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I. ANTECEDENTES 
 

En la actualidad, la seguridad alimentaria a nivel global y local se encuentra amenazada por 

diferentes factores bióticos y abióticos, dentro de los cuales se destacan el crecimiento 

poblacional, la urbanización de la población, el cambio climático, las enfermedades de rápida 

propagación que afectan a los cultivos, entre otros. Todos estos factores impactan de manera 

negativa a la producción agrícola, generando un déficit entre la oferta y la demanda de alimentos, 

poniendo en riesgo el acceso a dietas adecuadas y la preferencia alimenticia por parte de algunos 

sectores de la población (1, 2). En este contexto, la investigación y el desarrollo en las industrias 

agrícola y agroquímica tienen un papel protagónico para garantizar el fortalecimiento de la 

seguridad alimentaria (3). 
 

En México, la agricultura representa una de las actividades proyectadas para impulsar el 

desarrollo económico (4). Hoy en día, este sector aporta el 3.4% del producto interno bruto (5), 

además el país cuenta con una frontera agrícola de 30 millones de hectáreas y un 17% del 

territorio destinado a este uso (6). Sin embargo, existen factores como las plagas que han 

afectado los porcentajes de producción y que generan pérdidas por cosecha. Según la Encuesta 

Nacional Agropecuaria del 2017, el 44% de las unidades de producción agrícola en el país 

reportaron pérdidas por causas biológicas (7). A nivel global, se estima que las plagas son 

responsables de entre el 30 y el 40% de la perdida de la productividad agrícola (8). 
 

Dentro de las estrategias empleadas para reducir el daño causado por las plagas se encuentra 

el uso de plaguicidas de origen sintético (8). Con el fin de incrementar los rendimientos de 

producción en los cultivos, se ha desarrollado una amplia variedad compuestos químicos que 

controlan la propagación plagas de manera eficiente y a bajos costos. Hoy en día, los plaguicidas 

son parte integral de la sociedad moderna y son usados, no solo para la protección de cultivos, 

sino también para el cuidado de alimentos almacenados, jardinería, e inclusive para la 

erradicación de plagas transmisoras de enfermedades infeccionas para el hombre (9). Como 

consecuencia, en México se ha reportado un consumo elevado de estos productos, alcanzando 

las 47000 toneladas en el 2016 (10). 
 

Más allá de los beneficios, el uso excesivo e inadecuado de los plaguicidas de origen sintético 

ha generado diversas problemáticas, cuyo análisis se hace necesario en el momento de evaluar 

la efectividad de estos productos en la protección de cultivos de interés. En cuanto a la salud 

humana, la exposición prolongada de los trabajadores y consumidores provoca daños que van 

desde alergias e hipersensibilidad, hasta cáncer y disrupción hormonal (11). Algunos plaguicidas 

son considerados contaminantes orgánicos persistentes y sus tiempos degradación prolongados 

generan problemas de bioacumulación que desembocan en la contaminación de acuíferos y la 

pérdida de biodiversidad (12,13). Además, su uso constante afecta la microbiota de los suelos, 

impactando negativamente la productividad de los cultivos y provocando el desarrollo de 

resistencia por parte de los organismos blanco (14). 
 

Debido a lo anterior, muchos países han creado regulaciones que reducen el número de 

plaguicidas sintéticos disponibles para la agricultura, promoviendo de esta manera el desarrollo 

de nuevos ingredientes activos obtenidos a partir de fuentes de origen natural (15). Si bien 

existen diferentes alternativas basadas en el manejo integral de suelos, la erradicación manual, 

el biocontrol, el manejo de mantos orgánicos, entre otros, estas no tienen la misma eficiencia que 

los agroquímicos sintéticos y su implementación requiere inversiones considerables y/o 

conocimiento técnico, generando sobrecostos en la producción agrícola (15).  
 

Por otra parte, muchos de los productos naturales con actividad plaguicida son el resultado de 

procesos biológicos vinculados a las rutas biosintéticas de los metabolitos secundarios, a través 
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de los cuales se han obtenido compuestos con diversas actividades biológicas (16,17). La amplia 

variedad de estructuras con que cuentan los metabolitos secundarios puede ser utilizada per se, 

o servir de andamiaje para el desarrollo de nuevos productos con uso en la agroindustria (18). 

Además, la complejidad estructural de algunos de ellos permite descubrir mecanismos de acción 

novedosos, evitando el desarrollo de plagas resistentes (19,20). Es importante resaltar que, los 

productos naturales suelen tener tiempos de vida cortos en el ambiente y se presume que sus 

estructuras químicas son fácilmente asimilables por organismos presentes en la microbiota del 

suelo e involucrados en la degradación (15). 
 

En la actualidad, una de las fuentes promisorias para la obtención de productos naturales 

bioactivos útiles para la industria agrícola son los hongos endófitos (21). Estos microorganismos 

habitan durante parte o todo su periodo de vida, colonizando los tejidos internos de plantas 

hospederas, sin causar síntomas de enfermedad o daño aparente (22). Dentro de la planta se 

establece una relación endófito-hospedera a través de la cual, el hongo endófito recibe protección 

y nutrientes, y en contra partida, algunos proporcionan a la planta mejoras en los mecanismos 

de defensa frente a diversos factores de estrés (22,23). Esta relación se puede explicar, en parte, 

como un antagonismo balanceado, donde las estrategias de defensa de la hospedera y los 

factores de virulencia del hongo se encuentran en un equilibrio delicado que permite obtener una 

asociación aparentemente asintomática (24). Este balance es dinámico y puede verse afectado 

por diversas condiciones de estrés, que pueden llevar al hongo endófito a expresarse como 

patógeno desarrollando en la planta una condición de enfermedad (22). Más allá de la relación 

directa endófito-hospedera, dentro de los tejidos de la planta también existen asociaciones 

multitróficas entre grupos de endófitos, situación que incrementa la producción de metabolitos 

secundarios con potencial bioactivo sobre otros microorganismos fitopatógenos, virus, plantas e 

inclusive herbívoros (21).  
 

Las asociaciones entre múltiples organismos juegan un papel importante en la biosíntesis por 

parte de los microorganismos, y en particular la de los hongos endófitos. Se ha demostrado que 

durante la fermentación en cultivos axénicos la producción de metabolitos involucrados en la 

comunicación inter-especie de los microorganismos disminuye, lo cual representa un problema 

al considerar que muchos de estos metabolitos poseen actividad biológica y podrían contribuir a 

la diversidad química de los compuestos aislados (25). Sin embargo, existen herramientas 

metodológicas para reducir la pérdida de información y explorar la diversidad química de los 

microoganismos. Estas se agrupan bajo el nombre de estrategias OSMAC (por sus siglas en 

inglés, One Strain-Many Compounds) y su ejecución implica, entre otros factores, variaciones en 

las condiciones de cultivo de los microorganismos bajo estudio (tales como, aireación, agitación, 

medio de cultivo, temperatura, pH), que estimulan la activación de genes involucrados en la 

biosíntesis de metabolitos considerados “crípticos u ocultos”(26–28). Sumado a esto, es posible 

evaluar los cambios en el perfil químico de los microrganismos haciendo uso de diferentes 

métodos y protocolos de la metabolómica (29). Estos protocolos requieren la aplicación de 

herramientas cromatográficas, espectrométricas y espectroscópicas que, complementadas con 

el análisis estadístico multivariado, permiten describir cambios en mezclas complejas, como lo 

son los extractos de origen fúngico. Como resultado se evalúa la correlación entre la composición 

química y las diversas variables discretas como el medio de cultivo, las cepas estudiadas, los 

géneros de endófitos, la bioactividad, el origen de la muestra, entre otros (28,30). 
 

Dentro de los géneros de endófitos más estudiados para el aprovechamiento de metabolitos 

secundarios se encuentra el género Xylaria, perteneciente a la familia Xylariaceae. Actualmente, 

se han reportado más de 300 especies pertenecientes al género y solo en México existen 

reportes de más de 100 (31). Su distribución está ligada principalmente a zonas tropicales y 

subtropicales a lo largo de todo el mundo. Además, los hongos pertenecientes a este género se 
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encuentran asociados a plantas tanto vasculares como no vasculares y han sido clasificados 

principalmente como saprófitos y endófitos (32,33). De ellos se destaca la producción de 

metabolitos secundarios con diversas estructuras químicas, incluyendo citocalasinas, 

isocumarinas, lactonas, terpenoides, meleinas, entre otros, lo cual ha posicionado a este género 

como una fuente promisoria de metabolitos útiles en el campo de la medicina y la agroindustria 

(34,35).  
 

Este trabajo pretende contribuir a la bioprospección de dos hongos del género Xylaria aislados 

previamente en el grupo de investigación, (laboratorio 1-4, del Instituto de Química de la UNAM), 

a través del estudio en las variaciones de sus perfiles químicos y de la evaluación de su potencial 

biológico (extractos, fracciones y metabolitos secundarios derivados de diferentes condiciones 

de cultivo), sobre el crecimiento de especies con impacto negativo en la agroindustria. 
 

 

II. HIPÓTESIS 
 

Los hongos endófitos pertenecientes al género Xylaria han sido estudiados por su capacidad de 

sintetizar metabolitos secundarios con una amplia gama de estructuras químicas. Mediante la 

variación de los medios de cultivo, es posible estimular la producción de metabolitos secundarios 

bioactivos, en los endófitos Xylaria sp. Gse24 y Gse25. Los cuales se obtendrán mediante 

ensayos biodirigidos. 
 

III. OBJETIVOS 
 

1. Objetivos generales 
 

Evaluar el potencial fitotóxico, antifúngico y antioomiceto de los extractos orgánicos y de los 

metabolitos secundarios obtenidos a partir de diferentes condiciones de cultivo in vitro, de los 

hongos endófitos Xylaria sp. aislamientos Gse24 y Gse25, por medio de un estudio químico 

biodirigido hacia el control de diferentes organismos fitopatógenos. Así, los resultados de este 

trabajo permitirán contribuir al conocimiento de la diversidad química del género Xylaria y como 

fuentes naturales potenciales para el control de plagas. 
 

 

2. Objetivos específicos 
 

 Evaluar los cambios en el rendimiento y perfiles metabólicos de los extractos obtenidos a partir 

de diferentes medios de cultivo de los hongos endófitos Xylaria sp. Gse24 y Gse25, haciendo 

uso de la cromatografía líquida de alta resolución y con el apoyo de herramientas estadísticas 

para el análisis de datos multivariados. 
 

 Comparar el efecto fitotóxico, antifúngico y antioomiceto de los extractos obtenidos a partir de 

diferentes medios de cultivo con la finalidad de seleccionar el medio adecuado para la obtención 

de compuestos bioactivos. 
 

 Aislar los metabolitos secundarios bioactivos por medio del estudio químico biodirigido de los 

extractos orgánicos, utilizando diferentes técnicas cromatográficas. 
 

 Caracterizar los metabolitos secundarios producidos por los hongos endófitos Xylaria sp. 

Gse24 y Gse25, haciendo uso de técnicas espectrométricas, espectroscópicas y de difracción 

de rayos X 
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IV. METODOLOGÍA 
 

 

1.  Hongos endófitos  
 

Los hongos endófitos Xylaria sp. aislamientos Gse24 y Gse25 se obtuvieron a partir de hojas 

sanas de Gliricidia sepium recolectadas en la Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla 

(REBIOSH), en la estación biológica de la localidad de Quilamula, municipio de Tlalquitenango, 

Estado de Morelos (8°30`4.1"N - 98° 51'52"O´ y 18°32`12.2"N - 99° 02'05"O 1080-1230 msnm). 

Una vez aislados en forma axénica, se conservaron en medio papa-dextrosa-agar (PDA) (36). 
 

2. Organismos modelo  
 

Los microorganismos empleados para evaluar el potencial antifúngico y antioomiceto, fueron 

donados por la Dra. Emma Zavaleta Mejía, el Ing. Manuel Silva Valenzuela y la M. C. Victoria 

Ayala Escobar, del Programa de Fitopatología del Instituto de Fitosanidad, del Colegio de 

Postgraduados en Montecillo, Estado de México, así como por la Dra. Sylvia Patricia Fernández-

Pavía de la Universidad Michoacana de San Nicolás de Hidalgo (Phytophthora capsici 6143). En 

total, se utilizaron cuatro hongos, seleccionados debido a su impacto en la industria agrícola, 

Rhizoctonia solani, Alternaria alternata, Fusarium oxysporum, y Pestalotiopsis sp., y dos 

oomicetos, P. capsici y Pythium aphanidermatum (36). Además, el potencial fitotóxico se evaluó 

sobre semillas de tres especies dicotiledóneas, Medicago sativa, Trifolium pratense y 

Amaranthus hypochondriacus; y una monocotiledónea, Panicum miliaceum, consideradas 

malezas según reportes de la CONABIO. Las semillas se adquirieron en la Casa Cobo, S.A. de 

C.V., en la Central de Abastos de la Ciudad de México (37).  
 

3. Cultivo de los hongos endófitos Xylaria sp. Gse24 y Gse25  
 
 

3.1 Obtención de inóculos en medio líquido 
 

Los inóculos se obtuvieron en 50 mL de medio caldo-papa-dextrosa (CPD) esterilizado en 

matraces Erlenmeyer de 125 mL. El CPD se preparó siguiendo la metodología reportada por 

Sánchez-Fernández (36). Como pre-inóculo se utilizaron cortes de micelio de un cm2, obtenidos 

a partir de cultivos en PDA de 8 días de crecimiento. Posteriormente, los matraces se incubaron 

a 37 °C, con agitación de 150 rpm por 8 días (38). 
 

3.2 Cultivos en medios sólidos  
  

Los cultivos en arroz se prepararon depositando 300 g de arroz y 250 mL de agua destilada, en 

matraces Fernbach de 2.8 L. Después de esterilizar, se agregaron 50 mL del inóculo en medio 

liquido CPD (Inciso 3.1) (39,40). Los cultivos en cereal se obtuvieron utilizando 90 g de cereal 

Cheerios®, sabor miel, en matraces Erlenmeyer de 1 L. Luego de esterilizar el medio, se 

agregaron 50 mL de inóculo en medio CPD (41). Los cultivos se incubaron en condiciones 

estáticas, a temperatura ambiente durante un periodo de 40 días y con fotoperiodos de luz-

oscuridad 12:12 h. 
 

3.3 Cultivo en medio líquido  
 

Los cultivos en medio líquido CPD se realizaron en matraces Fernbach de 2.8 L utilizando 1.2 L 

de medio, esterilizados posteriormente. Una vez esterilizado el medio se inocularon con cortes 

de micelio de Xylaria sp. Gse24 y Gse25 de un cm2 obtenidos a partir de cultivos en medio PDA 

de 8 días de crecimiento y se incubaron en las mismas condiciones que los cultivos sólidos (37). 
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4 Obtención de extractos orgánicos de medio de cultivo y micelio 
 

Al finalizar el periodo de incubación, en el caso de los cultivos en medio líquido CPD, se 

separaron el medio de cultivo y el micelio, por medio de filtración al vacío. Los extractos del medio 

de cultivo se obtuvieron, mediante extracciones líquido-líquido, con disolventes de polaridad 

creciente (hexano, CH2Cl2, y AcOEt utilizado volúmenes iguales x5). En el caso del micelio y de 

los medios de los cultivos sólidos (arroz y cereal), los extractos se prepararon mediante 

maceración exhaustiva utilizando sucesivamente hexano (500 mL x5), CH2Cl2 (1 L x 3) y AcOEt 

(1 L x 3). 
 

Los extractos obtenidos se compararon por cromatografía en capa fina (CCF) y se reunieron, 

luego de establecer su similitud química (37,43). Una vez reunidos los extractos (CH2Cl2 y AcOEt) 

se disolvieron en MeOH a una concentración de 10 mg/mL, y se extrajo exhaustivamente con 

hexano (volúmenes iguales x 5). Los extractos hexánicos (II) y metanólicos se concentraron y se 

almacenaron para evaluar su actividad biológica. En la Figura 1 se resume el procedimiento para 

la obtención de los diferentes extractos. 
 

 
Figura 1. Diagrama de flujo del proceso para la obtención de extractos a partir de cultivos axénicos de los 

hongos endófitos Xylaria sp. Gse24 y Gse25. 

 

5. Obtención de perfiles cromatográficos de extractos metanólicos por CLAR-DAD 
 

Los perfiles químicos de los extractos metanólicos, obtenidos a partir de los diferentes medios 

de cultivo, así como los perfiles de las fracciones primarias y secundarias, se obtuvieron en un 

cromatógrafo líquido de alta resolución (CLAR, Waters e2595) acoplado a un detector de arreglo 

de diodos (DAD, Waters 2998) y registrando la absorbancia entre 210-400 nm. Inyectando 40 µL 

de cada muestra, disueltas en MeOH grado HPLC a una concentración de 2000 µg/mL. 
 

El análisis de los constituyentes presentes en los extractos metanólicos se llevó a cabo en una 

columna de fase reversa C18 (Phenomenex Gemini C18 250 x 4.6 mm, 5 μm), utilizando mezclas 

de CH3CN-H2O (con ácido fórmico 0.05% v/v) como fase móvil. El gradiente de elución utilizado 

fue el siguiente: inicialmente, 2% CH3CN; con un gradiente del 2 al 40% de CH3CN hasta 35 min, 

seguido de un gradiente del 40 al 100% de CH3CN entre 35 y 50 min; y finalmente 100% de 

CH3CN entre 50-75 min, con un flujo de 1 mL/min. La comparación de los perfiles químicos de 

los extractos metanólicos se realizó procesando los datos obtenidos a partir de los tiempos de 

retención y de los espectros UV de los picos cromatográficos, utilizando el software estadístico 

Statistica® 8. Para el análisis de componentes principales (PCA) la matriz de datos se construyó 

Solución metanólica

Cultivos axénicos

Xylaria sp. Gse24 Xylaria sp. Gse25

Caldo papa dextrosa Cereal Arroz

Medio CPD Micelio CPD

Hexano CH2Cl2 AcOEt

E. total

Extracción exhaustiva con disolventes orgánicos

E. hexánico(II) E. metanólico

E. hexánico(I)

Evaluación de actividades fitotóxica, antifúngica y antioomiceto

CCF

CLAR-DAD

Extracción LL

Filtración 
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mediante los picos cromatográficos observados a 250 nm, con áreas cromatográficas superiores 

al 2% y/o presentes en más de una de las fracciones analizadas (30).  
 

El análisis cromatográfico de los constituyentes presentes en las fracciones primarias y 

secundarias se realizó en una columna de fase reversa C18 (Agilent Polaris C18-A, 150 x 4.0 

mm, 5 μm) y se empleó como fase móvil una mezcla de CH3CN-H2O (con ácido fórmico 0.05% 

v/v). El gradiente de elución utilizado fue el siguiente: inicialmente, 5% CH3CN; con incremento 

a 40% de CH3CN entre 0 y 10 min; seguido de un incremento del 40 al 100% de CH3CN entre 

10 y 15 min, y finalmente elución isocrática entre 15 y 25 min, con 100% CH3CN, con flujo de 1 

mL/min.  
 

6. Fraccionamiento químico por cromatografía en columna abierta 
 

Los extractos metanólicos obtenidos a partir de diferentes los medios de cultivo de los endófitos 

Xylaria sp. Gse24 y Gse25 se reunieron una vez determinada su similitud química mediante 

CLAR-DAD. La separación de sus constituyentes se llevó a cabo en una columna cromatográfica 

empacada con 1 kg de sílica y 30 g del extracto metanólico, en un volumen muerto de 1.5 L. 

Como sistema de elución se emplearon mezclas de hexano-CH2Cl2 y CH2Cl2-MeOH con 

polaridad creciente. Se recolectaron fracciones de 300 mL que fueron monitoreadas por CCF, 

aquellas que presentaron características cromatográficas similares se reunieron para generar 

XIV fracciones primarias (37). Las fracciones obtenidas se concentraron y almacenaron para su 

análisis por CLAR-DAD y para la evaluación de su potencial fitotóxico, antifúngico y antioomiceto. 

Las condiciones de elución y los rendimientos de aquellas fracciones con actividad biológica 

significativa se muestran en el Cuadro 1. 
 

Cuadro 1. Fracciones primarias con actividad biológica, obtenidas a partir del extracto metanólico 
derivados del cultivo de los hongos Xylaria sp. Gse24 y Gse25 en diferentes medios. 

Fracción 
primaria 

Fracciones 
Sistema de elución 

Peso (g) 
Disolventes Proporción 

IV  162-184 CH2Cl2 - MeOH 98:2 0.90 

V  185-215 CH2Cl2 - MeOH 98:2 / 97:3 3.28 

VI  216-237 CH2Cl2 - MeOH 97:3 / 96:4 1.65 

VII  238-264 CH2Cl2 - MeOH 96:4 / 95:5 2.39 

VIII  265-281 CH2Cl2 - MeOH 94:6 3.85 

IX  282-311 CH2Cl2 - MeOH 94:6 / 93:7 2.75 

X  312-326 CH2Cl2 - MeOH 93:7 / 92:8 2.14 

XI  336-348 CH2Cl2 - MeOH 92:8 / 9:1 3.50 

XII  379-380 CH2Cl2 - MeOH 9:1 / 8:2 2.45 

XIII  391-397 CH2Cl2 - MeOH 7:3 / 5:5 2.44 

 

El fraccionamiento de la fracción primaria V se realizó con 2.5 g de muestra, en una columna 

cromatográfica empacada con 230 g de sílica gel, en un volumen muerto de 400 mL. Como 

sistema de elución se emplearon mezclas de hexano-CH2Cl2 y CH2Cl2-MeOH, recolectando 

volúmenes de 100 mL. Luego de la comparación mediante CCF se obtuvieron 13 fracciones 

secundarias que fueron almacenadas para su análisis por CLAR-DAD. Las condiciones de 

elución y los rendimientos se agrupan en el Cuadro 2 (40). 

 

Para el fraccionamiento de la fracción primaria VII se usaron 2.3 g de muestra en una columna 

cromatográfica empacada con 120 g de sílice, en un volumen muerto de 180 mL. Como sistema 

de elución se utilizaron mezclas de hexano-CH2Cl2 y CH2Cl2-MeOH. Los volúmenes recolectados 

fueron de 30 mL. Las fracciones concentradas se compararon por CCF y se reunieron para 

formar 11 fracciones secundarias, almacenadas para su análisis por CLAR-DAD. Los 

rendimientos y condiciones de elución se describen en el Cuadro 3 (40). 
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Cuadro 2. Fracciones secundarias obtenidas a partir de la fracción primaria V. 

Fracción 
secundaria 

Fracciones 
Sistema de elución 

Peso (g) 
Disolventes Proporción 

V_1 1-46 Hexano-CH2Cl2 1:0 / 4:6 0.02 

V_2 47-71 Hexano-CH2Cl2 3:7 /1:9 0.01 

V_3 72-98 Hexano-CH2Cl2 1:9 / 0:1 0.01 

V_4 99-118 CH2Cl2-MeOH 0:1 / 99:1 0.02 

V_5 119-121 CH2Cl2-MeOH 98:2 0.01 

V_6 122-137 CH2Cl2-MeOH 98:2 0.02 

V_7 138-146 CH2Cl2-MeOH 97:3 0.34 

V_8 147-152 CH2Cl2-MeOH 97:3 0.55 

V_9 153-157 CH2Cl2-MeOH 97:3 0.06 

V_10 158-176 CH2Cl2-MeOH 97:3 0.79 

V_11 177-184 CH2Cl2-MeOH 96:4 / 95:5 0.26 

V_12 185-200 CH2Cl2-MeOH 95:5 / 92:8 0.14 

V_13 201-205 CH2Cl2-MeOH 1:1 / 0:1 0.07 
 

 

Cuadro 3. Fracciones secundarias obtenidas a partir de la fracción primaria VII 

Fracción 

secundaria 
Fracciones 

Sistema de elución 
Peso (g) 

Disolventes Proporción 

VII_1 
1-11 Hexano - CH2Cl2 9:1 / 0:1 

0.03 
12-72 CH2Cl2 - MeOH 99:1 / 98:2 

VII_2 73-76 CH2Cl2 - MeOH 97:3 0.11 

VII_3 77-83 CH2Cl2 - MeOH 97:3 0.02 

VII_4 84-103 CH2Cl2 - MeOH 97:3 / 96:4 0.21 

VII_5 104 CH2Cl2 - MeOH 96:4 0.06 

VII_6 105-112 CH2Cl2 - MeOH 96:4 0.23 

VII_7 113-126 CH2Cl2 - MeOH 96:4 / 94:6 0.62 

VII_8 127-133 CH2Cl2 - MeOH 94:6 0.17 

VII_9 134-157 CH2Cl2 - MeOH 94:6 / 9:1 0.13 

VII_10 158-160 CH2Cl2 - MeOH 8:2 / 6:4 0.05 

VII_11 167-170 MeOH 1 0.04 
 

 

7. Evaluación del potencial fitotóxico, antifúngico y antioomiceto 
 

La evaluación del potencial fitotóxico, antifúngico y antioomiceto, de cada uno de los extractos, y 

fracciones primarias se realizó por medio de ensayos de dilución en agar. Las fracciones 

primarias evaluadas fueron aquellas con rendimientos mayores al 3% (39).  
 

Para determinar el potencial fitotóxico se evaluó el efecto de los tratamientos sobre la 

germinación, el crecimiento de la raíz y la respiración de las semillas modelo mencionadas en el 

inciso 2. Los extractos y fracciones, se disolvieron en 100 µL de metanol y agar al 1%, a una 

concentración de 200 μg/mL, y posteriormente se vaciaron en cajas Petri de 5 cm de diámetro. 

En las cajas con tratamiento se depositaron 30 semillas y se incubaron en ausencia de luz, a 

28°C. Los controles negativos fueron agar-agua al 1% y MeOH al 0.15% en agar; como control 

positivo se utilizó el herbicida comercial Faena Fuerte® (glifosato: sal de potasio de N-

(fosfonometil)-glicina al 35.8%) a una concentración equivalente a 200 µg/mL de principio activo 

(37).  
 

El efecto sobre la respiración se evaluó depositando las 30 semillas de cada tratamiento en un 

recipiente de vidrio con agua destilada (3-5 mL) a 27 °C. El oxígeno disuelto en el agua se 

monitoreo durante 4 min haciendo uso de un electrodo tipo Clark, conectado a un oxímetro. El 

consumo de oxígeno se consideró como la pendiente en la curva de porcentaje de oxígeno vs 
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tiempo. Tanto el porcentaje de germinación, como la longitud de las raíces y la respiración se 

determinaron a las 24 h para las semillas de A. hypochondriacus y a las 48 h para las de T. 

pratense, M. sativa y P. miliaceum (37).  
 

El potencial antifúngico y antioomiceto de los extractos y fracciones se evaluó estableciendo el 

porcentaje de inhibición sobre el crecimiento del micelio de cuatro especies de hongos y dos 

oomicetos señalados en el inciso 2. Los extractos y fracciones, disueltos en 100 µL de metanol, 

se diluyeron en medio PDA con agar al 1%, a una concentración de 250 μg/mL, y se distribuyeron 

en cajas Petri estériles de 5 cm de diámetro. Como controles negativos se utilizaron PDA al 1% 

y metanol 0.15% en PDA; los controles positivos fueron Prozicar 50® (Carbendazim: metil-2-

benzimidazolcarbamato, 50% en peso) y Ridomil 4E® (Metalaxil-M: éster metílico de N-

(2,6dimetilfenil)-N-(metoxiacetil)-D-alanina 45,3% en peso), y fueron evaluados a una 

concentración de principio activo de 250 µg/mL (44). Los inóculos utilizados en cada tratamiento 

consistieron en cortes de micelio de 5 mm de diámetro obtenidos a partir de los fitopatógenos de 

prueba en PDA. Las cajas se incubaron a 27 °C con fotoperiodo de luz-oscuridad de 12/12 h. El 

área del micelio se midió luego de un periodo de incubación de 24 h para P. aphanidermatum; 

48 h para P. capsici, R. solani, Pestalotiopsis sp, y 72 h para A. alternata y F. oxysporum (44). 
 

Todos los tratamientos se evaluaron por cuatruplicado y los resultados se expresan como 

promedio ± desviación estándar. La comparación de los diferentes tratamientos se realizó por 

medio de un análisis de varianza (ANOVA) de un factor, seguido de una prueba de contrastes 

de Tukey HDS (p<0.05) para determinar diferencias significativas con respecto al control negativo 

(37,44). El análisis estadístico de los datos se realizó por medio del programa StatGraphics® 

Centurion VI. 
 

Las concentraciones inhibitorias medias (CI50) sobre el crecimiento de semillas, hongos y 

oomicetos, determinadas para el extracto hexánico (II) y metanólico, se calcularon por medio del 

programa GraphPad Prism v 5.0 (43,44) a partir de los porcentajes de inhibición a diferentes 

concentraciones (100-1000 μg/mL). 
 

8. Identificación, aislamiento y purificación de metabolitos secundarios  
 

8.1 Identificación del ácido benzoico y ácido fenilacético 
 

El análisis por CLAR-DAD (250 nm) de la fracción terciaria V_9 (47 mg), se realizó siguiendo los 

parámetros cromatográficos indicados en el inciso 5, con el siguiente sistema de elución: de 0 a 

5 min, 25% CH3CN; seguido de un incremento de 25 a 100% de CH3CN entre 5 y 15 min, y 

finalmente un sistema isocrático de 100% CH3CN entre 15 y 20 min. Mediante 39 inyecciones de 

50 µL de una solución metanólica de 5000 µg/mL, se logró recolectar el pico en tR de 6.5 min (0.8 

mg, el cual se inyectó en un cromatógrafo GC-MS (Agilent 7890B, 5977A), equipado con una 

columna con fase estacionaria polar (HP5-MS, 5% fenil,metil-siloxano), con la siguiente 

programación de temperatura: inicialmente 40 °C, seguido de una rampa de calentamiento de 8 

°C/min hasta alcanzar 310 °C y finalmente una isoterma durante 6 min. La identificación 

presuntiva de los componentes presentes en la fracción se llevó a cabo por comparación de sus 

índices de retención lineales y espectros de masas (I.E. 70 eV) con los reportados en la literatura 

(45,46).  
 

8.2 Aislamiento de la 5-carboxil-(R)-meleina 
 

La 5-carboxil-(R)-meleina precipitó de manera espontánea como un sólido blanco a partir de la 

fracción primaria V (Cuadro 1). El compuesto se purificó por recristalización con CH2Cl2-MeOH 

(6.2 mg). Adicionalmente, a partir de la fracción secundaria V_9, se aislaron mediante CLAR-

DAD y bajo las condiciones cromatográficas reportadas para los ácidos benzoico y fenilacético 

(inciso 8.1), 3.8 mg del compuesto puro (tR 9.6 min). 
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8.3 Aislamiento de la xilaricina 
 

La xilaricina se obtuvo a partir de la fracción secundaria VII_7 (77 mg) utilizando CLAR-DAD a 

nivel semipreparativo con una columna Kinetex® EVO C18 (250 mm x 10 mm, 5 μm). La 

separación se llevó a cabo en un equipo CLAR (Waters 2535), con un detector DAD (Waters 

2998), con una fase móvil compuesta por mezclas de CH3CN-H2O acidulada al 0.05% con ácido 

fórmico y un sistema de elución isocrático CH3CN-H2O (27:73). El pico que contenía la xilaricina 

(3.9 mg) se colectó en el tR de 9.5 min (26,47,48). 
 

8.4 Aislamiento de la estachilina-D 
 

La estachilina-D se obtuvo a partir de la fracción secundaria VII_10 (32 mg), empleando el mismo 

sistema cromatográfico usado para la obtención de la xilaricina. En este caso se utilizó el 

siguiente sistema de elución: 20% de CH3CN entre 0 y 4 min; con un incremento de 20 a 45% de 

CH3CN entre 4 y 11 min, y finalmente una elución isocrática entre 11-18 min con 45% de CH3CN. 

La estachilina-D (6 mg) se purificó a partir del pico cromatográfico colectado en el tR de 11.0 
 

 

9. Análisis espectroscópico y espectrométrico de los compuestos aislados. 
 

Los espectros de RMN de 1H y 13C (700 y 175 MHz, respectivamente), incluidos los experimentos 

COSY, NOESY, HMBC y HSQC, se obtuvieron en un equipo Bruker Advance III HD 700. Los 

espectros de difracción de rayos X se obtuvieron en un difractómetro Bruker Smart, equipado 

con monocromador de cobre (1.54-184 Å). La masa molecular de los compuestos se determinó 

a través de ionización por análisis directo en tiempo real (DART, por sus siglas en inglés), en 

modo positivo, utilizando un espectrómetro de masas Jeol JMS-T100LC, con analizador de 

tiempo de vuelo (TOF, por sus siglas en inglés) (37,43). 
 

 

V. RESULTADOS Y ANÁLISIS 
 

Actualmente, existe interés en el aprovechamiento de los hongos endófitos como fuente de 

metabolitos secundarios con uso potencial en la agroindustria. Siguiendo esta iniciativa, en este 

trabajo se utilizaron dos cepas de hongos endófitos aisladas a partir de la planta Gliricidia sepium, 

Xylaria sp. Gse24 y Gse25, seleccionadas debido a su potencial antagónico sobre otros endófitos 

y sobre algunos fitopatógenos con impacto negativo en la agricultura (36). Las cepas fueron 

previamente identificadas de acuerdo con sus características micro y macroscópicas como 

hongos pertenecientes al género Xylaria (36).  
 

Los resultados presentados se agrupan en tres secciones: en la primera, se analiza la variación 

de la bioactividad y el rendimiento de los extractos obtenidos a partir de los hongos endófitos 

cultivados en diferentes medios, utilizando bioensayos, técnicas cromatográficas y herramientas 

estadísticas para el análisis de datos multivariados, buscando identificar aquellos medios de 

cultivo que estimulan la producción de metabolitos bioactivos; en la segunda parte se describe 

el aislamiento de los metabolitos secundarios mediante el fraccionamiento químico biodirigido. 

Finalmente, se caracterizan los metabolitos secundarios aislados, dando además una breve 

reseña de su potencial biológico, con base en los reportes disponibles en la literatura. 
 

1. Determinación de las condiciones de cultivo de los hongos endófitos Xylaria sp. Gse24 
y Gse25 

 

1.1 Cultivo y obtención de extractos orgánicos 
 

Los hongos endófitos Xylaria sp. Gse24 y Gse25 se cultivaron en diferentes medios de cultivo 

(inciso 3) y a partir de ellos se obtuvieron los extractos orgánicos (inciso 4). La comparación de 

los perfiles químicos por CCF de los extractos obtenidos utilizando CH2Cl2 con sus análogos 

obtenidos a partir de AcOEt, no evidenció diferencias en la composición de metabolitos 
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secundarios, por lo cual se reunieron. En el Cuadro 4 se presentan las cantidades de los 

extractos orgánicos obtenidos a partir de cada medio de cultivo. La comparación de la cantidad 

de extracto producido por cada hongo se realizó por medio de un análisis estadístico para 

muestras pareadas, mediante el cual se concluyó que no existió diferencia significativa (95% de 

confianza). Por otra parte, al comparar la cantidad de extracto entre los diferentes medios de 

cultivo empleados se observó una diferencia significativa entre los extractos obtenidos de los 

cultivos en medios sólidos (arroz y cereal) con respecto a los obtenidos de los cultivos en CPD. 

Los rendimientos más altos se obtuvieron con los cultivos en cereal, siendo el mayor el de Xylaria 

sp. Gse25. En este caso, la relación de extracto obtenido vs medio de cultivo fue de 40 mg de 

extracto/g de cereal, siendo casi cuatro veces mayor a la alcanzada en arroz, 11 mg de extracto/g 

de arroz. Algunos autores relacionan el incremento en la producción de metabolitos en los medios 

sólidos con una mayor disponibilidad de oxígeno para el desarrollo de los hongos, ligada a una 

mayor área superficial (49), coincidiendo con lo observado en los cultivos sólidos de Xylaria sp. 

Gse24 y Gse25, para los cuales el cultivo en cereal presentó rendimiento significativamente 

mayor. De igual manera, se ha planteado que el incremento en la producción de metabolitos 

secundarios está relacionado con una mayor similitud a su ambiente de crecimiento natural (27).  
 

Cuadro 4. Cantidad de extracto orgánico obtenido a partir de cultivos de los hongos Xylaria sp. Gse24 y 
Gse25 en diferentes medios y fraccionamientos primario. 

Xylaria 
sp. 

Medio de cultivo Sustrato 
Cantidad de extracto 

Rendimiento 
 Proporción (%) 

(mg)  n Hexano Metanol 

Gse24 

CPD Micelio 1.2 L 270 ± 41 4 0.2 mg/mL 28 63 

CPD Med de cultivo 1.2 L 360 ± 73 4 0.3 mg/mL 5 86 

Cereal  90 g 3300 ± 230 6 36.7 mg/g 49 44 

Arroz  300 g 2100 ± 360 6 7.0 mg/g 35 55 

Gse25 

CPD Micelio 1.2 L 300 ± 51 4 0.3 mg/mL 23 60 

CPD Med de cultivo 1.2 L 640 ± 49 4 0.5 mg/mL 9 72 

Cereal  90 g 3600 ± 410 6 40.0 mg/g 32 55 

Arroz  300 g 3300 ± 480 5 11.0 mg/g 56 37 
 

En el caso de los endófitos Xylaria sp. Gse24 y Gse25, la proporción de los extractos hexánicos 

extractos obtenidos de los cultivos en cereal y arroz fue mayor (35-56% del extracto total), que 

en los cultivos en medio CPD (5-28% del extracto total); lo cual coincide con lo observado por 

VanderMolen et al. (50) en la estandarización de medios de cultivo de hongos con interés 

farmacológico. 
 

1.2 Comparación de perfiles cromatográficos 
 

La obtención y comparación de los perfiles cromatográficos de los extractos metanólicos 

provenientes de los diferentes medios de cultivo de los hongos Xylaria sp. Gse24 y Gse25, se 

llevó a cabo por CLAR-DAD. La superposición de los perfiles cromatográficos generados a 250 

nm se muestra en la Figura 2A. Por otra parte, con la finalidad de comparar de manera 

simultánea los perfiles cromatográficos se realizó un PCA, tomando como variables las áreas 

cromatográficas de 41 picos, detectados a una longitud de onda de 250 nm. En la Figura 2B, se 

observa el resultado de este análisis, representando el 50% de la varianza total de los datos. La 

distancia entre los puntos permitió estimar la diferencia en los perfiles cromatográficos y por lo 

tanto, en su composición química. En general, se observó mayor similitud entre los perfiles 

cromatográficos de los dos endófitos cultivados en el mismo medio, que entre extractos 

metanólicos del mismo endófito obtenidos a partir de medios de cultivo diferentes. Teniendo en 

cuenta estas similitudes, se podría estimar que los endófitos Xylaria sp. Gse24 y Gse25, 

corresponden a dos morfotipos de la misma especie. Sin embargo, esta afirmación requiere 

comprobación con estudios taxonómicos que permitan determinar la identidad inequívoca entre 

las especies. 
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Figura 2. A) Perfiles cromatográficos obtenidos por CLAR-DAD (250 nm), a partir de los extractos 
metanólicos de diferentes medios de cultivo de Xylaria sp. Gse24 ▄ y Gse25 ▄. B) Análisis de componentes 
principales, construido a partir de picos cromatográficos a 250 nm. 

 
 

1.3 Evaluación del potencial fitotóxico 
 

El potencial fitotóxico de los extractos obtenidos a partir de los cultivos de los endófitos Xylaria 

sp. Gse24 y Gse25 en diferentes medios de crecimiento, se realizó evaluando su efecto sobre 

sobre la germinación, el crecimiento de la raíz y la respiración de cuatro las semillas modelo 

(inciso 2), a la concentración de 200 μg/mL.  
 

En general, no se observó efecto inhibitorio significativo sobre la germinación de las semillas de 

prueba. El porcentaje de inhibición más alto se reportó para el extracto metanólico del micelio del 

cultivo en CPD correspondiente a Xylaria sp. Gse24, sobre la especie P. miliaceum (20%). De 

manera general, la inhibición en el crecimiento de la raíz fue el proceso fisiológico más afectado 

por los tratamientos a una concentración de 200 μg/mL. Como se puede observar en el Cuadro 

5, los efectos inhibitorios más altos fueron provocados en su mayoría por los extractos 

metanólicos (aproximadamente 40%). Dentro de ellos, el extracto metanólico obtenido a partir 

del cultivo del endófito Xylaria sp. Gse24 en medio arroz, presentó el mayor potencial fitotóxico 

inhibiendo significativamente la raíz de las semillas de P. miliaceum (62%), T. pratense (52%), 

A. hypochondriacus (46%) y M. sativa (38%), y en todos los casos con valores superiores a los 

alcanzados por el control positivo glifosato evaluado a la misma concentración (200 μg/mL). Los 

extractos metanólicos obtenidos del cultivo de Xylaria sp. Gse25 en medio arroz y del micelio en 

CPD de Xylaria sp. Gse24, también mostraron efectos fitotóxicos superiores al control positivo 

sobre el crecimiento de la raíz de T. pratense (60%) y P. miliaceum (55%), respectivamente. 
 

En general, los extractos obtenidos a partir de cultivos de Xylaria sp. Gse24 y Gse25 en cereal, 

presentaron porcentajes de inhibición bajos sobre el crecimiento de la raíz de las semillas 

evaluadas; de ellos solo fueron significativos y con valores superiores al 40% de inhibición, el 

efecto del extracto total y del extracto metanólico del endófito Xylaria sp. Gse24, sobre P. 

miliaceum (42% y 41% respectivamente) y el del extracto total de Xylaria sp. Gse25, sobre la 

misma semilla (43%). Por otra parte, el extracto hexánico (I) obtenido del micelio del cultivo en 

CPD de Gse24 mostró el porcentaje de inhibición más alto, afectando, principalmente, las 

semillas de A. hypochondriacus (74%). De la misma forma, el extracto hexánico (I) del cultivo en 

cereal y del medio CPD de Xylaria sp. Gse24 causaron valores significativos iguales o superiores 

al 40% de inhibición sobre la raíz de P. miliaceum (52%) y A. hypochondriacus (48%) y sobre las 

semillas de T. pratense (44%) y A. hypochondriacus (40%), respectivamente. 
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Cuadro 5. Efecto fitotóxico de los extractos orgánicos obtenidos a partir de los hongos endófitos Xylaria 
sp. Gse24 y Gse25, sobre el crecimiento de la raíz de semillas modelo. 

X
y
la

ri
a

 

s
p

. Medio Tratamiento 
Inhibición sobre el crecimiento de la raíz (%)  

M. sativa A. hypochondriacus P. miliaceum T. pratense 

Control 
Positivo 

Glifosato  24 ± 5.1* 38 ± 5.9* 42 ± 4.2* 29 ± 4.4* 

Hexazinona 26 ± 3.7* 25 ± 3.9* 42 ± 6.0* 28 ± 5.1* 

G
s
e
2
4

 

CPD 
Medio de 
cultivo 

E. total 14 ± 1.7* 23 ± 5.1* 21 ± 5.7* 50 ± 4.4* 

E. metanólico 15 ± 3.7* 27 ± 3.1* 36 ± 2.4* 34 ± 1.7* 

E. hexano (II) 22 ± 3.0* 40 ± 2.6* 36 ± 1.5* 44 ± 1.2* 

CPD 
Micelio 

E. total 44 ± 5.5* 17 ± 2.0* 24 ± 4.7* 15 ± 1.9* 

E. metanólico 39 ± 2.1* 35 ± 2.4* 55 ± 2.4* 48 ± 2.0* 

E. hexano (II) 0 ± 0.0 12 ± 3.8* 0 ± 0.0 3 ± 2.8 

E. hexano (I) 17 ± 3.0* 74 ± 0.7* 39 ± 2.2* 17 ± 3.0* 

Cereal 

E. total 31 ± 4.3* 22 ± 4.9* 42 ± 3.7* 30 ± 4.6* 

E. metanólico 29 ± 3.7* 17 ± 3.4* 41 ± 3.1* 33 ± 2.4* 

E. hexano (II) 3 ± 3.3 0 ± 0.0 4 ± 2.9 17 ± 3.1* 

E. hexano (I) 13 ± 2.8* 37 ± 3.1* 39 ± 2.7* 9 ± 4.7 

Arroz 

E. total 2 ± 0.9 19 ± 2.9* 50 ± 2.7* 29 ± 2.9* 

E. metanólico 38 ± 3.2* 46 ± 2.5* 62 ± 1.6* 52 ± 1.1* 

E. hexano (II) 19 ± 4.4* 16 ± 4.9* 8 ± 3.1* 19 ± 3.5* 

E. hexano (I) 23 ± 4.1* 48 ± 1.2* 52 ± 2.6* 28 ± 2.1* 

G
s
e
2
5

 

CPD 
Medio de 

cultivo 

E. total 3 ± 1.3 21 ± 1.7* 41 ± 5.3* 13 ± 3.7* 

E. metanólico 5 ± 3.0 9 ± 3.4* 37 ± 2.7* 24 ± 3.4* 

E. hexano (II) 0 ± 0.0 25 ± 2.7* 16 ± 2.4* 16 ± 2.2* 

CPD 
Micelio 

E. total 0 ± 0.0 23 ± 4.0* 51 ± 4.0* 29 ± 3.6* 

E. metanólico 12 ± 3.6* 21 ± 2.2* 35 ± 2.9* 43 ± 1.6* 

E. hexano (II) 0 ± 0.0 11 ± 2.1* 24 ± 2.9* 3 ± 2.8 

E. hexano (I) 4 ± 3.5 31 ± 2.9* 27 ± 2.3* 6 ± 2.8 

Cereal 

E. total 0 ± 0.0 12 ± 4.3* 43 ± 3.9* 14 ± 3.5* 

E. metanólico 5 ± 4.0 4 ± 2.6 15 ± 4.2* 26 ± 2.1* 

E. hexano (II) 8 ± 3.7 16 ± 3.8* 10 ± 3.0* 11 ± 3.6* 

E. hexano (I) 9 ± 4.3 32 ± 1.7* 30 ± 2.3* 7 ± 3.7 

Arroz 

E. total 0 ± 0.0 6 ± 3.5 49 ± 3.9* 15 ± 1.8* 

E. metanólico 34 ± 3.0* 34 ± 2.9* 41 ± 1.3* 60 ± 0.7* 

E. hexano (II) 6 ± 3.8 11 ± 1.9* 11 ± 4.1* 21 ± 2.1* 

E. hexano (I) 9 ± 4.8 4 ± 2.3 32 ± 2.4* 0 ± 0.0 
Resultados expresados como promedio ± desviación estándar (n=4). *Diferencia estadísticamente significativa 

respecto al control negativo, según Tukey HSD (p<0.05). Controles positivos: glifosato y hexazinona. Los extractos y 

los controles positivos fueron evaluados a 200 mg/L. E= Extracto. 
 

Con respecto al efecto de los extractos sobre la respiración de las plántulas, los mayores efectos 

fitotóxicos sobre el consumo de oxígeno fueron provocados por el extracto hexánico (I) del 

micelio en CPD de Xylaria sp. Gse24 sobre A. hypochondriacus (65%) y el del extracto 

metanólico del medio de cultivo en CPD de Xylaria sp. Gse25 sobre las semillas de P. miliaceum 

(58%), siendo este último valor superior al provocado por el control positivo el glifosato evaluado 

a la misma concentración (200 μg/mL) sobre las semillas de P. miliaceum (36%). 
 
 
 
 

1.4 Evaluación del potencial antifúngico y antioomiceto 
 

En el Cuadro 6 se resumen los resultados de la evaluación el potencial antifúngico y 

antioomiceto. En general, se observó que los extractos metanólicos causaron los mayores 

efectos inhibitorios sobre el crecimiento del micelio de hongos y oomicetos.  
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Cuadro 6. Efecto inhibitorio de los extractos orgánicos obtenidos a partir de los hongos endófitos Xylaria sp. Gse24 y Gse25, sobre el crecimiento del micelio de 
microorganismos fitopatógenos modelo. 

Xylaria sp. Medio Tratamiento 
Inhibición sobre el crecimiento del micelio (%) 

A. alternata F. oxysporum Pestalotiopsis sp. R. solani P. aphanidermatum P. capsici 

  
Controles Ridomil 46 ± 4.0* 8 ± 5.5 43 ± 4.5* 15 ± 6.5* 98 ± 0.5* 89 ± 4.2* 
positivos Carbendazim 61 ± 5.2* 96 ± 2.5* 97 ± 1.3* 98 ± 0.7* 52 ± 6.2* 40 ± 5.3* 

G
s
e
2
4

 

CPD Medio de cultivo 
E. metanol 22 ± 3.3* 19 ± 3.3* 51 ± 1.0* 52 ± 3.3* 56 ± 3.0* 55 ± 1.3* 

E. hexano (II) 93 ± 0.4* 33 ± 1.4*   -     -     -     -   

CPD Micelio 

E. metanol 25 ± 3.2* 19 ± 3.3* 64 ± 2.6* 49 ± 3.6* 74 ± 1.4* 60 ± 0.8* 

E. hexano (II) 21 ± 1.9* 13 ± 3.3* 32 ± 2.1* 27 ± 4.6* 54 ± 3.0* 22 ± 3.9* 

E. hexano (I) 20 ± 4.1* 22 ± 0.8* 29 ± 4.0* 45 ± 3.3* 32 ± 5.7* 9 ± 5 

Cereal 

E. metanol 51 ± 2.0* 11 ± 3.5* 39 ± 3.7* 27 ± 3.3* 20 ± 3.0* 24 ± 4.1* 

E. hexano (II) 12 ± 5.4 0 ± 0 18 ± 2.6* 51 ± 1.7* 8 ± 3.4 0 ± 0 

E. hexano (I) 0 ± 0 0 ± 0 24 ± 2.7* 41 ± 1.8* 47 ± 2.7* 0 ± 0 

Arroz 

E. metanol 27 ± 4.0* 15 ± 5.1* 41 ± 2.9* 0 ± 0 34 ± 5.3* 24 ± 5.0* 

E. hexano (II) 0 ± 0 4 ± 3.2 6 ± 3.6 0 ± 0 14 ± 1.0* 0 ± 0 

E. hexano (I) 18 ± 2.2* 21 ± 3.1* 32 ± 4.6* 40 ± 1.4* 42 ± 2.3* 6 ± 4.7 

G
s
e
2
5

 

CPD Medio de cultivo 
E. metanol 27 ± 3.2* 6 ± 4 65 ± 2.8* 35 ± 3.7* 52 ± 3.8* 65 ± 2.1* 

E. hexano (II) 10 ± 3.6*   -     -     -     -     -   

CPD Micelio 

E. metanol 21 ± 4.2* 12 ± 5.2 56 ± 1.5* 44 ± 1.2* 63 ± 2.2* 31 ± 3.5* 

E. hexano (II) 18 ± 4.1* 8 ± 4.1 34 ± 4.2* 75 ± 1.5* 17 ± 5.2* 0 ± 0 

E. hexano (I) 9 ± 3.7 10 ± 2.7* 23 ± 2.8* 40 ± 2.7* 51 ± 3.3* 31 ± 3.8* 

Cereal 

E. metanol 10 ± 3.1 16 ± 4.6* 47 ± 1.7* 18 ± 1.8* 45 ± 3.5* 41 ± 3.1* 

E. hexano (II) 0 ± 0 12 ± 4.6 25 ± 2.8* 39 ± 2.6* 22 ± 4.5* 0 ± 0 

E. hexano (I) 0 ± 0 0 ± 0 16 ± 4.0* 37 ± 1.7* 18 ± 5.7* 0 ± 0 

Arroz 

E. metanol 28 ± 2.1* 8 ± 4 41 ± 2.7* 26 ± 4.8* 45 ± 4.5* 40 ± 2.8 

E. hexano (II) 0 ± 0 9 ± 2.5 18 ± 4.3* 11 ± 4.5* 15 ± 2.5* 0 ± 0 

E. hexano (I) 0 ± 0 5 ± 2.8 12 ± 3.5* 13 ± 4.6* 25 ± 4.3* 0 ± 0 

Resultados expresados como promedio ± desviación estándar (n=4). * Diferencia estadísticamente significativa respecto al control negativo, según Tukey HSD 
(p<0.05). Controles positivos Ridomil y Carbendazim. Los extractos, y los controles positivos fueron evaluados a 250 mg/L. E= Extracto. 
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Los valores de inhibición más altos fueron producidos por los extractos provenientes tanto del 

medio de cultivo como del micelio obtenidos a partir de los cultivos en CPD, de los dos 

aislamientos de Xylaria sp. El extracto hexánico (II) del medio de cultivo en CPD de Gse24 

provocó el porcentaje de inhibición más alto sobre el crecimiento del micelio de A. alternata 

(93%), siendo superior al generado por el control positivo Carbendazim (61%), evaluado a la 

misma concentración (250 μg/mL). Asimismo, el extracto hexánico (II) del micelio de CPD de 

Gse25 causó el mayor porcentaje de inhibición sobre R. solani (75%). 
 

Con respecto a los extractos metanólicos, los mayores porcentajes de inhibición se obtuvieron 

del extracto proveniente del micelio en CPD, del endófito Xylaria sp. Gse24. Este presentó 

resultados significativos sobre el crecimiento de los hongos Pestalotiopsis sp. (64%) y R. solani 

(49%), y sobre los oomicetos P. aphanidermatum (74%) y P. capsici (60%). El extracto obtenido 

a partir del medio de cultivo en CPD también presentó valores significativos y superiores al 50% 

de inhibición sobre los mismos hongos y oomicetos con porcentajes de inhibición de 51, 52, 56 

y 55%, respectivamente. El tratamiento con el extracto metanólico del medio de cultivo en CPD 

del aislamiento Gse25, también generó resultados significativos y superiores al 50% de inhibición 

sobre el hongo Pestalotiopsis sp. (65%) y los oomicetos P. aphanidermatum (52%) y P. capsici. 

(65%), mientras que el del micelio fue activo sobre el hongo Pestalotiopsis sp. (56%) y el 

oomiceto P. aphanidermatum (63%). En general, a la concentración de prueba que fue de 250 

μg/mL, los extractos y fracciones obtenidos a partir de cultivos en cereal y arroz provocaron 

porcentajes de inhibición menores al 50%.  
 

1.5 Selección de las condiciones de cultivo 
 

La selección de condiciones de cultivo se llevó a cabo tomando en cuenta los rendimientos de 

extracción y la actividad biológica demostrada por los extractos y fracciones obtenidos a partir 

de los hongos Xylaria sp. Gse24 y Gse25 a través de un análisis de PCA. En la Figura 3, se 

muestran los resultados del análisis de PCA construido a partir de los resultados de inhibición 

sobre la longitud de raíz (Cuadro 4) y sobre el crecimiento de micelio (Cuadro 5). En la Figura 

3A, la proyección de variables del PCA, que explica un 66% de la varianza total de los datos, 

permitió ubicar los extractos en tres regiones del diagrama: 1) con mayor actividad antifúngica y 

antioomiceto (cuadrante superior-izquierdo), 2) con mayor actividad fitotóxica (cuadrante inferior-

izquierdo) y 3) sin actividad inhibitoria sobre los organismos evaluados (extremo derecho). En el 

diagrama de dispersión de casos de la Figura 3B, se pudo observar la tendencia de las muestras 

a agruparse de acuerdo a su naturaleza química: en extractos metanólicos (grupo azul) y 

extractos hexánicos (grupo verde). A partir de este diagrama se resumen los resultados de 

bioactividad concluyendo que, de manera general, los extractos metanólicos tienden a ser más 

activos que los extractos hexánicos. Al relacionar la bioactividad con los medios de cultivo 

empleados, se observó una tendencia mayor a la actividad antifúngica y antioomiceto con 

extractos obtenidos a partir de los cultivos en CPD, y que, además los tratamientos relacionados 

con extractos provenientes del cultivo en arroz exhibieron una actividad fitotóxica mayor. 
 

Finalmente, los diagramas PCA generados a partir de los perfiles cromatográficos (Figura 2) y 

de los resultados de actividad biológica (Figura 3), permitieron observar de manera gráfica que, 

el cambio del medio de cultivo representó un factor importante tanto en la variación del perfil 

químico como en la selectividad en la inhibición sobre diferentes organismos blanco (27,29,50). 
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Figura 3. Análisis de componentes principales teniendo en cuenta los resultados de la actividad biológica. 
A) proyección de variables. B) Diagrama de distribución de extractos y fracciones primarias. 
 

Con base en los resultados de bioactividad y con el fin de llevar a cabo el fraccionamiento químico 

enfocado en el aislamiento de los compuestos responsables de la actividad antifúngica, 

antioomiceto y fitotóxica demostrada a nivel de extractos, que conduzca al descubrimiento de 

metabolitos secundarios de interés para el desarrollo de agroquímicos alternativos, en el 

presente proyecto de investigación se decidió continuar el proceso de aislamiento con la mezcla 

de los extractos metanólicos obtenidos a partir de las diferentes condiciones de cultivo. Cabe 

mencionar que, en el caso de los cultivos en cereal, a pesar de mostrar la menor actividad 

biológica, estos extractos se incorporaron a las mezclas con el fin de enriquecerlas con aquellos 

metabolitos responsables del potencial bioactivo, debido a su alto rendimiento de extracción. 
 

1.6 Concentración inhibitoria media de los extractos 
 

La determinación de las concentraciones inhibitorias medias (CI50) de los extractos hexánico (II) 

y metanólico, se llevó a cabo evaluando el porcentaje de inhibición sobre el crecimiento de las 

semillas y microorganismos modelo, utilizando al menos cinco concentraciones en un rango entre 

200 y 1000 μg/mL. En los Cuadros 7 y 8 se resumen los valores de CI50, observando que tanto 

las semillas como los microorganismos evaluados fueron más sensibles al extracto metanólico 

que al hexánico (II). En todos los casos el extracto metanólico demostró efectos dependientes 

de la concentración en el intervalo de concentraciones de 100-700 μg/mL. 
 

En el Cuadro 7 se observa que las semillas más sensibles al extracto metanólico fueron las de 

T. pratense (CI50 480 μg/mL). Para esta especie el extracto provocó un efecto fitotóxico mayor 

que el provocado por el control positivo glifosato (CI50 650 μg/mL).  
 

Cuadro 7. Concentraciones inhibitorias medias de los extractos de los hongos endófitos Xylaria sp. Gse24 
y Gse25, sobre el crecimiento de la raíz de semillas modelo. 

Tratamiento 
Concentración inhibitoria media [μg/mL] 

A. hypochondriacus M. sativa T. pratense P. miliaceum 

Extracto hexánico (II) >1000 >1000 750 ± 34 >1000 

Extracto metanólico 690 ± 34 500 ± 25 480 ± 22 500 ± 37 

Glifosato 330 ± 18 610 ± 28 650 ± 30 450 ± 21 

 Resultados expresados como pendiente promedio ± error del modelo (95%, n=4).  
 

Por otra parte, en el Cuadro 8 se observa que el extracto metanólico mostró un efecto inhibitorio 

mayor sobre los oomicetos P. capsici (CI50 300 μg/mL) y P. aphanidermatum (CI50 310 μg/mL), 

seguido por el efecto sobre el hongo Pestalotiopsis sp. (CI50 440 μg/mL).  
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Cuadro 8. Concentraciones inhibitorias medias de los extractos de los hongos endófitos Xylaria sp. Gse24 
y Gse25, sobre el crecimiento del micelio de microorganismos fitopatógenos modelo 

Tratamiento 
Concentración inhibitoria media [μg/mL] 

A. alternata F. oxysporum Pestalotiopsis sp. R. solani P. aphanidermatum P. capsici 

Extractos hexánicos  >1000 >1000 >1000 589 ± 56 >1000 >1000 

Extractos metanólicos 500 ± 26 720 ± 42 440 ± 34 540 ± 18 310 ± 15 300 ± 19 

Carbendazim® <100 <100 <100 <100 - - 

Ridomil® - - - - <100 <100 

Resultados expresados como pendiente ± error del modelo (n=4). F= Fracción 
 

 

2. Fraccionamiento químico biodirigido  
 

Se obtuvieron 14 fracciones primarias (I-XIV) a partir de 30 g del extracto metanólico. El análisis 

de los perfiles químicos de fracciones secundarias por CLAR-DAD (200 y 400 nm), permitió 

evidenciar que poseían una alta complejidad metabólica, y en consecuencia se requería realizar 

fraccionamientos terciarios. Las fracciones IV-XII mostraron los mayores rendimientos (Cuadro 

1), por lo cual fueron elegidas para evaluar su efecto fitotóxico sobre la longitud de raíz de las 

semillas de prueba a una concentración de 200 μg/mL y su efecto inhibitorio sobre el crecimiento 

del micelio en los hongos fitopatógenos R. solani, Pestalotiopsis sp. y de los oomicetos P. 

aphanidermatum y P. capsici, a una concentración de prueba de 250 μg/mL. Los resultados se 

muestran en las Figuras 3 y 4.  
 

En la Figura 3, se observa que el efecto fitotóxico sobre las plantas modelo se concentró en las 

fracciones IV a VIII, y que la especie más sensible fue P. miliaceum (41 a 66% de inhibición). Las 

fracciones primarias V y VII, se seleccionaron para continuar con el aislamiento de compuestos 

bioactivos teniendo en cuenta la cantidad disponible para realizar su fraccionamiento secundario. 
 

La fracción V (3.28 g), tuvo su mayor efecto fitotóxico sobre las semillas de T. pratense (39%) y 

P. miliaceum (40%). La fracción VII (2.39 g), provocó un efecto inhibitorio significativo sobre todas 

las semillas de prueba (32%-52%). 

 
 

 
Figura 1. Efecto fitotóxico de las fracciones primarias, sobre el crecimiento de la raíz de semillas modelo, ▄ M. sativa, 
▄ A. hypochondriacus, ▄ P. miliaceum, ▄ T. pratense. Resultados expresados como promedio ± desviación estándar 
(n=4). *Diferencia estadísticamente significativa respecto al control negativo, según Tukey HSD (p<0.05). Muestras 
evaluadas a 200 mg/L. 
 

En la Figura 4 se observa el efecto de las fracciones primarias IV-XII sobre el crecimiento del 

micelio de cuatro microorganismos fitopatógenos blanco. En general, los oomicetos P. 

aphanidermatum y P. capsici fueron los microorganismos más sensibles a los tratamientos, 

inhibiendo su crecimiento en un intervalo de 40 a 83%. Además, se observó que para el hongo 
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R. solani, solo las fracciones IV a VI presentaron un efecto inhibitorio significativo (26-46%). La 

fracción V, generó un efecto inhibitorio significativo sobre todos los microorganismos evaluados 

(37%-68%). Por otra parte, la fracción VII presentó inhibición significativa sobre los oomicetos P. 

aphanidermatum (83%), y P. capsici (69%). 
 

 
Figura 2. Efecto antifúngico y antioomiceto de las fracciones primarias, sobre el crecimiento del micelio de 

microorganismos fitopatógenos ▄ R. solani, ▄ Pestalotiopsis sp., ▄ P. aphanidermatum, ▄ P. capsici. Resultados 
expresados como promedio ± desviación estándar (n=4). *Diferencia estadísticamente significativa respecto al control 
negativo, según Tukey HSD (p<0.05). Muestras evaluadas a 250 mg/L 
 

 

3. Identificación, aislamiento y caracterización de metabolitos secundarios  
 

El estudio químico biodirigido del extracto metanólico derivado del cultivo de los hongos endófitos 

Xylaria sp. Gse24 y Gse25 en distintos medios de crecimiento, permitió la identificación de cinco 

metabolitos secundarios: la 5-(3R)-carboximeleina (3.8 mg), los ácidos benzoico y 

fenilacético, la xilaricina (3.9 mg) y la estachilina-D (6.0 mg). 
 

3.1 Identificación de los ácidos benzoico y fenilacético 
 

Los ácidos benzoico (10.3 min, 12%) y fenilacético (11.9 min, 72%) se identificaron, mediante 

CG-EM, como los componentes mayoritarios en la fracción colectada entre 6.5 y 7.4 min de la 

fracción secundaria V9 (< 1 mg). El perfil cromatográfico se muestra en la Figura 5 y los 

porcentajes de área y la comparación entre los índices de retención lineal experimentales con 

los reportados en la literatura se muestran en el Cuadro 9. 

 
 

 
Figura 3. Perfil cromatográfico por CG-EM y composición química del pico colectado entre 6.5-7.5 min, 
obtenido a partir de la fracción secundaria V_9. 
 

En el espectro de masas por IE del ácido benzoico se observó el ion molecular a m/z  222 [M]●+, 

además de los picos de m/z 105 [M-OH]+,característico de los ácidos carboxílicos y de m/z 77 

[M-OH-CO]+ confirmando la existencia del anillo aromático, junto al ion de m/z 51. Este espectro 
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de masas, al igual que el índice de retención lineal del compuesto, coincidió con el reportado en 

la base de datos del NIST (51) y de Adams (52). 
 

Cuadro 9. Composición química por CG-EM del pico colectado entre 6.5-7.5 min, aislado a partir de la 
fracción secundaria V_9. 

Compuesto 
tR Índices de retención lineales 

Área (%) 
(min) Calculado Literatura 

Ácido benzoico 10.3 1161 1162 12.1 
Ácido fenilacético 11.9 1250 1252 71.9 
No identificado  21.9 1928 - 6.6 

 

 

El ácido benzoico es un compuesto aromático cuya biosíntesis se encuentra ligada a la 

degradación del ácido cinámico, generado en microorganismos y plantas a través de la ruta del 

ácido siquímico (53). Ha sido aislado previamente de algunos endófitos como Phomopsis 

liquadambari (54) y Cladosporium cladosporiodes (55). A la fecha no existen reportes de su 

aislamiento a partir de hongos del género Xylaria. Este metabolito cumple un papel importante 

en la relación endófito-hospedera al actuar como elicitor en la producción de algunos metabolitos 

secundarios de importancia farmacéutica como el taxol, y además, se encuentra involucrado en 

la defensa de las plantas contra hongos fitopatógenos (56). De igual manera, se ha relacionado 

su presencia en plantas con alteraciones en; la absorción de minerales, el contenido de clorofila, 

el proceso fotosintético y la distribución de carbohidratos (55). También, actúa sobre bacterias y 

hongos impidiendo la eliminación de especies reactivas de oxígeno, y ha sido detectado en altas 

concentraciones en las raíces de algunas plantas luego de procesos infecciosos (57). Además, 

se ha demostrado su efecto alelopático sobre la germinación de semillas de Betula platy, 

Pennisetum americanum y Arabidopsis thaliana (55). Actualmente, es usado como conservante 

de origen natural en algunos alimentos debido a su inhibición sobre el crecimiento de algunos 

hongos y bacterias (58).  
 

Por otra parte, en el espectro de masas por IE del ácido fenilacético, se observó el ion molecular 

de m/z 136 [M]●+. La pérdida del grupo carbonilo generó el ion pico base con la estabilidad 

característica para el ion tropilio de m/z 91 [M-45]+, posteriormente se observaron los iones 

diagnósticos característicos de la fragmentación de este ion en m/z 65 y 39. El patrón de 

fragmentación observado para el ácido fenilacético coincidió con el espectro de masas, IE, 

reportado en la base de datos del NIST (59) y de Adams (52). 
 

Este compuesto se produce a partir de la fenilalanina, a través de la ruta del ácido siquímico y 

es precursor de compuestos como el ácido indolacético y el ácido salicílico (53,60). Se produce 

ampliamente a partir de plantas vasculares y no vasculares, y tiene un rol importante en el 

desarrollo de la planta y en la elongación de raíces (61). Además, se encuentra asociado a la 

resistencia sistémica de las plantas (62). El ácido fenilacético también ha sido aislado a partir de 

los hongos F. oxysporum (63) y R. solani (60). En el estudio realizado por Kachlicki et al. (63), se 

demostró su efecto inhibitorio sobre el crecimiento en las raíces de Brassica napus y Pisium 

sativum. También, está comprobado su efecto inhibitorio sobre el crecimiento de algunas 

especies fúngicas como Aspergillus flavus, A. niger, Botrytis cinerea, Trichophyton 

mentagrophytes y T. rubrum (62). 

 
 

3.2 Aislamiento y caracterización de la 5-carboxi-(3R)-meleina 
 

La 5-carboxi-(3R)-meleina (10 mg) se caracterizó mediante el análisis de los espectros de RMN 

de 1H y 13C (700 y 175 MHz, CDCl3), y los experimentos COSY, HMBC, HSQC y NOESY. Los 

datos obtenidos coincidieron con los reportados en la literatura por Klaiklay et al. (64). En el 

Cuadro 10, se describen los desplazamientos químicos observados. 
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Las meleinas son compuestos derivados de la ruta del acetato mevalonato (53) y se encuentran 

ampliamente distribuidas en los hongos del género Xylaria. La 5-carboxi-(3R)-meleina ha sido 

aislada, previamente, a partir de diferentes hongos endófitos pertenecientes a este género, entre 

los que se encuentran: X. nigripes (65), X. cubensis (64), y Xylarias sp. obtenidas a partir de 

diferentes hospederas como Azadirachta indica (66), Vitis labrusca (67) y Bisboecklera 

microcephala (68). Dentro de su potencial biológico, se ha explorado la actividad antimicrobiana 

sobre los patógenos humanos Staphylococcus aureus, T. rubrum, y Candida albicans, sobre los 

cuales presentó concentraciones inhibitorias mínimas superiores a 128 μg/mL (68). En otro 

estudio realizado por Chinworrungsee et al. (69), evaluaron la actividad antimalárica sobre el 

parásito Plasmodium falciparum y observaron una actividad inhibitoria moderada. A la fecha, no 

existen reportes de su actividad fitotóxica y de su efecto sobre el crecimiento de microorganismos 

fitopatógenos, lo cual abre el panorama para estudiar su potencial como producto de interés 

agroquímico.  
 

 

3.3 Aislamiento y caracterización de la xilaricina 
 

La xilaricina (3.9 mg) se caracterizó a través del análisis de los espectros de RMN de 1H y 13C, 

(700 y 175 MHz, CDCl3), y los experimentos COSY, HMBC, HSQC y NOESY. Los datos 

obtenidos coincidieron con los reportados en la literatura por Rukachaisirikul et al (70), los 

desplazamientos químicos y la estructura propuesta para este compuesto se observan en el 

Cuadro 10. La estructura propuesta se confirmó por difracción de rayos X. 
 

La xilaricina se encuentra clasificada en el grupo de las citocalasinas derivadas de la leucina 

(71). Estos metabolitos secundarios se biosintetizan principalmente a través de la ruta del acetato 

mevalonato (72) y se encuentran ampliamente relacionados con los hongos de los géneros 

Penicillium, Aspergillus, Zygosporium, Phoma, Metarhizum, Chaetomium, Rosellinia, Ascochyta, 

Hypoxylon, y Phomopsis (71). Las citocalasinas son conocidas por poseer una gran variedad 

estructural y un amplio rango de actividades biológicas. Principalmente se ha demostrado su 

actividad citotóxica, anticancerígena, antibiótica, antifúngica, antiparasitaria, antiviral, entre otras 

(71). Diversos estudios han demostrado que estas moléculas también exhiben propiedades 

fitotóxicas (73–75), por lo cual son consideradas candidatos potenciales para el control de 

malezas (71). 
 

Es importante destacar que, en la literatura solo se reporta un trabajo previo a la presente 

investigación, realizado por Rukachaisirikul et al en 2009 (70), en el cual se aisló y caracterizó a 

la xilaricina a partir del cultivo del hongo de origen marino Xylaria sp. PSUF100, obtenido de un 

coral del género Anella. Además, se evaluó su actividad sobre S. aureus, obteniendo una 

concentración inhibitoria mínima de 200 μg/mL.  
 

3.4 Aislamiento y caracterización de la estachilina-D 
 

La caracterización de la estachilina-D (6.0 mg) se realizó a partir del análisis de los espectros 

de RMN de 1H y 13C (700 y 175 MHz, CDCl3), los datos obtenidos se describen en el cuadro 10. 

La masa molecular del compuesto (238 uma), se determinó a partir del análisis del espectro de 

masas obtenido a través de DART en modo positivo, en el cual se observó el ion en m/z 221, 

correspondiente al ión protonado del producto de deshidratación. Los datos espectrométricos y 

espectroscópicos adquiridos para este compuesto coincidieron con los reportados previamente 

en la literatura (76). Cabe destacar que, este informe corresponde al segundo reporte del 

aislamiento de la  estachilina-D y al primero de aislamiento a partir de un hongo perteneciente al 

género Xylaria. Este derivado del ácido fenilacético y fue aislado por primera vez en 2011 por 

Almeida et al. (76) a partir del hongo Stachylidium sp. obtenido de una esponja marina. A la fecha 

no se ha reportado ninguna actividad biológica asociada a este compuesto. 
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Cuadro 10. Desplazamientos químicos observados por RMN (1H, 13C, 700 y 175 MHz, CDCl3) para los 
compuestos aislados a partir de la mezcla de extractos metanólicos obtenidos diferentes medios de cultivo 
de los hongos endófitos Xylaria sp. 24 y 25. 

 

5-Carboxi-(R)-meleina 
 

1H RMN (700 MHz, CDCl3): δ 1.58 (3H, d, J = 6.3 Hz, H-9), 3.07 
(1H, dd, J = 17.9, 11.8 Hz, H-4a), 3.93, (1H, dd, J = 17.8, 3.2 Hz, 
H4b), 4.69 (1H, m, H-3), 6.98 (1H, d, J = 8.9 Hz, H-7), 8.23 (1H, d, 
J = 9 Hz, H-6), 11.94 (1H, s, OH-8) (64). 

 
13C RMN (175 MHz, CDCl3): δ 20.8 (C-9), 32.7 (C-4), 75.5 (C-3), 
109.1 (C-8*), 116.5 (C-7), 117.3 (C-5), 139.2 (C-6), 144.5 (C-4*), 
166.2 (C-8), 169.2 (C-10), 170.0 (C-1) (64). 
 

 

 
Xilaricina 
 

1H RMN (700 MHz, CDCl3): δ 0.92 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-22), 0.93 
(3H, d, J = 6.7 Hz, H-21), 1.04 (1H, m, H-6a), 1.19 (1H, m, H-7a), 
1.19 (2H, m, H-19), 1.28 (3H, d, J = 7.2 Hz, H-23), 1.36 (1H, m, H-
5a), 1.59 (1H, m, H-20), 1.66 (1H, m, H-6b), 1.71 (1H, m, H-5b), 
1.76 (1H, m, H-14), 2.05 (1H, m, H-7b), 2.07 (1H, dd, J = 18.6, 4.8 
Hz, H-3a), 2.15 (1H, dd, J = 10.2, 5.9 Hz, H-11), 2.61 (1H, dd, J = 
6.0, 3.0 Hz, H-15), 2.86 (1H, t, J = 5.1 Hz, H-13), 3.09 (1H, t, J = 
5.1 Hz, H-12), 3.47 (1H, td, J = 9.3, 4.4 Hz, H-16), 4.00 (1H, dd, J 
= 18.6, 7.4 Hz, 3b) 4.07 (1H, dt, J = 10.2, 4.9 Hz, H-8), 4.18 (1H, 
m, H-4), 5.31 (1H, dd, J = 15.4, 10.2 Hz, H-9), 6.5 (1H, dd, J = 15.4, 
10.2 Hz, H-10), 6.71 (1H, s, NH-17) (70).  
 
13C RMN (175 MHz, CDCl3): δ 15.53 (C-23), 16.36 (C-6), 21.61 (C-
21), 23.58 (C-22), 25.18 (C-20), 34.01 (C-14), 34.15 (C-7), 34.33 
(C-5), 44.7 (C-3), 48.84 (C-19), 49.68 (C-15), 49.85 (C-11) 50.58 
(C-16), 54.1 (C12), 54.6 (C13), 64.88 (C-1), 66.75 (C-4), 75.76 (C-
8), 129.29 (C-10), 136.95 (C-9), 174.52 (C-18), 210.54 (C-2) (70).  
 

 

 
Estachilina-D 
 

1H RMN (700 MHz, CDCl3): δ 0.98 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-12), 1.03 
(3H, d, J = 6.8 Hz, H-11), 1.87 (1H, m, H-10), 3.58 (2H, s, H-2), 3.72 
(1H, ddd, J = 7.7, 6.2, 2.9, H-9), 3.88 (1H, dd, J = 9.3, 7.7 Hz, H-
8a), 4.02 (1H, dd, J = 9.3, 2.9 Hz, H-8b), 6.87 (2H, d, J = 8.1 Hz, H-
4), 7.19 (2H, d, J = 8.1 Hz, H-5) (76).  
 

13C RMN (175 MHz, CDCl3): δ 18.4 (C-12), 19.1 (C-11), 31.2 (C-
10), 40.4 (C-2), 70.91 (C-8), 75.2 (C-9), 115.1 (C-4), 126.4 (C-3), 
130.8 (C-5), 158.3 (C-6), 176.9 (C1) (76).  
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VI. CONCLUSIONES 
 

 

Los rendimientos de extracción de los metabolitos secundarios biosintetizados por los hongos 

endófitos Xylaria sp. Gse24 y Gse25 cultivados en diferentes medios, fueron significativamente 

mayores en los medios sólidos respecto al medio líquido. Los cultivos en cereal de avena tuvieron 

un rendimiento aproximado de 40 mg/g de medio y los de arroz 10 mg/g de medio.  
 

Los extractos obtenidos a partir de los cultivos en medios sólidos de los endófitos Xylaria sp. 

Gse24 y Gse25, tuvieron una mayor proporción de metabolitos secundarios de naturaleza poco 

polar (35-56%) frente a los extractos obtenidos a partir de medios líquidos (5-28%). 
 

El análisis PCA realizado a partir de los perfiles químicos de los extractos metanólicos de los 

diferentes medios de cultivos, permitió establecer que el cambio en el perfil cromatográfico (a 

210 nm) fue mayor al variar el medio de cultivo de los hongos endófitos que al cambiar la cepa 

cultivada, lo cual permitió proponer a los endófitos Xylaria sp. Gse24 y Gse25 como dos posibles 

morfotipos. 
 

En la evaluación del potencial fitotóxico de los extractos se observó que el proceso fisiológico 

más inhibido fue el crecimiento de la raíz, seguido de la respiración de las plántulas. Además, no 

se observó un efecto significativo sobre la germinación de las mismas.  
 

Los valores de CI50 permitieron determinar que la maleza más sensible a los extractos 

metanólicos fue Trifolium pratense (479 µg/mL), además, de los fitopatógenos P. 

aphanidermatum (310 µg/mL) y P: capsici (300 µg/mL). 
 

De manera general se observó, que los extractos de naturaleza polar obtenidos a partir de los 

diferentes medios de cultivo poseen un efecto inhibitorio mayor que los extractos hexánicos, 

sobre el crecimiento de los organismos blanco. En el análisis PCA construido a partir de los 

resultados de bioactividad se logró representar dicha tendencia de manera gráfica, además, se 

observó que los cultivos en medio de arroz favorecieron la producción de metabolitos 

secundarios con efecto inhibitorio sobre malezas, mientras que los cultivos en medio CPD 

favorecieron la producción de metabolitos con efecto inhibitorio sobre hongos y oomicetos.  
 

El fraccionamiento químico biodirigido del extracto metanólico, permitió el aislamiento de tres 

metabolitos secundarios conocidos: la xilaricina (3.9 mg), la estachilina-D (6.0 mg) y la 5-

carboxi-(3R)-meleina (10.0 mg), cuyas estructuras químicas fueron determinadas a partir sus 

propiedades espectroscópicas y espectrométricas. Además, se identificaron los metabolitos 

ácido fenilacético y ácido benzoico por CG-EM. 
 

Finalmente, en este trabajo se describe por primera vez el aislamiento y la caracterización de los 

compuestos estachilina-D y xilaricina, a partir de hongos endófitos de origen terrestre. Además, 

consiste en el primer trabajo en el cual se obtuvo la estachilina-D a partir de un hongo 

perteneciente al género Xylaria. 
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VII. PERSPECTIVAS 
 

 Determinar la identidad taxonómica de los hongos endófitos Xylaria sp. Gse24 y Gse25 

mediante métodos moleculares, con el fin de establecer si pertenecen a la misma especie. 

 

 Establecer la actividad fitotóxica, antifúngica y antioomiceto de la fracción volátil producida 

por los hongos endófitos Xylaria sp. Gse24 y Gse25 debido a la presencia de los ácidos 

benzoico y fenilacético. 

 

 Optimizar el proceso de cultivo de los hongos endófitos Gse24 y Gse25, en los medios CPD 

y arroz, con el fin de incrementar la actividad biológica sobre plagas a nivel de extracto. 

 

 Evaluar el efecto fitotóxico, antifúngico y antioomiceto de los metabolitos secundarios 

aislados e identificados a partir de los extractos obtenidos de los diferentes cultivos de los 

hongos endófitos Xylaria sp. Gse24 y Gse25, con el fin de determinar su potencial en el 

control de malezas, hongos y oomicetos con impacto negativo en la industria agrícola. 

 

 Continuar el proceso de aislamiento, purificación y caracterización de metabolitos 

secundarios a partir de las demás fracciones secundarias que tuvieron actividad inhibitoria 

significativa sobre los organismos de prueba, con la finalidad de ampliar la caracterización 

química de los metabolitos secundarios producidos por los hongos endófitos Xylaria sp. 

Gse24 y Gse25. 

 

 Determinar mediante cromatografía líquida de alta resolución la concentración de los 

metabolitos secundarios aislados en las diferentes fracciones metanólicas, con el fin de 

establecer aquellas condiciones de cultivo que favorecen su biosíntesis.  
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