
 
 

 
 
 

 

21. Productos Naturales Bioactivos y sus Aplicaciones 

Actividad antifúngica contra Botrytis cinerea de hongo endófito aislado desde planta 

endémica de Chile  

Vidal, Araceli; Cotoras, Milena; Mendoza Leonora 

 araceli.vidal@usach.cl; milena.cotoras@usach.cl; leonora.mendoza@usach.cl 

Facultad de Química y Biología 

Universidad de Santiago de Chile 

 

Resumen 

Los hongos endófitos son organismos capaces de vivir dentro de las plantas sin causar 

síntomas de enfermedad, otorgándoles beneficios adaptativos, incluyendo defensa contra 

patógenos. Se ha descrito que estos hongos son capaces de secretar diversos metabolitos 

antifúngicos. Botrytis cinerea es un hongo fitopatógeno que afecta a más de 250 cultivos de 

importancia agrícola y ornamental, causando la enfermedad denominada “pudrición gris” 

provocando grandes pérdidas económicas alrededor del mundo. El método de control 

mayormente utilizado es el control por medio de aplicación de fungicidas, pero la selección 

de cepas resistentes y la preocupación por el cuidado del medio ambiente, han llevado al 

desarrollo de métodos alternativos para el control de la enfermedad. El objetivo de este 

trabajo fue evaluar la capacidad antifúngica del endófito Alternaria sp. aislado de la planta 

endémica Lithraea caustica. Para esto, se realizaron ensayos de confrontación y se 

comprobó el efecto biocontrolador del endófito sobre B. cinerea. Luego se obtuvo un 

extracto desde el endófito y se evaluó la actividad antifúngica in- vitro sobre el crecimiento 

de B. cinerea, mostrando que el extracto obtenido tiene actividad antifúngica con un IC50 de 

102,4 ppm. Los compuestos presentes en el extracto fueron separados por cromatografía, 

visualizándose doce compuestos, de los cuales cinco presentaron actividad antifúngica 

evaluada mediante bioautografía. Finalmente, se determinó que los metabolitos antifúngicos 

corresponden a compuestos fenólicos. La identificación de hongos endófitos capaces de 

secretar compuestos antifúngicos puede ayudar en el desarrollo de nuevas alternativas al 

uso de fungicidas convencionales para el control de la pudrición gris.  

Palabras clave: Endófito, Metabolito,  Antifúngico, B. cinerea. 

 

Introducción 

Los hongos endófitos son organismos capaces 

de vivir dentro de las plantas sin causar 

síntomas de enfermedad en su huésped 

(Schulz y Boyle, 2006). Estos hongos 

sintetizan variados metabolitos secundarios 

con distintas propiedades biológicas (Keller y 



 

 
 
 

col., 2005; Strobel, 2003), siendo un reservorio 

de nuevos compuestos que le otorgan distintos 

beneficios a la planta como: promoción del 

crecimiento, resistencia a estrés causado por 

factores abióticos y resistencia a 

enfermedades causadas por patógenos, 

(Schulz y col., 2002; Schulz y Boyle, 2006; 

Zeilinger y col., 2016). Los metabolitos 

secundarios fúngicos son moléculas de bajo 

peso molecular y se dividen principalmente en 

alcaloides, terpenos, policétidos y péptidos no 

ribosomales, algunos de los cuales presentan 

capacidad fungicida contra distintos hongos 

fitopatógenos importantes en la agricultura 

(Keller y col., 2005; Macheleidt y col., 2016; 

Wang y col., 2013; Deshmukh y col., 2018). Un 

ejemplo de metabolito secundario es la 

trichodermina, un sesquiterpeno aislado del 

hongo endófito Trichoderma que presenta 

propiedades antifúngicas y biocontroladoras 

de diversos patógenos vegetales, tales como: 

Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, 

Colletotrichum lindemuthianum, Colletotrichum 

ampelinum y Botrytis cinerea (Shentu y col., 

2014; Zeilinger y col., 2016). Otro metabolito 

secundario que se aisló por primera vez desde 

el endófito Biscogniauxia mediterranea es la 5-

metilmeleina, un compuesto fenólico que 

tiene actividad contra Colletotrichum 

acutatum, Colletotrichum fragariae, 

Colletotrichum gloeosporioides, F. oxysporum, 

B. cinerea, Peltula obscurans y Plasmopara 

viticola (Silva-Hughes y col., 2015). 

B. cinerea es un hongo fitopatógeno que ataca 

a más de 250 especies de plantas en todo el 

mundo. Este hongo produce la enfermedad 

denominada pudrición gris, causando 

importantes pérdidas económicas en la 

producción de cultivos vegetales de gran 

interés agronómico debido a podredumbres y 

cambios bioquímicos que alteran la calidad de 

frutas y de subproductos de gran interés 

industrial, pérdidas que pueden exceder hasta 

un billón de euros al año (Fillinger, 2015; 

Williamson y col., 2007; Dean y col., 2012). El 

control tradicional de la enfermedad se realiza 

a través de manejos culturales, eliminación de 

restos de plantas infectadas, y a través del uso 

de fungicidas químicos de origen sintético, y 

en los últimos años, de origen biológico 

(Agrios, 2005; Fillinger, 2015). En la 

actualidad, el manejo de la enfermedad se ve 

afectado por la selección de aislados de B. 

cinerea resistentes a los fungicidas (Hahn, 

2014; Esterio y col., 2015), lo que produce un 

problema medioambiental debido a su uso 

desmedido (Couderchet, 2003). En Chile y en 

el mundo se han encontrado aislados de B. 

cinerea resistentes a los principales fungicidas 

utilizados para el control de la pudrición gris 

(Esterio, 2017; Rupp et al., 2017). Es por este 

motivo que es de suma importancia buscar 

alternativas en el desarrollo de fungicidas que 

controlen a este patógeno y que sean 

amigables con el medioambiente. Una 

alternativa, son los metabolitos secundarios 

producidos por hongos endófitos.  

En Chile se han realizado algunos estudios en 

los que se ha verificado la presencia de 

hongos endófitos en plantas nativas. En uno 

de estos trabajos, se evaluó la cantidad de 

endófitos presentes en Embothrium coccineum 

que es una planta que crece en los bosques 

templados de Chile, en la provincia de Osorno 

y se encontró: Alternaria sp., Annulohypoxylon 

sp., Arthrinium sp., Biscogniauxia sp., 

Cladosporium spp., Colletotrichum spp., 

Cryptosporiopsis spp., Diaporthe sp., 

Drechslera spp., Fusicladium sp., Glomerella 

miyabeana, Hypoxylon sp., Mollisia 

cinerea, Mycosphaerella sp. Penicillium spp., 

Phacidiopycnis sp., Phoma sp., Phomopsis 

sp., Pseudocercospora basitruncata, 

Stachybotrys sp., Stemphylium solanise. En 

otro trabajo se realizó una búsqueda de 

hongos endófitos en plantas de quinoa 

(Chenopodium quinoa) presentes en desierto 

de Atacama. En ese trabajo se encontró: 

Alternaria spp., Bartalinia robillardoides, 

Cadophora malorum, Coniochaetales

 Coniochaeta sp., Embellisia sp., 

Fusarium spp., Neonectria macrodidyma, 

Penicillium spp. En ambos estudios se plantea 

que los endófitos encontrados estarían 

involucrados en la tolerancia a condiciones de 

estrés en la planta, y que existe una relación 

positiva entre la frecuencia de los hongos 

endófitos encontrados en las hojas y la 

protección del huésped, además se observó 

que algunos de los endófitos encontrados en 

mayor proporción en las plantas (Xylaria sp., 

Penicillium sp., Diaporthe sp., Mycosphaerella 



 

 
 
 

sp.) tenían un bajo efecto biocontrolador sobre 

los fitopatógenos Fusarium oxysporum, 

Ceratocystis pilífera y B. cinerea. (González-

Teuber y col., 2016; González-Teuber y col., 

2017).  

En trabajos previos realizados en el laboratorio 

de Micología se aislaron hongos endófitos 

desde plantas endémicas de la zona pre- 

cordillerana del área Metropolitana de Chile, 

los que mostraron propiedades 

biocontroladoras sobre B. cinerea, inhibiendo 

el crecimiento micelial del patógeno. Uno de 

estos hongos endófitos fue el aislado Lc1 

purificado desde Litre (Lithraea caustica). El 

género de este aislado es desconocido y 

tampoco se cuenta con antecedentes del 

potencial efecto antifúngico de los compuestos 

secretados por este hongo. 

Por lo tanto, se plantea que un extracto 

obtenido desde el hongo endófito Lc1 

presentaría actividad antifúngica contra 

Botrytis cinerea 

 

Objetivos 

General 

Evaluar el potencial antifúngico sobre el hongo 

fitopatógeno B. cinerea de un extracto 

obtenido desde el medio de cultivo de Lc1 e 

identificar a nivel de género al hongo endófito 

Lc1 

 

Específicos 

 Identificar a nivel de género al hongo 

endófito Lc1 aislado desde L. caustica 

mediante marcadores moleculares  

 Determinar la actividad antifúngica de 

un extracto obtenido desde Lc1 sobre 

B. cinerea 

 Caracterizar los compuestos 

antifúngicos presentes en el extracto 

obtenido desde el endófito Lc1  

 

 

 

Materiales y Métodos 

 

Identificación de hongo endófito. Para la 

identificación a nivel de género del hongo 

endófito, se utilizó la comparación de las 

regiones ITS del rDNA. Para ello, se inoculó 

micelio obtenido a partir de un cultivo axénico 

de Lc1 en placas Petri con medio de cultivo 

agar papa dextrosa (PDA) sobre una capa de 

papel celofán. Este cultivo fue incubado por 3 

días a 22°C. Posteriormente, se realizó una 

extracción de DNA genómico desde Lc1 

crecido sobre el celofán, utilizando el método 

de CTAB (Doyle y Doyle, 1990). Las 

secuencias ITS fueron amplificadas utilizando 

los partidores ITS- 1 e ITS- 4 (White et al., 

1990). La reacción de PCR se realizó en un 

volumen de 50 µl que contenían; 2 µL de DNA 

genómico, 1 µL de partidor ITS- 1 (10 µM), 1 

µL de partidor ITS- 4 (10 µM), 25 µL de 

GoTaq® Green Master Mix 2x (Promega) y 21 

µL de H2O libre de nucleasas.  El programa de 

PCR consistió en una denaturación inicial a 

94°C por 3 minutos, posteriormente 38 ciclos 

consistentes en: 94°C por 40 segundos, 

seguido de 57°C por 40 segundos y 72°C por 

40 segundos, finalmente se realizó una 

elongación final a 72°C por 5 minutos. Los 

productos de PCR se enviaron a Macrogen, 

Korea para la secuenciación de los fragmentos 

amplificados.  

Para conocer el género del aislado Lc1, se 

realizó un análisis y alineamiento de la 

secuencia obtenida mediante el programa 

Geneious® versión 11.1.5. La comparación de 

la secuencia de Lc1 se realizó utilizando una 

búsqueda en la base de datos de la plataforma 

BLASTn de NCBI. Posteriormente, se 

descargaron las secuencias de la región ITS 

del rDNA de las especies con alto porcentaje 

de identidad respecto a la secuencia analizada 

y se construyó un árbol filogenético utilizando 

el mismo programa bioinformático (Kearse y 

col., 2012). 

Producción de compuestos. Para la 

obtención de compuestos producidos por el 

hongo endófito, se inoculó micelio obtenido a 

partir de un cultivo axénico de Lc1 en medio 

PDA y se incubó por 14 días a 22°C.  



 

 
 
 

Extracción de compuestos. Para determinar 

el perfil químico de los compuestos secretados 

por Lc1, se realizó una extracción sólido-

líquido desde el medio de cultivo como ha sido 

descrito anteriormente utilizando acetato de 

etilo (EtOAc) como solvente de extracción 

(Selim y col., 2014). Para esto, trozos de 0,5 x 

0,5 cm del medio de cultivo sólido donde fue 

crecido Lc1 fueron depositados en tubos 

falcon de 50 mL, posteriormente se adicionó 

EtOAc hasta completar un volumen de 35 mL. 

Este sistema se dejó durante 24 h a 

temperatura ambiente. Posteriormente, el 

extracto se filtró al vacío y se llevó a sequedad 

en un rotavapor a 40°C. Como control se 

realizó una extracción con EtOAc desde medio 

de cultivo PDA sin inocular con el hongo. 

Ensayos antifúngicos. Para verificar la 

capacidad antifúngica del extracto obtenido 

desde el medio de cultivo con el hongo 

endófito Lc1, se midió el crecimiento radial del 

micelio del patógeno B. cinerea durante 4 días 

en placas de Petri que contenían medio de 

cultivo PDA en presencia del extracto 

obtenido.  Las concentraciones evaluadas 

fueron de 50 mg/L, 100 mg/L y 200 mg/L. Para 

esto, el extracto disuelto en EtOAc se añadió 

al medio de cultivo en las concentraciones 

señaladas anteriormente. Finalmente, se 

inoculó un trozo de agar de 0,5 cm de 

diámetro de 3 días de crecimiento de un 

cultivo de B. cinerea en el centro de la placa 

de Petri. Como control de crecimiento, se 

utilizó un cultivo de B. cinerea inoculado en 

medio PDA que contenía EtOAc. El porcentaje 

de inhibición se calculó como: [1-(crecimiento 

micelial en tratamiento (cm) /crecimiento 

micelial en control(cm))]*100. El cálculo de IC50 

se realizó según lo descrito en Finney, 1952.  

Para reconocer los compuestos del extracto 

que podrían inhibir el crecimiento del 

patógeno, se realizó una bioautografía (Choma 

y Grzelak, 2011). Para esto, se hizo una 

cromatografía en capa fina (CCF) en la que 

cual se sembró 3,5 mg de extracto de Lc1 

disuelto en EtOAc. Como fase estacionaria, se 

utilizó una placa de sílica gel (TLC Silicagel 60, 

Merk) y como fase móvil CHCl3-MeOH 95:5. 

Esta placa cromatográfica se depositó sobre 

una placa de Petri que contenía una delgada 

capa de medio PDA suplementado con 

Kanamicina a 50 µg/mL. A continuación, sobre 

la placa cromatográfica se adicionó 3 mL de 

una suspensión de esporas a una 

concentración de 106 esporas/mL en medio 

PDA suplementado con Kanamicina 50 µg/mL. 

Los resultados de la bioautografía fueron 

visualizados hasta la completa colonización de 

B. cinerea en la placa de Petri. Los 

compuestos con actividad antifúngica fueron 

reconocidos la presencia de un halo inhibitorio 

sobre el compuesto con dicha actividad. 

Caracterización de compuestos 

antifúngicos. Para analizar cualitativamente y 

caracterizar los compuestos que presentaron 

capacidad antifúngica, se realizó una CCF del 

extracto completo utilizando como fase 

estacionaria una placa de sílica gel (TLC 

Silicagel 60, Merk) y como fase móvil 

cloroformo/ metanol (CHCl3-MeOH) 95:5. El 

resultado de la separación cromatográfica se 

visualizó bajo luz UV a 254 nm. 

Posteriormente, la CCF del extracto de Lc1 se 

reveló utilizando tinciones específicas para 

cada familia de compuestos.  Los reactivos 

usados fueron: Dragendorff reagent spray 

solution (Merk) para alcaloides, solución de 

cloruro férrico (2% p/v de cloruro férrico III, 

50% v/v de metanol, 50% v/v H2O) para 

compuestos fenólicos y vainillina-ácido 

sulfúrico (3,5% p/v de vanillina en metanol, 

0,625% v/v de H2SO4) para terpenoides. Como 

revelador universal de compuestos orgánicos 

se utilizó ácido sulfúrico al 25% y posterior 

calentamiento. Como control positivo para el 

revelado de cloruro férrico, se utilizaron cuatro 

patrones de compuestos fenólicos: quercetina. 

ácido p- cumárico, ácido gálico e 5-hidroxi-

3,7,8-trimetoxiflavona. 

 

Resultados y Discusión  

 

Identificación molecular de hongo endófito 

Lc1 aislado desde L. caustica 

La secuencia de la región ITS del rDNA 

amplificada con los partidores ITS 1- ITS 4 

obtenida por secuenciación, fue editada en sus 

extremos con el programa Geneious (Kearse 

et al., 2012). Posteriormente, se realizó un 



 

 
 
 

alineamiento local utilizando la secuencia en la 

plataforma BLASTn de NCBI, obteniéndose un 

100% de identidad con diferentes especies de 

Alternaria. Para establecer relaciones 

filogenéticas con especies de Alternaria, se 

buscaron organismos pertenecientes a la 

familia Pleosporaceae en la base de datos 

Mycobank (http://www.mycobank.org) y se 

descargaron desde la base de datos de NCBI 

doce secuencias de aislados pertenecientes a 

especies al género Alternaria: A. solani AS-6 

(KY412985.1), A. solani AS3 (AF314576.1), A. 

solani ATCC 58177 (AF229475.1), A. ranunculi 

CBS 116339 (NR_136101.1), A. porri ATCC 

58175 (AF229470),  A. tenuissima BS 

(MH155277.1), A. tenuissima AT-3 

(MH594735.1), A. alternata CBS 795.72 

(KP124309.1), A. alternata CBS 603.78 

(KP124312.1), A. alternata SO1 (KY367499.2), 

A. alternata M5 (MG282916.1), A. brassicae 

BMP 21-61-02 (AF229463.1), cuatro 

pertenecientes al género Ulocladium: U. 

multiforme CBS 1020160 (FJ266486.1), U. 

septosporum CBS 109.38 (FJ266489.1), U. 

consortiale UL1 (KC577270.1), U. dauci CBS 

102062 (FJ266484.1) y una secuencia de 

 
 
Figura 1. Relaciones filogenéticas entre Lc1 y especies de la familia Pleosporaceae. El dendrograma fue generado por 
el método de Neighbor-Joining utilizando secuencias de especies de Alternaria y Ulocladium basadas la región ITS del 
rDNA. El árbol está enraizado con la especie Pleospora herbarum. El aislado Lc1 está relacionado filogenéticamente 
con la especie Alternaria. En rojo se muestra la ubicación del aislado Lc1. El dendrograma se construyó con el programa 
Geneious® versión 11.1.5. En los nodos se muestran los valores de soporte de Bootstrap (1000 replicados).  

 



 

 
 
 

Pleospora herbarum aislado K5 (AB026164) 

como grupo externo (outgroup).  

Las secuencias de estas especies fueron 

usadas para la construcción de un árbol 

filogenético con el programa Geneious® 

versión 11.1.5. Para esto, se realizó un 

alineamiento múltiple utilizando ClustalW. La 

elaboración del árbol filogenético se realizó 

mediante el método de neighbour-joining, con 

un Bootstrap de 1000 utilizando el modelo 

Tamura-Nei para el cálculo de distancia 

genética (Tamura K. y Nei M.,1993).  El 

dendrograma resultante mostró que la 

secuencia de Lc1 se encuentra dentro del 

mismo clado que Alternaria alternata y 

Alternaria tenuissima, como se muestra en la 

figura 1. 

De acuerdo con el análisis filogenético basado 

en las secuencias de consenso de la región 

ITS del rDNA de distintas especies de la 

familia Pleosporaceae, Lc1 se encontraría 

dentro del complejo alternata, por estar 

ubicado dentro del mismo clado con especies 

que forman parte de este complejo, como A. 

alternata y A. tenuissima (Hoog y Horre, 2002; 

Zhu y col., 2015), como se puede observar en 

el dendrograma mostrado en la figura 1. Para 

la confección del árbol, también se utilizaron 

secuencias de especies de Ulocladium, ya que 

esta especie es muy semejante a Alternaria 

debido a sus similitudes moleculares y 

morfológicas, y en muchas ocasiones, existen 

confusiones en la identificación de especies de 

estos dos géneros debido a su cercanía 

(Woudenberg y col., 2013), sin embargo, Lc1 

mostró formar parte del complejo alternata del 

género Alternaria. 

Hasta el momento, no existen reportes sobre 

especies endófitas en L. caustica, este es el 

primer trabajo al respecto. No obstante, 

recientemente se realizaron dos estudios en 

donde se hallaron especies endófitas de 

Alternaria en plantas de Chenopodium quinoa 

y Embothrium coccineum presentes en Chile 

(González-Teuber y col., 2016; González-

Teuber y col., 2017). Además, especies de 

Alternaria se han encontrado ampliamente 

como endófitos en plantas de distintos lugares 

del mundo (Tiwari, 2013; Wang y col., 2014; 

Chowdhary y col., 2015; Silva-Hughes y col., 

2015; Meena y col., 2017a; González-

Menéndez y col., 2018).  

 

Evaluación de la actividad antifúngica de 

extracto obtenido desde Lc1.  

Para evaluar la actividad antifúngica del 

extracto sobre el crecimiento micelial de B. 

cinerea, se probaron tres concentraciones de 

extracto: 50 mg/L, 100 mg/L y 200 mg/L. Como 

se puede observar, se obtuvo una inhibición 

de 38,2% utilizando 50 mg/L, de 50,4% con 

100 mg/L y del 60,6% con 200 mg/L a los 3 

días posterior a la inoculación con el patógeno 

(Figura 2).  
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Figura 2.  Efecto del extracto obtenido del hongo 
endófito sobre el crecimiento micelial de B. cinerea.  
El porcentaje de inhibición se calculó al tercer día 
de desarrollo respecto al crecimiento micelial de B. 
cinerea inoculado en control de solvente EtOAc. 
n=6. 

 

 

Se realizó el calculó de IC50 (concentración de 

extracto que genera la mitad de la inhibición 

en el crecimiento del patógeno) y para esto se 

utilizó el método de Finney,1952, 

obteniéndose un IC50 de 102,4 mg/L. En la 

figura 3 se puede observar el crecimiento 

radial del micelio de B. cinerea después de 5 

días posterior a la inoculación con el extracto. 

 

 



 

 
 
 

 

 

 

 

                                                                                                        

 

Para determinar qué compuestos presentes en 

el extracto inhibían el crecimiento del 

patógeno, se realizó una bioautografía. El 

extracto obtenido desde Lc1 contenía 

alrededor de 14 compuestos o manchas 

(Figura 2 b), y 5 de estos compuestos fueron 

capaces de inhibir el crecimiento del patógeno, 

como se observa en la figura 4 a. Estos 

metabolitos antifúngicos fueron detectados por 

la presencia de un halo inhibitorio sobre el 

compuesto, y presentan un Rf de 0,125 

(conjunto de tres compuestos visualizados en 

la parte inferior de la cromatografía), un Rf de 

0,525 y el último con un Rf de 0,650, como se 

ve en la figura 4. b y 3. c.  El efecto antifúngico 

de los compuestos se determinó después de 

27 horas posterior a la inoculación con B. 

cinerea y se registró hasta los 14 días desde la 

inoculación. En la figura 4 se muestra la 

inhibición en el crecimiento de B. cinerea en el 

día 10 posterior a la inoculación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El género Alternaria es una fuente 

prometedora de metabolitos bioactivos (Lou y 

col., 2013), y en diversos estudios se han 

encontrado compuestos obtenidos desde 

especies endófitas (Fang y col., 2012; Wang y 

col., 2014; Silva-Hughes y col., 2015: Zhang y 

col., 2016). Hasta el momento se han 

caracterizado más de 70 metabolitos en 

Alternaria, dentro de estos, los más conocidos 

son: alternariol (AOH), alternarueno (ALT), 

ziniol, ácido tenuazónico (TeA), alternariol 

monometil éter (AME), brefeldina A, tentoxina 

(TEN), curvularina, y alterotoxina (ATX) I, II y 

III (Meena y col., 2017b). En el año 2017, se 

estudió el perfil de metabolitos secretados por 

una especie de Alternaria endófita y se 

encontraron 21 metabolitos. Entre estos se 

identificó un metabolito nuevo;  el ácido 7 -

metoxi-ftalida-3-acético ,  además de 20 

compuestos ya conocidos que incluyen 19 

policétidos y un alcaloide, correspondientes a 

los compuestos: AOH, AME, altenusina, TeA 

(alcaloide), estempitriol, ATX II, altenueno, 4’-

epialtenueno, ácido isocracinico, talaroflavona, 

ácido alterico, alterolactona, 2,5-dimetil-7-

hidroxicromona, altecromona B, ácido ferúlico, 

citreoisocumarinol, 6-metil-citreoisocumarina, 

 
 

Figura 3.  Inhibición en el crecimiento micelial de B. cinerea tratado con el extracto obtenido desde Lc1 luego de 5 días 

posterior a la inoculación. Se observa el crecimiento radial de patógeno inoculado en medio PDA tratado con tres 

concentraciones de extracto, de izquierda a derecha: 50 mg/L, 100, mg/L y 200 mg/L. A la izquierda se muestra el 

control no tratado, en el cual se observa completa colonización de B. cinerea en la placa de Petri 

 



 

 
 
 

citreoisocumarina, ortosporina, y  diaportinol 

(Orfali y col., 2017). No obstante, los 

metabolitos más frecuentemente encontrados 

en distintas especies de Alternaria 

corresponden a los compuestos fenólicos TeA, 

AOH y AME (Benavides y coll.,2013; Orfali y 

col., 2017; Meena y col., 2017b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4. 
a) Bioautografía del extracto obtenido desde Lc1 
sobre el crecimiento de B. cinerea 10 días posterior 
a la inoculación. 
 
b) Cromatograma de los compuestos del extracto 
obtenido desde endófito Lc1. Se utilizó una fase 
móvil de CHCl3-MeOH 95:5 y se reveló con H2SO4 

al 25%. 
 
c) Rf de los compuestos observados en la 
bioautografía. Las flechas indican los compuestos 
antifúngicos observados y su ubicación dentro del 
cromatograma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 
 

gura Se han descrito extractos y metabolitos 

obtenidos desde especies endófitas de 

Alternaria que muestran actividad 

antibacteriana y antifúngica contra patógenos 

como: Escherichia coli, Colletotrichum 

gloeosporioides, Magnaporthe grisea, 

Colletotrichum acutatum, Colletotrichum 

fragariae, Aspergillus fumigatus, Candida 

albicans, Rhizoctonia solani y Fusarium 

oxysporum, entre otros (Hellwig y col., 2002; 

Feng y col., 2010; Wang y col., 2014; Silva-

Hughes y col., 2015; Chowdhary y col. 2015; 

Elgorban y col., 2018; González-Menéndez y 

col., 2018). Muchos de los metabolitos de 

estas especies de Alternaria endófita, son 

nuevos y podrían ser una alternativa a los 

compuestos antifúngicos utilizados en la 

actualidad, ya que se han descubierto 

potentes antifúngicos a partir de diversas 

fuentes naturales (Vengurlekar y col. 2012). 

No obstante, existe poca información sobre 

metabolitos antifúngicos obtenidos desde 

especies endófitas de Alternaria que tengan 

efecto sobre B. cinerea. En un estudio se 

utilizaron dos extractos desde dos cepas de 

Alternaria endófita aislada de Ocimum 

sanctum para evaluar su capacidad antifúngica 

contra el patógeno. En sus resultados se 

mostró que los IC50 obtenidos fueron de 1,422 

mg/mL y de 0,965 mg/mL, respectivamente 

(Chowdhary y col. 2015). En otro trabajo se 

evaluó la capacidad antifúngica de un extracto 

obtenido desde Alternaria aislada desde 

Panax ginseng y se obtuvo una inhibición en el 

crecimiento micelial en B. cinerea de cerca del 

50% utilizando una concentración de extracto 

de 10 mg/mL (Park y col., 2017). Esos 

resultados superan entre 10 y 100 veces la 

concentración de extracto utilizado desde Lc1 

para conseguir el mismo efecto en B. cinerea. 

Esto muestra que el extracto obtenido desde 

Lc1 presenta una mayor capacidad antifúngica 

contra el patógeno que los extractos obtenidos 

desde Alternaria en otros trabajos.  

 

 

 
 

Figura 5. Cromatograma de los compuestos revelados pertenecientes al extracto obtenido desde Lc1. a) Placa 

cromatográfica visualizada mediante luz UV a 254 nm. b) Placa cromatográfica antes de ser revelada. c) Revelado 

utilizando reactivo de Dragendorff para identificar alcaloides. d) Revelado utilizando vanillina- H2SO4 para identificar 

terpenoides.   e) Revelado con cloruro férrico para identificar compuestos fenólicos. Se usaron estándares sólo para 

compuestos fenólicos: 1. quercetina, 2. ácido p- cumárico, 3. ácido gálico, 4. 5-hidroxi-3,7,8-trimetoxiflavona, 5. Extracto 

obtenido desde Lc1. Las flechas señalan los compuestos antifúngicos detectados mediante bioautografía. Los 

revelados con Dragendorff y vanillina dieron negativos. En la CCF se utilizó una fase móvil de CHCl3-MeOH 95:5. 

 



 

 
 
 

Caracterización de compuestos 

antifúngicos 

Para conocer el tipo de compuestos 

antifúngicos identificados en la bioautografía, 

se realizó un revelado con soluciones de 

Dragendorff para identificar alcaloides, los 

cuales deberían visualizarse como una 

mancha de color amarillo sobre un fondo de 

color anaranjado (figura 5. b) vainillina-ácido 

sulfúrico para terpenoides, los cuales deberían 

ser vistos como manchas de color verde 

azulado sobre un fondo de color levemente 

celeste (figura 5. c) y para compuestos 

fenólicos se utilizó cloruro férrico, los cuales 

deberían visualizarse como una coloración 

negra o naranja sobre un fondo levemente 

anaranjado. Los cinco compuestos 

antifúngicos reaccionaron sólo para el 

revelado de cloruro férrico (figura 5. e). El 

grupo de tres compuestos con Rf= 0,125 tuvo 

una reacción positiva, observándose una 

mancha de coloración naranja. Los 

compuestos con Rf= 0,525 y Rf= 0,650 

también tuvieron una reacción positiva, 

formándose un cromóforo de color gris. Estos 

resultados indican que los compuestos 

antifúngicos encontrados en el extracto 

obtenido desde la especie de Alternaria 

endófita Lc1, corresponderían a compuestos 

fenólicos. Como controles positivos para la 

detección de compuestos fenólicos mediante 

este revelador, se utilizaron los patrones: 

quercetina, ácido p- cumárico, ácido gálico e 

5-hidroxi-3,7,8-trimetoxiflavona, observándose 

en los compuestos pertenecientes al extracto, 

colores muy similares a los obtenidos con los 

patrones (figura 5. e). 

 

La mayoría de los compuestos secretados por 

las especies de Alternaria corresponden a 

compuestos fenólicos (Meena y col., 2017a; 

Meena y col 2017b; Orfali y col., 2017), y en 

este trabajo, los compuestos antifúngicos 

detectados, corresponderían a este tipo de 

metabolitos, observándose una reacción 

positiva con el revelador de cloruro férrico para 

los cinco compuestos o manchas encontradas. 

Estos cromóforos formados presentan una 

coloración muy similar a los que se forman 

cuando se utilizan patrones como controles 

positivos para la detección de este tipo de 

compuestos (Sharma y col., 1998). Aún debe 

analizarse a qué clase de compuestos 

corresponden los metabolitos antifúngicos que 

están presentes dentro del extracto obtenido 

desde el endófito Lc1. Además, es 

fundamental evaluar la toxicidad del extracto 

para poder sugerir su utilización como 

fungicida, ya que se ha descrito que algunos 

compuestos prevalentes entre las distintas 

especies de Alternaria (Alternariol con un 81%, 

AME con 96%y AOH con 81%) son fitotóxicos 

(Meena y col., 2017b; Wang 2014) y están 

involucrados en el proceso infectivo del estado 

patogénico de muchas especies de Alternaria 

(Meena y col., 2017a). No obstante, los 

fungicidas utilizados en la actualidad también 

resultan ser tóxicos para las plantas si se usan 

en concentraciones elevadas (Couderchet, 

2003; Rouabhi, 2010). Al comparar productos 

naturales con fungicidas, se ha reportado que 

los productos de origen sintético tienen un 

período de degradación prolongado 

generando problemas de contaminación 

ambiental, en contraste, los productos 

naturales no tienen grandes efectos en el 

ecosistema ya que se degradan con mayor 

facilidad, y pueden ser una buena alternativa a 

los fungicidas sintéticos, pues en extractos 

naturales se pueden encontrar nuevas 

moléculas o mezclas de compuestos que son 

menos susceptibles a los mecanismos de 

resistencia por parte de los patógenos (Lou y 

col., 2013; Stefani y col., 2012; Soković y col., 

2013; Fuentefria y col., 2017).   

 

Conclusiones 

Este trabajo corresponde a una primera 

aproximación en la identificación de extractos 

y compuestos antifúngicos provenientes desde 

hongos endófitos aislados desde plantas 

endémicas de Chile específicamente contra B. 

cinerea, en donde se ha reportado muy poco 

hasta la fecha, identificándose por primera vez 

un endófito aislado desde Litre con actividad 

antifúngica contra el patógeno. Además, es 

uno de los pocos trabajos que existen en la 

determinación de la capacidad antifúngica 

contra B. cinerea de extractos obtenidos desde 

Alternaria spp, siendo el primer trabajo 

realizado en Chile. Es de suma importancia 



 

 
 
 

buscar alternativas en el desarrollo de 

fungicidas que controlen a este patógeno, ya 

que el manejo de la enfermedad se ve 

afectado por la selección de aislados de B. 

cinerea resistentes a los fungicidas, y en Chile 

y en el mundo se han encontrado aislados de 

B. cinerea resistentes a los principales 

fungicidas utilizados para su control. Es por 

este motivo que el uso de extractos 

provenientes desde hongos endófitos puede 

ser una alternativa al control de la pudrición 

gris.  
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