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RESUMEN

Los microorganismos generan metabolitos secundarios, los cuales constituyen aproximadamente la mitad
de los productos farmacéuticos que se encuentran en el mercado hoy en dia, y que han sido aislados de
diferentes fuentes naturales incluyendo el suelo, el agua (de rio y de mar), el aire, las esponjas y las

plantas.

En lo que respecta a las plantas, hasta hace unos afios se habian estudiado unicamente sus extractos, sin
tomar en cuenta a los microorganismos presentes en ellas; los cuales, recientemente han probado ser de
gran importancia para el descubrimiento de nuevos compuestos bioldgicamente activos. Es de esta forma
que nos propusimos evaluar la posible actividad bioldgica de los hongos asociados a Magnolia dealbata
Zucc., planta importante en la medicina tradicional mexicana, en bisqueda de compuestos bioactivos

benéficos para el humano.

De este arbol se aislaron 45 hongos, de los cuales 11 inhibieron principalmente a las bacterias Gram-
positivas Bacillus subtilis y Micrococcus luteus. De éstos, se seleccioné un hongo que llamé la atencién
por sus diferentes capacidades bioquimicas, pigmentos y morfologia para su identificacion utilizando la
regién 5.8S (con sus ITS colindantes) del DNA ribosomal, y para su estudio quimico enfocado en la

busqueda de compuestos de interés.

Las secuencias obtenidas al ser comparadas por BLAST mostraron que el hongo elegido parece ser una
especie no reportada perteneciente al género Geomyrces. Extractos orgdnicos de este hongo han mostrado
actividad contra semillas de amaranto (Amaranthus hypocondriacus) y jitomate (Lycopersicon
esculentum), asi como inhibicién contra Trypanosoma cruzi (cepa Querétaro), y efecto no significativo
contra hongos fitopatégenos (Alternaria solani, Fusarium oxysporum, Phytophtora capsici, Phytium

aphanidermatum).



INTRODUCCION

Actualmente, nos enfrentamos a diversos problemas socioecondémicos en el ambito
sanitario y de salud que estan relacionados con organismos patdgenos. Por otra parte,
dentro de las actividades agroindustriales existen numerosas pérdidas econdmicas
provocadas por malezas, insectos y microorganismos fitopatégenos como los hongos,
bacterias, virus y oomicetos. Estos tltimos son particularmente problematicos en
agricultura, ya que se caracterizan por ser de rdpido crecimiento con elevada
patogenicidad y alta especificidad para atacar cultivos de importancia comercial. Sin
embargo, existe un limitado ndimero de compuestos quimicos para tratar las
enfermedades, haciendo urgente el desarrollo de nuevos agentes agroquimicos

especificos con menor impacto ambiental y baja toxicidad para los seres humanos

(Meléndez-Gonzilez, 2012).

Por otro lado, en el tema de salud, las enfermedades infecciosas son actualmente una de
las principales causas de muerte a nivel mundial (Baltz, 2005). Con el paso del tiempo, la
resistencia de los microorganismos patégenos amenaza con aumentar este numero, que
es agravado por el retraso en los métodos de control sanitarios y terapéuticos. Mas aun,
el abuso de antibidticos, asi como la automedicacion (un hébito todavia comun entre la
poblacién mundial, incluido México) ha contribuido a los elevados indices de resistencia

(Amabile-Cuevas, 2010).

Por otro lado, los patdgenos resistentes no son el unico problema de salud. Existen
padecimientos crdénicos que aminoran la calidad de vida, tales como el cancer, o la
enfermedad de Chagas. Este ultimo, durante mucho tiempo se consideré un
padecimiento endémico de América, por ello fue llamado “tripanosomiasis americana”,

y afecta a mas de 10 millones de individuos latinoamericanos (WHO, 2010),
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particularmente en México la infeccidn estd presente en practicamente todo nuestro

territorio (Martinez, et al., 2013).

Para abordar estos problemas, se ha propuesto la busqueda de nuevos compuestos
naturales, y se han investigado las propiedades antimicrobianas de derivados de
antibidticos ya existentes con resultados positivos (Wright, 2000). Asimismo, la
exploraciéon de compuestos naturales ha constituido un fuente basta de compuestos
quimicos con potencial de aplicacién en el control de plagas y enfermedades, ya que
poseen una diversidad quimica incluso superior a la obtenida por la quimica
combinatoria y tienen un tiempo de residencia menor en el ambiente por lo que sus
efectos dafiinos son menores (Dubey, er al, 2011). Muchos descubrimientos se han
hecho recientemente en el aislamiento de una clase especial de microorganismos,
comunmente llamados endoéfitos (principalmente hongos, pero también bacterias) que
han demostrado tener el potencial natural para la acumulacién de diversos metabolitos
bioactivos que directa o indirectamente podrian utilizarse como agentes terapéuticos

contra una plétora de enfermedades (Kusari y Spiteller, 2011).

Las relaciones simbioticas entre hongos y organismos fotosintéticos son antiguas y
ubicuas. Sin embargo, estas interacciones han sido descritas en menos del 5% de las 1.5
millones de especies de hongos que se estima que existen (Hawksworth, 2001). Se ha
encontrado que las plantas tropicales contienen una gran diversidad de
microorganismos asociados, muchos de ellos todavia sin clasificar y posiblemente
pertenecientes a nuevos géneros y especies. Estos hongos asociados estdn conformados
por una gran variedad de micromicetos que colonizaron los tejidos de su planta
hospedera sin causar sintomas aparentes de enfermedad, desarrollando una relacién de
antagonismo, comensalismo o mutualismo que estd equilibrada por la virulencia del
hongo y las defensas de la planta. De esta forma, los hongos encuentran un habitat y

alimento dentro de su hospedera y, a cambio algunos de ellos, gracias a los metabolitos
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secundarios que producen, suelen disminuir la probabilidad de que ésta se vea afectada

por microorganismos patdgenos competidores y factores ambientales adversos (Arnold

et al., 2003; Schulz y Boyle, 2005; Charepraset et al, 2006; Gunatilaka, 2006).

Los estudios de microorganismos asociados a plantas se han incrementado radicalmente
desde el descubrimiento de Stierle er al (1993), donde se encontré que un hongo
huésped producia taxol al igual que la planta anfitriona, lo que ha llevado a que muchos
mads compuestos hayan sido encontrados en recientes afios. Tomando en cuenta todos
estos datos, en este trabajo el potencial quimico obtenido de un hongo presente en el
arbol Magnolia dealbata Zucc., con el fin de encontrar productos naturales

potencialmente utiles para el humano.



1. ANTECEDENTES

1.1 La importancia de los metabolitos secundarios o productos naturales

microbianos

Los microorganismos son indispensables para todos los aspectos de la vida humana, de
hecho, para toda la vida en la Tierra. Desde tiempos inmemoriales todos los procesos de
la biosfera se han visto afectados por la capacidad aparentemente interminable de los
microbios para modificar el mundo que les rodea (Kusari y Spiteller, 2010). De esta
forma, mantenemos un contacto intimo con ellos, influyendo en nuestras actividades
diarias en todo momento; un claro ejemplo son los metabolitos secundarios obtenidos a

partir de ellos.

En un inicio, dicho término denominaba a compuestos como productos finales del
metabolismo primario que presentan modificaciones secundarias y son de baja
abundancia (<1%). En la actualidad se sabe que son moléculas en su mayoria, de bajo
peso molecular <3000 Da (aunque no necesariamente), que poseen una amplia variedad
estructural y funcional, no son indispensables para el crecimiento del microorganismo
en un cultivo puro, y que son moléculas de adaptacién, resultado de la evolucién en
respuesta a las necesidades y adversidades del entorno natural. Aquéllos que presentan
alguna actividad bioldgica notable son generalmente referidos como productos naturales
bioactivos (Bourgaud, 2001; Demain, 1981; Demain, 2009). Los cuales se definen como
aquellos que poseen un efecto biolégico sobre otro organismo, sean: antibacterianos,
insecticidas, fungicidas, herbicidas, antiparasitarios, antihistaminicos, antitumorales y
antidepresivos, y pueden obtenerse a partir de plantas, animales y microorganismos

(Bérdy, 2005).



En general, las principales funciones de los metabolitos secundarios son de defensa,
regulaciéon y comunicacién. Por ejemplo, modulan la transcripcién celular, la
multiplicacién, la transferencia de genes, la induccién de fagos, actividad de respuesta

de la célula anfitrién, e inducen resistencia y virulencia (Bérdy, 2012).

Los pesos moleculares de los metabolitos microbianos son muy variados, por ejemplo 70
Da (acrilamidina), 2539 Da (ramoplanina), 3354 Da (nisina), 7457 Da (microcina-24),
hasta un maximo de 12 524 Da (actinohivina). El peso molecular promedio de los
productos derivados de actinomicetos es de ~ 550 Da, mientras que los productos de
hongos tienen un peso molecular medio de ~ 380 Da. En general, los productos
naturales microbianos tienen una alta complejidad estérica con muchos centros quirales,
tienen menos nitrégeno y mas contenido de oxigeno, menos aromdticos y mas enlaces

éter (Bérdy, 2012)

Estos compuestos han sido la inspiracién para el desarrollo de aproximadamente el 80 %
de farmacos comerciales (Newman y Cragg, 2012). Cabe sefialar que ni los avances en
quimica combinatoria, la creacién o modificacién de nuevas moléculas y otras técnicas
diversas, han podido llegar a compararse con la naturaleza, la cual continta disefiando
nuevos compuestos con actividades mejoradas y efectos secundarios reducidos,

beneficiando asi a la salud humana.

Se estima que el numero de compuestos naturales reportados ronda al medio millén, de
los cuales casi el 70% son producidos por plantas y solamente el 10% por
microorganismos (45% por actinomicetos, 37% por hongos y 10% por bacterias). Es
necesario denotar que cerca de la mitad de todos los metabolitos microbianos conocidos
(47%) presentan algun tipo de actividad bioldgica, mientras que esta cifra es menor en
las plantas (7%), y solamente un 3% para compuestos de origen animal (Bérdy, 2012;

Demain y Sénchez, 2009).



A través de la historia los mayores productores de metabolitos secundarios han sido los
hongos y los actinomicetos. Se han descrito aproximadamente 8600 compuestos
bioactivos de hongos, de los cuales 4900 son antibidticos y 3700 presentan otras
actividades (Ganguli y Deshmukh, 2007). En particular, los metabolitos aislados de
hongos asociados a plantas poseen una gran diversidad quimica, incluyendo esteroides,
xantonas, fenoles, isocumarinas, derivados del perileno, quinonas, furandionas,
terpenoides, depsipéptidos y citocalacinas. Los hongos son usados en varios procesos
industriales tales como la produccién de enzimas, vitaminas, polisacaridos, alcoholes,
pigmentos, lipidos y glicolipidos, son extremadamente importantes para nuestra salud
asi como nuestra nutricién, y tienen un tremendo impacto econdmico (Shulz y Boyle,

2005; Adrio y Demain, 2003).

La situacién ha cambiado actualmente (Tabla 1), y desde los afios noventa, el nimero de
compuestos bioactivos aislados de hongos filamentosos aument6 continuamente a mas
del 50%, el interés hacia las bacterias se increment6 ligeramente; y donde se dio el
mayor descenso fue en los productos obtenidos de actinomicetos, disminuyendo su

numero en un 25% (Bérdy, 2005; Bérdy, 2012).

Mais del 85% de todos los metabolitos microbianos bioactivos conocidos presentan
actividad antibacteriana, antifingica o antiprotozoaria, y de éstos, mas de la mitad
(51%) exhiben otras bioactividades. Por otro lado, mas del 50% de los metabolitos

fungicos presentan actividad fitotdxica, herbicida y/o pesticida (Bérdy, 2012).



Tabla 1. Productos Naturales Microbianos (tomado de Bérdy, 2014)

Microorganismos Antibiéticos Bioactivos restantes Productos Naturales
productores conocidos
Actinobacteria 14 500 16 000 20 - 21 000
Streptomyrces sp. 11 000 12 400 17 00
Otras actinobacterias 3 400 3 600 4400
Eubacterias 3500 4700 11 -12 000
(Bacillus sp. 1400
Pseudomonas sp.) 950
Myxobacterias 450 750 1200
Cyanobacterias 400 1800 4500
Otras incl. proteobacteria 800 2 000 5000
Hongos 10 500 1 800 40 — 45 000
Microscépicos 9 000 14 000 32 000
(Aspergillus 2200
Penicillium) 1 650
Basidiomicetos 2900 4100 9 000
Otros  (incl.  levaduras, 110 340 3000
mucilaginosos, etc.)
Total ~ 28 500 ~ 38500 75 - 80 000

Los compuestos microbianos bioactivos conllevan a un mercado sélido y promisorio,
constituyendo casi el 50% de los nuevos medicamentos introducidos en el mercado
entre 1981-2010; aproximadamente el 75% de los agentes anti-infecciosos son productos
naturales o derivados de productos naturales (Newman y Cragg, 2010), y los productos

naturales per se, representan mds de $ 40 mil millones de délares en ventas (Demain,

2009).



1.2 Asociacién Endéfito-Planta

Como ya se menciond, hace muchos afios que se conocian microorganismos que viven
dentro de los tejidos vasculares de las plantas, de forma diferente a las relaciones epifitas
o parasitas ya conocidas. Luego de observar hifas en diferentes semillas de trigo en 1886,
de Bary los denomind como microorganismos “enddfitos” (Hyde y Soytong, 2008;
Skusari y Spiteller, 2012), y desde entonces dicha definicién ha sido muy discutida y

modificada.

Actualmente, se pueden definir a los enddfitos como microorganismos asociados a
plantas que residen en sus tejidos internos, viviendo sin causar efectos negativos
evidentes inmediatos (Bacon y White 2000), pero pueden volverse patégenos durante la

senescencia del hospedero (Rodriguez y Redman 2008).

La mayoria de los enddfitos se transmiten horizontalmente a sus plantas anfitrién por
dispersion de sus esporas por el aire; pero también puede darse el caso de una
transmision vertical a las préximas generaciones a través de las semillas (Hartley y
Gange 2009). Los estudios han mostrado que la transmisién vertical o sistémica, en
donde los microorganismos crecen dentro de las semillas, tienen mas probabilidades de
ser mutualistas, mientras que los transmitidos horizontalmente (no sistémicos), a través
de esporas, tienden a ser antagdnicos al hospedero (Schardl er a/, 1991; Saikkonen et al

1998).

Las plantas ofrecen una gran diversidad de habitats para los microorganismos y ésta es
una razéon importante por la cual los microorganismos y las plantas interactian
frecuentemente. Ademas, es necesario sefialar que las plantas son también productoras
de metabolitos secundarios, lo que suma complejidad a la interaccién con sus
microorganismos, dando como resultado una fuente abundante de moléculas bioactivas

(Strobel et al., 2004).



Schulz y Boyle (2005) mencionan que no existen interacciones neutras entre endéfitos y
hospederos, sino que estas interacciones incluyen un balance de antagonismos (Figura
1). Siempre hay al menos un grado de virulencia por parte del hongo habilitando de esta
manera la infeccidon, mientras que las defensas de la planta hospedera limitan el
desarrollo de los invasores flingicos asi como la enfermedad (Isaac, 1992), como lo

muestra de forma sencilla la Figura 1.

P ———

Factores ambientales

Plantas

Balance de antagonismos \ Enfermedad

2,

Balance de sinergismos \
Endéfitos . > I Patdgenos |

Factores ambientales

Factores ambientales

Figura 1. Interpretacién Esquematica de las Interacciones Quimico-Ecolégicas entre la Planta y el Hongo

Asociado (adaptado de Kusari er al, 2012).

Cabe sefialar que los microorganismos asociados a plantas que se encuentran con mayor
frecuencia son hongos (Bacon y White, 2000; Staniek et al, 2008), y suelen ser
ascomicetos, u otros conidiogénicos (fase anamorfica) que viven de forma asintomadtica
en los tejidos vegetales (Huang et a/, 2001). La interaccién que entabla el hongo con la
planta promueve una relacion en la que se obtienen beneficios al menos para una parte
(aunque para la otra pueda ser perjudicial); tal como la obtencién de nutrientes a

expensas del hospedero, o la mejora ecoldgica de la planta, o una posible accién
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mutualista que puede ejercer el huésped sobre su hospedera. Pero en su ahora habitat
interno, el hongo debe enfrentar condiciones agresivas porque la planta puede contener
ya varios endéfitos previamente instalados con los cuales el nuevo microorganismo debe

competir (Faeth, 2002; Tan y Zou, 2001).

Es generalmente aceptado que las plantas infectadas con enddfitos son frecuentemente
mas sanas que aquéllas que no los tienen, porque las primeras suelen tener ventajas
contra el estrés bidtico y abidtico sobre sus contrapartes. Algunos enddfitos incluso
llegan a participar de forma directa o indirecta en la toma de nutrientes minerales para

reducir o prevenir el estrés (Zhang et al, 2006).

La mayoria de las especies de plantas que se han estudiado previamente presentan al
menos un microbio endéfito (Ryan et al, 2008); y aquellas plantas que crecen en
entornos ambientales tunicos generalmente hospedan organismos endoéfitos no

reportados o descubiertos (Strobel, 2003).

Antibidticos o enzimas pueden ser producidos por los microorganismos asociados para
prevenir la fitocolonizacion de patégenos microbianos (Strobel, 2003; Berg y Hallmann,
2006), o evitar que los insectos (Azevedo et al, 2000) y nematodos (Hallmann et aJ,

1998) infecten a las plantas.

En otros casos, los endofitos generan compuestos que activan el mecanismo de defensa
del anfitrién frente a otros organismos patdgenos, en un proceso conocido como
resistencia sistémica inducida (Kloepper y Ryu, 2006), y también pueden promover el
crecimiento de las plantas en un intento de compensar la apoptosis celular inducida por

la infeccién de fitopatégenos (Berg y Hallmann, 2006; Alvin et al,, 2013).

La especie vegetal hospedera también se beneficia de los endoéfitos por su resistencia

natural a los contaminantes del suelo (Siciliano er al, 2001), su capacidad para degradar
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compuestos xenobidticos, o ayudando sustancialmente en la fitorremediacién (Ryan et

al,, 2008).

Por un lado, los aspectos ecolégicos de los hongos enddfitos tales como la gama de
anfitriones, parentesco evolutivo, la infeccién, la colonizacién, los patrones de
transmision, la especificidad tisular y aptitudes mutualistas benéficas han sido
investigados en relacién con una gran cantidad de plantas (Arnold er al, 2003, 2007,
Arnold, 2005, 2007; Stone et a/, 2004; Schulz y Boyle, 2005; Rodriguez et a/, 2009). Por
otro lado, muchos descubrimientos se han hecho en el aislamiento de hongos asociados
a plantas, que han demostrado tener el potencial para la sintesis de novo de diversos
metabolitos bioactivos que directa o indirectamente se pueden utilizar como agentes
terapéuticos contra numerosas enfermedades (Strobel er a/, 2004; Zhang et al, 2006;
Gunatilaka, 2006; Staniek er a/, 2008; Suryanarayanana er al/, 2009; Aly et al, 2010;
Kharwar et a/, 2011; Kusari y Spiteller, 2010, 2011, 2012).

El potencial metabdlico que reside en los hongos enddfitos es enorme, el nimero
estimado de especies de hongos es mds de cinco veces el numero previsto de especies de
plantas y cincuenta veces el numero posible de especies bacterianas (Demain, 2009).
Dreyfuss y Chapela (1994) especulan que existen al menos 1.3 millones de hongos
endofitos por ser descubiertos; donde solamente se han identificado aproximadamente
25 000 especies (Bérdy, 2012). En México, segun calculos, andlisis poblacionales y
extrapolaciones, han determinado que contamos con aproximadamente 200,000 hongos,
de los cuales sélo el 3.5 % son conocidos. Sin embargo, hay que recordar que la gran
destruccién forestal que ocurre al parejo de la pérdida de la diversidad en el pais estd
afectando seriamente la biodiversidad total, principalmente en los trépicos. Es por ello
que debemos valorar mejor los recursos con los que contamos, y mas sabiendo el
beneficio que representan para el género humano (Hawksworth, 2001; Guzman, 1998),

ya que se estima que solamente un 40-50% de los bosques que existian hace 1000-2000
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afos, permanecen en la actualidad. Asi que, cuando desaparezca una especie de planta,

también lo hard un complejo entero de microorganismos asociados (Strobel, 2003).

1.3 Los hongos enddfitos y su importancia en la actualidad

Los microorganismos pueden ser aislados de casi todas partes en el planeta. A pesar de su
pequeiio tamafio, son una de las formas mds abundantes de la vida en la Tierra, sobre
todo porque se han adaptado a través de la evolucién de los hdbitats mds extremos y
estdin bien equipadas con arsenales quimicos para mostrar cualquier tipo de
interacciones ecoldgicas. A pesar de la gran diversidad de compuestos existentes,
siempre habrd una busqueda de nuevos nichos ecoldgicos para las fuentes potenciales de
agentes bioactivos naturales procedentes de fuentes renovables, amigables

ecoldgicamente y faciles de obtener (Liu et al, 2001).

Tal es el caso de las plantas, que han atraido la atencidén desde tiempos ancestrales
gracias a sus propiedades medicinales, por lo que se han hecho grandes esfuerzos en
torno a las plantas empleadas en la medicina tradicional debido a sus propiedades
farmacoldgicas y al aislamiento de nuevas moléculas (Osman et al, 2012). Entre las
especies vegetales conocidas en la Tierra (mas de 300 000 especies diferentes), sélo en
una pequeiia fraccion se ha investigado la presencia de compuestos antimicrobianos, y
solamente del 1 - 10% de las plantas son utilizados por los seres humanos (Shahid et a/,

2009; Osman et al., 2012).

Es asi que llegamos a los organismos endéfitos, los cuales han recibido mucha atencién
debido a su indudable capacidad para generar productos naturales con potencial
terapéutico (Kusari y Spiteller, 2011). Los hongos asociados han co-evolucionado
durante millones de afios con sus anfitriones, las plantas superiores, lo que representa un
importante recurso de nuevos metabolitos secundarios. Han llegado a adaptarse a sus

micro ambientes y han desarrollado la habilidad bioquimica para producir compuestos
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similares o idénticos a aquéllos producidos por sus plantas hospederas como resultado de
la recombinacién génica al incluir el DNA de la planta dentro de su propio genoma
(Photita et al., 2001; Zhang et al., 2006). Sin embargo, no necesariamente dicha co-

evolucién conlleva a la produccion del mismo compuesto (Kusari y Spiteller, 2011).

En la ultima década, aproximadamente la mitad de los metabolitos de hongos recién
descubiertos (unos 5000 compuestos) se aislaron de cepas enddfitas. Y no sélo eso, se ha
visto que el 80% de los hongos endéfitos producen algin tipo de compuesto bioactivo
(Kusari y Spiteller, 2011; Crawford y Clardy, 2011; Yu, er a/, 2010; Simmons, et al,
2008).

Como ya se menciond, los hongos se consideran organismos de gran importancia en el
mundo, no sélo por su rol vital dentro de los ecosistemas, sino también por su influencia
en las actividades humanas (Mueller y Schmit, 2007). El mercado por areas no
farmacéuticas lleg6 a $2 billones de ddlares en el anio 2000, en las que destacan: comida
45%, detergentes 34%, textiles 11%, pieles 3%, pulpa y papel 1.2% (Adrio y Demain,
2003). Ademads, considerando que 6 de 20 de los medicamentos mads prescritos son de
origen flngico, y que aproximadamente sélo el 5% de los hongos han sido descritos,
éstos representan un enorme potencial para la bisqueda de nuevos productos (Gloer,

1997; Hawksworth, 2001; Schulz er al, 2002).

Diversos productos naturales bioactivos de diferentes clases, tales como alcaloides,
esteroides, terpenoides, isocumarinas, quinonas, fenilpropanoides, lignanos y acidos
fendlicos, ya han sido aislados de hongos enddfitos (Zhang et al., 2006). Hoy en dia, la
mayor parte de metabolitos microbianos es producido por varios hongos, que incluyen
los basidiomicetos (11%) y micromicetos filamentosos (33%), incluyendo Penicillium,
Aspergillus, Trichoderma y cientos de otras especies. Estos géneros representan casi el

99% de todos los metabolitos fungicos. Otros tipos de hongos, como las levaduras y
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hongos mucilaginosos son productores muy pobres, con menos de 400 productos en

total, que es ~ 1.5% de todos los metabolitos (Bérdy, 2012).

Entre los hongos microscépicos, la capacidad de produccién de los ascomicetos y las

especies endofiticas son las mas significativas (Bérdy, 2005).

Los hongos asociados pueden producir los mismos metabolitos secundarios o muy
similares que su anfitrién. Compuestos bioactivos que son co-producidos por las plantas
y sus endofitos incluyen los farmacos anticancerigeno camptotecina (Puri et al, 2005),
la podofilotoxina (Puri et al, 2006), y a la azadiractina, que es un insecticida natural
(Kusari et al, 2012), el famoso caso del taxol (paclitaxel), una molécula antitumoral
(Figura 2), que fue aislado primeramente de arboles de tejo Taxus brevifolia(Wani et al,
1971), y luego se descubri6é que también es producido por uno de sus hongos endéfitos
Taxomyces andreanae (Stierle et al., 1995), eliminando la necesidad de aislarlo a partir
de los arboles de lento crecimiento (Strobel, 2003). Actualmente, hay mas de 35 especies

fangicas enddfitas que lo producen (Bérdy 2012).

Figura 2. Férmula quimica del Taxol o paclitaxel.

La busqueda de nuevos productos para las industrias farmacéuticas y agroquimicas es un
proceso constante que requiere optimizacion continua (Dreyfuss y Chapela, 1994). En

este proceso es relevante considerar que: (1) los metabolitos secundarios que un hongo
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sintetiza corresponden con su nicho ecoldgico, y que (2) las interacciones metabdlicas
pueden mejorar la sintesis de dichos metabolitos secundarios (Schulz et al., 2002). Estos
compuestos de origen fungal son ahora usados para varios fines, en su mayoria como
antibidticos, aunque cabe recordar también que los inmunosupresores, como la

ciclosporina, revolucionaron la medicina facilitando los trasplantes de 6rganos.

Teniendo presente lo anterior, Strobel et al. (2004) proponen las siguientes estrategias

de seleccién de plantas hospederas a estudiar:

Plantas que habitan ambientes tinicos
Plantas con historia etnobotdnica (usada por indigenas).
Plantas endémicas que suelen tener una longevidad inusual o que han ocupado
ciertas masas de tierra desde la antigiiedad.
v' Plantas que crecen en dreas de gran biodiversidad, las cuales pueden alojar

endofitos igualmente biodiversos.

Ademads de estas propuestas, con las cuales concuerdan Kusari y Spiteller (2011), ellos
agregan una mads: aquellas plantas que ademds de endémicas pueden estar amenazadas
con su extincion, de las cuales es importante estudiar las interacciones endéfito-planta.
Aunque esto depende de que esté uno buscando en particular, es decir, no aplica para
todo tipo de investigacién y no deben tomarse como leyes sino como pautas a

considerar.

La busqueda de endodfitos que pueden mostrar bioactividad necesita la seleccion
adecuada de plantas que pueden ser de interés debido a su biologia, la edad, el
endemismo, historia etnobotdnica, y/o el entorno ambiental. Yu et a/ (2010) mostraron
que las plantas medicinales y plantas en ambientes especiales son estudiados con

frecuencia para la deteccién de microbios que producen agentes antimicrobianos (Figura

3).
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Figura 3. Proporcién de hongos enddfitos bioldgicamente activos aislados de diferentes fuentes con

actividad antimicrobiana (Tomado de Selim er al, 2012; adaptado de Yu er al, 2010).

En general, los hongos enddfitos son una fuente rica de diversidad genética y novedad
biolégica (Bacon y White, 2000), potencialmente ttiles para aplicaciones medicinales y
agricolas (Tan y Zou, 2001); en este sentido, la experiencia ha demostrado que los

nuevos microbios enddfitos generalmente producen nuevos productos naturales

(Strobel, 2002, 2003).

1.4 Magnolia dealbata Zucc.

La medicina tradicional ha empleado plantas desde hace miles de afios y en la
actualidad, aproximadamente el 80% de la poblacién mundial, todavia depende de las
plantas medicinales para el cuidado de la salud (Gurib-Fakim, 2006). Ademads, es
fundamental en el descubrimiento y desarrollo de nuevas moléculas. China cuenta con
el mayor numero de plantas medicinales registradas, con alrededor de 5,000 y México
ocupa el quinto lugar en biodiversidad de plantas y el segundo lugar en cuanto a
especies de plantas con antecedentes etnobotanicos con 4,500 especies (Cragg y

Newman, 2007).
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El arbol que fue seleccionado para el presente trabajo, y del cual se tomaron las muestras
de tejido para la busqueda de enddfitos proviene de la familia Magnoliaceae, la cual es
muy antigua, con fésiles remanentes que datan entre los 36 y 58 millones de afios.
Agrupa cerca de 220 especies de drboles caducifolios o perennes y arbustos nativos de
Asia y América, posee grandes y ostentosas flores que contienen tanto las partes
femeninas como las masculinas. Esta familia fue nombrada asi en honor a Pierre Magnol
(1638-1715), profesor de Botanica y Medicina en Montpellier, Francia (Watanabe et al,
2002). Esta familia se encuentra ampliamente distribuida en climas tropicales o
subtropicales. Aproximadamente, el 80% de las especies se encuentran al sureste de
Asia, desde el Himalaya hasta Japdn, y del Archipiélago Malayo hasta Nueva Guinea y
Nueva Bretafia, mientras que en América se encuentra el 20% restante, desde el
templado sureste de Norte América, y a través de la América tropical a Brasil. Todas las
especies de América pertenecen a 3 géneros: Magnolia, Talauma y Liriodendrom. En
México tenemos 12 especies y 3 subespecies de Magnolia (Watanabe et al, 2002;

Sanchez-Velasquez y Pineda-Lépez, 2010).

Entre las especies de Magnolia, M. obovata y M. officinalis han sido realmente
importantes en la medicina herbal tradicional china y japonesa: su corteza se utiliza en
casos de diarrea, flatulencia, amenorrea, pirosis y una variedad de enfermedades
gastrointestinales gracias a sus diversas propiedades farmacoldgicas (Figura 4) (Stuart,

1969).
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SISTEMA NERVIOSO

CENTRAL SISTEMA DIGESTIVO
e Anti-ansiedad, e Anti-obstructor
Neurosis, stress esofagico
e Anti-convulsivo e Anti-diarrea
e Anti-temblores e Anti-dispepsia

MUSCULO ESQUELETICO
SISTEMA CARDIOVASCULAR

e Anti-rigidez

e Relajacién vascular L
e  Relajacién muscular

e Antagonismo Ca? y
e Bloqueo de unién neuro-

e Liberacién de 6xido nitrico

muscular

ACCIONES DIVERSAS

e Antibacterial
e Preventivo de desgaste dental
e Antiséptico

Figura 4. Propiedades farmacoldgicas de la corteza de Magnolia (Tomado de Watanabe et a/., 2002).

El género Magnolia es una fuente rica de compuestos con actividad bioldgica a los cuales
se deben sus efectos farmacoldgicos. Estos compuestos se agrupan en tres tipos:
alcaloides, aceites esenciales y bifenoles. El honokiol y el magnolol (Figura 5) son los
compuestos bifendlicos mas comunes en Magnolia. Estos son isémeros posicionales que
exhiben actividad de relajacién muscular, inhiben la movilizacién intracelular del calcio

en plaquetas causada por el coldgeno, asi como su influjo en canales de calcio, tienen
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efectos antihemostaticos, antitrombdticos, ansioliticos y actividad antibacterial. El
honokiol induce la movilizacién de calcio y muestra actividad neurotroéfica en neuronas
corticales, ademas de un efecto antagénico en la calmodulina. E1 magnolol, por su lado,
tiene efectos analgésicos y anti-inflamatorios (Sarker et aZ, 2002; Kotani, 2005; Martinez

et al., 2006).

OH OH

H OH

Figura 5. Estructuras del Honokiol y Magnolol.

La especie endémica de México, Magnolia dealbata Zucc., fue descubierta en el siglo
XVI por Francisco Herndndez, y formalmente descrita por Zuccarini (1837). Luego de
ello, no se tiene ningun reporte de esta especie hasta 1948 y 1960, cuando Coneurse y
Rzedowski colectaron especimenes (Gutiérrez y Vovides, 1997). Hernandez también
lleg6 a senalar el uso que los aztecas tenian de este arbol, al cual llamaban Eloxdchitl-

del ndhuatl- Elotl oreja y Xéchitl flor (Gutiérrez, 1993; Pattison, 1985).

Debido al desconocimiento que por muchos afios existié sobre M. dealbata, existen
escasos trabajos de esta especie. Pese a ser nativa y endémica de México, no estd tan
ampliamente analizada como el resto de las especies del mismo género. Sin embargo, la
mayoria de las investigaciones muestran que las Magnolias conservan estructuras
primitivas, por lo que representan un gran interés desde el punto de vista evolutivo,

taxondmico y ecolégico (Gutiérrez, 1993).

Magnolia dealbata Zucc. (Magnoliaceae), crece en los bosques nublados, y esta

distribuida en los estados de Oaxaca, Querétaro, Veracruz, Hidalgo, San Luis Potosi, y
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Nuevo Ledn (Sanchez-Velasquez et al, 2010). Es usada en el centro de México como
diurético, ansiolitico, anti-hipertensivo, contra la disenteria, dolor de estémago, gripe,
asma y cancer (De la Cruz, 1964; Dominguez-Yescas, 2012) asi como para combatir

afecciones respiratorias y circulatorias (Pijoan, 2003).

En estudios recientes se ha encontrado que la sarcotesta (cubierta carnosa de las
semillas) de M. dealbata contiene metabolitos secundarios con actividad insecticida
contra adultos de Anastrepha ludens (mosca de la fruta mexicana), lo que sugiere que
son igual de potentes que las piretrinas naturales, y representan un método potencial
para controlar dicha plaga (Flores-Estévez et al, 2013). Asimismo, el extracto etandlico
de las semillas de M. dealbata ejerce actividad citotdxica, apoptotica y quimiopreventiva
en células humanas cancerosas MDA-MB231 (Alonso-Castro et al, 2014); ademads, sus
principios activos, el honokiol y el magnolol estimulan la captacién de glucosa en
murinos insulina-sensibles y resistentes, y en los adipocitos humanos utilizando la via

de sefializacién de la insulina (Alonso-Castro et al, 2011).

Esta especie esta amenazada de extincién debido a la utilizacién de su madera para
fabricacién de utensilios, material de construccién y lefia, asi como por la colecta de su
corteza y flores para su uso en medicina tradicional contra enfermedades del corazon,
como ocurre en Veracruz y otros estados en los que crece. La amenaza mds grave se
debe a una intensa cosecha de flores por puros propésitos ornamentales, aunado a que la
planta sufre de una pobre regeneracién natural. Actualmente, la legislacién mexicana la
considera en peligro de extincién en la NOM-059-SEMARNAT-2001 (DOF, 2002) y se
encuentra en el Red Data Book desde 1994, también estd considerada en peligro por la
International Union for Conservation of Nature (Gutiérrez y Vovides, 1997; Velazco-

Macias, 2008; Sanchez-Veldsquez y Pineda-Lépez, 2010, Cicuzza et al, 2007).

Dicho éarbol cumple con ciertos puntos mencionados anteriormente para ser

considerado un buen modelo de estudio: es endémico de nuestro pais y cuenta con
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historia etnobotdnica relacionada a la medicina, ademds de encontrarse gravemente

amenazada.

Nuestro grupo de trabajo ha encontrado microbios asociados de este drbol con diversas
actividades bioldgicas. Inicialmente se aislaron 55 bacterias y 52 hongos, de los cuales se
encontraron bacterias con actividad antimicrobiana, citotéxica y parasiticida
(Manterola, 2011; Guzman-Trampe, 2012; Lemus, 2013), asi como hongos con actividad

antibacteriana (Espinosa-Gémez, 2012).

1.5 El género Geomyces

Los hongos del género Geomyces estan presentes en ecosistemas diversos, y se
encuentran asociados a suelos del permafrost del Artico, aunque muchos pueden crecer
bien a temperatura ambiente. Son prevalentes en el aire de las viviendas domésticas y
areneros de los nifios, asi como también pueden encontrarse en ambientes marinos. Son
capaces de adaptarse a temperaturas muy frias cuando el agua liquida es escasa, y las
bajas temperaturas ambientales provocan cambios fisioldgicos que promueven la
supervivencia, el crecimiento y la reproduccidén. Sus especies tienden a ser
queratinofilicas y psicrofilas, halotolerantes y pueden tomar celulosa como fuente de

alimento (Hayes 2012; Sigler y Charmichael 1976; Van Oorschot, 1980).

Traaen (1914) describié cuatro especies (Geomyces auratus, Geomyces cretaceus,
Geomyces sulphureus 'y Geomyces vulgaris) cuando introdujo el género; de la cual sélo
la cepa de Geomyces auratus permanece. A pesar del pequefio nimero de especies
descritas, Geomyces tiene una distribucién mundial, y las especies conocidas en este
género estan especialmente ubicados en los suelos de los ecosistemas templados y de alta
latitud (Kirk er al, 2008), siendo muy comun en los suelos de las regiones mas frias
(Carmichael, 1962; van Oorschot, 1980; Rice y Currah, 2006; Domsch er al, 2007;
Loque et al., 2009.; Goncalves et al., 2012).
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Geomyrces spp. genera conidios pequefios, unicelulares, ovalados o en forma de pera
(artroconidias) de hifas ramificadas, que existen en racimos en forma de arbol, con el
apoyo de conididéforos (Sigler y Carmichael, 1976, Currah, 1985, Sigler er al 2000, Rice
y Currah 2005).

El proceso taxondmico en este grupo avanza lentamente, es por esto que Geomyces y
Chrysosporium, se utilizan con frecuencia en la literatura (y erréneamente) como
similares (Minnis y Lindner, 2013), cuando son morfolégicamente diferentes.
Actualmente, se incluye como parte de los Heliotales: Ascomycota; Saccharomyceta;
Pezizomycotina; leotiomyceta; sordariomyceta; Leotiomycetes; Leotiomycetes incertae
sedis; Pseudeurotiaceae; mitosporic Pseudeurotiaceae. Existe cierta discrepancia al
respecto, ubicdndolo también dentro de los Onygenales y con tanta polémica y recientes

cambios todavia no ha llegado a consolidarse el género.

De acuerdo a las bases de Index Fungorum, MycoBank y NCBI, entre sus especies

encontramos a:

» G. auratus, » G. cretaceus, » G. vinaceus,
» (. asperulatus, » G. pulvereus, » G. lucifugus,
» G. laevis, » G. sulphureus » G. luteus

Poco se sabe aun de este género, pero se ha visto que los Geomyces son productores de
acido astérrico, el cual inicialmente mostrd ser un inhibidor de la endotelina (Ohashi, er
al, 1992), y de hecho, hace poco se encontraron cinco nuevos derivados del mismo a
partir de cultivos de Geomyces sp., aislado de la Antdrtida, donde el acido astérrico
(Figura 6.1) y el metil asterrato (Figura 6.2) resultaron ser los componentes
mayoritarios. Su extracto organico presentd actividad antifiingica significativa contra

Aspergillus fumigatus (ATCC 10894) vy actividades antibacterianas frente a
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Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Streptococcus pneumoniae (CGMCC 1,1692), y
Escherichia coli (CGMCC 1,2340) (Li et al., 2008).

1R=H

2R=CH,
3R = CH,CH,
4R= (CHQ)aCHE

Figura 6. Moléculas obtenidas de Geomyrces sp., aislado de la Antartida (Tomado de Li er al, 2008). (1)
Acido astérrico, (2) Metil asterrato, (3) Etil asterrato, (4) n-butil asterrato, (5) Bisdiclorogeodina, (6)

Geomicina A, (7) Geomicina B, (8) Geomicina C.
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2.  JUSTIFICACION

Al ser las plantas reservorio de microorganismos potenciales para la produccién de
diversos compuestos de interés biomédico, y considerando las pautas propuestas por
Strobel er al. (2004) para la eleccion de una planta de interés, en este trabajo nos
enfocamos en especies endémicas de México de importancia etnomédica como Magnolia
dealbata Zucc., ya que es un modelo de estudio interesante para la busqueda de
microorganismos asociados a la misma, con actividades bioldgicas potencialmente

benéficas para el ser humano.

Ademads, en estudios recientes se han hallado bacterias asociadas a este arbol con
actividad antimicrobiana, citotdxica y parasiticida (Manterola, 2011; Guzman-Trampe,

2012; Lemus, 2013), asi como hongos con actividad antibacteriana (Espinosa-Gdémez,

2012).

3. HIPOTESIS

El potencial sintético de los hongos y los estudios realizados en M. dealbata Zucc.,
permiten postular que sus hongos asociados seran capaces de producir compuestos con

al menos una actividad biolédgica, diferente a la antimicrobiana.
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4. OBJETIVO

Encontrar posibles actividades bioldgicas en un hongo asociado a Magnolia dealbata

Zucc.

Objetivos Particulares

e Seleccionar del hongo de trabajo
e Identificar y caracterizar el hongo elegido.

e Evaluar el potencial del hongo asociado a M. dealbata Zucc. para generar

actividad antifungica.

e Evaluar el potencial del hongo asociado a M. dealbata Zucc. para generar

actividad herbicida.

e Evaluar el potencial del hongo asociado a M. dealbata Zucc. para generar

actividad tripanocida.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Aislamiento de poblaciones de microorganismos asociados a la especie

Magnolia dealbata Zucc.

A partir de muestras de tejido vegetal tomadas por la M. en C. Silvia Margarita Guzman
Trampe, de dos arboles de Magnolia dealbata Zucc. (Figura 7) localizados en las
coordenadas 19° 21°05.9"" N y 97° 03°30.8" "W entre las localidades de Ixhuacan de
los Reyes y Coatepec, en el estado de Veracruz,
Méx. a una altura aproximada de 1591 msnm
(bosques de niebla) se aislaron cepas fungales que
fueron conservadas a 4 °C en medio sdlido en
cajas Petri y en tubo inclinado, y las esporas en
solucién salina isoténica (SSI) (Guzman-Trampe,
2012). El ejemplar de respaldo “voucher”
colectado por el M. en C. Alvaro Campos se
encuentra depositado en el Herbario de la

Estacién de Biologia Tropical de los Tuxtlas con

el nimero de colecta 6469.

Figura 7. Fotografia de uno de los individuos del arbol Magnolia dealbata Zucc.

Con anterioridad se habia buscado actividad antimicrobiana generada por los hongos
presentes en esta planta, y aquellos que inicialmente la mostraron comparten una gran
similitud con el género Penicillium (Penicillium chrysogenum, Penicillium commune)
y Fusarium sp., entre otros, debido a que no nos enfocamos en este proyecto en la

actividad antibacteriana, se le puso mayor atencién a uno que era morfolégicamente
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diferente y que tenia ciertas caracteristicas de interés, como la produccién de

pigmentos, el hongo 31A-Ba.

5.2 Corroboracién de la actividad antimicrobiana con pruebas de antibiosis

Inicialmente se hicieron pruebas de antibiosis por el método Kirby-Bauer (Joklik et al,
1999) con 4 cepas sensibles: la bacteria Gram-negativa Escherichia coli (ATCC 1129), las
Gram-positivas Bacillus subtilis (ATCC 6633) y Micrococcus Iluteus (ATCC 9341),
ademas de la levadura Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763), con las cuales se evaluo
un amplio espectro antimicrobiano para corroborar que se mantuviera la actividad

antimicrobiana por parte del hongo evaluado.

Otro método usado para verificar la actividad antimicrobiana, fue enfrentando las cepas
sensibles contra el organismo fingico en una misma caja, al estar todos los

microorganismos estriados dentro de la misma.

5.3 Caracterizacién del hongo 31A-Ba

Se realizé la cosecha y cuantificacién de conidios como se report6 en un trabajo anterior
de nuestro laboratorio (Espinosa-Gémez, 2012), con la diferencia de que los medios
utilizados, en este caso fueron el PDA Merck® (Potato Dextrose Agar) y el PDB Difco®
(Potato Dextrose Broth). Asimismo, se hizo una cuantificacion de conidios viables,
plaqueando 100 pL de aquellas diluciones superiores a la 10° en cajas Petri con medio
PDA; considerando como contables solamente las cajas que tengan de 25 a 250 colonias,
de las cuales se multiplicaran por el factor de dilucién respectivo para obtener el calculo

aproximado de conidios viables/mL.

A partir de las alicuotas obtenidas se realizaron los experimentos posteriores, y
obtencién de mas esporas. Al mismo tiempo, se realizé la conservacion de sus conidios
en gel de silice, luego de cosecharse de medio PDA y posteriormente lavarse (Espinosa-

Gomez, 2012).
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5.4 Microcultivo

Para analizar la morfologia microscépica (el micelio y la estructura) del hongo electo se
realizaron microcultivos con portaobjetos en camara humeda como se describié en el

trabajo previamente mencionado (Espinosa-Gdémez, 2012).

5.5 Cinética de crecimiento del hongo 31A-Ba

Con el fin de encontrar el medio mds adecuado para la producciéon de compuestos con
actividad bioldgica, se probaron los medios Sabouraud con 0.5 % glucosa y caldo de
Papa Dextrosa en una cinética de crecimiento, resultando mejor el de papa, por lo que
de aqui en adelante siempre se utiliz6 como medio preferente, tanto en sélido como
liquido. Para lo anterior, se inocularon matraces de 250-mL con 50 mL del medio a
probar, y se introdujeron en el cuarto de incubacién a 29°C, 180 rpm en una agitadora
orbital AGO 60-90 (Prendo ®) durante 15 dias, tomando muestras de 1 mL de cada
matraz diariamente para medir su biomasa por peso seco, y el pH generado con un

potenciémetro Microprocessor pH Meter (HANNA Instruments).

El procedimiento con el cual se hizo dicha cinética esta igualmente reportado

anteriormente (Espinosa-Gomez, 2012).

5.6 Pruebas bioquimicas para la caracterizacién del hongo

Al hongo 31A-Ba se le realizaron pruebas bioquimicas para complementar su estudio:
API 20C (Biomerieux®), asi como de asimilacién de almidén y celulosa. Estas tltimas
son rapidas y sencillas. Se realizan al inocular el hongo en tubos con un medio mineral
sin fuente de carbono, sustituyéndolo por tiras de papel filtro, que es donde crecera el
microorganismo en caso de poder utilizar la celulosa presente (capacidad celulolitica);
en el caso de la prueba amilolitica, se inocula el hongo en estria en un medio con

almidén, PDA por ejemplo, y luego de un par de semanas de crecimiento se pone en
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presencia de cristales de yodo, lo que tefiira al almidén presente en la caja, mostrando

un halo incoloro en caso de que el hongo haya asimilado el almidén para su desarrollo.

El ensayo bioquimico API 20 C se realiz6 siguiendo las indicaciones del proveedor
Biomériux®y aunque dichas pruebas no estin pensadas para hongos filamentosos hay

reportes que demuestran que son utiles en tales casos (Spinel-Ingroff er al, 1989;

Chaturvedi er al, 2010).

5.7 Identificacién de la cepa 31A-Ba

5.7.1 Extraccién y aislamiento del DNA gendémico

El aislamiento del DNA gendémico del hongo es necesario para las metodologias de

biologia molecular siguientes, asi que se debe obtener en condiciones éptimas.

Esto se logré con base en un protocolo modificado de Akins y Lambowitz (1985), el cual
consiste en una lisis mecdnica en buffer TE (Tris EDTA) y extracciones con fenol-
cloroformo y alcohol isoamilico a partir del micelio obtenido en su etapa de crecimiento
exponencial, permitiendo la rapida obtencién del DNA, para ser purificado (Anexo 2).
Es necesario verificar que se haya obtenido DNA gendémico integro, para lo que se

realizaron geles de agarosa al 0.8% (Anexo 2).

Una vez aislado, purificado y analizado por electroforesis, se determind la concentraciéon

del DNA por espectrofotometria a 260 nm en un BioPhotometer plus (Eppendorf).

5.7.2 Amplificacién por PCR de la regién del DNA ribosomal 5.8S

Para la identificacién del hongo, se amplificé la regién 5.8S del DNAr y los espaciadores
transcritos colindantes (Figura 8) por PCR (kit BioTecMol®), con oligos universales
(Invitrogen®) para eucariontes: ITS1-F Fwd (CTTGGTCATTTAAGAGGAAGTAA) e
ITS4-A Rev (CGCCGTTACTGGGGCAATCCCTG), de acuerdo a la mezcla de reaccién,

en el orden y con las cantidades usadas reportadas en la Tabla 2.
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Tabla 2. Reactivos y concentraciones usados para realizar el PCR.

Reactivo PL/50 pL reaccién
H20 30.5
Buffer 10x 5
MgCL [1.5 mM] 25
dNTPs [1.25 mM] 8
Oligo Fwd [20 pM] 1
Oligo Rev [20 pM] 1
DNA genémico [150 ng/pL] 1
TagAmplificasa 1
Gen 58
/A
ITS1  ITS2
5.8S
—*-—__ —— C
SSU (185) T LSU (28S)

Figura 8. Region 5.8S junto con los ITS1 e ITS2, delimitado por 18S (SSU) y 28S (LSU). En el recuadro rojo

se marca la secuencia amplificada con los oligos ITS1F e ITS4A.

La reaccién de PCR se llevo a cabo durante 30 ciclos bajo las siguientes condiciones:

94 °C 68 °C 68 °C

1T min \ 52 °C / 1 min

45s

94 °C

3 min 10 min
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Para corroborar el tamafio del producto de PCR esperado (600 pb) se corrieron las
muestras en un gel de agarosa, y luego se escald la reaccién bajo las mismas condiciones.
Los amplicones resultantes fueron purificados de gel con el kit Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System de Promega Corporation (2800 Woods Hollow Road Madison,
W153711-5399 USA), siguiendo las indicaciones del proveedor.

El amplicén se ligé al plasmido pJET1.2/blunt de Thermo Scientific® y se transformé en
E. coli DH5a. Se verificé que el amplicén estuviera dentro del plasmido realizando una
digestion con la enzima de restriccion Xbal (Promega®) que corta una vez al plasmido,
linearizandolo, con lo que se espera una banda de aproximadamente 3500 pb (Figura

3B).

Para descartar que estuviéramos trabajando con una especie patdgena se realizé un PCR
con los oligos especificos (1506)-184'-Gd y 5.85-144-3’-Gd para G. destructans,

siguiendo las indicaciones reportadas por Lorch et al 2010:

98 °C 98 °C 72 °C 72 °C

10s 1 min
50 °C.

30s

2 min

10 min

Posteriormente se realizd un andlisis en el programa de andlisis filogenético MEGA 6
puesto en MUSCLE para alinear la secuencia resultante (516 nt) con 93 taxa de diversos
estudios (Rice y Currah, 2006; Gargas et al., 2009; Minnis y Lindner, 2013), comparando
asi las especies cercanas. Se construy6 un arbol filogenético de maxima parsimonia

utilizando como outgroup un grupo de heliotales, con 1000 repeticiones.
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5.8 Busqueda de actividad biolégica

5.8.1 Obtencién del extracto total del hongo 31A-Ba

Para la obtencién del extracto total para los ensayos subsecuentes en busqueda de
actividades bioldgicas se llevaron a cabo a la par, una fermentacion liquida en 1 L de
PDB, partiendo de un pH de 5.6 + 0.2 en matraces Fernbach-2.8 L a 180 rpm en
incubadora orbital AGO 60-90 (Prendo ®), y una sé6lida en 300 g de arroz con 500 mL
de agua estéril, de igual forma en matraces Fernbach-2.8 L incubados durante 40 dias,
ambos a una temperatura de 29 °C. Se utiliz arroz, ya que en la mayoria de los hongos

se mejora el rendimiento de los compuestos obtenidos.

Una vez transcurrido el periodo de incubacién se separd el medio de cultivo del micelio,
mediante una filtracién utilizando gasa. El micelio humedo obtenido se sometié a un
proceso de maceraciéon con Diclorometano (CH2Cl2) (500 mL x 7). Inmediatamente
después y con el mismo procedimiento se realizaron extracciones con Acetato de etilo
(AcOEt) (500 ml x 7). Los extractos del medio de cultivo se obtuvieron realizando
particiones sucesivas empleando también CH:Cl2 y AcOEt como disolventes de

extraccion.

Las fases organica resultantes se filtraron y se concentraron al vacio con un rotavapor
Buchi® R-215 a una temperatura de bafio de 60 °C, teniendo agua como refrigerante a 8
°C y con un vacio de 240 mbar para el AcOET, y presiéon atmosférica para el CH2CL
Cada uno de los extractos obtenidos a partir de ambos cultivos se analizaron por
cromatografia en capa fina (TLC Silica gel 60 F2s: Merck) con una mezcla de elucién

diclorometano-metanol (95:5) (Macias-Rubalcava er al., 2008).

Finalmente, con éstos se hizo la busqueda de actividades bioldgicas contra semillas de
amaranto y jitomate, contra hongos fitopatégenos (en colaboracién con el grupo de

investigacién de la Dra. Martha Lydia Macias Rubalcava) asi como contra el parasito
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causante de la enfermedad de Chagas (en colaboracién con el grupo de trabajo de la Dra.

Bertha Espinoza Gutiérrez).

5.8.2 Bioensayo de Potencial Antifingico

Para este experimento, previamente se crecieron en caja a temperatura ambiente al
menos 10 dias antes de la evaluacién bioldgica 4 organismos fitopatégenos: 2 eumicetos
(Alternaria solani, Fusarium oxysporum) y 2 oomycetos (Phytium aphanidermatum,

Phytophtora capsici).

5.8.2.1 Por difusién del extracto total

Los bioensayos se realizaron en cajas de Petri de 5 cm de didmetro. Para preparar la
muestras se pesaron 20 mg de cada extracto o fraccién y se disolvieron en 0.1-0.3 mL de
metanol, posteriormente, se adicionaron 40 mL de agua destilada estéril y 40 mL de
PDA al 2 %, para obtener una concentracion final de 250 ppm. En cada caja de Petri se
colocaron 5 mL de la disolucién y se dejaron solidificar, enseguida, se colocd en el
centro de cada caja un indculo de 0.5 cm de didmetro del microorganismo de prueba.
Los bioensayos se realizaron bajo un disefio completamente al azar con cuatro

repeticiones.

Las cajas se incubaron de 3 a 4 dias, dependiendo del microorganismo de prueba, a 28 °C
con fotoperiodo luz-oscuridad (12:12 hrs) con luz fluorescente. Como controles
negativos se utilizaron PDA (1 %) y PDA 1 %/metanol (0.1-0.3 mL), y como se usaron
los compuestos comerciales metalaxil y carbendazim a una concentracién de 100 ppm

como controles positivos, respectivamente.

Al final del bioensayo se tomaron dos medidas perpendiculares del didmetro del micelio

de cada repeticién y de cada especie de hongo de prueba (Sanchez-Fernandez, 2010).
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Los datos obtenidos se analizaron mediante un andlisis de varianza de una via (ANOVA)
modelo I (o« = 0.05) y una prueba de contrastes de Tukey HSD utilizando el programa

GraphPad Prism 5 (Mead et al,, 2002; Macias-Rubalcava et al, 2008).

5.8.2.2 Por antagonismo de Geomyrces sp.

Cada microorganismo competidor se sembr6 utilizando in6culos de 5 mm de didmetro

de los micelios de los microorganismos previamente incubados en PDA por 10 dias.

Los indculos se colocaron equidistantes ocupando sélo un extremo de la caja Petri, éstas
se se incubaron a 28 °C con fotoperiodo luz-oscuridad naturales (12:12 hrs). Los
bioensayos se realizaron bajo un disefio completamente al azar con cuatro repeticiones.
Todo el procedimiento experimental se efectué en condiciones de esterilidad bajo una
campana de flujo laminar (Sinchez-Fernandez, 2010). Se revisaron las colonias a los 2, 4

y 7 dias de cultivo.

Los resultados de crecimiento se expresaron en porcentaje de inhibicién del crecimiento
de los diferentes competidores, comparando su crecimiento con respecto a los controles

de crecimiento de acuerdo con la siguiente formula:

(a-b/b) x 100, donde a y b son los radios de Geomyces sp. 31A-Bay de los diferentes

competidores.

5.8.3 Bioensayo de Potencial Herbicida

Para corroborar la eficacia de los compuestos obtenidos en los extractos del hongo 31A-
Ba se hizo la determinacién cuantitativa del potencial fitotdxico de los extractos
organicos mediante la evaluacion del efecto de los mismos sobre la germinacién y la
longitud de la raiz de dos plantas modelo: Lycopersicon esculentum (jitomate) y

Amaranthus hypochondriacus (amaranto).

Los bioensayos de fitotoxicidad se realizaron en cajas de Petri de 5 cm de didmetro. Para

preparar las muestras se pesaron 7 mg de extracto o fraccion y se disolvieron en 0.1-0.3
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mL de metanol. Posteriormente, se agregaron 35 mL de agua destilada y 35 mL de agar
al 2 %, para obtener una concentracion final de 100 ppm. 5 mL de las disoluciones se
vertieron en las cajas de Petri y se dejaron solidificar por completo. A continuacidn, se

sembraron 10 semillas por caja, de cada una de las especies modelo.

Las cajas de Petri se incubaron en la oscuridad a 27 °C y la actividad fitotoxica se registro
midiendo la longitud de las raices después de 24 hrs para el caso de amaranto y 72 hrs
para el jitomate. Paralelamente, se evaluaron los controles negativos: agar-aguaal 1 %y
agar-agua al 1 %/metanol (0.1-0.3 mL). Todas las determinaciones se realizaron por

cuadruplicado bajo un disefio completamente al azar (Sanchez-Fernandez, 2010).

Los datos obtenidos se analizaron mediante un andlisis de varianza de una via (ANOVA)
modelo I (a = 0.05) y una prueba de contrastes de Tukey HSD (utilizando el programa

GraphPad Prism 5 (Mead et al, 2002; Macias-Rubalcava ez a/, 2008).

Tanto las pruebas herbicidas y antifiingicas se realizaron gracias a la colaboracién de la
M. en C. Brenda Lorena Sanchez Ortiz y la QFB. Rosa Elvira Sdnchez Fernandez, dentro
del grupo de trabajo de la Dra. Martha Lydia Macias Rubalcava, en el Instituto de

Quimica, UNAM.

5.8.4 Bioensayo de Potencial Tripanocida

Para el ensayo tripanocida se utilizé la cepa Querétaro de Trypanosoma cruzi, que es
endémica de México; se considera mds infectiva y resistente que la cepa Brenner de
Brasil. Inicialmente se preparé un stock de cada extracto obtenido, con una
concentracion de 20 mg en 1 mL de DMSO (Dimetil sulféxido), que sirve como
vehiculo. Se realizé un conteo de epimastigotes de 7. cruzi en camara de Neubauer
haciendo una dilucién 1:50 con PBS 1X, de un cultivo previo en medio LIT (Liver

Infusion Tryptose), el cual se incub6 de 3-4 dias, a 37 °C,.
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En una placa de cultivo celular de 96 pozos (Figura 9) se agregaron 148.5 o0 149.25 L de
medio LIT, 1.5 0 0.75 pL de muestra (para alcanzar concentraciones de 150 pg/mL y 75
pg/mL, respectivamente), y 50 pL de medio LIT con una densidad de pardsitos de 1x10°
epimastigotes/mL, por triplicado para cada tratamiento, y se incubd a 37 °C durante 3
dias. A las 48 y 72 h, se hicieron los conteos de epimastigotes en la cdmara de Neubauer
(dilucién de 1:10 o 1:20 con PBS 1X, segin se requiera) (Figura 9), observando la
movilidad y la muerte de los parasitos. Como controles positivos se usaron las drogas
comerciales para el tratamiento de la enfermedad de Chagas, el benznidazol (Radanil

Roche®) y el nifurtimox (Lampit Bayer®), ambas a una concentracién de [100 pg/mL].

Los datos obtenidos se analizaron mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA)
modelo I (o = 0.05) y una prueba de contrastes de Tukey HSD (utilizando el programa

GraphPad Prism 5 (Mead et al,, 2002; Macias-Rubalcava et al, 2008).

Dichas pruebas se realizaron en colaboracién con la Dra. Bertha Espinoza Gutiérrez y el

M. en C. Ignacio Martinez Martinez, en el Instituto de Investigaciones Biomédicas,

UNAM.

10 11 12

Figura 9. Diagrama de la colocacién de las muestras para la prueba de 96 pozos. Amarillo: Medio LIT y
Medio LIT + DMSO, Verde: controles positivos (Benznidazol y Nifurtimox), Naranja: extracto organico de
medio de cultivo (SN) a 75 y 150 pg/mL, Azul: controles negativos de PDB a 75 y 150 pg/mL, Naranja:

extracto organico de cultivo en arroz a 75 y 150 pg/mL, Azul: controles negativos de arroz a 75 y 150

pg/mL.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Seleccién del hongo de trabajo

Se aislaron 11 hongos de Magnolia dealbata Zucc. con actividad antibacteriana. De
éstos, 9 eran parecidos entre si, con morfologia, esporas y color similares a las especies
pertenecientes al género Penicillium; diferente a éstos, el hongo 31A-Ba ademads de
tener ligera actividad antibidtica presentd una capacidad psicrotolerante, actividad de
agarasa y una produccién abundante de un pigmento rojizo, por estas caracteristicas fue

elegido para ser nuestro modelo de estudio.

Se confirmé la presencia de su actividad antimicrobiana por difusién (Joklik ez al, 1999)
con el medio de cultivo concentrado obtenido a partir de fermentaciones liquidas en
PDB, y se probd contra las cepas microbianas sensibles, donde se encontré que inhibia a
Micrococcus Iuteus y Saccharomyces cerevisiae (10 y 22 mm de halo inhibitorio,
respectivamente) (Figura 10). Cuando el filtrado proviene del medio Sabouraud

dextrosa, es menor la capacidad antibidtica mostrada (<10mm de halo de inhibicién).

Figura 10. Pruebas de antibiosis en agar nutritivo en los primeros 5 dias de la fermentacién. A) Contra

Saccharomyces cerevisiae. B) Contra Micrococcus luteus.
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Posterior a esto se empez6 la busqueda de otras actividades bioldgicas y caracterizacion

de las mismas.

6.2 Caracterizacién morfoldgica

Para la caracterizacién del hongo se realiz6 primeramente una observacién morfoldgica
de las colonias. Con este fin, se cultivé al hongo 31A-ba en PDA donde se pudo
observar un crecimiento amorfo limitado, de micelio aéreo blanco ligeramente rosado,
con un micelio profundo obscuro y muy duro, el cual rompe el agar en el que se
encuentra cultivado. Cabe mencionar que el hongo secreta una mezcla de pigmentos

rojizos y amarillentos luego de varios dias de crecido (Figura 11).

La siguiente prueba morfologica se hizo al microscopio para lo cual se hizo un
microcultivo para apreciar las estructuras especializadas con sus conidios (Espinosa-
Gomez, 2012). Se revisé la preparaciéon a 40x y se encontrd que el micelio es de menor
tamafio que la mayoria de los hongos, aunque no lo suficiente para determinarse como
microsifonado, por lo que se procedié a observarlo a 100x, donde ficilmente se

comprob6 que es hialino y septado, con conidios ligeramente ovalados (Figura 12B).

De acuerdo con las observaciones coloniales y microscdpicas, luego de identificar al
hongo 31A-ba como una especie indeterminada del género Geomyrces, y ahondar en la
literatura del mismo, se encontrd que posee capacidad psicrotolerante por lo que se
realizé nuevamente un microcultivo durante 15 dias, ahora a una temperatura de 4 °C
para verificar su morfologia. De esta forma, se hace notable el aumento en la produccién
de conidios y se corrobora lo analizado anteriormente: micelio de diametro pequerio,
hialino, septado, y con conidios esféricos de gran tamafio, asi como la existencia de

conidoéforos (Figura 12C); esto coincide con los reportes donde los describen con

39



Figura 11. El Hongo 31A-Ba en medio PDA. A) Micelio aéreo blanquecino. B) Micelio profundo y el

pigmento rojizo producido.

Figura 12. El hongo 31A-ba creciendo en PDA con tincién azul de algodén. A) Condiéforos en objetivo
40x. B) Micelio pequefio donde se pueden ver los artroconidios dentro del mismo, y esporas cuasi esféricas

a 100x. C) Estructura conidiogénica con micelio hialino y septado a 100x.

conidios unicelulares pequenos ovalados o en forma de pera (artroconidias) que existen
en racimos en forma de arbol, con el apoyo de conidiéforos, y con capacidad psicrdfila o
psicrotoletante (Hayes, 2012; Sigler y Carmichael, 1976, Currah, 1985, Sigler er a/. 2000,
Rice y Currah 2005).

40



6.3 Pruebas amiloliticas, celuloliticas y API

Con el fin de caracterizar las capacidades bioquimicas de la cepa 31A-ba, se realizaron la
prueba API 20C y pruebas de actividad celulolitica y amilolitica. Para ello se probaron
medios con cinco fuentes de almidén distintas (soluble, maiz, arroz, papa, y soya) y 3
temperaturas (4, 25 y 29 °C) como parte de su caracterizacidn. Los de papa, soya y arroz
fueron los mejores para su crecimiento y produccién del pigmento rojizo, junto con la

temperatura ambiente (25 °C), como se puede ver en la Figura 13A.

Posteriormente se comprobo la capacidad amilolitica que posee con una sencilla prueba,
sublimando yodo en un medio con almidén de papa casero (Figura 13B), y un medio
comercial (Difco®) (Figura 13C), siendo éste tultimo el mads facilmente asimilable por el

hongo, presentando el halo de mayor tamafio.

Figura 13. Geomycessp. A) En medios con almidén: soluble, maiz, arroz, papa y soya (de abajo hacia
arriba), a 3 temperaturas diferentes: 4 °C (izquierda), 20-25 °C (centro) y 29 °C (derecha). B) Prueba
amilolitica en medio con almidén de papa casero. C) Prueba amilolitica en medio con almidén de papa

comercial Difco®.

De acuerdo a la literatura (Hayes 2012; Sigler y Charmichael 1976; Van Oorschot, 1980),
el género aqui trabajado suele presentar una actividad celulolitica, por lo que se
realizaron pruebas para evaluar dicha capacidad (Figura 14), y se encontrd que el hongo

31A-ba si manifiesta una actividad celulolitica, aunque debido a su lento crecimiento
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puede apreciarse mejor luego de un mes transcurrido, a diferencia de los controles
positivos (Penicillium chrysogenum'y Fusarium sp.) en donde se nota en menos de una

semana.

Figura 14. Pruebas celuloliticas en Czapek sin sacarosa y papel filtro como fuente de carbono. A) Papel
filtro (control negativo). B) Penicillium chrysogenum (control positivo). C) Fusarium sp. (control

positivo). D) Geomyrces sp.

Como su crecimiento es mds lento que las levaduras, para las cuales estd pensada la
prueba API 20C, las pruebas bioquimicas se dejaron mas tiempo que el sugerido por los

fabricantes (4h), y se incubd el hongo estudiado durante 7 dias a 29 °C.

Aunque no hay reportes de la asimilacién de fuentes de carbono por otras especies de
Geomyrces con las cuales se pueda comparar, en la Tabla 3 se presentan las fuentes de
carbono que fue capaz de utilizar el hongo 31A-Ba, lo cual va acorde con su capacidad
de adaptacién y supervivencia ya menciondas (Carmichael, 1962; van Oorschot, 1980;

Rice y Currah, 2006; Domsch er al, 2007; Loque et al, 2009.; Goncalves et al., 2012).
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Tabla 3. Resultados de la prueba API 20C (Biomérieux ®) para la asimilacién de fuentes de carbono.

Ensayo Sustrato Resultado

0 Ninguno -
GLU D-Glucosa +
GLY Glicerol -
2KG 2-ceto-Gluconato célcico -
ARA L-Arabinosa +
XYL D-Xilosa +
ADO Adonitol +
XLT Xilitol -
GAL D-Galactosa +
INO Inositol -
SOR D-Sorbitol +
MDG Metil- aD-Glucopiranosida +
NAG N-Acetil-Glucosamina +
CEL D-Celobiosa +
LAC D-Lactosa -
MAL D-Maltosa +
SAC D-Sacarosa +
TRE D-Trehalosa +
MLZ D-Melezitosa -
RAF D-Rafinosa +

6.4 Identificacién molecular

Con el fin de respaldar la identificacién morfolégica y bioquimica, se hizo un analisis a
nivel molecular de la secuencia 5.8S del DNA ribosomal junto con los ITS1 e ITS2, ya
que dicha region es considerada el cddigo de barras de ADN formalmente utilizado en la
identificacién de las hongos (Schoch et al., 2012). Para ello se realizé la extraccién del

DNA genémico del hongo (Figura 15A), seguido de la amplificacién del gen 5.8S con
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los oligos ITS1 (CTTGGTCATTTAAGAGGAAGTAA) e ITS4A
(CGCCGTTACTGGGGCAATCCCTG) con lo que esperamos una banda aproximada de
600 bp (Figura 15B), que es la region que abarca el ITSIF, el gen 5.8S y el ITS4A, junto
con un poco de los genes 18S y 28S (Figura 8).

1 23 45 6

1 Kb Ladder
Fermentas®
10 000 —» 31A-ba DNAg
31A-ba DNAg 10 000
1000 ~»
750 —v 1000
- 1-5.  31A-ba prod 750
500 . a producto PCR ——, -
6. 1Kb Ladder e 500
Fermentas®
A B

Figura 15. Geles de agarosa 0.8%. A) Obtencién del DNA gendmico de la cepa 31A-ba. B) Amplificacién
del gen 5.8S de la cepa 31A-ba.

1 Kb Ladder
pJET1.2/blunt
Digestién con Xbal
(plasmido linealizado
con inserto)
pJET1.2/blunt
Digestién con Xbal

(plasmido linealizado)

Figura 16. A) Plasmido pJET1.2/blunt (Thermo Scientific®). B) Digestiones del plasmido pJET1.2/blunt
con Xbal (Promega ®).
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La secuencia obtenida se presenta a continuacion:

CATTACAGTAGTCGCCCGGGTTGCCGCAAGGCCTCCCGGGTAACCTACCACCCIT
TGTTTATTACACTTTGTTGCTTTGGCAAGCCTGCCCTCGGGCTGCTGGCTCCGGCC
GGCGAGCGCTTGCCAGAGGACCTAAACTCTGTTTGTCTATACTGTCTGAGTACTA
TATAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAA
CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAAT
CTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGT
CATTACAACCCTCAAGCTCAGCTTGGTGTTGGGCCCCGCCGCCCCGGCGGGCCCT
AAAGTCAGTGGCGGTGCCGTCCGGCTCCGAGCGTAGTAATTCTTCTCGCTCTGGA
GGTCCGGTCGTGTGCTCGCCAGCAACCCCCAATTTTTITTCAGGTTGACCTCGGAT
CAGGTAGGGATACCCGCTGAA.

El amplicén del tamafio esperado se cloné en el plasmido pJET1.2/blunt (Thermo
Scientific®) (Figura 16A) y se digiri6 con la enzima de restriccién Xbal (Promega®) el
cual lo corta una vez, linearizandolo, con lo que se espera una banda de
aproximadamente 3500 bp (Figura 16B), que es lo que corresponde a la region

amplificada dentro del plasmido pJET1.2/blunt (Thermo Scientific®).

Tanto el simple producto de PCR como el plasmido con la regién clonada fueron
secuenciados y los resultados fueron sometidos a una busqueda en la base de datos
BLAST lo que arroj6 una especie de Geomyces no reportada (Tabla 4). Esta clona nos
ayuda a confirmar el resultado, ya que la secuencia esta completa porque en el amplicon
faltan los extremos, mientras que dentro del pldsmido se amplifican hasta regiones

parciales de los genes 18S y 28S.

Aunque usualmente estd en suelos y ambientes frios, no es tan raro encontrar a
Geomyrces en plantas, ya que se ha visto en semillas (Dalpe er al, 1989) o formando
asociaciones en raices de éstas (Bacon y White, 2000; Ganley y Newcombe, 2006). Se

propaga por las corrientes de aire, filtraciones en agua subterrdnea dentro de cuevas y
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suelo, gracias a los artropodos, en las plumas de las aves, pieles de los mamiferos, etc.

(Hayes, 2012).

Tabla 4. Resultados de la comparacién de secuencias de la cepa 31A-ba utilizando el programa BLAST.

Hongo Query Description Max Query E value Max ident.
31A-Ba Length Score coverage
PCR 516 Geomyrces sp. 1032 99% 0.0 99%
Clona 636 Geomyrces sp. 1081 94% 0.0 99%

Miembros del género Geomyces son capaces de modificar su metabolismo en respuesta a
condiciones abidticas desafiantes, incluyendo temperaturas muy frias y los bajos niveles
de agua biolégicamente disponible, y aparte de la capacidad queratinolitica se han
reportado otras bioactividades, entre las que se encuentran la proteolitica, celulolitica,
antimicrobiana y citotéxica (Hayes 2012; Li et al., 2008; Sigler y Charmichael 1976;
Van Oorschot, 1980) en algunos casos, las cuales son causadas en su mayoria por los
compuestos derivados del dcido astérrico (Figura 6.1) (Li er al, 2008) péptido de 21

aminodcidos con propiedades vasoconstrictoras (Ohashi et a/, 1992).

Cuando se empezd este proyecto, la especie mas estudiada era G. destructans, ahora
anotado como Pseudogymnoascus, por ser la especie causante del Sindrome de Nariz
Blanca (SWN), problema que aqueja las poblaciones de murciélagos en todo el planeta,
ya que presenta actividad queratinolitica, disminuyendo asi la poblaciéon de murciélagos
de forma notable (Blehert et a/, 2009). Se prosiguidé con la caracterizacién del hongo
31A-Ba para poder hacer una exclusién con la especie patdgena; y se ha encontrado que

P. destructans, la especie responsable del Sindrome de la Nariz Blanca (WNS por sus
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siglas en inglés), no son morfolégicamente similares ya que sus conidios son curvos y de
mayor tamafio (Figura 17A), ademds de no tener el micelio tabicado (Blehert er al,

2009), pero es psicrotolerante al igual que el hongo aqui estudiado.

Por otro lado, se hizo una comparacién a nivel molecular con los oligos (1506)-184’-Gd
y 5.85-144-3’-Gd, especificos para P. destructans porque amplifican el intron
conservado 1506 y ciertos elementos de los ITS (Lorch, et al, 2010), y asi corroborar el
parecido entre estas especies. Como se aprecia en la Figura 17C no hubo amplificacién

de la region buscada, lo que nos indica que no se tratan del mismo microorganismo.

SR

W (1)
\%k{
AN
sl
°® PQ
(e / f
123456
10000 —» 1. 1Kb Ladder Fermentas®
2. Control negativo
3. Control positivo
4. Control positivo
1000:: 5. Control negativo
750 6. Producto PCR con oligos especificos
500 o para Pseudogymnoascus destructans
(antes G. destructans)
C

Figura 17. El hongo 31A-ba creciendo en PDA con tincién azul de algodén. A) Pseudogymnoascus (antes
Geomyrces) relacionado al WNS (Blehert er al,, 2009). B) Estructura conidiogénica con micelio hialino y
septado a 100x. C) Gel de agarosa 0.8% con amplicones realizados con oligos especificos de P. destructans.

En el recuadro rojo se deberia ver una banda si la especie estudiada se tratara de la misma especie.
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Tras la extraccién del DNA genémico del hongo y la amplificacién del gen 5.8S e ITS
aledafios con los oligos ITS1 (CTTGGTCATTTAAGAGGAAGTAA) e ITS4A
(CGCCGTTACTGGGGCAATCCCTG), se elabor6 un drbol (Figura 18) para ubicar al
hongo elegido con todas las secuencias similares almacenadas en el GenBank segtn los
estudios de Rice y Currah (2006), Gargas et a/ (2009), Minnis y Lindner (2013); donde
se describié a Pseudogymnoascus destructans, y demds especies relacionadas con

Geomyces.

Este analisis permiti6 ubicar al hongo 31A-Ba dentro del clado de Pseudogymnoascus
(Figura 18), aunque en el GenBank se encuentran varias secuencias de este clado
anotadas como Geomyrces, en el trabajo de Minnis y Lindner (2013) los describen como
Pseudogymnoascus. Estos 2 géneros suelen confundirse, y de hecho comparten muchas
similitudes, como su morfologia o ciertas capacidades bioquimicas, pero profundizando
un poco, en la morfologia pueden encontrarse diferencias en el tamafio y forma de los

conidios asi como en el micelio.

Este trabajo en primera instancia, al evidenciar la diferencia entre Geomyrces,
Pseudogymnoascus y las especies cercanas, da la idea de que probablemente, estamos
trabajando con un hongo nuevo o no reportado, aunque faltaria hacer mas pruebas al
respecto para confirmar esta afirmacién, como Minnis y Lindner (2013), utilizando otros

genes.

48



Geomyces sp. 10NY10

Figura 18. Arbol de méxima parsimonia del

Geomyces sp. 21INOL

Geomyces sp. 18VA08

Geomyces sp. 17WV03

Pseudogymnoascus sp. A AM-2013 isolate 15PA10B
Geomyces sp. 24MN18

alineamiento de ITS1-5.8S-ITS2 hecho con el

programa MEGA 6, Bootstrap de 1000. El niimero en

Geomyces sp. 0INH08

UAMH 10580
isolate 20631-21

Geomyces pannorum UAMH 1088
Geomyces sp. 24MN04
Geomyces sp. 04NY16

cada nodo indica el porcentaje de Bootstrap

(Secuencias tomadas de los drboles de Rice y Currah,

UAMH 10579
Geomyces sp. 24MN13
2006; Gargas et al., 2009; Minnis y Lindner, 2013). e et
Geomyces sp. 20KY08
Geomyces sp. 07MA02
UAMH 10512

Geomyces sp. 02NH11
Pseudogymnoascus appendiculatus UAMH 10510
Pseudogymnoascus appendiculatus UAMH 10511
roseus UAMH 1658

roseus UAMH 9222

35
86
2
21
22
19 — Geomyces sp. 02NHOS
18 Geomyces sp. 14PA06
18 Geomyces sp. 24MN14
2
66

Geomyces sp. 20KY12

sp. B AM-2013 isolate RMF C 101
Geomyces sp. 11MA08

yces sp. 05NY06
Geomyces sp. 20KY10
sp. K AM-2013 isolate AOTMA10
Geomyces sp. ABH-L

Pseudogymnoascus b

yces pannorum var. UAMH 183

Pseudogymnoascus roseus UAMH 2879

Geomyces sp. 05NY08

Pseudogymnoascus sp. G AM-2013 isolate WSF 3629
Pseudogymnoascus roseus UAMH 9163
Pseudogymnoascus sp. G AM-2013 isolate 03VT05
Geomyces sp. 04NY17A

N

Geomyces sp. 31A-Ba|

25 — Geomyces sp. 10NY08
27 Pseudogymnoascus sp. J AM-2013 isolate MN-Mycosel-7
Geomyces sp. 21IN10
2 Geomyces pannorum UAMH 714
Geomyces sp. 15PAL1
Geomyces sp. 18VA12
30 L— Geomyces sp. 18VA13
Geomyces sp. 17WV06
Geomyces sp. 23014116
Geomyces pannorum UAMH 1030
Geomyces sp. 11MAQ5
Geomyces sp. 11IMAQ7
Geomyces sp. 12NJ13
Geomyces sp. 18VA07
Geomyces sp. 22984-1-11
Geomyces sp. 11IMA03
Pseudogymnoascus sp. C AM-2013 isolate RMF 7792
Geomyces sp. UAMH 9107

Gymnostellatospora

Gymnostellatospora canadensis UAMH 9238
Gymnostellatospora japonica UAMH 9239
Gymnostellatospora canadensis UAMH 8399
Gymnostellatospora subnuda UAMH 9242
Gymnostellatospora frigida UAMH 9304

Gymnostellatospora alpina UAMH 9430
Gymnostellatospora japonica UAMH 9240
Geomyces sp. 15PA02

Geomyces sp. 17WV02
Gymnostellatospora alpina UAMH 9339
Geomyces sp. UAMH 7253

Geomyces sp. 12NJ08

Geomyces sp. 17WV09

Geomyces sp. 23WI08

Geomyces

Geomyces sp. 23WI14
sp. 23WI05
10 [— Geomyces pannorum var. asperulatus UAMH 9032
LeUCOHOSPOI'Z 421 Geomyces auratus isolate CBS 108.14
yees sp. 12NJ10
[ Pseudeurotium sp. OINHOL
96 L Pseudeurotium sp. 0INHO4

s [ Peeudeurotium sp. 15PA04

39 L
Pseudeurotium % S et o onen

Thelebolus sp. LC-03-068 isolate 03-068
zonatum CBS 329.36

Allantophomopsis lycopodina
% LE Phacidiopycnis washingtonensis isolate CLX2528

Outgroup de Heliotales 76 L— Bulgaria inquinans strain ZW-Geo52-Clark

[— Myxotrichum deflexum

99 L Myxotrichum chartarum

49



6.5 Cinética de crecimiento

Con el fin de hacer una descripcién del crecimiento del hongo se realizé una cinética de
crecimiento de 50 mL en medio liquido a 29 °C y 180 rpm en una agitadora orbital AGO
60-90 (Prendo®) durante 15 dias. Se inici6 trabajando con el md io SDA 0.5 %
(Sabouraud Dextrosa), pero como su crecimiento se ve favorecida en medios con
almidén, se eligié también el caldo PDB (Potato Dextrose Broth Difco®) para

determinar su biomasa y pH.
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Figura 19. Variacién del pH y la biomasa obtenida en la cinética de crecimiento del hongo 31A-ba. A)
Medio de cultivo resultante de la fermentacién en medio Sabouraud Dextrosa (SD) 0.5 %. B) Medio de

cultivo resultante de la fermentacién en caldo Papa Dextrosa (PDB).
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Geomyrces sp. 31 A-Ba tiene un crecimiento lento, alcanza la fase estacionaria después
del décimo dia, mientras que en otros hongos se alcanza antes (Espinosa-Gomez, 2012).
En medio liquido y agitacién se llega a la fase estacionaria después del dia 10 de
fermentacién, con la presencia de un tono rojizo que se genera luego del dia 20,
acentuandose con el pasar de los dias; en caja, estos tiempos se ven desplazados al dia 30
en el mejor de los casos, un poco mas generalmente. Aunque la biomasa obtenida es
poca, es notoria la diferencia de que en PDB se obtiene el doble durante la cinética (12

mg/mL) (Figura 19).

En ambos casos se aprecia un comportamiento similar en la curva de pH, en la que se
observa una ligera acidificacién de medio en los primeros dias, lo que puede deberse a
que al inicio el hongo consume la glucosa del medio produciendo acidos orgdnicos;

después de este tiempo, éste se alcaliniza hasta 8 aproximadamente (Figura 19).

En los dos medios ocurre la produccién de pigmentos, ya sea en SD 0.5% de un color
amarillento (Figura 19A) o en PDB con un tono rojizo (Figura 19B), éste ultimo se torna
mads obscuro conforme van pasando dias de fermentacion. Esto es relevante porque es
solamente cuando se presenta el pigmento rojizo cuando encontramos actividad

antimicrobiana.

6.6 Obtencién de Extractos Organicos

Al final se eligié la fermentacién liquida en PDB porque al ser donde crecia mas el
hongo se podria obtener una mayor cantidad de compuestos, ademas de que es donde se
presentaba la actividad antimicrobiana; también en arroz se realizé una fermentaciéon
solida, de la cual obtuvimos mads extracto, ya que el crecimiento del hongo se ve

favorecida en medios con almidén.

Luego del fraccionamiento primario con hexano y metanol, se obtuvieron varios

extractos: medio de cultivo filtrado (SN), micelio de medio liquido (Met Mic), fraccién
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hexdnica del micelio del medio liquido (Hx Mic), el extracto proveniente del hongo
crecido en arroz (Met Arr) y su fraccién hexanica (Hx Arr), los cuales se probaron en los
ensayos subsecuentes, con los blancos de sus sustratos respectivos: medio liquido

comercial de papa (PDB) y del arroz (Arr).

En la Figura 20A se aprecia el perfil quimico producido por Geomyces sp., donde se
observan compuestos de diversas polaridades, esto da una idea de la riqueza y el
potencial que posee este hongo, en especial en la fermentacién del arroz, donde se
aprecian mds compuestos en la cromatoplaca, asi como una mayor cantidad de extracto

total (Figura 20B).

Recordemos que se ha reportado en la literatura que el género Geomyces produce acido
astérrico, y como ya se menciond, recientemente se encontraron también derivados
bioactivos de este compuesto, igualmente producidos por una cepa de Geomyces (Li, et
al. 2008). Por ello, se hizo una bisqueda preliminar de compuestos en una cromatoplaca
comparando con el estindar del dcido astérrico (Santa Cruz®). Del mismo modo, para
saber si Geomyces sp., produce los mismos compuestos formados por el drbol de M.
dealbata Zucc. se agregaron como controles los estandares de honokiol (Sigma® H4917-
10MG), y magnolol (Sigma® H4917-10MG y M3445-10MG), compuestos bifenélicos

producidos por el drbol (Figura 21).

La Figura 21A sugiere que tal vez Geomyces sp. 31A-Ba produce acido astérrico, ya que
existen bandas que asi lo muestran en la cromatoplaca, pero pareciera no ser el caso para
el magnolol, y del honokiol aiin no puede descartarse por la cercania de las bandas

presentes.

Los extractos de las fracciones hexanicas muestran mas compuestos de baja polaridad,
como era de esperarse, pero las fracciones metandlicas también presentan compuestos
poco polares, asi como de gran polaridad que se mantienen retenidos en el punto de

aplicacién, lo cual corrobora la riqueza que produce el hongo elegido.
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Figura 20. Fotografia de las cromatografias en capa fina corridas en una mezlca CH2Cl.-MetOH (95:5) de
las muestras: A) Muestras: 1. Medio de cultivo (SN), 2. Micelio macerado (Met Mic), 3. Fraccién Hexdnica
de arroz (Hx Arroz), 4. Fraccién Hexdnica micelio macerado (Hx Mic), 5. Fracciéon metandlica del
extracto en arroz (Met Arroz). B) Perfil visto a 254 y 366 nm. Muestras: 1. Medio de cultivo (SN), 2.

Fraccién metandlica del extracto en arroz (Met Arroz).
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Figura 21. Fotografia de las cromatografias en capa fina corridas en una mezcla CH2Cl2-MetOH (95:5).
Muestras: 1. Estdndar de Honokiol (Sigma®), 2. Estdindar de Magnolol (Sigma®), 3. Estandar de Ac.
Astérrico (Santa Cruz®), 4. Medio de cultivo (SN), 5. Micelio macerado (Met Mic), 6. Fracciéon Hexédnica
del micelio macerado (Hx Mic), 7. Fraccién Hexdnica de la fermentacién proveniente de arroz (Hx
Arroz), 8. Fracciéon metandlica del extracto en arroz (Met Arroz), 9. Blanco PDB, 10. Blanco Arroz. A)

Perfil visto a 254 nm B) Perfil visto a 366 nm.
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En un inicio se habia encontrado actividad bacteriostdtica en el medio de cultivo de
fermentaciones liquidas de Geomyces sp. en medio PDB (Fig 22A). Las muestras
obtenidas de la extraccién con disolvente dilucidaron una mejor actividad

antimicrobiana, por ser ahora bactericida, en la extraida del hongo crecido en arroz.

Figura 22. Antibiosis por el método de Kirby-Bauer en agar nutritivo A) En los primeros 5 dias de una
fermentacién liquida contra Micrococcus Iuteus muestran efecto bacteriostatico alrededor de todos los
sensidiscos. B) Extractos organicos obtenidos de Geomyces sp. 31A-Ba contra M. Juteus muestran efecto

bactericida de la muestra proveniente del hongo crecido en arroz (flecha roja).

6.7 Evaluacién del potencial del hongo para producir algin tipo de

actividad bioldgica diferente a la antibacteriana

6.7.1 Bioensayo de Potencial Antifingico

En la prueba que se realiz6 con los extractos obtenidos se encontré que no hay
diferencia significativa entre el blanco y el control negativo (metanol), ademas todas las
muestras tienen un efecto significativo (15%) similar al carbendazim (fungicida
comercial) contra A. solani, y solamente el medio de cultivo (SN) y la fermentacién en
arroz (Met Arroz) contra F. oxysporum (Grafica 2). Mientras que en el caso de los
oomycetos, ninguin extracto logré inhibir a P. aphanidermatum, aunque una vez mads,

los extractos organicos provenientes de la fermentacion del arroz (Met Arroz) y del
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medio de cultivo (SN) resultaron ser efectivos contra P. capsici, pero significativamente
menor al metalaxil (fungicida comercial) siendo el del medio de cultivo (SN) el de
mayor actividad (Figura 23). Los controles positivos se utilizaron a una concentracién

final de 100 ppm, y los extractos a 250 ppm.
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Figura 23. Efecto inhibitorio de los extractos organicos obtenidos de Geomyces sp. sobre eumicetos
(Alternaria solani, Fusarium oxysporum) y oomycetos (Phytium aphanidermatumy Phytophtora capsici).

* Valores estadisticamente significativos, ANOVA n=4 (P< 0.05) comparado contra Metanol.

En los antagonismos se ha visto que Geomyces sp., actua de manera notable contra los
hongos competidores, inhibiendo a los oomicetos en mas de un 60 % (Figura 24), pero
un poco menos contra los hongos F. oxysporum y a A. solani en los primeros dias de
prueba (10 - 30 %). Conforme pasaba el tiempo, se vio mejorado el efecto inhibitorio
contra los eumicetos hasta un 30% mas, mientras que disminuia ligeramente contra
Phytium y Phytophtora (Figura 24); solamente P. capsici no mostré diferencia
significativa a lo largo de los dias de evaluacién. Estos resultados sugieren que
probablemente se traten de diferentes compuestos los que afectan a los microorganismos

probados, ejerciendo un efecto fungistatico contra los oomicetos.
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Actividad antifingica por antagonismo
M2 dias m4dias =7 dias
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Figura 24. Inhibicién de los extractos organicos obtenidos de Geomyces sp.en eumicetos (A. solaniy F.

oxysporum) y oomycetos (Phytium aphanidermatum'y Phytophtora capsici) fitopatogenos

Figura 25. Pruebas de antagonismo en caja de Geomyces sp.: Control (1), a 7 dias de incubacién (2), a
mas de 3 meses de incubacién (3). A) Alternaria solani, B) Fusarium oxysporum, C) Phytium

aphanidermatum, D) Phytophtora capsici.
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De acuerdo con las observaciones podriamos especular que el o los compuestos que
afectan a Alternaria y Fusarium son inducidos por la presencia de éstos en co-cultivo
con el hongo productor, ya que en los extractos no se encontrd esta actividad, es decir,
se estarfan produciéndose en respuesta a un estrés bidtico generado por la competencia
entre ellos. Es necesario sefialar también que afectan su proceso de esporulacién, porque
los eumicetos disminuyen su esporulacion, asi como su pigmentacién en aquellas cajas
donde se puso a competir contra Geomyces sp. (Figura 25). Esto podria deberse a
mecanismo fisicos o por compuestos difundidos en el medio o volatiles presentes, igual
producidos por Geomyces sp. 31A-Ba, pero quedan descartados las posibles acciones
mecanicas porque al revisar en el microscopio estereoscopico se ve que no hay ningin
contacto entre los microorganismos. Asi que se puede asegurar que tiene actividad
antifingica notoria por la forma en que actda contra sus competidores, ya que altera

tanto su crecimiento como sus capacidades fisioldgicas.

Cabe denotar que los oomycetos no son hongos verdaderos, pues pertenecen al reino
Stramenopila junto con algunas diatomeas y algas. Su pared difiere al ser compuesta
principalmente por celulosa en vez de quitina como en los “eumicetos”, y pueden tener
esporas tanto reproductivas como zoosporas, éstas ultimas no se encuentran en los
hongos (Kamoun, 2003; Latinjhouwers et al, 2003). Ademads, su ritmo de crecimiento
suele ser mas rapido que la mayoria de los macro y micromicetos, es por esto que son
una amenaza relevante al causar pérdidas notorias en la industria agricola y afectaciones
de reservas forestales (Meléndez-Gonzélez, 2012), es por ello que se usaron también

para esta evaluacion.

Para combatir a los organismos fitopatdgenos se encuentran fungicidas comerciales que
actuan de forma efectiva contra los mismos ya sea de manera preventiva o curativa.
Entre los mads usados tenemos al carbendazim, un benzimidazol que actia como

antifingico sistémico que se absorbe a través de las raices y tejidos con translocacion
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acropétala (ascendente) y que inhibe la sintesis de la P-tubulina, impidiendo la
formacién del huso acromdtico y deteniendo asi el desarrollo micelial (Kemdacin

Barpem®).

Por otro lado, tenemos al metalaxil, fungicida funcional y especifico contra oomycetos.
Es una fenilamida que inhibe el crecimiento del micelio y la formacién de esporas al
interrumpir la sintesis de rRNA y por lo tanto de proteinas, pero tiene poco efecto sobre
la liberaciéon de las zoosporas, su movimiento, enquistamiento, germinacion,

penetracion y formacién de haustorios (Folio Gold Syngenta®).

6.7.2 Bioensayo de Potencial Herbicida

Las semillas usadas en esta prueba son de jitomate y amaranto, ya que el jitomate es un
organismo relativamente susceptible, mientras que el amaranto es considerado maleza

por su rapido crecimiento.

En el ensayo herbicida, se utilizé Glifosato como control positivo ya que es un herbicida
no selectivo que actia mediante la inhibicién de la biosintesis de aminoacidos
aromadticos en las plantas (triptéfano, fenilalanina y tirosina) a través de la inhibicién de
la enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintetasa (EPSPS), con lo que se reduce la
produccidn de proteina y el desarrollo de la misma (Salazar Lépez, et al. 2011), asi como
la biosintesis de otros compuestos tales como tetrahidrofolato, ubiquinona y vitamina K

(Eslava, et al,, 2007).

Inicialmente, se encontré que todas las muestras inhibian significativamente a las
semillas de L. esculentum, la mayoria por encima del 50%, y en el caso de A.
hypocondriacus, los extractos obtenidos del arroz (Met Arroz) y del medio de cultivo
(SN) fueron los que presentaron mejor actividad (58 y 28%, respectivamente), (Figura
26). De hecho no existe una diferencia significativa entre el Glifosato y éstos extractos,
aun cuando el producto comercial se encuentra 3 veces mas concentrado que las

muestras usadas.
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Figura 26. Inhibicién de los extractos organicos frescos obtenidos de Geomyces sp en semillas de
Lycopersicon esculentum (jitomate) y Amaranthus hypochondriacus (amaranto). * Valores
estadisticamente significativos, ANOVA n=40 (P< 0.05) comparado contra Metanol, en jitomate. **

Valores estadisticamente significativos, ANOVA n=40 (P< 0.05) comparado contra Metanol, en amaranto.
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Figura 27. Inhibicién de los extractos orgdnicos con vida de anaquel de 6 meses obtenidos de Geomyrces sp
en semillas de Lycopersicon esculentum (jitomate) y Amaranthus hypochondriacus (amaranto). * Valores
estadisticamente significativos, ANOVA n=40 (P< 0.05) comparado contra Metanol, en jitomate. **

Valores estadisticamente significativos, ANOVA n=40 (P< 0.05) comparado contra Metanol, en amaranto.
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Se repiti6 el ensayo con los extractos totales con una vida de anaquel de 6 meses, y se
encontré que el efecto herbicida disminuia hasta un 20 a 30% contra las semillas
probadas (Figura 27), lo que sugiere una posible degradacién del o los compuestos
responsables de la actividad. El medio de cultivo (SN) nuevamente mostré el mejor
efecto, mientras que el del cultivo de arroz afectd ligeramente solamente al amaranto,
aunque no de forma significativa. De este experimento, se calcul6 la IC 50 para cada
extracto probado, pero algunas concentraciones resultantes estaban por encima de los
200 pg/mL, mientras que en la mayoria de los casos se dio un efecto fitoestimulante
sobre las semillas. El blanco de PDB estimula el crecimiento de las semillas a bajas

COIICEIltI'aCiOIIES, pero en altas concentraciones suele ser nocivo contra las mismas.

Teniendo los extractos frescos encontrariamos probablemente que las concentraciones
inhibitorias resultarian mas bajas, como podemos deducir de la Figura 26, si esto es
cierto, podemos deducir que los extractos poseen una actividad herbicida potencial y
util.

6.7.3 Bioensayo de Potencial Tripanocida

Con el extracto total proveniente del medio de cultivo de la fermentacién liquida se
hizo la prueba antiparasitaria contra 7. cruzi cepa Querétaro, donde se compar6 con 2
drogas terapéuticas frecuentemente usadas para el tratamiento de la tripanosomiasis
americana (Apt et al, 2008; Rodriguez-Morales, 2005), el benznidazol (Radanil
Roche®) y el nifurtimox (Lampit Bayer®), a una concentracion final de 100 pg/mL en

ambos casos.

Los farmacos control afectan al parasito de diferentes maneras: la accién del nifurtimox
(NFX) estd relacionada con la generacion especies reactivas de oxigeno (ej: anién
superoxido, perdxido de hidrégeno), contra los cuales el tripanosoma es deficiente en
mecanismos de destoxificacion, lo que lo hace susceptible al estrés oxidativo. Por otra

parte el benznidazol (BNZ) se une covalentemente a los intermediarios de la
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nitrorreduccién con los componentes del parasito, ADN, lipidos y proteinas (Apt et al,

2008; Rodriguez-Morales, 2005)

Se evalu6 el efecto inhibitorio y/o mortal sobre el parasito asi como alguna afectacién
sobre su movilidad a las 24, 48 y 72 h de aplicacion. Se aplicaron dos diferentes
concentraciones de las muestras (75 y 150 pg/mL) (Grafica 6). Las muestras presentaron
inhibicién para ambas concentraciones, pero no mayor que los firmacos usados. A las 24
h no se observaron diferencias significativas entre las muestras (datos no reportados),

por lo que se prefirieron los tiempos de 48 y 72 h de incubacién.

Como se muestra en la Figura 28, existe una inhibicién significativa sobre el parasito en
todos los tratamientos, pero no hay ninguna diferencia estadistica entre los controles
negativos (LIT y LIT+DMSO). Es importante seflalar que los extractos aun siendo de
diferentes fermentaciones mostraron actividad similar contra 7. cruz,
Sorprendentemente, el blanco de PDB también presentd actividad sobre el parasito,

pero el blanco de arroz no mostré diferencia significativa a las 48 horas.

Los controles positivos afectan la supervivencia en un porcentaje mayor al 90%,
mientras que los extractos orgdnicos de Geomyces inhiben de 50 - 80%. Los blancos
respectivos tienen una inhibicién del 70% para el PDB y cerca del 40% para el arroz, lo
que lleva a pensar que tal vez son las altas concentraciones las que afectan al parasito en

si.

Por otro lado, se revis6 la movilidad del parasito durante el experimento y se encontro
que al tercer dia la muestra del medio de cultivo (SN) donde se crecié al hongo, la
disminuye hasta un 50 — 60%, mientras que el control negativo presenta una movilidad

basal del 12%.
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Crecimiento de 7. cruzi
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Figura 28. Efecto inhibitorio de los extractos orgdnicos de Geomyces sp. sobre cultivos de epimastigotes
de Trypanosoma cruzi cepa Querétaro. * Valores estadisticamente significativos, ANOVA n=3 (P< 0.05)
comparado contra DMSO-LIT a las 48 horas. ** Valores estadisticamente significativos, ANOVA n=3 (P<

0.05) comparado contra DMSO-LIT a las 72 horas.

Posiblemente el efecto que puedan tener los extractos sobre el parasito hace pensar en
un mecanismo similar al que tiene sobre los hongos, ya que actualmente estd bien
establecido que una via metabdlica importante en los hongos y en miembros de la
familia de los tripanosomatidos es una que produce una clase especial de esteroles,
incluyendo el ergosterol y otros metil esteroles, los cuales estan presentes en la
membrana de los organismo fungicos, y que también son necesarias para el crecimiento

y la viabilidad parasitaria (de Souza y Rodruigues, 2009).

Al estar trabajando con un extracto total, es decir, el o los compuestos que presentan
alguna actividad estin en una concentracién mucho menor a lo establecido para las

pruebas; y en la Figura 28 se ve que las concentraciones de 150 pg/mL tienen
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ligeramente mejor actividad que las de 75 pg/mlL, lo que sugeriria de forma preliminar

que la actividad se manifiesta en funcién de la concentracién.

No se encontrd nada en la literatura con respecto a los compuestos del arroz que pudiera
afectar nuestros resultados. Por otra parte, la papa posee glicoalcaloides potencialmente
téxicos como la solanidina, a-solanina o a-chaconina, y su toxicidad se basa en su
actividad anticolinesterasa en el sistema nervioso central, en la disrupciéon de
membranas celulares al acomplejarse con los 3-B-hidroxiesteroles, y en cambios
causados por el transporte activo de iones a través de las membranas, dando lugar a
alteraciones en el metabolismo en general (Friedman er al, 1992; Keukens er al, 1995;
Blankemeyer et al,1992; Blankemeyer et al, 1995). No podemos afirmar que el efecto

encontrado en el extracto del blanco PDB se deba o no a estos compuestos.

Es por esto ultimo que concluimos que el efecto téxico de los blancos pueda deberse a la
alta concentracién del mismo ya que en la cromatoplaca de la Figura 24 se ve que no
hay ninguna relacién visible con los extractos de Geomyces sp. 31A-Ba y sus blancos
respectivos, es decir, que las actividades encontradas en las pruebas bioldgicas se deben a

los compuestos obtenidos del hongo y no al sustrato donde se crecio.

A

1 2 3 4

Figura 29. Fotografia de las cromatografias en capa fina corridas en una mezlca CH2Cl.-MetOH (95:5) de
las muestras: 1. SN, 2. Blanco PDB, 3. Extracto proveniente de la fermentacién en arroz, 4. Blanco arroz.

A) Perfil visto a 254nm. B) Perfil visto a 366 nm.
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7. CONCLUSIONES

En este trabajo seleccionamos al hongo 31A- Ba para iniciar la busqueda de otras
actividades bioldgicas benéficas para el humano con base en su actividad antibacteriana,
su morfologia colonial y microscépica, actividad de agarasa y una abundante produccién

de pigmento rojizo

El hongo 31 A- Ba fue identificado preliminarmente como Geomycessp., y se confirmé
con los analisis filogenéticos que no tiene similitud con Pseudogymnoascus destructans,
antes Geomyces destructans (patégeno para los murciélagos) por amplificacién de la

region 5.8S, y comparaciéon en BLAST.

El crecimiento de Geomyces sp. 31A-Ba se vio favorecido en medios con almiddn,
especialmente en papa, soya y arroz, y su temperatura éptima se encuentra en un rango
de 20-25 °C, pero esporula mejor a 4 °C, ya que posee capacidad psicrotolerante.
Ademas, puede utilizar una gran gama de fuentes de carbono, lo que da una idea de su

capacidad de adaptacién y supervivencia.

Geomyrces sp. 31A-Ba no produce magnolol, pero no podemos descartar la posibilidad

de que genere honokiol, y dcido astérrico.

Los extractos organicos obtenidos de Geomyces sp. 31A-Ba, tanto del medio de cultivo
como el de la fermentacidn en arroz mostraron actividad herbicida relevante contra L.
esculentum (jitomate) y A. Aypochondriacus (amaranto), y actividad fungicida similar al
control positivo usado contra A. solaniy P. capsicr; siendo el del medio de cultivo el de

mayor efecto en ambos bioensayos.

Dichos extractos mostraron también actividad inhibitoria significativa contra la cepa

Querétaro de 7. cruzi.
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En las pruebas de antagonismo se encontré mejor inhibicién que en las pruebas por
difusién, lo que sugiere que se trate de mas de un compuesto efectivo contra las cepas
sensibles, y que su produccién es inducida por el estrés bidtico generado por la

competencia entre los microorganismos.

Cabe sefialar que de acuerdo a los resultados de la prueba herbicida, se puede afirmar
que su potencial en dicho dmbito es enorme, ya que iguala el efecto del producto
comercial, lo que supone un impacto econémico notable mientras se pueda mantener la

estabilidad del o los compuestos responsables de dicha actividad.

8. PERSPECTIVAS

» Separar los compuestos que presentaron alguna actividad bioldgica de interés por
métodos cromatograficos.

» Dilucidar e identificar las moléculas bioactivas resultantes por métodos
espectrométricos, ya que se podrian encontrar productos naturales con mejor

eficiencia y/o un mayor valor econémico.
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10. APENDICE

Anexo 1: Medios de cultivo y soluciones empleados

Para caracterizacién:

YPD (Yeast extract, Peptone, Dextrose) (g/L)

~ PDA (Potato Dextrose Agar) (g/L) | ar) ( L)

Extracto de levadura 10.0 Infusién de papa
Peptona 20.0 (s6lidos)
Dextrosa 10.0 Dextrosa 20.0
Agar 15.0 Agar 15.0

Se esteriliza en autoclave.

SDA 0.5% glucosa (Sabouraud Dextrose Agar)

(/L)
Triptona 5.0
Peptona 5.0
Dextrosa 5.0

Agar 15.0

Se esteriliza en autoclave. pH final =5.6 + 0.2

Agar Nutritivo (g/L)

Extracto de res
Peptona 5.0
Agar 15.0

Se esteriliza en autoclave. pH final = 6.8 + 0.2

Se esteriliza en autoclave. pH final =5.6 + 0.2

Medio A (Almidén) (g/L)

Harina de arroz, o 40.0
soya, 0 maiz, o papa
0 almidoén soluble
SSI (Fosfatos) 40 mL
Agar 20.0

Se esteriliza en autoclave. pH final =5.6 + 0.2

SSI (Fosfatos) (g/L)

KoHPOs4 13.48

KH2POs 16.68
MgSO4-7H20 0.5

Elementos traza 1 mL

Se esteriliza en autoclave.

Elementos traza (mg/L)

ZnSOs4 439.9
Fe(NOs)2 7235
MnSOs4 203.0

Los medios aqui descritos fueron usados también en forma de caldo.
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Para ensayo tripanocida:

LIT (g/L) |

NaCl 4.0

KClI 0.4

Na2HPO4 8.0

Glucosa 2.0
monohidratada
(C6H1206-H20)

Triptosa 5.0

Infusion de caldo de 5.0

higado

Se esteriliza en autoclave. Se complementa con
hemina (25 pg/mL) y suero fetal bovino (SFB)
inactivado (56°C por una hora) al 10%,
filtrandolos por una membrana de 0.22 ym en
esterilidad. Primero se adiciona el medio al

filtro, luego la hemina y el suero.

Para andlisis molecular:

Buffer TE c/sacarosa ‘

Buffer PBS 1X (Phosphate Buffered Saline) (g/L)

NaCl 8.0

KCl 0.2
Na2HPO:s 1.44
KH2POs 0.24

Se esteriliza en autoclave. pH final =7.4 + 0.2

Se esteriliza en autoclave. Llevar los
componentes del buffer, menos la sacarosa a un
pH = 8, antes de mezclarlos

LB (Luria Bertani) (g/L) |

Tris 10 mM Dextrosa 50 mM

EDTA 1 mM Tris 25 mM

SDS 4% EDTA 10 mM
Sacarosa 25 % Se esteriliza en autoclave.

Solucién II

NaCl 10.0
Triptona 10.0
Extracto de levadura 5.0
Agar 15.0

Se esteriliza en autoclave.

Para la clonacién se emplearon placas de agar LB

con ampicilina [150 pg/mL].

NaOH

02N

SDS

1%

Solucién III

CH3COOK 5 M (60mL)
CHs;COOH 11.5 mL
H0 28.5 mM
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Anexo 2: Técnicas Moleculares

10.2.1 Extraccion del DNA gendmico

1.

Hacer fermentaciones en un matraz Erlenmeyer de 250-mL con 50 mL de medio PDB (Potato
Dextrose Broth) con el hongo a probar. Inocular el matraz de la fermentacién con una asada del
hongo crecido en caja Petri o 500 pL de un cultivo anterior, incubarlo a 29°C ,180 rpm, durante
3-5 dias.

En un sistema al vacio (Millipore) con filtros Whatman 1 estériles, filtrar un matraz con el hongo
ya crecido sin dejar secar, agregando 2 volumenes de agua destilada estéril.

Dejar secar y afiadir un volumen de acetona al Buchner; luego de que esté seco apagar el vacio y
retirar el filtro con pinzas. Pesarlos y guardarlos en una caja Petri a -20°C. A estos filtrados secos
se les conoce como polvos de acetona.

Triturar 100 mg de polvos de acetona en un mortero estéril con ayuda de un poco de hielo seco
hasta que quede un polvo fino. Dejar sublimar el hielo seco.

Mezclar el triturado con buffer TE (Tris EDTA) en una relacién de 20 mL por cada gramo de
polvo de acetona, y seguir moliendo hasta obtener una solucién homogénea.

Pasar la solucién a un tubo de centrifuga y realizar 2 extracciones con un volumen de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1). La mezcla se centrifuga 15 min a 12 000 rpm en una
centrifuga Beckman a 4°C (Rotor F15-6x100y) para cada extraccién y se recupera la fase acuosa
evitando tomar la interfase.

Para precipitar el DNA, agregar 10 % de 1 volumen de NaCl 1IN y 2.5 volimenes de etanol
absoluto o 1 volumen de isopropanol.

Almacenar a -20°C.

Este material puede mantenerse durante varias semanas.
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10.2.2 Purificacién del DNA gendmico

1.

10.

Centrifugar la muestra con el DNA obtenido del hongo a 12 000 rpm en una centrifuga Beckman
a 4°C (Rotor F15-6x100y) por 15 min a 4°C.

Decantar el etanol absoluto y lavar con 5 mL de etanol al 70%.

Centrifugar nuevamente a 12 000 rpm en una centrifuga Beckman a 4°C (Rotor F15-6x100y) por
10 min a 4°C.

Decantar el etanol, quitar el excedente con pipeta y dejar secar el boton a temperatura ambiente.
Resuspender el botén en buffer TE (Tris EDTA) (£ 5 mL).

Adicionar RNAsa a una concentracién final de [50 pg/mL] (SIGMA® R4875-100MG). Incubar a
37 °C por 30 min.

Agregar una alicuota en tubos de 1.5 mL con 500 pL y extraer con 500 pL de fenol-clorofomo-
isoamilico.

Recuperar la fase acuosa y precipitar el ADN con 2.5 volimenes de etanol absoluto (20 min a -
20°C) o con 1 volumen de isopropanol.

Repetir del paso 1 al 4.

Disolver el botén en agua destilada estéril si se va a utilizar para PCR o en buffer TE (Tris EDTA)

para conservar.

10.2.3 Preparacidn de geles de agarosa al 0.8 %

[y

Pesar 0.32 g de agarosa (Vivantis®) y disolver en 40 mL de buffer TAE (Tris-Acetato-EDTA) 1x.
Calentar 1 min para solubilizar la agarosa, y vaciar en el molde para el gel previamente nivelado.
Con cuidado adicionar 1 pL de bromuro de etidio [20 mg/mL], homogeneizando con la punta de
la pipeta el gel aun liquido, colocar un peine para la formacién de los pozos evitando que se
formen burbujas y dejar enfriar a temperatura ambiente.

Luego que haya solidificado el gel, introducirlo en la cdmara de electroforesis y cubrirlo por
completo con buffer TAE 1x.

Mezclar 1-5 pL de muestra o 1 pL del marcador de peso molecular [0.1 pg/pL] (1 kb Ladder,
Thermo Scientific®) con 1 pL de buffer de carga (Thermo Scientific®) homogeneizando con la
pipeta.

Cargar las muestras en sus respectivos pozos y correr el gel a 80V durante 70 min.
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