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RESUMEN EJECUTIVO

La presente investigacion evaluo la capacidad de crecimiento y el potencial bioactivo de
hongos aislados de suelos del paramo mediante su adaptacion a medios de cultivo liquidos y
la obtencion de extractos extracelulares para andlisis antimicrobiano, se trabajo con ocho
cepas pertenecientes a géneros como Aspergillus, Microsporum, Penicillium, Rhizopus y
Mucor, las cuales fueron cultivadas durante veintitin dias en Caldo Papa Dextrosa y Extracto
de Malta para determinar su rendimiento de biomasa y su patron de esporulacion. Los
resultados demostraron que el medio Caldo Papa Dextrosa gener6 el mayor rendimiento de
biomasa seca, destacandose las cepas MP3 y PP3 con valores de 1.81 mg/mL y 1.28 mg/mL
respectivamente, mientras que la esporulacion no se comportdé como un indicador confiable
de adaptabilidad debido a patrones discordantes entre la produccion de conidios y el
crecimiento vegetativo, posteriormente se obtuvieron extractos extracelulares por filtracion
y concentracion, los cuales fueron evaluados frente a Staphylococcus aureus ATCC 1026
mediante difusion en agar, sin observarse formacion de halos inhibitorios en concentraciones
de 50 mg/mL y 100 mg/mL. Los hallazgos sugieren que bajo las condiciones experimentales
los metabolitos extracelulares no presentan actividad antibacteriana y que la capacidad de
crecimiento fingico no implica necesariamente la sintesis de compuestos bioactivos. Esta
investigacion aporta datos relevantes sobre el desempefio fisiologico de hongos nativos del
paramo en cultivos liquidos y sienta bases para la busqueda futura de metabolitos
intracelulares, fracciones apolares y estrategias de elicitacion orientadas al descubrimiento

de nuevos compuestos de interés biotecnoldgico.

Palabras Clave: Biomasa, hongos, paramo, esporulacion, antibacteriana, medio liquido.



ABSTRACT

This study evaluated the growth capacity and bioactive potential of fungi isolated from
paramo soils by assessing their adaptation to liquid culture media and obtaining extracellular
extracts for antimicrobial analysis. Eight fungal strains belonging to the genera Aspergillus,
Microsporum, Penicillium, Rhizopus, and Mucor were cultivated for twenty-one days in
Potato Dextrose Broth and Malt Extract to determine their biomass yield and sporulation
patterns. The results showed that Potato Dextrose Broth produced the highest dry biomass
yields, with strains MP3 and PP3 reaching 1.81 mg/mL and 1.28 mg/mL, respectively, while
sporulation did not function as a reliable indicator of adaptability due to inconsistent patterns
between conidia production and vegetative growth. Extracellular extracts were subsequently
obtained through filtration and concentration and evaluated against Staphylococcus aureus
ATCC 1026 using agar diffusion, with no inhibitory halos detected at concentrations of 50
mg/mL and 100 mg/mL. The findings suggest that under experimental conditions,
extracellular metabolites do not exhibit antibacterial activity and that fungal growth capacity
does not necessarily imply the synthesis of bioactive compounds. This research provides
relevant data on the physiological performance of native paramo fungi in liquid cultures and
lays the groundwork for future research into intracellular metabolites, nonpolar fractions, and

elicitation strategies aimed at discovering new compounds of biotechnological interest.

Keywords: Biomass, fungi, paramo, sporulation, antibacterial, liquid medium.
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ANOVA: Anilisis de Varianza.
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CAPITULO I
1. INTRODUCCION

1.1. Planteamiento del Problema

Los hongos aislados de suelos del paramo podrian albergar compuestos con propiedades
antimicrobianas, convirtiéndose en una valiosa alternativa natural para el desarrollo de

nuevos agentes bioactivos (Ocampo, 2011).

Los paramos andinos, ubicados a altitudes superiores a los 3,000 metros sobre el nivel del
mar (msnm), constituyen ecosistemas singulares caracterizados por condiciones climaticas
extremas, como bajas temperaturas, elevada radiacion ultravioleta y suelos 4cidos con escasa
disponibilidad de nutrientes (Balla, 2024). Estas condiciones han favorecido el desarrollo de
una biodiversidad unica, con adaptaciones morfoldgicas y fisiologicas especiales en los
organismos que habitan estos entornos. Sin embargo, la diversidad microbiana, en particular
la diversidad fiingica, ha sido escasamente estudiada debido a la limitada accesibilidad a estas
zonas y a la dificultad de cultivo de estos microorganismos por la sensibilidad ante
microorganismos oportunistas y la complejidad de replicar su sustrato natural (Gaitan, 2018;
Vilema, 2021). Un estudio realizado en la Reserva Natural de Quimsacocha, ubicada entre
3040 y 3960 msnm en el oeste de los Andes, en Ecuador, identific6 370 variantes de
secuencias de amplicones fungicas aisladas del muestras del suelo mediante Metabarcoding,
con predominancia de los filos Ascomycota, Mortierellomycota y Basidiomycota, lo cual
evidencia una notable diversidad fingica en los suelos de paramo (Delgado-Fernandez et al.,

2024).

Los hongos se han destacado como fuente crucial de antimicrobianos, siendo su mayor
contribucion la Penicilina descubierta por Fleming en el afio 1928, sin embargo, a pesar de
su importancia historica en el desarrollo de farmacos antimicrobianos, la investigacion sobre
nuevas moléculas provenientes de hongos ha disminuido significativamente en las tltimas
décadas (Alharbi et al., 2014). Actualmente, la mayoria de los antibidticos disponibles en el
mercado son modificaciones estructurales de compuestos preexistentes, como es el caso de
la meticilina, siendo un antibidtico semisintético modificado a partir de la penicilina natural
y destacado por su resistencia a la penicilinasa producida por Staphylococus Aureus (Correia

et al., 2023). Este enfoque ha sido adoptado por la industria farmacéutica debido a que



modificar antibidticos ya conocidos es mas asequible econémicamente y menos riesgoso a
nivel técnico que invertir en la busqueda y desarrollo de nuevas moléculas con actividad
antimicrobiana (Sanchez de Rivas, 20006).

Los hongos constituyen una fuente relevante de metabolitos secundarios con potencial
actividad antimicrobiana, especialmente aquellos que se desarrollan en ambientes extremos
como el paramo andino, en donde las condiciones ecoldgicas favorecen la produccion de
compuestos bioactivos Unicos (Gaitan, 2018). Hongos endodfitos aislados de frailejon
(Espeletia argéntea), presentan una actividad antimicrobiana significativa frente a
fitopatégenos como Fusarium keratoplasticum 'y Phytophthora infestans (Vergara, 2024).
En este sentido, la exploracion de hongos provenientes de nichos poco estudiados se perfila
como una estrategia prometedora para la identificacion de nuevos compuestos
antimicrobianos, ampliando el conocimiento sobre su diversidad metabolica y su potencial

aplicacion biotecnologica (Fajardo et al., 2013; Robinson et al., 2023).

1.2.  Justificacion

Los hongos, particularmente aquellos adaptados a condiciones extremas como las del paramo
andino, han emergido como una fuente potencialmente rica y aun subexplotada de
metabolitos secundarios con propiedades antimicrobianas frente a una amplia variedad de
patdgenos, incluidos microorganismos resistentes a multiples farmacos, lo que los posiciona
como candidatos prometedores para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos (Arias &
Pifieros, 2008; Ttacca et al., 2024). La singularidad de los ecosistemas del paramo, favorece
la produccién de compuestos bioactivos Unicos, lo que incrementa el interés cientifico en la
exploracion de su diversidad fingica y de su potencial biotecnologico (Gomez, 2011).

Ademas, los metabolitos derivados de hongos presentan ventajas potenciales, como una
mayor especificidad de accion, una menor probabilidad de inducir resistencia y una mayor
eficacia frente a bacterias patdogenas, lo que resalta su relevancia en el contexto actual de la

investigacion antimicrobiana (Correia et al., 2023).

Por el antecedente descrito, es necesario realizar investigaciones orientadas a la
identificacion, aislamiento y caracterizaciéon de hongos asociados a ecosistemas de paramo
andino, con el fin de evaluar su potencial como fuente de nuevos metabolitos

antimicrobianos.



1.3.  Objetivos
1.3.1. General
e Evaluar la actividad antimicrobiana de extractos de hongos aislados de suelos del
paramo.
1.3.2. Especificos
e Establecer medios de cultivo liquidos para el crecimiento de hongos.
e [Estimar la actividad antibacteriana de los extractos de hongos.
1.4. Pregunta de investigacion

- (Los extractos de hongos aislados del paramo tienen potencial antimicrobiano?
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2. MARCO TEORICO

La evaluacion de compuestos antimicrobianos derivados de hongos constituye una
alternativa prometedora frente a patdgenos clinicos, especialmente al considerar especies

fingicas aisladas de ecosistemas unicos como el paramo andino (Bernal Lozano, 2021).
2.1. Ecosistemas de paramo

Los ecosistemas de alta humedad, como el paramo andino, se desarrollan entre los 3200 y
4700 metros sobre el nivel del mar y se caracterizan por condiciones climaticas rigurosas,
con temperaturas bajas, elevada radiacion ultravioleta, alta pluviosidad y suelos
permanentemente saturados, estos Ultimos formados a partir de ceniza volcanica, con alta

capacidad de retencion de agua (Buytaert et al., 2006).

Estas propiedades fisicas y quimicas, junto con el estrés ambiental propio del ecosistema,
promueven una microbiota edafica altamente especializada. Estudios recientes indican que
los Andisoles del pdramo actlian como reservorios potenciales de microorganismos con
caracteristicas metabolicas unicas, incluyendo hongos con capacidad de producir compuestos
bioactivos de interés biotecnologico (Nasamuez, 2024). La adaptacion de estos
microorganismos a condiciones extremas sugiere un alto potencial para la exploraciéon de
nuevas moléculas con aplicaciones antimicrobianas, antioxidantes y en otras areas de la

bioprospeccion.
2.1.1. Caracteristicas ecologicas y climdticas del paramo andino

Se caracteriza por condiciones climaticas extremas y formas de vida notables. En estos
ecosistemas, el clima es frio y himedo, con temperaturas anuales promedio de entre 2-10
grados Celsius, precipitaciones que superan los 2000 mm por afio, neblina y lloviznas. La
alta humedad relativa, junto con estos factores, contribuye a la formacién de suelos jovenes,
acidos y ricos en materia organica como los Andisoles, que tienen la capacidad de retener
agua (Suqui et al., 2021). Este conjunto de factores da lugar a un entorno dptimo para una

diversa vida microbiana, incluyendo hongos extremos y adaptadores bacterianos que



prosperan en duras condiciones montafiosas, lo que los convierte en un fuerte candidato de

compuestos bioactivos de interés biotecnologico.
2.2. Diversidad fungica en el paAramo

El hallazgo mas reciente sobre la diversidad fingica presente en los ecosistemas de paramo,
considerados tnicos a nivel mundial por su altitud, variabilidad térmica y suelos ricos en
materia organica, ha puesto a Colombia en la mira. En los paramos de Santa Inés y Frontino-
Urrao, en el departamento de Antioquia, investigadores identificaron en la rizosfera de
Espeletia sp. la presencia de hongos filamentosos, levaduras y bacterias del género Nocardia,
organismos capaces de disolver fosfatos y degradar celulosa, lo que a su vez influye en la
dindmica y circulacion de nutrientes en el suelo (Ferndndez & Roman, 2022). Los hongos
desempefian un rol fundamental en los ciclos biogeoquimicos, al participar activamente en
la descomposicion de materia organica y en la transformaciéon de compuestos esenciales

como azufrados, nitrogenados y fosforados.

Estas actividades metabolicas influyen directamente en la disponibilidad de nutrientes, la
estructura del suelo y su fertilidad, factores clave para el desarrollo de la vegetacion y el
rendimiento de los cultivos. Ademas, la radiacion solar actia como un modulador ambiental
importante en estos procesos, al incidir sobre la dindmica microbiana y la actividad

enzimatica del suelo.

Por otro lado, la microbiota presente en ecosistemas de alta montafia, como el paramo andino,
presenta una notable diversidad funcional y metabdlica, con especies que producen
metabolitos secundarios de interés farmacoldgico, particularmente por su actividad
antimicrobiana. En este contexto, la investigacion de cepas fungicas nativas no solo
contribuye a la comprension ecoldgica y conservacion de estos ecosistemas fragiles, sino que
también representa una oportunidad para el desarrollo de aplicaciones biotecnoldgicas
innovadoras en areas como la medicina, la agricultura y la industria ambiental (Fernandez &

Roman, 2022).

En ecuador, en el paramo Cayambe — Coca, Farinango & Lopez (2022) bajo el proyecto de
investigacion BIOGEEC realizaron el muestreo de suelo pristino, en donde aislaron especies

bacterianas y fungicas. Estos muestreos arrojaron una diversidad de 8 cepas fungicas nativas



correspondientes a 5 géneros distintos, comprendidos por Aspergillus, Microsporum,
Penicillium, Mucor y Rhizopus. Posteriormente se identifico6 molecularmente dos de las
cepas aisladas con anterioridad, la cepa MQ1 como Mucor hiemalis y PP2 como Penicillium

griseofulvum.
2.2.1. Clasificacion y caracteristicas generales de hongos aislados del paramo

Los hongos aislados de los suelos de la region del paramo se localizan principalmente en los
filos Ascomycota y Basidiomycota con géneros como Penicillium, Fusarium, Trichoderma,
Cladosporium y Aspergillus que son conocidos junto con su papel en la descomposicion de
materia orgédnica y la biosintesis de metabolitos secundarios (Alban, 2024). Estos hongos
poseen estructuras filamentosas (hifas) y son capaces de reproduccion tanto sexual como
asexual a través de esporas capaces de soportar bajas temperaturas, radiacion ultravioleta

extrema y suelos acidos.

Su formacion de asociaciones simbidticas como micorrizas también les permite sobrevivir
en condiciones de nutrientes adversas y realizar funciones ecoldgicas esenciales como el
ciclo de nutrientes y el crecimiento de plantas, esta identificacion taxondémica de hongos se
ha visto mejorada por técnicas moleculares como la secuenciacion de ADN ribosomico, que
ayuda en la identificacion de nuevas especies con potencial biotecnoldgico (Redrado et al.,

2023).
2.2.2. Adaptaciones de los hongos a condiciones extremas del paramo

Los organismos fungicos de los ecosistemas de paramo presentan caracteristicas
morfoldgicas, fisiologicas y bioquimicas que les permiten adaptarse a condiciones
ambientales extremas, tales como temperatura baja, suelos acidos, alta radiacion UV y escasa
concentracion de nutrientes. Algunas de estas adaptaciones se incluyen en la formacion de
las esporas pigmentadas resistentes a desecamiento y radiacion que pueden crecer a
temperaturas cercanas a 0 °C o por debajo de ella, por lo que muchas de estas especies se

consideran psicrofilas o psicrotolerantes (Zafra & Rangel, 2022).

Ademéds, algunos hongos de Chusquea subtesssellata han mostrado cambios en su
metabolismo secundario por lesiones térmicas, evidenciando su capacidad de respuesta

adaptativa al estrés ambiental (Alfaro, 2023). La formacion de asociaciones simbioticas
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como liquenes o micorrizas también constituye una estrategia clave de adaptacion que tolera
suelos altamente alterados y acidos, pues facilitan el acceso a los nutrientes (Gonzalez, 2024),
estas adaptaciones hacen que estos hongos sean poco comunes, incrementando asi la

diversidad genética con potencial biotecnoldgico.

2.2.3. Potencial biotecnologico de los hongos: produccion de metabolitos

secundarios

Los hongos aislados de ecosistemas de paramo son capaces de producir metabolitos
secundarios con alto valor biotecnologico, como antibidticos, enzimas y compuestos
antifungicos (Coérdova, 2022). Géneros como Penicillium y Aspergillus, asi como
Trichoderma, han demostrado producir sustancias biologicas activas como alcaloides y
terpenoides, que tienen aplicaciones medicinales y agricolas (Arapa, 2023). Se sabe que estas
moléculas, que se sintetizan en respuesta a factores ambientales adversos, también han
demostrado actividad contra bacterias patdgenas como Staphylococcus aureus y Escherichia
coli, reforzando asi la hipétesis de su valor como agentes antimicrobianos de reserva natural

(Arapa, 2023).
2.3.  Metabolitos secundarios producidos por hongos

La capacidad de los hongos para producir una amplia gama de metabolitos secundarios con
aplicacion en medicina, agricultura e industria es bien conocida, estos compuestos incluyen
alcaloides, terpenoides, poliquetidas y compuestos fenolicos, que desempeian funciones
criticas en la defensa del organismo fingico e interactuando con su entorno. Ademas, se han
descubierto algunos hongos como fuentes de compuestos bioactivos con potencial
fitofarmacéutico que incluyen alcaloides y terpenoides antimicrobianos y anticancerigenos.
Las diversas propiedades estructurales y funcionales de estos metabolitos secundarios
destacan el gran potencial de los hongos como recursos invaluables para el desarrollo de

nuevos productos biotecnologicos (Kanazawa, 2024).
2.3.1. Metabolitos con propiedades antimicrobianas

Los hongos son capaces de producir una amplia gama de metabolitos secundarios con
actividades biologicas, como los antibidticos penicilina, griseofulvina y la gliotoxina, todos

ellos con actividad antibacteriana y antifungica (Rodriguez, 2021). El hongo, que se
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considera esporofico, elabora estos metabolitos en la fase estacionaria de crecimiento o
idiofase que, por razones de tipo ambiental y lo que el sustrato con el que se fecunda es
escaso, varia. Al igual que otros organismos, los hongos, que se desarrollan en simbiosis con
las plantas, son famosos por elaborar diversos compuestos de naturaleza bioactiva que poseen
propiedades farmacogndsicas lo que subraya la importancia en el desarrollo de nuevos

agentes antimicrobianos (Delgado & Gutiérrez, 2022).
2.3.2. Factores que influyen en la produccion de metabolitos antimicrobianos

Diversos factores fisicoquimicos y de nutricion afectan crucialmente a la produccion de
metabolitos antimicrobianos por hongos (Gutiérrez et al., 2000) tales como: la fuente de
carbono y nitrogeno y su concentracion, el pH, temperatura, aireacion y tiempo de
incubacion. Ademas, gran parte de estos compuestos se elaboran durante la idiofase del
crecimiento microbiano captando en el cual el metabolismo secundario se activa como un

mecanismo de defensa por competencia ecoldgica (Jiménez et al., 2023).
2.4.  Cultivos de hongos

2.4.1. Medios de cultivos

Los medios de cultivo desempefian un papel fundamental en el crecimiento, metabolismo y
diferenciacion reproductiva de los hongos filamentosos, ya que su composicion quimica
determina la disponibilidad de fuentes de carbono, nitrogeno, vitaminas y minerales
esenciales. Medios como Caldo Papa Dextrosa — Potato Dextrose Broth (PDB) y Extracto de
Malta — Malt Extract (EM) son ampliamente utilizados en cultivos de hongos debido a su
capacidad para sostener el desarrollo micelial (ATCC, 2023). Mientras que PDB se
caracteriza por su alto contenido de carbohidratos simples facilmente asimilables, EM aporta
una mezcla mas compleja de azucares, péptidos y compuestos nitrogenados, lo que puede

generar respuestas metabdlicas diferenciadas entre cepas y especies (Pitt & Hocking, 2022).



Tabla 1.

Composicion quimica de los medios de cultivo PDB (Caldo Papa Dextrosa) y EM (Extracto de Malta)

Caracteristica

PDB (Caldo Papa

Dextrosa)

EM (Extracto de
Malta)

Fuente principal de

carbono

Concentracion total de

carbono

Fuente de nitrégeno

Concentracion de

nitrogeno

Vitaminas

Minerales

Glucosa (dextrosa)

~20 g/L (glucosa) +

solidos solubles de papa

Trazas de compuestos
nitrogenados provenientes
del extracto de papa

Muy baja (no definida, en
trazas)

Trazas (principalmente
vitaminas hidrosolubles)
K, P, Mg en bajas

concentraciones

Maltosa, dextrinas y
polisacaridos

~14-18 g/L
(carbohidratos totales del
extracto)

Proteinas, péptidos y
aminoacidos del extracto
de malta

~1-2 g/L (nitrégeno
organico total)
Vitaminas del complejo
B

K, Mg, P y otros

oligoelementos

Nota: Informacion recopilada de las siguientes fuentes (ATCC, 2023; Atlas, 2010; TM, 2019).

2.4.2. Cultivos liquidos estdticos o agitados.

En el cultivo de hongos mediante medios liquidos, se distinguen dos enfoques principales:
cultivos estaticos y cultivos agitados. Ambos presentan caracteristicas particulares que

responden a diferentes objetivos productivos y experimentales.

Los cultivos liquidos estaticos se caracterizan por la ausencia de agitacion, permitiendo el
desarrollo del micelio principalmente en la superficie del medio. Este sistema presenta una
implementacion sencilla, costos operativos bajos y una infraestructura minima, por lo que
resulta adecuado en estudios preliminares, ensayos exploratorios o en la produccién a
pequenia escala de biomasa fungica (Montalba, 2022). No obstante, las condiciones que
impone la falta de agitacion generan una distribucion heterogénea de nutrientes, oxigeno y

demas factores esenciales para el crecimiento fungico, lo cual puede afectar negativamente



la velocidad de desarrollo, la uniformidad del micelio y la produccion de metabolitos
secundarios (Laura & Castellanos, 2009). A pesar de estas limitaciones, este tipo de cultivo
sigue siendo util para estudiar interacciones especificas entre el hongo y el sustrato o para

trabajar con especies que no toleran condiciones dindmicas (Alhaidari, 2013).

Por otro lado, los cultivos liquidos agitados utilizan sistemas mecéanicos o magnéticos que
mantienen el medio en movimiento constante. Esta agitacion favorece una mayor
transferencia de masa, mejora la oxigenacion y asegura una distribucion homogénea de
nutrientes en todo el sistema, lo que se traduce en tasas de crecimiento micelial més elevadas
y en un incremento en la produccion de biomasa y metabolitos bioactivos (Jara, 2011). Como
resultado, este tipo de cultivo es ampliamente empleado en procesos a escala industrial y en
especies estrictamente aerobicas que requieren una disponibilidad continua de oxigeno. Sin
embargo, estos sistemas también presentan ciertos desafios, como el requerimiento de
equipos especializados y el riesgo de dafio fisico al micelio debido a la fuerza de
cizallamiento generada por la agitacion, lo que puede afectar la integridad estructural del

organismo.
2.4.3. Cultivos solidos

Los cultivos en estado sélido constituyen procesos biotecnoldgicos en los que los hongos
crecen sobre sustratos solidos con bajo contenido o ausencia de agua libre. Este tipo de
cultivo es particularmente adecuado para hongos filamentosos, ya que simula las condiciones
naturales de su habitat, favoreciendo una extensa colonizacién del micelio en el sustrato.
Entre las principales ventajas del cultivo en estado solido se destacan el aprovechamiento de
residuos agroindustriales de bajo costo como sustratos, el reducido consumo de agua y
energia, asi como una menor incidencia de contaminacion bacteriana debido a la limitada
disponibilidad de agua (Mendoza & N¢élida, 2024). No obstante, este sistema también
presenta desafios importantes, como la dificultad para controlar parametros criticos como la
temperatura y la humedad, ademés de limitaciones en cuanto a la escalabilidad y

automatizacion del proceso.
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2.5. Bacterias de importancia clinica

Las bacterias de importancia clinica comprenden un conjunto de microorganismos capaces
de causar infecciones en el ser humano, tanto en la comunidad como en entornos hospitalarios
(Garcia & Diaz, 2023). Su estudio es fundamental en microbiologia médica debido al impacto
que tienen sobre la salud publica y la necesidad constante de desarrollar nuevas estrategias
terapéuticas (Bennett & Chung, 2001). Estas bacterias pueden involucrarse en patologias que
van desde infecciones leves hasta cuadros sistémicos severos, y muchas de ellas han
desarrollado mecanismos de evasion y resistencia a los tratamientos convencionales (Alharbi
et al., 2014). En este contexto, el uso de cepas de referencia sensibles a antibidticos en

ensayos preliminares permite evaluar la actividad de nuevos compuestos antimicrobianos.
2.5.1. Influencia de los metabolitos secundarios de hongos sobre bacterias

Los metabolitos secundarios producidos por hongos juegan un papel vital en la supresion de
bacterias patdgenas, especialmente en el contexto de la creciente resistencia a los antibidticos
convencionales (Miranda, 2024), estos compuestos, que incluyen alcaloides, terpenoides y
poliquetidos, han demostrado una notable actividad antibacteriana contra cepas como
Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Segin Tacca et al., (2022) el hongo Aspergillus
versicolor produce metabolitos que poseen propiedades antibacterianas, fungicidas e incluso
citotoxicas, lo que subraya el valor terapéutico del hongo. Ademas, se ha encontrado que los
hongos sirven como fuentes de compuestos bioactivos con potencial farmacoldgico, tales

como alcaloides y terpenos antimicrobianos y anticancerigenos.
2.5.2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva de morfologia cocoide que suele
disponerse en agrupaciones semejantes a racimos. Este microorganismo es ampliamente
reconocido por su capacidad patogénica, la cual se sustenta en un variado arsenal de factores
de virulencia, como la produccion de exotoxinas, la formacion de biopeliculas y la expresion
de enzimas que le permiten adherirse a diversas superficies, evadir la respuesta inmunologica
del huésped e invadir tejidos (Chambers & DeLeo, 2009). Ademads de su virulencia, S. aureus
presenta una notable capacidad para desarrollar resistencia a multiples farmacos

antimicrobianos.
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La resistencia a la meticilina es uno de los mecanismos mas conocidos de resistencia a
farmacos, esta genera cepas denominadas SARM (Staphylococcus aureus resistente a
meticilina). Esta resistencia se debe a la adquisicion del gen mecA, el cual codifica una
proteina de union a penicilina (PBP2a) con baja afinidad por los antibidticos B-lactdmicos
(Franklin, 2025). La presencia de este mecanismo complica significativamente el tratamiento
de infecciones estafilococicas, representando una amenaza creciente para la salud publica a

nivel mundial (Salvador, 2021).
2.6. Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana se define como el uso o aplicacioén de una cierta sustancia que
puede inhibir el crecimiento o eliminar microorganismos patdégenos como bacterias, hongos
y virus (Guerrero & Quinteros, 2022). En la biotecnologia, se ha registrado que los
metabolitos secundarios producidos por hongos son ttiles en la produccion de compuestos
con propiedades antimicrobianas. Por ejemplo, algunos investigadores han encontrado que
algunos hongos aislados de plantas como Espeletia Argentea producen metabolitos con
actividades antimicrobianas significativas, especialmente contra patdogenos que son

resistentes a otros antibioticos (Vergara, 2024).

Ademas, segun Aguila et al., (2025) se ha demostrado que algunos metabolitos secundarios
de Aspergillus fumigatus tienen actividades antimicrobianas efectivas contra cepas clinicas
de Staphylococcus aureus y Streptococcus pneumoniae, destacando la importancia de los

hongos como fuente de metabolitos con efectos antimicrobianos.
2.6.1. Meétodos de extraccion de metabolitos secundarios

La extraccion de metabolitos secundarios de hongos es uno de los primeros pasos en el
estudio de sustancias bioactivas con posible aplicacion terapéutica. Algunos de los métodos
incluyen maceracion, extraccion Soxhlet y percolacion. La maceracion se realiza
sumergiendo el material fingico en un disolvente adecuado como etanol o metanol durante
un periodo determinado para permitir que los metabolitos se difundan en el disolvente. Esta
técnica es muy facil de realizar sin necesidad de equipo especializado, sin embargo, puede

ser ineficiente en términos de tiempo y rendimiento (Garcia et al., 2022).
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Por otro lado, la extraccién Soxhlet ofrece la ventaja de una extraccion continua y eficiente
al recircular disolvente caliente a través del material fiingico, lo que mejora la recuperacion
de metabolitos, especialmente aquellos que no son facilmente solubles (Narvaez et al., 2023).
Sin embargo, esta técnica requiere equipo especifico y tiene un mayor consumo de disolvente
y energia. El método de extraccion elegido, sin embargo, depende de varios factores como la
naturaleza quimica de los metabolitos a extraer, el equipo disponible y la escala de

produccion prevista (Cardenas & Espinoza, 2024).
2.6.2. Meétodos de verificacion de actividad antimicrobiana

La evaluacion de la actividad antimicrobiana de metabolitos secundarios fungicos se realiza
comunmente mediante métodos estandarizados, entre los cuales destacan el ensayo de
difusion en agar y la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI). El ensayo
de difusion en agar, también conocido como método de Kirby—Bauer, consiste en aplicar
extractos fingicos sobre discos de papel o en pocillos perforados en un medio so6lido

inoculado previamente con una cepa bacteriana.

Luego de la incubacion, se observa la formacion de halos de inhibicion alrededor de los
discos o pocillos, los cuales indican la sensibilidad del microorganismo frente al extracto
evaluado (Narvaez et al., 2023). Por otro lado, la CMI se determina generalmente en medios
liquidos mediante diluciones sucesivas del extracto, identificando la menor concentracion
capaz de inhibir visiblemente el crecimiento bacteriano (Navarro et al., 2022). Ambos
métodos son herramientas fundamentales en microbiologia para analizar la eficacia de

sustancias antimicrobianas y seleccionar compuestos con potencial terapéuticos.
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CAPITULO 111
3. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se centr6 en el estudio de la capacidad antimicrobiana de extractos
de hongos aislados del paramo del Parque Cayambe — Coca. Los hongos comprenden cinco
géneros distintos conformados por Microsporum, Aspergillus, Penicillium, Rhizopus y

Mucor (Tabla 2).

Tabla 2.

Lista de cepas fungicas aislada del paramo clasificadas en filo, género y especie.

CEPA ESPECIE FILO

PQl Aspergillus sp.

MP4 Aspergillus sp.

PP3 Aspergillus sp.
Ascomycota
MP3 Microsporum sp.
MP1 Microsporum sp.
PP2 Penicillium griseofulvum
PP4 Rhizopus sp.
Mucoromycota

MQl Mucor hiemalis

3.1. Descripcion de la investigacion

Se analizo la capacidad de adaptacion de los hongos a medio de cultivo liquido, Caldo Papa
Dextrosa (PDB) y Extracto de Malta (EM), en donde se evalu6 su rendimiento (mg/mL) y
esporulacion (UFC/mL) durante 21 dias a 25 °C + 2, para determinar las cepas y el medio

con mejor rendimiento en la produccién de biomasa seca.
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La actividad antimicrobiana de los extractos se analizo mediante el método de difusidén de

pocillos en agar Muller Hinton contra Staphylococcus aureus ATCC 1026, para determinar

la bioactividad de los extractos analizados.

3.1.1. Diserio estadistico

El rendimiento de produccion de biomasa se evalu6 mediante un andlisis de varianza

(ANOVA) bajo un disefio completamente al azar con un arreglo factorial 8 X 2,

correspondientes a ocho cepas fingicas distintas y a dos medios de cultivo (PDB y EM).

Cada tratamiento cont6 con tres repeticiones. Se aplicé la prueba de Tukey con un nivel de

significancia de o = 0,05 para determinar los mejores tratamientos (Tabla 3).

Tabla 3.

Tratamientos empleados en la evaluacion de la produccion de biomasa.

Tratamiento Significado

PQIPDB Cepa PQ1 (Aspergillus sp.) en medio de cultivo Caldo Papa Dextrosa
PQIEM Cepa PQ1 (Aspergillus sp.) en medio de cultivo Extracto de Malta
MP3PDB Cepa MP3 (Microsporum sp.) en medio de cultivo Caldo Papa Dextrosa
MP3EM Cepa MP3 (Microsporum sp.) en medio de cultivo Extracto de Malta
PP2PDB Cepa PP2 (Penicillium griseofulvum) en medio de cultivo Caldo Papa Dextrosa
PP2EM Cepa PP2 (Penicillium griseofulvum) en medio de cultivo Extracto de Malta
MQIPDB Cepa MQ1 (Mucor hiemalis) en medio de cultivo Caldo Papa Dextrosa
MQIEM Cepa MQ1 (Mucor hiemalis) en medio de cultivo Extracto de Malta
MP4PDB Cepa MP4 (Aspergillus sp.) en medio de cultivo Caldo Papa Dextrosa
MP4EM Cepa MP4 (Aspergillus sp.) en medio de cultivo Extracto de Malta

PP4PDB Cepa PP4 (Rhizopus sp.) en medio de cultivo Caldo Papa Dextrosa

PP4EM Cepa PP4 (Rhizopus sp.) en medio de cultivo Extracto de Malta

MP1PDB Cepa MP1 (Microsporum sp.) en medio de cultivo Caldo Papa Dextrosa
MP1EM Cepa MP1 (Microsporum sp.) en medio de cultivo Extracto de Malta
PP3PDB Cepa PP3 (Aspergillus sp.) en medio de cultivo Caldo Papa Dextrosa
PP3EM Cepa PP3 (Aspergillus sp.) en medio de cultivo Extracto de Malta

15



La actividad antimicrobiana se registrd6 como una variable categdrica, considerando la
presencia o ausencia de inhibicion del crecimiento bacteriano. Para el analisis estadistico se
emple6 la prueba de chi-cuadrado (%?), con el fin de evaluar la relacion entre el tratamiento
y la actividad antimicrobiana observada. El control negativo se utilizéo como referencia para
descartar la influencia del medio de cultivo en la inhibicién de crecimiento bacteriano,
mientras que el control positivo permiti6 validar la sensibilidad del método. Se considero un

nivel de significancia de p < 0,05 (Tabla 4).

Tabla 4.

Tratamientos empleados en la evaluacion de la actividad antimicrobiana de extractos extracelulares de los

hongos PP3 (Aspergillus sp.) y MP3 (Microsporum sp.).

Tratamiento Significado

Tl 100 mg/mL extractos extracelulares
de la cepa PP3

T2 50 mg/mL extractos extracelulares
de la cepa PP3

T3 100 mg/mL extractos extracelulares
de la cepa MP3

T4 50 mg/mL extractos extracelulares
de las cepas MP3

C+ Cloranfenicol 1 mg/mL

C- Agua destilada estéril

Nota: Cada tratamiento fue evaluado mediante repeticiones independientes en cajas Petri separadas para cada

extracto de hongo.

Los analisis estadisticos se realizaron en el software InfoStat.

3.1.2. Descripcion del darea de estudio

El presente estudio se realizé en los laboratorios de Biotecnologia Aplicada ubicados en el
campus “Antiguo Hospital San Vicente de Paul” perteneciente a la Universidad Técnica del
Norte localizada en la ciudad de Ibarra, Imbabura — Ecuador. GD: 0.3472557158124039, -
78.11369112911783.
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3.2. Establecimiento de medios de cultivo liquidos para el crecimiento de hongos

3.2.1. Activacion de cepas fungicas

La presente investigacion utilizé cepas puras de hongos aislados del ecosistema de paramo,
provenientes del proyecto de investigacion BIOGEEC y conservadas en el cepario del
Laboratorio de Biotecnologia Aplicada (Farinango & Lopez, 2022). Las cepas empleadas se
detallan en la Tabla 1.

Las cepas se activaron con el uso de capilares estériles en medio de cultivo PDA (Agar de
Papa y Dextrosa) segun especificacion del fabricante y se cultivaron en condiciones de

oscuridad y temperatura ambiente (25 = 2 °C) durante 7 dias (Cepeda, 2010; Goémez, 2011).

3.2.2. Reactivacion y mantenimiento de cepas fungicas

La obtencion de cultivos activos se realizé mediante la técnica de transferencia de discos de
micelio tomados a partir de la zona proliferativa, utilizando medio de cultivo PDA, los cuales

fueron incubados en condiciones de oscuridad y a temperatura ambiente durante cinco dias

(Leon et al., 2024).

3.2.3. Cultivos liquidos

A partir de los cultivos solidos se extrajeron discos de agar infestado de cada cepa tomados
de la zona proliferativa del hongo, estos se introdujeron en tubos Falcon de 50 mL de
capacidad con 25 mL de PDB preparado segin especificacion del fabricante (24 g/L) y se
llevaron a vortex por 3 segundos, luego a incubacioén a temperatura ambiente y oscuridad
durante 24 h (Mena et al., 2021). Al cabo de este tiempo se tomo una alicuota de 10 pL de
cada tubo, se colocod dentro de tubos Eppendorf, posteriormente se agregaron 40 pL de
solucion contable compuesta por Tween 80 al 0.625 % y azul de lactofenol al 33.33% (Plata
et al., 2021). Se llevo la solucion con hongo a vortex durante 5 segundos, finalmente se tomd
una alicuota de 10 puL y se coloco en camara de Neubauer para realizar el conteo de esporas,

obteniendo la concentracion de esporas presentes en cada tubo (Lopez et al., 2022).
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3.2.4. Criterio de conteo

El conteo de esporas se realizd en los cuadrantes interiores de la cdmara de Neubauer. Se
utilizo el aumento 40 X (Quispe et al., 2024). En la Figura 1 se muestra los cuadrantes de
conteo y el método de conteo pertinente para cada celda. Se contd unicamente los cuerpos
miceliales que no se encontraban sobre una linea, las hifas tampoco se tomaron en cuenta
para el conteo. Se utilizd la Ecuacion 1 para la cuantificacion y se reporté en Unidades

Formadoras de Colonia por mililitro (UFC/mL).

Ecuacion 1.
Ecuacion del calculo de Unidades Formadoras de Colonia sobre mililitros (UFC/mL).

UFC] (5% 10%) « UFC % FD
mL] mlL

FD=Factor de dilucién
UFC=Unidades Formadoras de Colonia

Figura 1.
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3.2.5. Indculo fungico

Para cada cepa se prepararon tubos Falcon con 25 mL de medio de cultivo liquido, utilizando
por separado caldo papa dextrosa (PDB), preparado segun las especificaciones del fabricante
(24 g/L), y extracto de malta (EM), preparado segun las especificaciones del fabricante (20

g/L). Cada medio de cultivo fue inoculado con una concentracion inicial de 10 UFC/mL,
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posteriormente los cultivos se homogeneizaron en vortex durante 5 segundos y se incubaron
en condiciones de oscuridad y a temperatura ambiente durante 21 dias (Alhaidari, 2013). Esto

se realiz6 por triplicado para cada medio de cultivo.

Cada 48 h se homogeneizaron los cultivos en vortex durante 5 segundos y luego se tom6 una
alicuota de 10 pL, esta se diluy6é en 40 pL de la Solucion Contable. Posteriormente se
homogeneizd cada tubo Eppendorf'y se llevo a conteo en camara de Neubauer (Lilli, 2021).
Se registrd los datos en Excel y se grafico curvas en base a la concentracion de esporas de

cada cepa en los dos medios estudiados.

3.2.6. Obtencion de biomasa seca

Al cabo de 21 dias se filtr6 el micelio del caldo utilizando papel filtro previamente pesado en
balanza analitica. El micelio retenido fue secado durante 24 horas a 60 °C. luego se peso el
papel filtro con el micelio retenido y se registrd la biomasa seca obtenida de cada ensayo

(Mena et al., 2021).

3.3. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos de hongos

3.3.1. Obtencion de extractos

El medio de cultivo filtrado se recupero en jeringas estériles y se filtr6 nuevamente a través
de filtro Whatman 0.22 p. Se concentr6 el medio filtrado en rotavapor a 150 rpm y 72 mbar
a 37 °C, el concentrado se peso en balanza analitica y se recuperd con 1 mL de agua destilada.

Luego se almacen¢ el extracto en refrigeracion a — 20 °C. (Cabrera & Gabriela, 2015).

3.3.2. Inoculo bacteriano

Se prepard caldo nutriente 30 g/L segun especificacion del fabricante y se esterilizo a 121 °C
y 15 psi durante 15 min en autoclave. Se dispens6 5 mL del medio en tubos de ensayo. Luego
a partir de cajas Petri cultivadas con Staphylococcus aureus ATCC 1026, se rasp6 con el asa
microbioldgica la superficie de la bacteria, se inocularon los tubos de ensayo con el medio
caldo nutriente y con turbidimetro se ajust6 la concentracion celular a 0,5 en la escala de
McFarland para luego ser llevado a incubacion a 37°C 24h (Navarro et al., 2022). Estos

cultivos se guardaron para ensayos posteriores.
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3.3.3. Pruebas antimicrobianas

Se prepar6 Agar Muller Hinton y se inoculo con 100 uL. Staphylococcus aureus ATCC 1026
a 0,5 McFarland mediante siembra de césped, luego se perforaron pocillos como se muestra
en la Figura 2. En los pocillos se dispensaron 50 pL de los concentrados extracelulares, los
cuales se diluyeron en agua destilada estéril a concentraciones de: 100 mg/mL y 50 mg/mL
(Narvaez et al., 2023). Como control negativo se us6 agua destilada estéril, como control
positivo se usé cloranfenicol 1 mg/mL. Esto se realiz6 por cuadruplicado.

Figura 2.

Distribucion de pocillos en caja Petri para evaluacion de efectividad antimicrobiana de los extractos

extracelulares de los hongos PP3 (Aspergillus sp.) y MP3 (Microsporum sp.).

Nota: A la izquierda se muestran los extractos pertenecientes a la cepa PP3 (Aspergillus sp.)

a la derecha se muestran los extractos pertenecientes a la cepa MP3 (Microsporum sp.).
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CAPITULO IV
4. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se detallan los resultados mas relevantes de la investigacion realizada y la

discusion académica.

4.1. Adaptacion de hongos a medio de cultivo liquido

Las cepas fungicas evaluadas presentaron una respuesta diferencial del cultivo en medios
liquidos comerciales PDB (caldo papa dextrosa) y EM (extracto de malta), evidenciada tanto
por la formacion de estructuras vegetativas como por el rendimiento de biomasa seca en
mg/mL (Figura 3). Estas diferencias reflejan una variabilidad en la adaptabilidad fisiologica

de las cepas a los medios de cultivo analizados.

El analisis estadistico demostré la existencia de diferencias significativas entre los
tratamientos (p < 0,01; Anexo 7.1). La aplicacion de la prueba de comparacion multiple de
Tukey (a = 0,05) permitié agrupar los tratamientos en siete rangos de significancia, de

acuerdo con su rendimiento de biomasa seca (Figura 3).

El mayor rendimiento de biomasa se registr6 en la cepa MP3 (Microsporum sp.) cultivada en
el medio PDB, con una produccion media de 1,81 mg/mL, ubicandose en el primer rango de
significancia. Este resultado indica una alta capacidad de esta cepa para aprovechar los
nutrientes disponibles en el medio PDB. En contraste, el menor rendimiento se observo en la
cepa MQ1 (Mucor hiemalis) cultivada en el medio EM, con una produccion media de 0,27

mg/mL, correspondiente al tltimo rango de significancia.
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Figura 3.

Produccion de Biomasa (mg/mL) en cultivos liquidos de hongos aislados del paramo cultivados en medios liquidos PDB y
EM.
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Nota: Las barras representan la media de tres repeticiones + desviacion estandar. Diferentes letras indican

diferencias significativas segun la prueba de Tukey (a = 0,05).

En general, la mayoria de las cepas mostraron mayores rendimientos de biomasa en el medio
PDB en comparacion con el medio EM, lo que sugiere que el PDB favorece el crecimiento
micelial bajo las condiciones evaluadas. No obstante, la magnitud de esta respuesta varid

entre cepas.

4.1.1. Influencia del medio de cultivo en la morfologia micelial y produccion de

biomasa de la cepa MP3 (Microsporum sp.)

La cepa MP3, cultivada en medio PDB, presentd un micelio superficial de color blanco que
form6 un tapon compacto de textura algodonosa, el cual se adheria a las paredes del reactor
y cubria completamente la superficie del medio de cultivo. El micelio sumergido se observo
casi transparente, conformado por estructuras hialinas flotantes dentro del medio liquido, sin

adherirse a las paredes del reactor (Tabla 5).

En medio EM, presentd un micelio superficial de color blanquecino con estructuras
algodonosas dispersas, que permitian observar el medio liquido entre ellas, probablemente

por una menor cohesion micelial. El micelio sumergido se observd con una coloracion
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blanquecina tenue con estructuras irregulares y flotantes dentro del medio liquido, sin

adherirse a las paredes del reactor.

Los tapones superficiales de micelio han sido documentados como cuerpos miceliales
flotantes en cuerpos de agua en la naturaleza (Goralska et al., 2020), estas estructuras pueden
deber su flotabilidad a la produccion de hidrofobinas, estas siendo proteinas producidas por
los hongos frente a procesos de diferenciacion celular, probablemente en este caso
relacionadas a la diferenciacion en estructuras reproductivas aéreas (Wosten, 2001). Al
contrario, el micelio sumergido en dermatofitos similares como Microsporum canis ha sido
relacionado con estructuras de anclaje a la dermis y a ambientes con una menor

disponibilidad de oxigeno (Zhou et al., 2023).

La mayor cohesion micelial observada en el medio PDB en comparacion con EM sugiere
que la disponibilidad de azucares simples y de rapida asimilacion favorecid procesos de
compactacion hifal y el desarrollo de estructuras miceliales densas (Cairns et al., 2019). Este
comportamiento ha sido asociado a condiciones que promueven el crecimiento vegetativo
eficiente y la pelletizacion del micelio (Papagianni, 2004). En contraste, el medio EM, al
contener sustratos mas complejos como el extracto de malta, habria estimulado un
crecimiento hifal mas ramificado y disperso, posiblemente vinculado a una mayor
heterogeneidad metabolica y a la activacion de rutas asociadas a la exploracion del sustrato

y a procesos fisioldgicos secundarios (Znidarsic, 2001).

En PDB al finalizar el cultivo, MP3 alcanz6 una biomasa seca de 1,81 mg/mL. En EM al
finalizar el cultivo, MP3 alcanzo una biomasa seca de 1.19 mg/mL, menor que en PDB, lo
que sugiere que el medio PDB favoreci6 la formacion de estructuras compactas frente a EM
que favorecio la formacion de estructuras miceliales dispersas y de menor densidad (Figura

3).

Estudios previos han reportado el cultivo de Microsporum sp. en medios liquidos sin
nitrogeno suplementados con cabello humano, bajo condiciones de agitacion y aireacion
constante, alcanzando producciones de biomasa de hasta 1,85 mg/mL (Kunert, 1972). Este
valor es comparable con la biomasa obtenida por la cepa MP3 en medio PDB (1,81 mg/mL),
lo que sugiere que dicho medio proporciond condiciones favorables a nivel nutritivo para el

crecimiento vegetativo del hongo, aun en ausencia de aireacion y agitacidon mecanica.
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En contraste, el rendimiento observado en EM (1,19 mg/mL) fue inferior, lo que podria estar
relacionado con la complejidad del extracto de malta como fuente de carbono y nitrégeno.
Asimismo, se ha descrito que factores como la aireacion y la agitacion influyen
significativamente en el crecimiento y desarrollo de dermatofitos, favoreciendo ya sea la
formacion de biomasa compacta o el desarrollo de estructuras miceliales més dispersas

(Weitzman & Summerbell, 1995).

En este contexto, los resultados obtenidos sugieren que PDB favorecid la formacion de
micelio compacto y una mayor acumulacion de biomasa, mientras que EM promovidé un
crecimiento micelial menos denso, posiblemente asociado a una mayor ramificacion hifal y

a la activacion de rutas metabolicas secundarias.

Tabla S.

Estructuras miceliales de la cepa MP3(Microsporum sp.) en cultivo solido y liquido a los 21 dias de cultivo.

MP3 (Microsporum sp.)

Micelio Medio de
Cultivo Solido Micelio superficial
sumergido cultivo

PDB

EM
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4.1.2. Influencia del medio de cultivo en la morfologia micelial y produccion de
biomasa de la cepa MP1 (Microsporum sp.)
La cepa MP1 cultivada en medio PDB, presento un micelio superficial de color blanquecino
con pequefias aglomeraciones celulares como pellets dispersos en la superficie del liquido.
El micelio sumergido se observd como estructuras altamente aglomeradas, ubicadas en el
fondo y la zona media del reactor, con textura algodonosa y color blanquecino.En medio EM,
no se observaron estructuras miceliales superficiales ni sumergidas, unicamente se pudo

registrar acumulacion de biomasa precipitada en el fondo del reactor (Tabla 6).

Bajo condiciones Optimas de desarrollo, los hongos tienden a formar estructuras
reproductivas especializadas, como los esporangiosporos, las cuales suelen desarrollarse en
la superficie del cultivo y dependen directamente de la capacidad del organismo para
adaptarse al sustrato disponible (Moore-Landecker, 2011). La baja o casi nula presencia de
estas estructuras superficiales sugiere que la cepa no se adapté adecuadamente al medio
liquido o, al menos, no alcanzé un nivel de adaptacion suficiente para inducir la formacion
de estructuras superficiales (Papagianni, 2004). Este comportamiento también podria estar
relacionado con una produccion limitada de hidrofobinas, proteinas clave para la adhesion y

flotabilidad (Wdsten, 2001).

La mayor presencia de estructuras miceliales visibles en el medio PDB en comparacion con
EM puede atribuirse a la disponibilidad de sustratos facilmente asimilables, los cuales
favorecen un crecimiento hifal altamente cohesivo (Papagianni, 2004). En contraste, medios
con composicion mas compleja, como EM, pueden no resultar 6ptimos para cepas que
presentan una limitada capacidad de adaptacion a sistemas liquidos, promoviendo un

crecimiento mas disperso del micelio (Znidarsic, 2001).

En PDB se present6 un rendimiento de biomasa seca de 1.26 mg/mL. En EM, se present6 un
rendimiento de biomasa seca de 0.49 mg/mL. menor que en PDB, lo que sugiere que el medio
PDB favoreci6 la formacion de estructuras vegetativas compactas y predominante

sumergidas, frente a EM que no favorecio la formacion de estructuras miceliales (Figura 3).
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Tabla 6.

Estructuras miceliales de la cepa MP1(Microsporum sp.) en cultivo solido y liquido a los 21 dias de cultivo.

MP1 (Microsporum sp.)

Medio de
Cultivo Soélido Micelio superficial Micelio sumergido
cultivo
PDB
) o _ Ausencia de micelio
Ausencia de micelio superficial EM

sumergido

4.1.3. Influencia del medio de cultivo en la morfologia micelial y produccion de

biomasa de la cepa PP3 (Aspergillus sp.)

La cepa PP3 cultivada en medio PDB, present6 un micelio superficial de coloracion oscura
casi negruzca, formando un tapon en la superficie. El micelio sumergido presento estructuras
compactas aglomeradas al fondo y cerca de la superficie del reactor. En EM, el micelio
superficial fue de coloracion clara casi café. El micelio sumergido se presentd como

estructuras dispersas poco aglomeradas que generaban turbidez (Tabla 7).

La coloracion observada podria atribuirse a una mayor concentraciéon de melanina o a la
formacion de conidios pigmentados, fenomeno reportado en especies como Aspergillus
fumigatus durante etapas tardias del desarrollo micelial en respuesta a procesos de
diferenciacion celular reproductiva (Geib et al., 2016). En cultivos estéticos, los hongos
filamentosos tienden a formar agregados miceliales como respuesta a la distribucion
heterogénea de recursos, particularmente oxigeno y nutrientes. En contraste, en cultivos

agitados, la aireacion y la agitacion constantes favorecen una distribucion mas homogénea
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de estos factores, lo que limita la formacion de pellets miceliales y promueve un crecimiento

mas disperso del micelio (Cairns et al., 2019).

La mayor aglomeracion micelial observada en el medio PDB en comparacion con EM sugiere
que la disponibilidad de azucares simples y de rapida asimilacion favorecid procesos de
compactacion hifal y el desarrollo de estructuras miceliales densas (Cairns et al., 2019). Este
comportamiento se ha relacionado a condiciones que promueven el crecimiento vegetativo y
la pelletizacion del micelio (Papagianni, 2004). En contraste, el medio EM, al contener
sustratos mas complejos como el extracto de malta, habria estimulado el desarrollo de
estructuras reproductivas y de hifas altamente ramificadas y de baja cohesion (Kavanagh,
2017; Lu et al., 2024). Esto también puede relacionarse con la activacion de rutas asociadas

a la exploracion del sustrato y a procesos fisiologicos secundarios (Znidarsic, 2001).

En PDB se obtuvieron 1.28 mg/mL de biomasa seca. En EM se obtuvieron 1.04 mg/mL de
biomasa seca, lo que sugiere que el medio PDB favorecid la formacion de estructuras
vegetativas compactas tanto sumergidas como superficiales, al contrario de EM que no

favorecio la formacion de estructuras vegetativas compactas (Figura 3).
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Tabla 7.

Estructuras miceliales de la cepa PP3 (Aspergillus sp.) en cultivo solido y liquido a los 21 dias de cultivo.

PP3 (Aspergillus sp.)

Micelio Medio de
Cultivo Solido Micelio superficial
sumergido cultivo

PDB

EM

4.1.4. Influencia del medio de cultivo en la morfologia micelial y produccion de

biomasa de la cepa MP4 (Aspergillus sp.)

La cepa MP4, cultivada en medio PDB, presentd un micelio superficial organizado en
estructuras dispersas, conformadas por pequefios pellets de color blanco, con textura viscosa
y baja uniformidad. El micelio sumergido presentd pellets de tamafio mediano alrededor de
la zona superior e inferior del reactor, lo que sugiere una tendencia de la cepa MP4 a la
pelletizacion del micelio. En medio EM no se observd desarrollo de micelio superficial. El
micelio sumergido se observé aglomerado en el fondo del reactor, con textura algodonosa y

coloracion blanquecina, sin evidencias de estructuras compactas bien definidas (Tabla 8).
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Hongos de este género como Aspergillus niger y Aspergillus flavus han reportado la
formacion de pellets bajo condiciones de transferencia de masa limitada, en cultivos estaticos
factores como el oxigeno y los nutrientes no se encuentran distribuidos de forma homogénea
en el reactor por lo que el hongo busca aglomerarse en pellets para sobrevivir. (Papagianni,

2004; Veiter et al., 2018; Znidarsic, 2001).

La ausencia de micelio superficial en EM frente a PDB puede estar relacionado tendencia de
algunas cepas de Aspergillus flavus a desarrollar micelio de baja flotabilidad en sustratos con
fuentes de carbono complejas como el extracto de malta (Ibrahim et al., 2015; Veiter et al.,

2018).

En PDB se obtuvieron 1.08 mg/mL de biomasa seca. En EM se obtuvieron 0.97 mg/mL de
biomasa seca, valor inferior al obtenido en PDB, lo que sugiere que este medio no favorecio
de manera eficiente la formacion de estructuras vegetativas superficiales ni sumergidas

(Figura 3).
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Tabla 8.

Estructuras miceliales de la cepa MP4 (Aspergillus sp.) en cultivo solido y liquido a los 21 dias de cultivo.

MP4
Medio
Micelio
Cultivo Solido Micelio superficial de
sumergido

cultivo
PDB
EM

4.1.5. Influencia del medio de cultivo en la morfologia micelial y produccion de

biomasa de la cepa PQ1 (Aspergillus sp.)

La cepa PQ1 cultivada en medio PDB presento un micelio superficial agrupado en pequefios
pellets casi transparentes, dispersos en la superficie del medio liquido. El micelio sumergido
se presentd como pequefias estructuras algodonosas de color blanquecino distribuidas en el
medio del reactor. En EM no se desarroll6 micelio superficial. EI micelio sumergido se

presentd como estructuras alargadas, dispersas y blanquecinas en el liquido (Tabla 9).

En hongos del género Aspergillus, como Aspergillus niger y Aspergillus flavus, se ha

reportado la formacion de pellets miceliales bajo condiciones de transferencia de masa
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limitada, especialmente en cultivos estaticos, donde factores como el oxigeno y los nutrientes
no se distribuyen de manera homogénea dentro del reactor (Papagianni, 2004). En este
contexto, la aglomeracion hifal en estructuras pelletizadas constituye una estrategia
morfoldgica que favorece la captacion eficiente de nutrientes disponibles (Veiter et al., 2018;

Znidarsic, 2001).

Asimismo, estudios realizados en medios de cultivo ricos en azticares de facil asimilacion,
como la dextrosa, han demostrado una marcada tendencia de especies de Aspergillus a
desarrollar estructuras vegetativas aglomeradas, en detrimento de la formacion de hifas
elongadas o esporas, lo que refuerza la influencia conjunta del medio de cultivo y las

condiciones fisicas sobre la morfologia micelial (Rahman & Mathur, 2022).

La ausencia de micelio superficial en el medio EM, en comparacion con PDB, podria deberse
a que no se alcanz6 la densidad celular minima necesaria para activar procesos de
diferenciacion celular mediados por quorum sensing (Barriuso et al., 2018). El medio PDB,
al contener sustratos de facil asimilacion, habria favorecido un crecimiento vegetativo mas
rapido, permitiendo alcanzar dicho umbral y promoviendo la formacion de estructuras
superficiales (Veiter et al., 2018). En contraste, la mayor complejidad nutricional del medio
EM pudo haber ralentizado el desarrollo micelial, impidiendo la activacion de estos procesos,

lo que explicaria la ausencia de micelio superficial bajo estas condiciones.

En PDB al final del cultivo se obtuvo 1.0 mg/mL. En EM se obtuvo 0.65 mg/mL de biomasa
seca, menos que en PDB, lo que sugiere que el medio EM no favorecié de manera eficiente

la formacion de estructuras vegetativas superficiales ni sumergidas (Figura 3).
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Tabla 9.

Estructuras miceliales de la cepa PQ1 (Aspergillus sp.) en cultivo solido y liquido a los 21 dias de cultivo.

PQ1
Medio
Micelio
Cultivo Solido Micelio superficial de
sumergido

cultivo
PDB
EM

4.1.6. Influencia del medio de cultivo en la morfologia micelial y produccion de

biomasa de la cepa PP2 (Penicillium griseofulvum.)

La cepa PP2 en medio de cultivo PDB presento un micelio superficial con una estructura
continua y delgada, similar a una “hoja” de color blanco que cubri6 toda la superficie del
medio liquido. El micelio sumergido se presentdé como estructuras aglomeradas casi
transparentes distribuidas arriba y abajo del reactor. En EM, el micelio superficial se
aglomero en pellets flotantes de mediano tamafo y coloracion verdosa, estos no llegaron a
cubrir la totalidad de la superficie del liquido. El micelio sumergido en EM se presentd como

estructuras levemente aglomeradas y distribuidas a través del reactor (Tabla 10).
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La capa micelial flotante observada en los medios PDB y EM podria estar relacionada con
adaptaciones al crecimiento en sustratos liquidos descritas en Penicillium y otros hongos
filamentosos de géneros como Aspergillus y Microsporum, pertenecientes principalmente a
los filos Ascomycota y Mucoromycota, en los que se ha reportado la produccién de
hidrofobinas, proteinas clave que confieren flotabilidad al micelio y que suelen asociarse a
procesos de diferenciacion celular y al desarrollo de estructuras con funcion reproductiva
(Wosten, 2001). Por otro lado la pelletizacion sumergida es una respuesta comin en cultivos
estaticos donde la transferencia de masa es limitada, esto ha sido reportado en otras especies

como Penicillium ochrochloron (Garcia-Reyes et al., 2017; Saraswathy & Hallberg, 2005).

Adicionalmente el tipo de sustrato condiciona la ramificacion hifal y la tendencia a la
formacion de pellets de modo que sustratos ricos en azucares de facil asimilacion como el
medio PDB favorecen la formacion de estructuras pelletizadas mientras que medios mas
complejos tienden a promover una mayor ramificacion hifal y un crecimiento micelial mas

disperso como ha sido descrito previamente (Schneider et al., 2014).

La pigmentacion verde en Penicillium se asocia principalmente a la aglomeracion de
conidios, es decir estructuras reproductivas, se han reportado cepas de Penicillium con
conidios de color blanco, verde y hasta verde grisaceo (Wang et al., 2017). Esto sugiere que
EM favorecio, al menos parcialmente la conidiacién o la diferenciacion de estructuras
reproductivas, fenomenos reportado en cultivos con medios de cultivo que contienen
azucares complejos, mientras que PDB estimulo un desarrollo de estructuras vegetativas no

reproductivas (Papagianni, 2004).

En PDB al final del cultivo se obtuvo 1.15 mg/mL de biomasa seca. En EM se obtuvieron
0.81 mg/mL de biomasa seca, menos que lo obtenido en PDB lo que sugiere que las azucares
simples fomentan un desarrollo vegetativo frente a las azucares complejas que fomentan el

crecimiento de hifas alargadas y estructuras reproductivas (Figura 3).

Tabla 10.

Estructuras miceliales de la cepa PP2 (Penicillium griseofulvum) en cultivo solido y liquido a los 21 dias de

cultivo.

PP2 (Penicillium griseofulvum)
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Micelio Medio de
Cultivo Solido Micelio superficial

sumergido cultivo

EM

4.1.7. Influencia del medio de cultivo en la morfologia micelial y produccion de

biomasa de la cepa PP4 (Rhizopus sp.)

La cepa PP4 en medio de cultivo PDB, no presento un micelio superficial, por otro lado, el
micelio sumergido se observo como turbidez en el medio. En EM, tampoco se formo6 micelio

superficial, en cambio su micelio sumergido se presenté como turbidez en el medio liquido
(Tabla 11).

La ausencia de micelio superficial puede explicarse por las caracteristicas estaticas del
cultivo, ya que se ha reportado que hongos como Rhizopus oryzae requieren de agitacion y
aireacion constantes en cultivo liquido (Zhang et al., 2007). La pelletizacion sumergida
también se ve afectada al desarrollarse en cultivo liquido generando hifas ramificadas con

poca o nula cohesion entre ellas, explicando la turbidez observada (Torchi, 2025).
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En PDB se obtuvieron 0.90 mg/mL de biomasa seca, lo que puede sugerir un crecimiento
vegetativo leve. En EM se obtuvieron 0.97 mg/mL, mayor que en PDB, esto puede sugerir
que la cepa tenga una mayor afinidad por sustratos complejos, como es el caso de EM, pese
a ello la ausencia de un sistema de aireacion y agitacion fueron factores criticos para el

desarrollo del hongo (Figura 3).

Tabla 11.
Estructuras miceliales de la cepa PP4 (Rhizopus sp.) en cultivo solido y liquido a los 21 dias de cultivo.
PP4 (Rhizopus sp.)
Medio
Micelio
Cultivo Solido Micelio superficial de
sumergido
cultivo
PDB
EM

a

4.1.8. Influencia del medio de cultivo en la morfologia micelial y produccion de

biomasa de la cepa MQ1 (Mucor hiemalis)

La cepa MQ1 en medio de cultivo PDB no presentd micelio superficial. El micelio sumergido

se presentd como estructuras algodonosas acumuladas en el fondo del reactor. En EM, no se
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observé micelio superficial y su micelio sumergido se observaba como pequefias estructuras

algodonosas al fondo del reactor (Tabla 12).

Es probable que las condiciones de cultivo no hayan sido favorables para el desarrollo 6ptimo
del hongo, tanto por la naturaleza del sustrato como por el caracter estatico del cultivo. La
baja flotabilidad del micelio observado podria estar asociada a una limitada o nula produccion
de hidrofobinas, proteinas clave para la flotabilidad y organizacion de estructuras miceliales,

a pesar de evidenciarse una leve tendencia a la pelletizacion (Wosten, 2001).

Asimismo, la ausencia de estructuras miceliales bien definidas, como pellets compactos o
hifas alargadas, puede restringir la eficiencia metabdlica y la acumulacion de biomasa,
limitando en consecuencia el desarrollo fisiologico del hongo bajo las condiciones evaluadas

(Veiter et al., 2018).

En PDB se obtuvieron 0,89 mg/mL de biomasa seca, mientras que en EM solo se alcanzaron
0,27 mg/mL, lo que indica un crecimiento vegetativo bajo, especialmente en EM. Esta
diferencia sugiere que PDB ofrecié condiciones nutricionales mas favorables para el
desarrollo micelial, mientras que la mayor complejidad del EM limit6 la acumulacion de

biomasa bajo las condiciones de cultivo evaluadas (Papagianni, 2004) (Figura 3).

Mucor hiemalis se encuentra principalmente asociado a suelos y restos vegetales, mas que a
ambientes acuaticos, esto explicaria el bajo desempefio del hongo en los medios liquidos
usados en esta investigacion (Richardson & Rautemaa-Richardson, 2019). Sin embargo,
existen excepciones, cepas de Mucor hiemalis aisladas de manantiales sulfurosos
demostraron tener una alta adaptacion a sustratos liquidos con altas concentraciones de
metales pesados, mismas que luego fueron empleadas en procesos de biorremediacion
(Hoque & Fritscher, 2019).

Tabla 12.

Estructuras miceliales de la cepa MQ1 (Mucor hiemalis) en cultivo solido y liquido a los 21 dias de cultivo.

MQ1 (Mucor hiemalis)

Medio
Micelio
Cultivo Solido Micelio superficial de
sumergido
cultivo
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PDB

o NN

EM

4.2. Influencia del medio de cultivo en la esporulacion durante 21 dias de

cultivo

A continuacion, se presenta la concentracion diaria de esporas expresada en UFC/mL de cada
cepa frente los medios PDB y EM, junto con las posibles relaciones y explicaciones

bioldgicas asociadas a los patrones observados.

4.2.1. Influencia del medio de cultivo en la dinamica de esporulacion de la cepa

MP3 (Microsporum sp.)

La cepa MP3, presentd producciones de esporas similares en medio PDB y en EM durante
las primeras etapas del cultivo, destacdndose el periodo comprendido entre los dias 0 a 2
como una fase de répida adaptacion y esporulacion inicial (Figura 4). En este intervalo se

alcanzaron concentraciones de 3.0x107 UFC/mL en PDB y 3.12x10” UFC/mL en EM.

Esta activacion temprana del metabolismo reproductivo puede relacionarse con estudios que
indican que hongos filamentosos pertenecientes al filo Ascomycota, cultivados en
condiciones sumergidas atraviesan una breve fase de adaptacion antes de iniciar una fase de

esporulacion exponencial, la cual puede extenderse hasta aproximadamente nueve dias y esta
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favorecida por la alta disponibilidad de nutrientes en el medio de cultivo (Mascarin et al.,
2024). Otros estudios sobre la diferenciacion celular en hongos como Geotrichum
candidum y Mucor racemosus, pertenecientes al filo Ascomycota, han demostrado como la
esporulacion temprana constituye una estrategia adaptativa para la colonizacion rapida del
sustrato, incluso antes de que se produzca desarrollo micelial visible (Trinci & Collinge,

1974).

En el dia 11 la concentracidon de esporas descendio hasta valores cercanos a 4x10¢ UFC/mL
tanto en PDB como en EM. Este patron sugiere un agotamiento progresivo de nutrientes y
una posible autolisis parcial del micelio, como ha sido descrito en cultivos liquidos de hongos
filamentosos como Beauveria, Fusarium 'y Trichoderma (Vrabl et al., 2019). También, puede
explicarse este descenso por la germinacion de esporas producidas en etapas tempranas, lo

que reduce el nimero de unidades viables sin afectar la biomasa total (Papagianni, 2004).

A partir del dia 14, se evidencio una divergencia en el comportamiento segun el medio de
cultivo. En EM, se observo un nuevo periodo de esporulacion, alcanzando hasta 1x107
UFC/mL entre los dias 14 y 18, seguido de una reduccion a 8x10° UFC/mL en el dia 21. Este
segundo pico puede atribuirse a la presencia de fuentes complejas de carbono y nitrogeno en
el extracto de malta, las cuales estimulan rutas metabolicas secundarias asociadas a la
conidiaciéon tardia, fendémeno descrito también para Clonostachys rosea y Trichoderma

asperellum (Mascarin et al., 2024).

Por el contrario, en PDB la concentracion de esporas se mantuvo relativamente estable entre
los dias 14y 18, aun aproximado de 5x10° UFC/mL, con un aumento final de 1x107 UFC/mL
en el dia 21. Este comportamiento corresponde a una fase estacionaria prolongada,
posiblemente relacionada a la presencia de carbohidratos de facil asimilacidon presentes en

PDB. Sustratos ricos en azucares simples han demostrado favorecer la estabilidad metabdlica

38



y la formacion de estructuras vegetativas frente a estructuras reproductivas (Vrabl et al.,

2019).

En sintesis, ambos medios permitieron la esporulacion de MP3, no obstante, PDB favorecio
una mayor estabilidad metabolica, mientras que EM probablemente promovié una

esporulacion tardia asociada a rutas metabolicas secundarias o reproductivas.

Figura 4.

Esporulacion de la cepa MP3 (Microsporum sp.) a lo largo de 21 dias.
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4.2.2. Influencia del medio de cultivo en la dinamica de esporulacion de la cepa

MPI (Microsporum sp.)

La cepa MP1 presentd en ambos medios de cultivo un patréon de esporulacion temprana
seguido de una ligera estabilizacion probablemente por una larga fase estacionaria. En PDB,
alcanzo un pico de 1.4x10” UFC/mL en el dia 2, seguido de un descenso moderado a 1.19x107
UFC/mL en el dia 4 y una estabilizacion cercana a 5.0x10° UFC/mL desde el dia 7 hasta el
dia 21 (Figura 5).

Esto es coherente con lo descrito para hongos filamentosos cultivados en condiciones
sumergidas donde la fase de adaptacion suele ser breve y, bajo una alta disponibilidad de

carbono y nitrégeno, se favorece una conidiacion temprana, incluso antes de que el micelio
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entre plenamente en fase de crecimiento vegetativo (M. Sharma et al., 2011). Estudios
similares realizado en hongos como Beauveria y Metarhizium, han demostrado que medios
ricos en carbohidratos solubles y fuentes de nitrogeno facilmente asimilables como PDB,
pueden inducir la formacion temprana de blastoporos y conidios sumergidos, asociada a
senales de abundancia de nutrientes y alta tasa de crecimiento especifico (Mascarin et al.,

2024).

Hacia el dia 4 la concentracion disminuy6 a 1.19%107 UFC/mL, lo cual puede indicar el inicio
del agotamiento parcial de nutrientes y la transicion hacia una fase metabolicamente mas
estable probablemente relacionada a procesos de germinacién de conidios formados de forma

temprana, reduccion de viabilidad o autolisis del micelio (Papagianni, 2004).

A partir del dia 7 hasta el dia 21 la concentracion de esporas se mantuvo cercana a 5.0x10°
UFC/mL, representando una fase estacionaria prolongada. Esto sugiere que PDB gracias a
sus carbohidratos facilmente asimilables logra sostener el metabolismo vegetativo sin iniciar

un nuevo ciclo de esporulacion (Vrabl et al., 2019).

En EM se observo un comportamiento similar a PDB en la fase tempana con un pico de
1.1x107 UFC/mL en el dia 2. La alta disponibilidad de carbohidratos complejos del EM pudo
haber favorecido la conidiacién temprana. En dermatofitos se ha demostrado que una alta
concentracion de maltosa y dextrinas promueve una transicion acelerada hacia la fase
reproductiva (Faway et al., 2021). Sin embargo, a diferencia de PDB la disminucion posterior
fue mas marcada, partiendo desde el dia con 8.17%10° UFC/mL, hasta el dia 16 con 3.9x10¢

UFC/mL. Esto es coherente con el inicio de una fase estacionaria, tal como ocurrié en PDB.

Al dia 18 se pudo evidenciar un aumento en la concentracion de esporas, alcanzando
7.75%10° UFC/mL, implicando el aprovechamiento de rutas metabdlicas secundarias o una
posible respuesta a la acumulacion de compuestos de desecho y la menor concentracion de

nutrientes disponibles (M. Sharma et al., 2011).

Finalmente se evidencio una reduccion en la concentracion de esporas terminando con
3.13x10° UFC/mL en el dia 21, lo cual puede indiciar un agotamiento de los nutrientes
aprovechables y una alta concentracion de metabolitos inhibitorios, generando una autolisis

del micelio (White et al., 2002).
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En conjunto, ambos medios permitieron la esporulacion temprana de la cepa MPI, sin
embargo, PDB favorecié una fase estacionaria mas estable y sostenida, mientras que EM
mostré mayores fluctuaciones y una reduccion progresiva de la viabilidad, por lo que PDB

resultdé mas adecuado para mantener poblaciones esporuladas estables a lo largo del cultivo.

Figura 5.
Esporulacion de la cepa MP1(Microsporum sp.) a lo largo de 21 dias
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4.2.3. Influencia del medio de cultivo en la dinamica de esporulacion de la cepa

PP3 (Aspergillus sp.)

La cepa PP3 present6 diferencias marcadas en la esporulacion entre los medios PDB y EM,
evidenciando que la composicion nutricional influye directamente en la formacién de

estructuras reproductivas y en el estado fisioldgico del micelio.

En PDB se observé un pico de esporulacion tardio en el dia 7, alcanzando 1.79%107 UFC/mL,
seguido de una fase estacionaria que se mantuvo hasta el dia final del cultivo con valores
cercanos a 8.5x10° UFC/mL. Este comportamiento es coherente con el patron descrito para
otros hongos pertenecientes a Aspergillus donde la disponibilidad sostenida de carbohidratos
simples como la glucosa y los compuestos complejos presentes en PDA favorecen tanto el

crecimiento vegetativo como la conidiacion (Fitriana et al., 2018).
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La estabilidad posterior del cultivo sugiere que PDB proporciona un entorno que permite la
transicion hacia una fase estacionaria prolongada, asociada con una mayor estabilidad
micelial y una conidiaciéon mantenida en el tiempo, fendmeno que también ha sido reportado

en otros aislamientos del género Aspergillus bajo medios ricos en carbono (Gao et al., 2007).

En el caso de EM, la cepa PP3 mostr6 un pico temprano de esporulacion en el dia 2, con
1.03x107 UFC/mL, seguido de un descenso pronunciado hacia el dia 4, llegando a valores
cercanos a 4.4x10¢ UFC/mL. Posteriormente, se registrd un leve incremento hacia el dia 16,

llegando a 8.5x10° UFC/mL (Figura 6).

Este patron indica que EM pudo haber inducido una conidiacion mas rapida, posiblemente
debido a la presencia de azucares fermentables y vitaminas caracteristicas del extracto de
malta, que pueden actuar como sefiales tempranas para la conidiacion (Suleiman, 2023). Sin
embargo, la cepa no logré mantener un estado vegetativo dptimo a largo plazo, lo que sugiere

que EM oftrece un soporte nutricional menos estable que PDB en el tiempo.

Esta respuesta coincide con estudios donde se ha reportado que la composicion nutricional
del medio influye de forma directa en la magnitud y duracion de la esporulacion,

especialmente en cultivos sumergidos (Atallah et al., 2022).

En resumen, PDB resulté mas favorable para la cepa PP3 al permitir una esporulacion
sostenida y una mayor estabilidad fisiologica del micelio, mientras que EM indujo una
conidiacién temprana pero menos estable en el tiempo, evidenciando un soporte nutricional

inferior para cultivos prolongados.
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Figura 6.
Esporulacion de la cepa PP3 (Aspergillus sp.) a lo largo de 21 dias.
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4.2.4. Influencia del medio de cultivo en la dinamica de esporulacion de la cepa

MP4 (Aspergillus sp.)

La cepa MP4 mostrd un patron de esporulacion altamente dependiente al medio de cultivo
(Figura 7). En EM, alcanz6 un pico de esporulacion en el dia 2 de 4.39x107 UFC/mL, seguido
de una caida hasta 1.71x10” UFC/mL en el dia 4, y llegando a un punto minimo en el dia 11
de 2.67x10° UFC/mL. Esto es coherente con el comportamiento de varias especies de
Aspergillus al desarrollarse en medios ricos en nutrientes, en donde la combinaciéon de

azucares, péptidos y vitaminas favorecen la conidiacion (Sheth et al., 2018).

La caida en el conteo reportada hacia el dia 11 puede estar relacionada a que luego de la
conidiacidn inicial los nutrientes se agotaron y esto dio paso a estrés fisioldgico, provocando
que la concentracion de esporas se vea altamente reducida. La conidiacion estd regulada por
la disponibilidad de fuentes de carbono y nitrogeno y por el balance entre el crecimiento
vegetativo y la reproduccion asexual. Hongos como Aspergillus niger 'y Aspergillus nidulans
han mostrado que la relacion C:N del sustrato influye directamente en la tasa de germinacion
de conidios, la tasa de crecimiento y en la capacidad de germinacion de los conidios (Jia et

al., 2024).
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En el dia 16 hubo una recuperacion en la concentracion de conidios, llegando a 2.39%107
UFC/mL, luego hacia el dia 21 la concentracion de esporas volvid a reducirse hasta 5.08x10°
UFC/mL. Esto sugiere una respuesta adaptativa tardia de MP4. En ciertos casos hongos
filamentosos pueden entrar en nuevos procesos de conidiacion cuando existen limitaciones

en el carbono o nitrégeno, siendo esto una respuesta adaptativa (G. Sharma & Pandey, 2010).

En cambio, en PDB, la mayor concentracion de esporas fue de 8.13x10° UFC/mL en el dia
4, siendo inferior al maximo observado en EM. No existi6 una curva pronunciada en la
concentracion de conidios hasta el dia 16 en el que se reportaron 2.21x10° UFC/mL. Se ha
reportado que PDB es un medio 6ptimo para el desarrollo vegetativo de hongos pero no
siempre es el mas eficiente en la estimulacién de estructuras reproductivas como esporas

(Ibrahim et al., 2015).

En sintesis, el medio EM indujo una temprana esporulacion y de alta magnitud en la cepa
MP4, aunque con fuertes fluctuaciones y baja estabilidad en el tiempo, mientras que PDB
promovio una esporulacion de magnitud mas baja pero relativamente estable, por lo que EM
fue mas efectivo para inducir conidiacion rapida y PDB resultd6 menos favorable para la

produccion sostenida de esporas.

Figura 7.
Esporulacion de la cepa MP4 (Aspergillus sp.) a lo largo de 21 dias.
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4.2.5. Influencia del medio de cultivo en la dinamica de esporulacion de la cepa

PQI (Aspergillus sp.)

La cepa PQ1, present6 un patrén de esporulacion inicialmente diferenciado entre los medios
de cultivo PDB y EM, seguido de una estabilizacion progresiva en ambos tratamientos. En
el dia 2 se registrd un pico maximo en PDB de 1.43x10” UFC/mL, superior al observado en
EM de 8.76x10° UFC/mL, lo que indica una activacion temprana de los mecanismos de
conidiacién en presencia de una fuente de carbono mas simple (Figura 8). Esto es consistente
con los descrito en otras especies de Aspergillus en donde las azucares facilmente asimilables
inducen una répida activacion metabdlica y una transicion temprana a la conidiacion

(Papagianni, 2004).

Otras investigaciones han demostrado que la alta disponibilidad de glucosa al inicio del
crecimiento, estimula la expresion de genes asociados a la formacion de conidios en
Aspergillus niger'y Aspergillus fumigatus, justificando los picos tempranos en la produccion
de esporas (Cairns et al., 2019). Por otro lado, EM, al contener una mezcla de carbohidratos
complejos y una mayor diversidad nutricional, requiere una adaptacién enzimatica tardia.
Aspergillus oryzae en fermentaciones sumergidas reporto un crecimiento mas lento en
medios de cultivo complejos, estos medios también estimularon procesos metabdlicos

secundarios a largo plazo (Veiter et al., 2018).

Entre los dias 4 y 21, la concentracion de esporas se mantuvo relativamente estable en ambos
medios, alcanzando valores cercanos a 5.8x10° UFC/mL, lo que sugiere el establecimiento
de una fase estacionaria sostenida. Esto concuerda con el comportamiento de Aspergillus sp
en cultivos liquidos estaticos, en donde, luego de un pico inicial, la limitacion de nutrientes
y acumulacion de metabolitos secundarios inducen a una reduccion en la tasa de conidiacion

activa, manteniendo una produccién estacionaria a lo largo del tiempo (Vrabl et al., 2019).

En resumen, PDB favorecio una esporulacion temprana y de mayor magnitud en la cepa PQ1,
mientras que EM mostrd una respuesta inicial mas lenta, pero alcanzo6 una fase estacionaria
comparable, por tanto, PDB resultdé mas efectivo para inducir conidiacion rapida, sin

diferencias claras entre medios en la estabilidad final del cultivo.
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Figura 8.
Esporulacion de la cepa PQ1 (Aspergillus sp.) a lo largo de 21 dias
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4.2.6. Influencia del medio de cultivo en la dinamica de esporulacion de la cepa

PP2 (Penicillium griseofulvum)

La cepa PP2, presentd una esporulacion constante entre los medios PDB y EM, reflejando
diferencias en la velocidad de actividad reproductiva y en la estabilidad de la poblacion de
esporas a lo largo del tiempo. Este comportamiento es coherente con lo descrito para P,
griseofulvum y otros hongos del género Penicillium al desarrollarse en cultivos sumergidos,
en donde la capacidad de modular la esporulacion es dependiente de la composicion del

medio de cultivo (Valente et al., 2020).

En PDB se observd un comportamiento marcado por tres fases. Entre el dia 0 al dia 2, PP2
alcanzo un pico temprano de 1.12x10” UFC/mL, lo que indica una rapida activacion del
metabolismo reproductivo (Figura 9). Este tipo de respuesta temprana se ha asociado con la
disponibilidad de carbohidratos simples y facilmente asimilables presente en sustratos como
PDB, que favorecen una transicion rdpida desde el crecimiento vegetativo hacia la

conidiacién en hongos filamentosos (Canteri & Ghoul, 2015).

Luego, en el dia 4 se registré un descenso hasta 6.17x10° UFC/mL, seguido de un nuevo

incremento hacia el dia 7 hasta 8.38x10°® UFC/mL. Esto puede estar relacionado con un
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patron de conidiacion intensa, seguida por una etapa de consumo de nutrientes y posible

germinacion de parte de las esporas producidas, lo cual reduce el nimero de Unidades

Formadora de Colonia, sin reducir la biomasa total, fendmeno ya descrito en cultivos
b

sumergido de Penicillium y otros hongos filamentosos (Papagianni, 2004).

El posterior aumento hacia el dia 7 puede relacionarse con la activacion de rutas metabolicas
secundarias y a la capacidad del micelio de reiniciar la conidiacion cuando atn persiste una
fraccion de carbono y nitrégeno aprovechable, como ya ha sido reportado en investigaciones

sobre la produccion de esporas en medios liquidos (Canteri & Ghoul, 2015).

A partir del dia 7, la concentracion de esporas en PDB disminuy6 progresivamente hasta
estabilizarse en valores cercanos a 4.50x10° UFC/mL hacia el dia 21, lo que s concordante
con una fase estacionaria prolongada. En esta etapa suelen coincidir el agotamiento de
nutrientes limitantes la acumulacion de metabolitos secundarios y también la autolisis parcial

del micelio (Vrabl et al., 2019).

En EM, la cepa PP2 present6 un patrén simple respecto a su esporulacion, presentd un tnico
pico de esporulacion en el dia 4 con 1.25x107 UFC/mL, seguido de una tendencia
descendente hasta el dia 21 con valores cercanos a 4.40x10° UFC/mL. La composicion
nutricional compleja de EM pudo haber ralentizado la conidiacion hacia el cuarto dia, para
luego entrar en una fase estacionaria en la produccion y germinacion de esporas (GutierrA et

al., 2015).

También puede que la tendencia a la baja en la concentracion de esporas, este relacionada a
un agotamiento nutricional en el medio (Canteri & Ghoul, 2015). Varios estudios han
relacionado la generacion de conidios y la produccion de metabolitos bioactivos con las
condiciones nutricionales en las que se desarrolla el microorganismo, en particular se ha
demostrado que la produccion de griseofulvina, una molécula bioactiva con propiedades

antibacterianas, depende de la conidiacion y virulencia en Penicillium (Valente et al., 2020).

En conjunto, ambos medios permitieron la esporulacion de la cepa PP2, sin embargo, PDB

favorecio una activacion reproductiva mas dindmica y modulada en el tiempo, mientras que

47



EM indujo una respuesta mas simple y descendente, por lo que PDB resultdé mas favorable

para sostener la actividad reproductiva en cultivos prolongados.

Figura 9.
Esporulacion de la cepa PP2 (Penicillium griseofulvum) a lo largo de 21 dias
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4.2.7. Influencia del medio de cultivo en la dinamica de esporulacion de la cepa

PP4 (Rhizopus sp.)

La cepa PP4, mostr6 un patron de esporulacion relativamente estable en ambos medios de
cultivo, con variaciones sutiles en comparacion con ‘las demds cepas evaluadas. Este
comportamiento es coherente con lo reportado para otras especies de Rhizopus en cultivos
sumergidos, donde la produccion de esporas tiende a ser limitada y mas sensible a
condiciones nutricionales y ambientales especificas, como la disponibilidad de nitrégeno, la

concentracion de carbono y las condiciones fisicas del cultivo (Papadaki et al., 2017).

En PDB, inicialmente se presentd una baja concentracion de esporas de 4.88x10¢ UFC/mL
en el dia 2. Posterior a ellos entre los dias 4 y 14, los valores se mantuvieron relativamente
estables alrededor de 5.1x10¢® UFC/mL, lo que sugiere que el medio de cultivo impulso un
desarrollo vegetativo con esporulacion limitada o reducida (Papagianni, 2004). El incremento
progresivo observado a partir del dia 16 con 6.88x10° UFC/mL y el pico de esporulacion en

el dia 18 con 9.58x10° UFC/mL (Figura 10), pueden relacionarse con la transicion del micelio
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hacia fases fisiologicas mas maduras, donde ciertas especies de Rhizopus pueden activar rutas
de generacion de estructuras reproductivas de manera tardia cuando existe un balance de

nutrientes residuales y condiciones de estrés moderado (Lu et al., 2024).

Finalmente, en el dia 21 se registré una disminucion de la esporulacion hasta 7.29x10¢
UFC/mL, lo que sugiere la entrada del sistema en una fase estacionaria avanzada, donde el
agotamiento progresivo de nutrientes, la acumulaciéon de metabolitos secundarios y el

envejecimiento micelial limitan la continuidad de la produccion de esporas.

En cultivos liquidos prolongados de hongos filamentosos, como Rhizopus se ha descrito que
la estabilidad esporulativa se ve comprometida a medida que la morfologia del pellet se
vuelve menos favorable para el transporte de oxigeno y nutrientes, lo que suele traducirse en

una menor capacidad de renovacion de estructuras reproductivas (Veiter et al., 2018).

En EM se presentaron valores mas estables que en PDB, desde el dia 2 hasta el 9 la
concentracion se mantuvo cercana a 3.1x10° UFC/mL, indicando un nivel basal de
esporulacion constante. Este comportamiento puede atribuirse a la naturaleza compleja del
extracto de malta, que ofrece nutrientes que pueden llegar a incentivar la conidiacion, sin
embargo, en Rhizopus suele ser necesario la accion de sefales especificas para inducir la

formacion de estructuras reproductivas (Meussen et al., 2012).

Entre los dias 11 y 18 se observé un incremento leve hasta 8.0x10° UFC/mL, lo que significa
un unico pico de esporulacion tardio, menos pronunciado que el observado en PDB, pero
consistente con reportes de esporulacion inducida por envejecimiento del cultivo. La
formacion de esporangiosporos tardios puede presentarse en Rhizopus cuando existe una baja

disponibilidad de nutrientes y la densidad celular aumenta (Lu et al., 2024).

En resumen, ambos medios permitieron una esporulacion moderada y relativamente estable
de la cepa PP4, sin embargo, PDB favorecié una esporulacion ligeramente mayor en etapas
tardias, mientras que EM mantuvo una produccion més baja pero constante, sin evidenciar

ventajas claras de uno u otro medio para la induccion sostenida de estructuras reproductivas.
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Figura 10.
Esporulacion de la cepa PP4 (Rhizopus sp.) a lo largo de 21 dias
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4.2.8. Influencia del medio de cultivo en la dinamica de esporulacion de la cepa

MQ1 (Mucor hiemalis)

La cepa MQ1, exhibié un comportamiento de esporulacion muy distinta entre los medios de
cultivo EM y PDB. Este contraste parece evidenciar que la cinética reproductiva en especies
del orden Mucorales depende fuertemente de la composicion quimica y fisica del medio de
cultivo, fendmeno ampliamente documentado para géneros como Mucor, Rhizopus y
Lichtheimia, cuya esporulacion en condiciones sumergidas es altamente sensible a la

disponibilidad de carbono y nitrégeno (Patifio-Medina et al., 2021).

En EM, la cepa MQI alcanzo un pico temprano de 4.9x107 UFC/mL en el dia 2, seguido de
una disminucion dréstica a 1.08x107 UFC/mL en el dia 4 y una tendencia descendente
continua hasta 5.6x10° UFC/mL en el dia 21 (Figura 11). Este comportamiento es consistente
con la fisiologia descrita para otras especies de Mucor, en donde sustratos complejos como
EM inducen a una rapida activacion metabdlica, lo que favorece a una esporulacion temprana

(Patifio-Medina et al., 2021).

El descenso presentado a partir del dia 4 puede estar relacionado a un agotamiento acelerado

de nutrientes disponibles, provocando el fin de la fase exponencial y entrando probablemente
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a una etapa estacionaria en la produccion de conidios (Gibbs et al., 2000). Otro motivo para
el pronunciado declive puede estar relacionado a la autolisis micelial, observada en cultivos

sumergidos de mucorales cuando se alcanzan altas densidades celulares (Znidarsic, 2001).

En PDB, se presentd un patrén oscilante sin picos marcados, manteniendo valores
relativamente estables alrededor de 6.7x10° UFC/mL entre los dias 2 y 21. La ausencia de un
pico temprano sugiere que PDB no induce un estimulo reproductivo oportuno, si no que

favorece un metabolismo orientado al crecimiento vegetativo.

Esto es coherente con estudios donde se demostré que medios ricos en carbohidratos simples
promueven la formacion de biomasa micelial en lugar de la formacién de estructuras
reproductivas en hongos filamentosos (Garcia-Rico & Fierro, 2017). También Ia
concentracion predominante de glucosa en PDB puede sostener una fase estacionaria

prolongada, retrasando la activacion de procesos de conidiacion (Papagianni, 2004).

En resumen, el medio EM result6 efectivo para inducir una esporulacion temprana y de alta
magnitud en la cepa MQ1, aunque poco estable en el tiempo, mientras que PDB favorecio
una esporulacion baja pero sostenida, orientada al crecimiento vegetativo, por tanto, EM fue
mas adecuado para inducir conidiacion rapida y PDB para mantener estabilidad fisiologica

del cultivo.
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Figura 11.
Esporulacion de la cepa MQ1 (Mucor hiemalis) a lo largo de 21 dias
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4.3. Pruebas antimicrobianas con extractos de hongos del paramo

Se evalu6 la actividad antimicrobiana de los extractos extracelulares obtenidos de las cepas
MP3 y PP3, frente a Staphylococcus aureus ATCC 1026. Estos fueron cultivados en PDA,
medio que previamente demostré un mayor rendimiento de biomasa en compracion con EM.
No se detectaron halos de inhibicion bajo ninguna de las dosis de extracto (50 y 100 mg/mL),
lo que indica una ausencia de actividad antibacteriana detectable frente a Staphylococcus

aureus ATCC 1026 (Figura 12 y Figura 13).

4.3.1. Pruebas antimicrobianas con extracto de la cepa PP3 (Aspergillus sp.)

La cepa PP3 fue relacionada en investigaciones previas al genero Aspergillus, esto vuelve
llamativa la ausencia de actividad antibacteriana del extracto, ya que el género es reconocido
como una de las fuentes fungicas mas prolificas de metablitos secundarios con actividad
antibacteriana (Rahman & Mathur, 2022). Varios de los metabolitos secundarios del género
presentan caracter apolar o de polaridad intermedia, por lo cual muestran una mayor afinidad
por solventes organicos como el acetato de etilo (Gonzalez-Pastor et al., 2023). Implicando

que los metabolitos se hayan retenido en la biomasa micelial (Song et al., 2021),0 en la fase
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hidrofobica no recuperada durante la obtencion del extracto, ya que se recuperd y concentrd

unicamente la fase polar del cultivo (Kalyani et al., 2023).

Adicional a ello, un desarrollo vegetativo eficiente, como fue el caso de PDB, no implica
directamente una produccion Optima de metabolitos secundarios. La biosintesis de
metabolitos fungicos es altamente dependiente de las condiciones de cultivo como el tipo de
sustrato y la complejidad quimica de estos, oxigenacion, tiempo de incubacion, entre otros
(Song et al., 2021). Es posible que PP3 no lograse expresar sus rutas biosintéticas asociadas

a compuestos antibacterianos debido al sustrato y/o las condiciones de cultivo.

Por otro lado, la técnica de difusion en agar mediante pocillos puede presentar limitaciones
al evaluar extractos crudos, lo que podria llevar a una subestimacion de su actividad
biologica. La difusién de los compuestos en el agar estd influenciada por caracteristicas
fisicoquimicas como el tamafio molecular y la polaridad, en este sentido, moléculas poco
polares o de mayor peso molecular pueden presentar una difusion restringida. Esta condicion
puede traducirse en halos de inhibicion reducidos o no detectables, aun cuando existan
compuestos bioactivos presentes en el extracto, debido a que estos no logran difundirse de

manera eficiente en la matriz del agar (Bubonja-Sonje et al., 2020).
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Figura 12.

Dilucioén en pocillos de extracto extracelular de la cepa PP3.

Nota: Extracto de la cepa PP3; T1 = 100 mg/mL; T2 = 50 mg/mL; C+ = Cloranfenicol (1 mg/mL); C- = Agua

destilada estéril.

4.3.2. Pruebas antimicrobianas con extracto de la cepa MP3 (Microsporum sp.)

La cepa MP3 en investigaciones anteriores ha sido relacionada al género Microsporum, por
lo cual la ausencia de actividad frente a S. aureus puede interpretarse como parte de su
biologia particular. Los dermatofitos usualmente son asociados a infecciones cutaneas, por
ende estos disponen de un repertorio metabolico enfocado a la degradacion de queratina y a
la interaccion con tejidos animales, mas que a la produccion de metabolitos secundarios con

funcién antibacteriana (Cruz Ch. & Vielle O., 2024; Vite-Garin et al., 2024).

Adicional a ello, y similar a PP3, un desarrollo 6ptimo de estrcuturas vegetativas no implica
directamente una amplia produccion de metabolitos bioactivos (Song et al., 2021).
Generalmente en dermatofitos los factores de virulencia y producciéon de metabolitos
secundarios se ven estimulados en presencia de sustratos ricos en queratina o ambientes
similares a un hospedero (Ciesielska et al., 2021). Medios ricos en nutrientes simples como
PDA tienden a priorizar el desarrollo vegetativo frente a la sistesis de moleculas con potencial
antimicrobiano (Papagianni, 2004). Esto sugiere que MP3 pudo mantenerse en un estado

metabolico basal, sin inducir la expresion de moléculas bioactivas.

54



Finalmente, se debe considerar la naturaleza quimica de los posibles compuestos bioactivos,
estudios realizados con hongos endofiticos han desmotrado que los extractos obtenidos con
solventes organicos como acetato de etilo logran recuperar comuesto con actividad
antimicrobiana frente a Gram positivas y Gram negativas (Kumari et al., 2021). Al haber
recuperado la fase polar, se pudo discriminar metabolitos apolares con una posible
bioactividad antibacteriana (Wadhwa et al., 2024).

Figura 13.

Dilucion en pocillos de extracto extracelular de la cepa MP3.

Nota: Extracto de la cepa MP3; T3 = 100 mg/mL; T4 = 50 mg/mL; C+ = Cloranfenicol (1 mg/mL); C- = Agua

destilada estéril.
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5.1.

5.2.

CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

El medio Caldo Papa Dextrosa (PDB) se estableci6 como el cultivo liquido mas
eficiente para el crecimiento de los hongos del paramo, evidenciando los mayores
rendimientos de biomasa seca en las cepas MP3 (1.81 mg/mL) y PP3 (1.28 mg/mL).
Sin embargo, la cinética de esporulacion demostré que la formacion de conidios no
es un indicador confiable de adaptabilidad ni un pardmetro util para evaluar el
establecimiento de cultivos liquidos, dado que el PDB favorecié el crecimiento
vegetativo sin necesariamente estimular la conidiacion y también que algunas cepas
mostraron patrones discordantes entre esporulacion y produccion de biomasa.

Los extractos extracelulares obtenidos de las cepas con mayor crecimiento (MP3 y
PP3) no presentaron actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus ATCC
1026 en concentraciones de 50 y 100 mg/mL, lo que indica que, bajo las condiciones
evaluadas, la produccion de biomasa no se correlaciona con la sintesis de metabolitos

secundarios con efecto antimicrobiano.

Recomendaciones

Para una caracterizacion mas completa del potencial bioactivo de las cepas, se
recomienda incluir en futuros estudios tanto los metabolitos intracelulares derivados
del micelio como las fracciones apolares obtenidas mediante solventes organicos
como el acetato de etilo (Cepeda, 2010), con el fin de no limitar el analisis a los
compuestos extracelulares hidrofilicos.

Dado que el medio PDB mostro6 ser el mas adecuado para el crecimiento, se sugiere
emplearlo en ensayos posteriores orientados a estimular la produccion de metabolitos
secundarios mediante técnicas de elicitacion (variacion de pH, radiacion UV, fuentes
alternativas de carbono o nitrégeno, o adicién de compuestos inductores), siguiendo
enfoques como One Strain—Many Compounds (OSMAC) (Romano et al., 2018).
Considerando que los ensayos fueron realizados en condiciones estaticas, se

recomienda evaluar el comportamiento de las mismas cepas bajo condiciones
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dinamicas, incorporando agitacion y aireacion controlada, para determinar su efecto

en el crecimiento, la esporulacion y la biosintesis de metabolitos secundarios.
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7. Anexos
7.1.  Anexo 1. Prueba de Tukey realizada en el software estadistico InfoStat

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,6401ﬂ
Error: 00,0442 gl: 30
CEPA MEDIO Medias n E.E.

MP3 PDB 1,81 3 0,12 A

PP3 PDB 1,28 3 0,12 A B

MP1 PDB 1,26 3 0,12 A B

MP3 EHN 1,19 3 0,12 A B

PP2 PDB 1,15 3 0,12 B

MP4 PDB 1,08 3 0,12 BE C
PP3 EHN 1,04 3 0,12 B C
PQ1 PDB 1,00 3 0,1z B C
NP4 EHN 0,97 3 0,12 B C
PP4 EHN 0,97 3 0,12 B C
FPP4 PDB 0,90 3 0,12 E C D
MQ1 PDB 0,89 3 0,12 BE C D
PPZ2 EN 0,81 3 0,12 BE C D
PQ1 EHN 0,65 3 0,1z BE C D
MP1 EHN 0,49 3 0,12 cC D
MQ1 EHN 0,27 3 0,12 D

Mediaes con wuna letra comim: no son sigmific
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