo del 

HPLC fue de 40 minutos, a razón de 30 segundos por posición, cada muestra pudo recogerse 

completamente en una placa microtiter de 96 pocillos. 

 

Una vez completamente evaporados, los 80 pocillos fueron inoculados con un cultivo 

de Bacillus subtilis, del mismo modo que en el caso de la evaluación de la concentración 

mínima inhibitoria. Esto permitió determinar los pocillos en los que hubo algún tipo de 
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actividad antimicrobiana, y acotar, por tanto, los tiempos en los que se obtuvo un compuesto 

con capacidad inhibitoria. Esta acción facilitaría su posterior identificación y caracterización a 

través del cromatograma asociado obtenido del HPLC. 

 

 De esta forma, en el caso del hongo 138, el fraccionamiento permitió ver que las 

celdas inhibidas fueron las B4 y C4, lo que se corresponde con un tiempo de retención de 

entre 14,5 y 15,5 (FIGURA 4.4). 

 

FIGURA 4.4 Pocillos con actividad inhibitoria del semi-fraccionado del extracto crudo del 

hongo 138 

 

Por su parte, el extracto del hongo 234 presentó un mayor número de celdas con 

actividad antimicrobiana, si bien, éstas se recogieron de forma más tardía que en el caso 

anterior, tal y como se muestra en la FIGURA 4.5. Se observaron así tres grupos de 

inhibición, el primero entre los pocillos E6, F6 y G6 (20,5 a 22 minutos); el segundo entre B7 

y C7 (24,5 a 25,5 minutos); y el último entre C9 y D9 (33 a 34 minutos).  

 

FIGURA 4.5 Pocillos con actividad inhibitoria del semi-fraccionado del extracto crudo del 

hongo 234 
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4.5 Identificación química de los metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana 

 

Por último, se intentó identificar los compuestos bioactivos, cuyos tiempos de 

retención quedaron delimitados por medio de los ensayos de bioactividad dirigida. Este paso 

es crucial para conocer la naturaleza de estos compuestos ya que, por ejemplo, su acción 

puede no ser individual, sino que sea consecuencia de una sinergia entre diferentes 

componentes del extracto crudo. Por ello, identificarlos y conocer su estructura es un punto 

clave para el posible desarrollo de un nuevo antibiótico (Radic y Strukeljc, 2012). 

 

En el caso del hongo 138, el ensayo de bioactividad dirigida solo mostró un intervalo 

de inhibición, entre los 14,5 y los 15,5 minutos, por lo que la identificación de metabolitos se 

restringió a dicho período de tiempo. En este sentido, el cromatograma de DAD mostró un 

pico potencialmente relevante a los 15,043 minutos (FIGURA 4.6). 

 

 

FIGURA 4.6 Cromatograma de espectro ultravioleta (DAD) del hongo 138 

 

Dicho pico tuvo su correspondencia en ambos cromatogramas de masas, con tiempos 

cercanos a 15 minutos (-1) (FIGURA 4.7). Por ello, se consideró que este podría ser el tiempo 

de retención de la molécula con actividad antimicrobiana.  
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FIGURA 4.7 Cromatograma de masas positivo (superior) y negativo (inferior) del hongo 138 

 

 

FIGURA 4.8 Cromatograma DAD para el tiempo de retención 15,043 minutos (Hongo 138) 

 

De esta forma, una vez identificado el posible tiempo de retención del metabolito 

bioactivo, se comprobó que el cromatograma del DAD mostraba sensibilidad en dicho punto, 
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mediante la oscilación en la línea base que arroja el detector (FIGURA 4.8). Posteriormente, 

se procedió a identificar la masa de la molécula a partir de los cromatogramas de masas 

positivo y negativo, buscando de nuevo un pico coincidente (FIGURA 4.9). En este caso, se 

consideró que la masa fue de aproximadamente 322 m/z, ya que los picos coincidentes fueron 

323 m/z (+1) y 321 m/z (-1). 

 

 

 
FIGURA 4.9 Cromatogramas de masas positivo (superior) y negativo (inferior) para el tiempo 

de retención estimado (Hongo 138) 

  

 Teniendo ya esta masa aproximada, se realizó el análisis de la muestra en el HPLC Q-

TOF, que permitió fijar dicha masa de forma mucho más precisa en 321,0053 m/z (FIGURA 

4.10). 
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FIGURA 4.10 Cromatograma de masas para el tiempo de retención 15,617 minutos mediante 

HPLC Q-TOF 

  

 Por último, gracias a la base de datos del software utilizado, se pudo hacer una 

estimación de las fórmulas moleculares más posibles del metabolito con la masa dada. Así, de 

entre todas las opciones mostradas, se consideró que la más probable podría ser C17H6O7, 

teniendo en cuenta que mostró el menor diferencial con respecto al valor obtenido y que la 

fórmula presentó una composición razonable, como por ejemplo en cuanto al equilibrio C-H 

(FIGURA 4.11).  

 

 

FIGURA 4.11 Posibles fórmulas moleculares del metabolito para la masa dada (Hongo 138) 

 

Asimismo, a partir de esta posible fórmula molecular se obtuvo su estructura química, 

identificándose como el compuesto 5,5'-Carbonylbis(2-benzofuran-1,3-dione) (FIGURA 

4.12). Con esta identificación, se concluiría el análisis de la bioactividad del extracto crudo 
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del hongo 138. Sin embargo, hay que tener en cuenta que esto es solo una aproximación y que 

para identificar con garantías la molécula habría que continuar con el fraccionado total de la 

muestra, lo que no se ha incluido en el presente proyecto. 

 

FIGURA 4.12 Estructura química del metabolito identificado a partir del hongo 138 

(Chemspider, 2017a) 

 

Por su parte, el ensayo de bioactividad dirigida del hongo 234 arrojó unos resultados 

más complejos que en el caso anterior, al obtenerse hasta tres intervalos de inhibición 

independientes. Por ello, fue necesario estudiar cada uno de esos tiempos de retención de 

forma separada, con el fin de comprobar si dicha inhibición estuvo asociada a una molécula 

concreta y, en caso afirmativo, si esta última pudiera ser de interés. De nuevo, el primer paso 

consistió en cotejar el cromatograma del ultravioleta con los intervalos de retención obtenidos 

(FIGURA 4.13).  

 

 

FIGURA 4.13 Cromatograma de espectro ultravioleta (DAD) del hongo 234 



                                                                                             Capítulo IV. Resultados y Discusión 

48 
 

Se identificaron 3 picos con potencial para ser los responsables de la actividad 

antibacteriana dentro de cada intervalo. Los tiempos de retención de cada uno de estos picos 

fueron de 21,193; 25,407 y 34,356 minutos respectivamente. Si bien es cierto que el último 

punto queda ligeramente fuera del tiempo marcado por el ensayo de bioactividad, esta 

diferencia puede considerarse aceptable, teniendo en cuenta las variaciones que pueden 

introducir factores como la longitud de los capilares utilizados. 

 

 Los tiempos de retención obtenidos a partir del cromatograma de DAD fueron 

cruzados a su vez con los cromatogramas de masas, positivo y negativo. En los 3 casos se 

encontraron picos coincidentes (FIGURA 4.14), lo que permitió proseguir con el análisis de 

cada uno de ellos, esta vez ya por separado. 

 

 

 
FIGURA 4.14 Cromatograma de masas positivo (superior) y negativo (inferior) del hongo 

234 

  

En primer lugar, se estudió el potencial del pico asociado a la bioactividad detectada 

en el minuto 21. Para ello, se obtuvo el cromatograma del DAD en el tiempo aproximado de 

retención (21,183 min), confirmándose la actividad gracias a la existencia de una oscilación 

en la línea base del detector (FIGURA 4.15). 
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FIGURA 4.15 Cromatograma DAD para el tiempo de retención 21,183 minutos (Hongo 234) 

 

 A partir del cromatograma del DAD, se localizó el peso de la molécula en los 

cromatogramas de masas. En el caso del cromatograma negativo, fue necesario ampliar la 

imagen para poder observar la masa. De esta forma se obtuvieron valores de 548,3 m/z (+1) y 

546,3 m/z (-1) (FIGURA 4.16), lo que permitió fijar la masa de forma aproximada en 547,3 

m/z.  

 

 

FIGURA 4.16 Cromatogramas de masas positivo (superior) y negativo (inferior) para el 

tiempo de retención estimado de 21,3 minutos (Hongo 234) 
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Para ajustar la masa de la molécula identificada, se llevó a cabo el análisis de la 

muestra en el HPLC Q-TOF. Se estudió el cromatograma resultante en el rango próximo al 

tiempo de retención, encontrándose la masa buscada a los 22,278 minutos (FIGURA 4.17). 

Esta diferencia con respecto al tiempo del DAD puede explicarse por el uso de equipos 

diferentes, que pueden introducir desplazamientos en los tiempos de retención, lo que no 

impide que los resultados sigan siendo válidos. 

 

 

FIGURA 4.17 Cromatograma de masas para el tiempo de retención 22,278 minutos mediante 

HPLC Q-TOF 

 

 La masa obtenida gracias al Q-TOF fue de 546, 2725 m/z, dato que sirvió para estimar 

la fórmula molecular del primer metabolito del hongo 234, utilizando la base de datos 

disponible. En este sentido, de entre todas las opciones posibles, se consideró que la más 

probable podría ser C32H39N2O6 (FIGURA 4.18). Se eligió esta fórmula, además de por 

presentar un bajo diferencial (+1,89 ppm), por presentar un menor número de átomos de N, 

debido a que suelen ser más probables de encontrar de forma natural cuantos menos N tienen. 
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FIGURA 4.18 Posibles fórmulas moleculares del metabolito para la masa dada (Hongo 234) 

 

Como en el caso anterior, para complementar la identificación del metabolito se utilizó 

la base de datos para obtener a partir de su composición tanto su denominación, (7R)-N-(2-

Hydroxybenzyl)-1,2,3-trimethoxy-N-methyl-9-oxo-10-{[(2R)-tetrahydro-2-

furanylmethyl]amino}-5,6,7,9-tetrahydrobenzo[a]heptalen-7-aminium, como su estructura 

química, mostrada en la FIGURA 4.19.  

 

FIGURA 4.19 Estructura química del metabolito identificado a partir del hongo 234 

(Chemspider, 2017b) 
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Una vez identificada la molécula responsable de la bioactividad en el minuto 21, se 

comenzó el mismo procedimiento, retomando la actividad detectada por el DAD en el minuto 

25. Para ello, se observó dicho cromatograma en el minuto 25,395, el cual mostró una ligera 

actividad, como puede observarse en la FIGURA 4.20.  

 

 

FIGURA 4.20 Cromatograma DAD para el tiempo de retención 25,396 minutos (Hongo 234) 

 

Sin embargo, al analizar el cromatograma de masas en dicho tiempo, no se encontró 

ninguna masa que permitiera suponer que la bioactividad registrada estuviese ligada a una 

molécula concreta, al no haber una correspondencia entre los cromatogramas positivo y 

negativo (FIGRA 4.21).  
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FIGURA 4.21 Cromatogramas de masas positivo (superior) y negativo (inferior) para el 

tiempo de retención estimado de 25,7 minutos (Hongo 234) 

 

 Con el fin de corroborar la ausencia de algún metabolito con actividad antimicrobiana, 

se comprobó el cromatograma del HPLC Q-TOF en el rango del tiempo de detección del 

DAD (25,540 minutos), pero tampoco se pudo encontrar una masa que coincidiera (FIGURA 

4.22). Por ello, se consideró que la bioactividad en dicho intervalo no se debió a una molécula 

concreta o que, en su defecto, esta no se pudo identificar con el método utilizado.  

 

 

FIGURA 4.22 Cromatograma de masas para el tiempo de retención 25,540 minutos mediante 

HPLC Q-TOF 

 

 Algo parecido puede decirse en cuanto al último intervalo inhibición. A pesar de que 

el análisis preliminar de los cromatogramas de DAD y de masas parecían que sí podía existir 

una molécula bioactiva en dicho punto, un análisis más detallado del espectro ultravioleta a 

los 34,464 minutos permitió comprobar que esto no fue finalmente así (FIGURA 4.23).  
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FIGURA 4.23 Cromatograma DAD para el tiempo de retención 34,363 minutos (Hongo 234) 

 

El hecho de que hubiese bioactividad en dichos puntos puede deberse, entre otros, a 

moléculas muy grandes que aparecieran al final de prueba y que se fraccionaran durante el 

ensayo de bioactividad. En cualquier caso, incluso si existieran dichas moléculas, al no poder 

aislarse, no serían de utilidad en el contexto de la obtención de metabolitos secundarios.  

 

Como siguiente paso, sería interesante, una vez identificados los metabolitos a través 

de un MS/MS, fraccionar la muestra para aislar estos compuestos y evaluar su actividad 

antimicrobiana, no solo frente a Bacillus subtilis sino frente a Botrytis cinerea. Se conseguiría 

conocer así el peso del metabolito en la inhibición total del extracto, sobre todo en el caso del 

hongo 234, donde no se logró identificar el origen de la bioactividad en 2 de los 3 intervalos. 

Además, y dado que solo se obtuvo un metabolito en cada caso, testar su actividad frente al 

hongo permitiría comprobar si en efecto el hecho de que no hubiese diferencia de inhibición 

según el patógeno fue gracias a la acción de una única molécula con una bioactividad más 

generalista.  
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CONCLUSIONES 

 

 En el presente Trabajo Fin de Máster se han expuesto los resultados del ensayo 

planteado, consistente en la evaluación de la bioactividad de hongos endófitos aislados en el 

marco de la dehesa. Las conclusiones obtenidas a partir de dicho trabajo fueron las siguientes: 

 

1. Las condiciones de cultivo de los hongos permitieron obtener rendimientos 

razonables para un screening. La optimización de este parámetro quedó supeditado 

a obtener resultados positivos. 

2. El estudio de la actividad antioxidante arrojó resultados dispares. Mientras que el 

hongo 138 mostró una capacidad antioxidante moderada, no se obtuvieron 

resultados concluyentes del hongo 234.  

3. La actividad antimicrobiana de ambos hongos no mostró diferencias cuantitativas 

en cuanto al patógeno utilizado. Independientemente de éste, el hongo 234 mostró 

una actividad que duplicó a la del hongo 138. 

4. Se consiguió la identificación de un metabolito con actividad antimicrobiana por 

cada extracto estudiado. A pesar de ser necesaria una mayor profundización, esto 

abre la posibilidad de la identificación de compuestos novedosos que puedan ser 

útiles como elementos de biocontrol. 

 

Como conclusión final puede decirse que los extractos crudos de hongos endófitos 

extraídos de plantas procedentes de la dehesa tienen potencial como elementos de biocontrol 

gracias a su actividad biológica, tanto antioxidante como antimicrobiana. Asimismo, el 

aislamiento de los metabolitos secundarios permite la posibilidad de obtener compuesto con 

una mayor eficacia. Por ello, se plantea la posibilidad de estudiar la acción in vivo de dichos 

extractos, así como la acción, tanto in vitro como in vivo, de los metabolitos identificados. 
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