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“éSon plantas o animales?”

“'Senor, los Hongos son hongos...”
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1. RESUMEN

Los microorganismos ademas de producir metabolitos primarios
como el etanol, el &cido lactico y aminoacidos, son capaces también de
generar metabolitos secundarios; los cuales constituyen
aproximadamente la mitad de los productos farmacéuticos que se
encuentran en el mercado hoy en dia. Los microorganismos productores
de antibidticos han sido aislados de diferentes fuentes naturales
incluyendo la tierra, el agua (de rio y de mar), el aire, las esponjas y las
plantas. Por lo que respecta a las plantas, en la mayor parte de los
casos se han estudiado Unicamente los extractos de las mismas, sin
tomar en cuenta a los microorganismos que presentan; por ello nos
propusimos determinar la posible actividad antimicrobiana de algunos
hongos asociados a Magnolia dealbata Zucc., una planta importante en

la medicina tradicional.

A partir de una serie de muestras de diferentes secciones del arbol
Magnolia dealbata Zucc. se aislaron 45 hongos, de los cuales 11
generaron inhibicion de bacterias Gram-positivas (Bacillus subtilis y
Micrococcus luteus). De los 11 hongos productores de actividad
bioldgica, se seleccionaron 3 para su identificacién, utilizando la region
5.8S del DNA ribosomal. Las secuencias obtenidas mostraron que 2 de
las cepas eran Penicillium chrysogenum, mientras que la tercera se
identific6 como Fusarium sp. El estudio de los microorganismos
endoéfitos de Magnolia dealbata Zucc. mostré la presencia de algunos
hongos con capacidad antibidtica potencial, los cuales seguirdn siendo

caracterizados.




2. INTRODUCCION

Las relaciones simbidticas entre hongos y organismos
fotosintéticos son antiguas y ubicuas, sin embargo, estas interacciones
han sido catalogadas en menos del 5% de las 1.5 millones de especies
de hongos que se estima que existen. Se ha encontrado que las plantas
tropicales contienen una gran diversidad de microorganismos endofitos,
muchos de ellos todavia sin clasificar y posiblemente pertenecientes a
nuevos géneros y especies. Estos hongos endofitos estan conformados
por una gran variedad de micromicetos (hongos microscépicos) que
colonizaron los tejidos de su planta hospedera sin causar sintomas
aparentes de enfermedad, desarrollando una relacion de antagonismo,
comensalismo o mutualismo que esta equilibrada por la virulencia del
hongo y las defensas de ésta. De esta forma, los hongos endoéfitos
encuentran un habitat y alimento dentro de su hospedera y, a cambio
algunos de ellos, gracias a los metabolitos secundarios que producen,
suelen disminuir la probabilidad de que ésta se vea afectada por
microorganismos patégenos competidores y factores ambientales
adversos (Arnold et al., 2003; Schulz y Boyle, 2005; Charepraset et al.,
2006, Gunatilaka, 2006).

Son estos metabolitos secundarios de gran interés potencial para la
industria farmacéutica, ya que ante el problema actual de la resistencia
a antibidticos comerciales por parte de microorganismos patégenos, Yy
debido a la toxicidad presente en algunas de las nuevas moléculas, es
necesario continuar buscando antimicrobianos efectivos y eficientes. Se
estima que en el 2004, mas del 70% de las bacterias patogenas
aisladas, resultaron resistentes al menos a un antibidtico actual (Demain

y Sanchez, 2009).




Cabe sefalar que el problema de resistencia a los antibidticos no
es exclusivo de México; sin embargo podemos afirmar con certeza que
en nuestro pais el abuso de antibidticos, el uso de farmacos de baja
calidad; asi como la automedicacion, una practica comun todavia entre
la poblacion mexicana, ha contribuido en la elevacion de los indices de

resistencia (Amabile-Cuevas, 2010).

El reto que ha presentado dicha resistencia se ha enfrentado de 2
maneras: a través de la busqueda de nuevos compuestos naturales, e
investigando las propiedades antimicrobianas de derivados de

antibidticos ya existentes (Wright, 2000).

De los 25 farmacos mejor vendidos en el afio de 1997, 42%
fueron productos naturales o sus derivados quimicos, y de éstos, un
67% fueron antibidticos. De los 12,000 antibidticos conocidos en 1995,
cerca del 22% los producian hongos filamentosos (A.L Demain y S.

Sanchez, 2009; J.L. Adrio, A.L. Demain, 2003).

Conociendo el potencial con el que cuentan los microorganismos
endoéfitos, en este proyecto nos enfocamos en la busqueda de
compuestos antibidticos que puedan ser producidos por los hongos
asociados al arbol Magnolia dealbata Zucc, planta con propiedades

medicinales.




3. MARCO TEORICO

3.1. Asociaciones Endofito-Planta
La palabra endéfito significa literalmente “en la planta”, y es un
término bastante amplio que incluye virtualmente cualquier organismo
que resida dentro de la misma, ademas de que cualquier 6érgano de la

planta u hospedero puede ser colonizado (Schulz y Boyle, 2005).

A pesar de que el término “endofito” es empleado para todos los
microorganismos incluyendo bacterias, hongos, algas e insectos que
habitan en las plantas sin causar sintomas de enfermedad visibles (sin
importar la relacion que los huéspedes guardan con ellas), los micélogos
han empezado a usar el término “endéfito fungico” para hongos que
colonizan plantas y que pasan la mayor parte de su ciclo vital dentro de
su hospedero sin causar dafio aparente en ningdn momento en
especifico. Schulz y Boyle (2005) mencionan que no existen
interacciones neutras entre endoéfitos y hospederos, sino que estas
interacciones incluyen un balance de antagonismo, no relacionado con
el 6rgano de la planta que es infectado. Siempre hay al menos un grado
de virulencia por parte del hongo habilitando de esta manera la
infeccién, mientras que las defensas de la planta hospedera limitan el
desarrollo de los invasores fungales asi como la enfermedad, como lo

muestra de forma sencilla la figura 1 (Isaac, 1992).

Los hongos endoéfitos producen enzimas necesarias para penetrar
y colonizar su hospedero, habitando los 6rganos superficiales de forma
local e intercelular, mientras que en las raices es extensiva, sistematica
asi como inter e intracelular. Crecen usando el fluido apoplastico
(sustancia nutritiva que circula por los espacios intercelulares del tejido
vegetal) como medio de crecimiento. Dicha asociacion puede llegar a ser

mutualista, por el contrario bajas concentraciones de compuestos de




defensa fendlicos pueden producir una infeccion patégena ademas de
que algunos metabolitos pueden inhibir la fotosintesis de la planta

hospedera (Schulz et al., 2002).

La interaccion 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 obtenciéon de
nutrientes a expensas del hospedero, o la mejora ecolégica de la planta
per se, o la posible accion mutualista que puede ejercer el huésped
sobre la planta. Pero en su ahora hé&bitat interno, el hongo debe
enfrentar condiciones agresivas porque la planta puede contener ya
varios endofitos previamente instalados con los cuales el nuevo

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

Figura 1. Relacion entre el hongo endéfito con su planta hospedera,

balance de antagonismo.

Los hongos endofitos consisten en tres grupos ecoldgicos basicos:
las micorrizas, los balansiaceos o enddfitos de los pastos, y los no

balansiaceos o enddfitos de plantas lefosas (Schulz y Boyle, 2005).

Es posible aislar cientos de especies endofiticas a partir de una

sola planta, de entre ellos al menos uno generalmente mostrara

e
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especificidad por el hospedero. Los hongos endofitos, particularmente,
exhiben gran especificidad a tejidos y 6rganos como resultado de su
adaptaciéon a las condiciones fisiolégicas en plantas (Charepraset et al.,
2006).

Es generalmente aceptado que las plantas infectadas con endofitos
son frecuentemente mas sanas que aquéllas libres de endoéfitos, porque
las primeras, suelen tener ventajas contra el estrés bidtico y abidtico
sobre sus contrapartes sin endofitos. Algunos endoéfitos 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).

Aunque la creencia de que los hongos enddéfitos, especialmente los
asexuales, pueden ser vistos como mutualistas con las plantas debido a
la produccion de micotoxinas que protegen a sus plantas hospederas de
los herbivoros, se puede argumentar también que la gran mayoria de
los endofitos raramente actian como mutualistas defensivos. De hecho
en estas simbiosis obligadas, los balansiaceos son frecuentemente
neutrales o hasta patogénicos para sus hospederos, dependiendo del
genotipo del endofito y su planta asi como de las condiciones
ambientales (Faeth, 2002; Faeth y Fagan, 2002).

Dreyfuss y Chapela (1994) consideran que existen al menos 1.3
millones de hongos endodfitos por ser descubiertos; y que solamente
agui en México, segun calculos, analisis poblacionales y extrapolaciones,
se ha 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 destruccion forestal que ocurre al parejo de la
pérdida de la diversidad en el pais estda afectando seriamente la
biodiversidad total, principalmente en los trépicos, es por ello debemos

valorar mejor los recursos con los que contamos, y mas sabiendo el




beneficio que representan para el género humano (Hawksworth, 2001;
Guzman, 1998).

3.2. El arbol Magnolia dealbata Zucc.

El arbol con el que se trabajo y del cual se tomaron las muestras
de tejido para la busqueda de endofitos proviene de la familia
Magnoliaceae, la cual es muy antigua, con fosiles remanentes que datan
entre 36 y 58 millones de afnos; agrupa cerca de 220 especies de
arboles caducifolios o perennes y arbustos nativos de Asia y América,
poseen 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 en 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 distribuidas al sureste de Asia, desde el Himalaya hasta
Japoén, y del Archipiélago Malayo hasta Nueva Guinea y Nueva Bretafia;
mientras que en América reside el 20% restante, desde el templado
sureste de Norte América 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-Loépez,
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 dificultades gastrointestinales,
aparte de otras, gracias a sus propiedades diversas (Figura 2) (Stuart,
1969).




SISTEMA NERVIOSO
CENTRAL

e Anti-ansiedad, neurosis,
stress
e Anti-convulsivo

e Anti-temblores

e Anti-Parkinsoniano

SISTEMA DIGESTIVO

e Anti-obstructor esofagico

e Anti-diarrea

e Anti-dispepsia

SISTEMA CARDIOVASCULAR

e Relajacion vascular
e Antagonismo Ca**
e Liberaciéon de 6xido nitrico

e Anti-agregacion plaquetaria

MUSCULO ESQUELETICO

e Anti-rigidez
¢ Relajacion muscular
e Bloqueo de unién

neuro-muscular

ACCIONES DIVERSAS

e Antibacterial

e Antiséptico

e Preventivo de desgaste dental

Figura 2. Propiedades farmacolégicas de la corteza de Magnolia.

Tomado de Watanabe

et al., 2002.
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El género Magnolia es una fuente rica de compuestos con actividad
biologica a los cuales se deben sus efectos farmacoldgicos. Estos
compuestos se agrupan en tres tipos: alcaloides, aceites esenciales y
bifenoles. EI honokiol y el magnolol (Figura 3) son los compuestos
bifendlicos mas comunes en Magnolia, éstos son isbmeros posicionales
los cuales exhiben actividad de relajacion muscular, inhiben Ila
movilizacion intracelular del calcio en plaquetas causada por el colageno,
asi como su influjo en canales de calcio, tienen efectos
antihemostaticos, antitrombodticos, ansioliticos y actividad antibacterial.
El honokiol induce la movilizacion de calcio y muestra actividad
neurotréfica en neuronas corticales, ademas de un efecto antagoénico en
la calmodulina, el magnolol por su lado tiene efectos analgésicos y anti-
inflamatorios (Sarker et al., 2002; Kotani, 2005; Martinez et al., 2006).

OH OH

H OH
L L

| | | |

Figura 3. Estructura del Honokiol y Magnolol.

El arbol de Magnolia dealbata fue descubierto en el siglo XVI por
Francisco Hernandez, y formalmente descrita por Zuccarini (1837).
Luego de ello, no se supo nada de esta especie hasta 1948 y 1960,
cuando Coneurse y Rzedowski colectaron especimenes (Gutiérrez y
Vovides, 1997). Hernandez también llegé a sefalar el uso que los
Aztecas tenian de este arbol, al cual llamaban Eloxochitl- del ndhuatl-

Elotl oreja y Xochitl flor (Gutiérrez, 1993; Pattison, 1985).
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Debido al desconocimiento que por muchos afos existié sobre la
Magnolia dealbata, existen escasos trabajos de esta especie. Pese a ser
nativa y endémica de México, no esta 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 ecoldgico (Gutiérrez, 1993).

Esta especie estd amenazada debido a la utilizacion de su madera
para fabricacion de utensilios, material de construccion y lefia, asi como
por la colecta de su corteza y flores para su uso en medicina tradicional
contra enfermedades del corazén, como ocurre en Veracruz y otros
estados en los que crece. La verdadera amenaza por una severa
cosecha de flores se debe a puros propésitos ornamentales, aunado a
que la planta sufre de una pobre regeneracién natural. Actualmente, la
legislacion 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-Velasquez y Pineda-L6pez, 2010).

3.3. Los Hongos

Los hongos se definen como organismos eucariontes, heterotrofos,
no fotosintéticos, macro o microscopicos, unicelulares como las
levaduras, o pluricelulares, tales como los hongos filamentosos. Pueden
tener un tipo de reproduccion sexual (teleomorfica) por medio de
esporas, o0 asexual (anamorfica) gracias a sus conidios. Presentan
estructuras tubulares denominadas hifas, talo o filamentos, que son
las unidades funcionales y somaticas de los mismos; al conjunto de hifas

se le conoce como micelio.
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Tienen una pared celular rigida conformada por quitina combinada
con diversos polisacaridos (dextranas, mananas, xilanas 'y
hemicelulosa) y pequefas cantidades de lipidos, que pueden ser
diferentes segun los grupos taxonomicos. No obstante, en algunos
grupos puede no estar presente la quitina y, en cambio, estan presentes
polisacaridos como celulosa (predominante en los oomycetes),
quitosana, B-glucanas, mananas, glucégeno, galactanas y polimeros de
galactosamina. Las membranas celulares de estos microorganismos
cumplen con el modelo de bicapa lipidica, dentro de la que se

encuentran incrustadas moléculas de ergosterol.

Viven como saprofitos (descomponiendo restos de plantas y
animales), como parasitos obligados o bidétrofos (sélo pueden vivir y
reproducirse en el hospedero), parasitos facultativos o hemibiotrofos
(viven del hospedero, y se reproducen dentro del mismo aunque éste ya
no esté vivo) patégenos, o simbiontes (viviendo en asociacién con otros
organismo beneficiandose mutuamente) (Sullia y Shantharm, 1998). Se
alimentan por absorciéon de los nutrientes luego de que las enzimas
llamadas exodespolimerasas, rompen carbohidratos y proteinas

presentes en los diversos alimentos.

Son organismos cosmopolitas que han colonizado una gran
variedad de nichos ecoldgicos: se les encuentra en zonas con climas
ecuatoriales, tropicales, subtropicales, templados, semidesérticos,
desérticos y aun en los frios, desde el nivel del mar hasta altitudes
superiores a los 4000 metros (Herrera y Ulloa, 1990). Son de formas
muy variables y adaptaciones muy versatiles que les permiten
enfrentarse a las condiciones cambiantes del medio en el que viven

(Isaac, 1992).
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Los hongos son excelentes fabricas de metabolitos primarios y
secundarios relevantes, es por esta razon que se les ha puesto una
atencion especial en la actualidad. Se consideran organismos de gran
importancia en el mundo, no sé6lo por su rol vital dentro de los
ecosistemas, sino también por su influencia en las actividades humanas

(Mueller y Schmit, 2007).

3.4. Los hongos endéfitos como fuente potencial de
productos con actividad bioldgica y su importancia en la
actualidad
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
endoéfitos poseen una gran diversidad quimica, incluyendo esteroides,
xantonas, fenoles, isocumarinas, derivados del perileno, quinonas,
furandionas, terpenoides, depsipéptidos y citocalacinas; ademas los
hongos son usados en varios procesos de la industria tales como la
produccion de enzimas, vitaminas, polisacaridos, alcoholes, pigmentos,
lipidos y glicolipidos; son extremadamente importantes para nuestra
salud asi como nuestra nutriciébn, y tienen un tremendo impacto

econémico (Shulz y Boyle, 2005; Adrio y Demain, 2003).

Desde que la penicilina fue aislada de Penicillium notatum, se ha
iniciado una tarea en el descubrimiento de productos nuevos a partir de
metabolitos microbianos. Alrededor del 60% de los nuevos farmacos
durante el periodo de 1981-2002, tales como anti-cancerigenos, anti-
migrafa y agentes anti-hipertensivos son productos naturales o basados

en productos naturales (Zhang et al., 2006).
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El mercado por areas no farmaceéuticas llegé a $2 billones de
dolares en el afio 2000, en las que destacan: comida 45%, detergentes
34%, textiles 11%, pieles 3%, pulpa y papel 1.2% (Adrio y Demain,
2003). Por otra parte, considerando que 6 de 20 de los medicamentos
mas prescritos son de origen fungico, y que aproximadamente solo el
5% de los hongos han sido descritos, éstos representan un enorme
potencial para la busqueda de nuevos productos (Gloer, 1997;
Hawksworth, 2001; Schulz et al., 2002).

El estudio de los microorganismos endoéfitos ha recibido mucha
atencion debido a su indudable capacidad para generar productos
naturales con potencial terapéutico (Kusari y Spiteller, 2011); esto se
debe en parte a que durante su co-evolucidén junto con sus hospederas
han llegado a adaptarse a sus micro ambientes por variacion genética, y
han desarrollado la habilidad bioquimica para producir compuestos
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-evolucion conlleva a la

produccion del mismo compuesto (Kusari y Spiteller, 2011).

La busqueda de nuevos productos para las industrias
farmacéuticas y agroguimicas 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
sintetiza corresponden con su nicho ecologico, y que (2) Ilas
interacciones metabolicas 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

antibidéticos, aunque cabe recordar también que los inmunosupresores,
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como la ciclosporina, revolucionaron la medicina facilitando los

transplantes de 6rganos.

Una molécula antitumoral resultado de un caso notable es el taxol
(paclitaxel) (Figura 4), que fue primeramente aislado del arbol del tejo
Taxus brevifolia, y luego se descubrié que también es producido por sus

hongos endofitos Taxomyces adreanae y Nodulosporium sylviforme.

Figura 4. Formula quimica del Taxol o paclitaxel.

Actda inhibiendo la division de células mamiferas cancerosas,
promoviendo la polimerizacion de la tubulina e interfiriendo en la
separacion normal durante la division celular; también sirve como
antifungico por el mismo mecanismo, y es usado en contra de cancer de
mama y formas avanzadas del Sarcoma de Kaposi (Demain y Sanchez,
2009). El taxol fue el primer farmaco anticarcinogénico que llegé al
billébn de ddlares por su consumo, y su produccién microbiana eliminé la
necesidad de aislarlo a partir de los arboles de lento crecimiento
(Strobel, 2003).

Strobel et al (2004) proponen la siguiente estrategia de selecciéon

de hospederos:
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e Plantas que habitan ambientes Unicos, especialmente aquéllos con
una biologia inusual y que poseen estrategias de supervivencia
novedosas.

¢ Plantas con historia etnobotanica (usada por indigenas).

e Plantas endémicas que suelen tener una longevidad inusual o que
han ocupado ciertas masas de tierra desde la antiguedad.

e Plantas que crecen en areas de gran biodiversidad, las cuales

pueden alojar endofitos igualmente biodiversos.

Ademas de estas propuestas, con las cuales concuerdan Kusari y
Spiteller (2011) agregan una mas; aquellas plantas que ademas de
endémicas pueden estar amenazadas, de las cuales es importante

establecer las interacciones endofito-planta.

Uno de los principales problemas que enfrentan los endoéfitos es la
rapida desaparicion de los bosques tropicales, los cuales albergan el
recurso mas grande de obtencion de microorganismos y sus productos.
En el presente, se estima que solamente un 40-50% de los bosques que
existian hace 1000-2000 afios, permanecen en la actualidad. Asi que,
cuando desaparezca una especie de planta, asi lo hara un complejo

entero de endofitos asociados (Strobel, 2003).

3.5. La region 5.8S del DNAr como elemento para la
identificacion de hongos

La identificacion de los hongos puede considerarse “sencilla”

debido a que poseen una morfologia caracteristica, sin embargo la

identificacion morfoloégica puede complementarse con un estudio de su

DNA ribosomal (DNAr).

Los ribosomas de las células eucariontes contienen 2 especies de
RNA de bajo peso molecular: la 5S y la 5.8S (160 pb), ambas especies

son componentes estructurales de la subunidad 60S. (Rubin, 1972).

e
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La unidad transcripcional estd compuesta por unidades repetidas
en tandem codificantes: 18S (SSU), 5.8S y 28S (LSU), y no codificantes
(ITS1 y ITS2) que se encuentran entre dichas secuencias y espaciadores
intergénicos (IGS) (Figura 5) (Ferrer et al., 2001; Chandra Nayaka,
2011).

Gen 5S RNA
ITS1 ITS2
5.85 RNA
N e e e e |
SSU (18S) RNA LSU (28S) RNA

Figura 5. Region 5.8S junto con los ITS1 e ITS2, delimitado por 18S
(SSU) y 28S (LSUV).

Las secuencias del DNAr de la sub-unidad pequefia evolucionan
relativamente lento y es util para relacionar organismos distantes,
mientras que los genes del RNAr mitocondrial cambian un poco mas
rapido y pueden ser de ayuda para llegar a establecer orden o familia.
Por ultimo, las regiones espaciadoras internas transcritas (ITS) y las
unidades repetidas de los espaciadores intergénicos (IGS) del RNAr
evolucionan aun mas rapido, variando entre las especies o géneros

(White et al., 1990).




4. HIPOTESIS

La historia etnobotanica asi como el habitat del arbol Magnolia
dealbata Zucc., apoyan la existencia de hongos endofitos con capacidad

antimicrobiana.
5. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de actividad antimicrobiana en hongos

asociados a Magnolia dealbata Zucc.
OBJETIVOS PARTICULARES

« Encontrar medios adecuados para el primo aislamiento, desarrollo

y produccion de antimicrobianos de los hongos aislados.

« Seleccionar hongos que inhiban el crecimiento de otros

microorganismaos.

« ldentificacibn de algunas cepas fungales inhibidoras del

crecimiento microbiano.
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6. MATERIALES

6.1 Cepas y su conservacion

Los hongos utilizados en este estudio fueron aislados de
muestras de tejido vegetal tomadas por la M. en C. Silvia Margarita
Guzman Trampe, a partir de dos arboles de Magnolia dealbata Zucc.
(Figura 6). Los arboles se encuentran localizados en las coordenadas

19° 21°05.9°°" N y 97°
03730.8" "W ubicados
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). Las
cepas una vez aisladas
fueron conservadas a 4°C
en medio sélido en cajas
Petri y en tubo inclinado, y

las esporas en SSI.

Figura 6. Fotografia de uno de los individuos del arbol

Magnolia dealbata Zucc. utilizados en este estudio.

Las 4 cepas sensibles utilizadas en las pruebas de antibiosis
abarcan un amplio espectro, como son la cepa Gram negativa
Escherichia coli; las Gram positivas Bacillus subtilis ATCC 6633 ademas
de Micrococcus Iuteus, y por dultimo la levadura Saccharomyces

cerevisiae.
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Las 4 cepas microbianas se sembraron cada 2 meses en NA
(Nutrient Agar Difco) y posteriormente se guardaron en glicerol, como

se dicta a continuacion:

1. Preparar 50 mL del medio Optimo de crecimiento para cada
microorganismo (YPD para S. cerevisiae y B. subtilis, LB para E.
coli, y NB para M. luteus), e incubarlo durante 12-18 horas con
agitacion (180 rpm), a su temperatura respectiva.

2. Centrifugar a 8000 rpm con una temperatura de 4°C en una J2-
MC Centrifuge (Beckman) con tubos de 50 mL, y decantar.

3. Resuspender en 5 mL de glicerol al 10%.

4. Hacer alicuotas de 500 pL en tubos de 1.5 mL (Eppendorf).

5. Congelar a -20°C en un refrigerador Cool-Lab Freezer.

Los medios probados en las fermentaciones fueron: Czapek Dox el
cual es un medio quimicamente definido para el cultivo de hongos
capaces de utilizar al nitrato como uUnica fuente de nitrégeno, el agar-
Extracto de malta que es un medio rico, muy usado para el aislamiento
de hongos saprofitos, el medio Lactosa-Extracto de Levadura que es un
medio minimo, y el Sabouraud que también es un medio rico al que se

le variaron las fuentes de carbono y sus concentraciones (Apéndice 1).

21



7. METODOS

En el presente trabajo se hizo la busqueda de cepas fungicas que
inhibieran el crecimiento de otros microorganismos; para ello se
buscaron medios idéneos para que los hongos crecieran rapidamente, se
realizaron fermentaciones y pruebas de antibiosis por difusion, asi como

la identificacion de las cepas mas relevantes.

7.1. Establecimiento de las condiciones o6ptimas para el
crecimiento y la conservacion de las cepas usadas

Con el fin de encontrar el medio méas adecuado para la producciéon

de compuestos con actividad bioldégica en fermentaciéon sumergida, se

probaron varios medios con diferentes fuentes de carbono y nitrégeno.

Asi mismo, después de elegir el medio con mejor produccién, se

variaron las concentraciones de carbono. Para lo anterior, se inocularon

matraces Erlenmeyer de 150-mL con 30 mL del medio a probar, mas 10

perlas de vidrio para romper el micelio. Los matraces inoculados se

incubaron a 29°C, 180 rpm durante 12 dias, tomando muestras de 1 mL

de cada matraz cada 3 dias para probar su capacidad antibi6tica.
7.2. Aislamiento de los hongos endoéfitos

Las muestras tomadas de los arboles de Magnolia dealbata Zucc
fueron fragmentos de corteza sanitizada (lavado con agua destilada y
después con EtOH al 70%) o sin sanitizar, raiz, hojas, ramas y agua de
los lavados de las mismas (Figura 7). Estas muestras sirvieron de
inoculo para cajas con medio s6lido Czapek adicionado con cloranfenicol

(25 pg/mL), para el aislamiento selectivo de los hongos (Figura 8).
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A B
Figura 7. Fotografias de A. Corte de la corteza. B. Corte del floema del

arbol Magnolia dealbata Zucc.

Figura 8. Fotografia de un ejemplo de cémo fueron colocadas las

muestras de tejido vegetal sobre Medio Czapek con cloranfenicol.

7.3 Fermentaciones
Cada serie de fermentaciones consto de 8-10 hongos. Se utilizaron
matraces Erlenmeyer de bafle alto de 250-mL con 50 mL de medio SD
(Sabouraud Dextrose) con 0.5% de glucosa, pH de 5.6 = 0.2. Estos

matraces fueron inoculados con 1x10® esporas/mL para posteriormente
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ser incubados a 29°C y 180 rpm durante 13 dias. Se tomaron muestras
en esterilidad de 1 mL por duplicado en los dias 3, 6, 9 y 13. Las
muestras fueron centrifugadas a 13 000 rpm durante 10 minutos en un
centrifuga para microtubos Centrifuge 5415 D (Eppendorf). Una vez
centrifugadas las muestras se colocé el sobrenadante en otro tubo de
1.5 mL. Los sobrenadantes obtenidos fueron filtrados en membrana de
0.22 uM con un didmetro de 2.5 cm (Millipore). Posteriormente, un
mililitro de cada uno de los filtrados fueron concentrados 10 veces en un
SpeedVac Concentrator Savant 1SS110 (Thermo Scientific). Los
concentrados fueron almacenados a 20°C bajo cero, en un congelador

Cool-Lab Freezer para ser usadas cuando se requiriera.

7.4 Preparacion de las cepas microbianas sensibles

Antes de realizar las antibiosis fue necesario activar las cepas
microbianas con las que se evaluaria la actividad inhibitoria producida

por los hongos.

Dos dias antes de la prueba de antibiosis por difusion, se
realizaron pre-inéculos en matraces de 150-mL con 30 mL de medio NB
(Nutrient Broth Difco) inoculdndolos con una asada del microorganismo
sensible crecido previamente en caja Petri. Los matraces fueron
incubados durante 12-18 horas a 180 rpm a 37°C para las bacterias
(Micrococcus luteus, Bacillus subtilis y Escherichia coli) y a 29°C la
levadura (Saccharomyces cerevisiae). Se inocularon otros matraces de
150 mL con 30 mL de medio NB con 30 puL de los pre-in6culos, y se
incubaron de 12-18 horas a 180 rpm a sus temperaturas respectivas.
Estos segundos matraces contienen las cepas microbianas que seran

utilizadas para las pruebas de antibiosis.
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7.5 Determinacion de la actividad antimicrobiana con

pruebas de antibiosis por difusion

Las antibiosis se realizaron con las muestras obtenidas del punto
7.3. Para la determinacion de actividad antimicrobiana se siguié el

procedimiento que a continuacion de describe:

1. Se prepararon tubos con 30 mL de medio NA para cada caja de
antibiosis, los cuales fueron inoculados con 0.1% de la cepa
microbiana a probar.

2. Se homogeneizaron agitando suavemente y se vaciaron en cajas
Petri estériles.

3. Las muestras de las fermentaciones preparadas en el punto 7.3.1
se descongelaron para tomar de cada uno 25 puL y colocarlos en
sensidiscos de 6 mm.

4. Una vez que se han dejado absorber, se tomaron con pinzas
esterilizadas y se colocaron cuidadosamente sobre el agar de las
cajas previamente inoculadas con las cepas microbianas. Se hizo
prueba de cada muestra de fermentacion con cada una de las

cepas sensibles (Figura 9).

Figura 9. Diagrama de la prueba de antibiosis. A. Caja Petri con
sensidiscos saturados con muestras a probar. B. Halos de inhibicién

presentes contra la cepa sensible alrededor de los sensidiscos.

e
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5. Una vez colocados los sensidiscos, se incubaron las cajas durante
12-18 horas a 37°C (Micrococcus luteus, Bacillus subtilis y
Escherichia coli) y a 29°C (Saccharomyces cerevisiae).

6. Pasado el tiempo de incubacion, se verificaron las cajas para
medir, en su caso los halos de inhibicibn y calcular sus

dimensiones, siguiendo la siguiente férmula:

Diametro total del halo (mm) — 6 mm (sensidisco)
2

= Radio del halo generado

7.6 Caracterizacion de los hongos elegidos

Con el fin de identificar a los hongos de trabajo se realizaron

analisis de la morfologia asi como de crecimiento de los mismos.
7.6.1 Microcultivo

Para analizar la micromorfologia (el micelio y la estructura) de los
3 hongos seleccionados se realizaron microcultivos, como se indica a

continuacion:

1. Se cortaron cuadritos de medio SDA méas 1% de glucosa, con unas
dimensiones de aproximadamente 2 x 2 cm.

2. Se esterilizaron 2 portaobjetos y un triAngulo de vidrio dentro de
una caja Petri.

3. En esterilidad se colocaron 2 cuadros de SDA al 1% en los
extremos de uno de los portaobjetos y se inocularon por contacto
con uno de los hongos en las cuatro orillas de cada pedazo (Figura
10).
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El otro portaobjeto se colocé encima, y el cultivo se dejé sobre el
triangulo dentro de la caja.

La base interna de la caja fue tapizada con algodon y se
humedecié con agua estéril, teniendo cuidado que el nivel del
agua no tocara los portaobjetos, creando asi una camara humeda

para facilitar el crecimiento del hongo.

. Se cubri6 la caja con aluminio y se dej6 incubar de 3 a 7 dias a

una temperatura de 29°C.
Pasado el tiempo de crecimiento, se desprendieron los cuadritos
de agar con el hongo crecido, se colocé una gota de azul de

algodon y se observé en el microscopio optico.

| Inocular los
cuatro lados de

cada trozo de
| agar

«—

Figura 10. Diagrama de la preparacion de un microcultivo. La flecha

sefala la posicidon de los cuadritos de agar entre los portaobjetos

dentro de la caja Petri.

7.7 Cosecha y cuantificacion de esporas

Los conidios (esporas asexuales) son estructuras que el hongo utiliza

para su reproduccion, y como tal, son clave para su preservacion; es por

eso que para conservar al hongo es vital conservar sus esporas viables.

Para lograr lo anterior se realiz6 el siguiente procedimiento:

1.

Se hicieron fermentaciones en un matraz Erlenmeyer de 250-mL
con 50 mL de medio SD (0.5%) de cada hongo. Se inoculé el

matraz con una asada del hongo crecido en caja Petri o con 500 uL
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de un cultivo anterior y se incubé a 29°C a 180 rpm durante 3
dias.

. Se tomd6 1 mL de los cultivos anteriores y se inocularon de 3 a 5
matraces Erlenmeyer de 500-mL con 100 mL de PDA (Potato
Dextrose Agar Bioxon) recién esterilizado.

Los matraces con el medio y el in6culo se homogeneizaron e
incubaron posteriormente a 29°C de 7 a 10 dias.

. Una vez pasado el tiempo de incubacion, se agregaron
aproximadamente 20 mL de Tween 20 al 0.1% para recolectar las
esporas. El contenido se agitdé vigorosamente y se vaciaron en un
tubo de 50 mL (Falcon). Esto se repitié una vez mas para tener un
mejor rendimiento en la cosecha (Figura 11).

. Los volumenes colectados fueron filtrados en trampas para
esporas, con el fin de remover restos de micelio y pedazos de
agar.

. Para aumentar el rendimiento de conidios durante la filtracion, se
afnadié mas Tween 20 (0.1%) sobre las trampas.

. Todos los filtrados obtenidos se recuperaron en un solo tubo de
50-mL y se centrifugdb a 6000 rpm durante 10 minutos, después
se decanté el sobrenadante.

. El botdn con conidios se resuspendié en suficiente SSI estéril (el
volumen depende de la cantidad de conidios colectadas), evitando
que la SSI forme conglomeraciones o que los conidios se adhieran
al tubo.

. Una vez obtenida la solucion, se prepararon alicuotas de 1 mL en
tubos de 1.5-mL y se almacenaron en refrigeracion a 4°C (Thermo

Scientific).
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A partir de estas alicuotas se realizaron los experimentos
posteriores de cinéticas de crecimiento, micro morfologia u obtencién de

mas esporas. Asi mismo, se hizo un conteo de conidios viables.

Figura 11. Recoleccion de esporas. Adicion del Tween 20 (0.1%) al

medio, en esterilidad.

Para el conteo fue necesario preparar diluciones seriadas (10, 10
2,103 de 1 mL en SSI adicionado con Tween 20 al 0.1%. El conteo se

realizé utilizando una camara de Neubauer.

Para cuantificar se tomaron 10 pL de cada dilucion y se procedio a

contar de acuerdo con la siguiente metodologia:

1. Se colocaron los 10 uL dentro de la cAmara de Neubauer y se le
cubrié con el cubreobjetos. Se puso cuidadosamente la camara
sobre la platina del microscopio 6ptico de campo claro PrimoStar
(Weiss), se observo con el objetivo de 10x (Figura 12).

2. Debido al tamafno pequefio de los conidios, se contaron todas
aguéllas dentro del cuadrante central. Se pueden contar todos los
cuadros contenidos en dicho cuadrante siguiendo un orden

especifico evitando contar algun recuadro mas de una vez, 0 se
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pueden contar solamente 5 cuadros (los 4 de los extremos y el

central). Este conteo se realiz6 con el objetivo de 40x.

Figura 12. Diagrama de la camara de Neubauer. llustracion en
objetivo de 10x con el cuadrante central aumentado a 40x donde se

realiz6 la cuenta.

3. El conteo se realizdé por duplicado para luego hacer un promedio
del conteo de conidios.
4. El célculo de los conidios se hizo de acuerdo a la siguiente

ecuacion:

1
# esporaS/mL = # esporas contadas * 25 x — x 10*

dil

Donde: 25 es el numero total de cuadros dentro del cuadrante
central, 10% es un factor de correccién que corresponde al
volumen ocupado en la camara llevando el resultado a 1 mL

de muestra
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Esta cantidad de esporas calculada fue la concentraciéon final del
stock de glicerol, y siempre que se realizaron cinéticas de crecimiento se

utilizaron a una concentracion para el pre-inéculo de 1 x 10® esporas.

7.8 Cinética de crecimiento y produccion de compuestos

con actividad biologica por parte de la cepa 28B

Como parte esencial dentro del estudio fisiologico se realizaron
cinéticas de crecimiento de tres cepas de hongos para determinar la
biomasa y pH durante su crecimiento, y asi complementar su

caracterizacion.

El procedimiento con el cual se realizé la cinética del hongo 28B

fue el siguiente:

1. Se realiz6 un pre-in6culo en un matraz Erlenmeyer de bafle alto
de 250-mL con 50 mL de medio SD (0.5%) que fue incubado a
29° y 180 rpm durante 3 dias.

2. Pasado el tiempo de incubacién se tomé 1 mL del pre-in6culo y
se adiciond en matraces Erlemeyer de bafle alto de 500-mL con
100 mL de medio SD al 0.5% por duplicado o triplicado.

3. Los matraces recién inoculados fueron incubados a 29°C con
agitacion de 180 rpm durante 7 dias, y se tomaron alicuotas de 4
mL cada 24 horas.

4. ElI pH fue monitoreado diariamente con un Microprocessor pH
Meter (HANNA Instruments).

5. La muestra tomada fue centrifugada a 13000 rpm durante 10
minutos colocando el sobrenadante en otro tubo de 1.5-mL.

6. El crecimiento fue seguido por medicion de peso seco. Para ello,
se pusieron a peso constante papeles filtro Whatman 1 en una

mufla a 70°C.
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7. Una vez que se tuvieron a peso constante, se filtraron las
muestras sobre ellos utilizando un equipo Millipore y se volvieron a
poner a peso constante. Una vez pesados, se determind la
biomasa por diferencia de peso. (Figura 13).

Para las pruebas de antibiosis se sigui6 el procedimiento sefialado

en el punto 7.2.1.

Figura 13. Sistema de filtraciéon Millipore.

7.9 Identificacion de 28B, 37BR y 37C

Con el fin de saber que hongos estamos trabajando y si estamos
obteniendo algun compuesto conocido es necesario identificar a los
hongos seleccionados, para esto contamos con ciertas herramientas
bioinforméaticas que nos permiten, con cierto grado de confianza,
determinar el género y en general la especie del hongo en cuestion;
para ello, es necesario secuenciar la regiéon 5.8S DNA ribosomal el cual
nos facilita su reconocimiento, por lo que se debe primero obtener éste

para las pruebas de biologia molecular.
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7.10 Aislamiento del DNA genémico

El aislamiento del DNA gendmico del hongo es vital para todas las
metodologias de biologia molecular posteriores, asi que se debe
obtener en condiciones 6ptimas. Lo anterior se logra con extracciones
con fenol-cloroformo y alcohol isoamilico a partir de micelio obtenido en
su etapa de crecimiento exponencial, y tratado con el buffer TE, lisando
asi al microorganismo y permitiendo la rapida obtencion del DNA, como

se menciona en el anexo 2.

La obtencion del material genético como tal es un paso de gran
importancia, pero adn no se encuentra apto para ser usado por lo que
sebe ser también purificado, es decir libre de proteinas y de RNA (Anexo
2).

Una vez tratado, es necesario verificar que se haya obtenido DNA
gendmico puro y sin degradar, para ello se realizaron geles de agarosa
al 0.8% (Anexo 2). En caso de que el DNA obtenido no esté degradado
y ya se encuentre puro se puede proceder para usarlo en las pruebas de

PCR.

Una vez aislado, purificado y analizado por gel de agarosa 0.8%,
se determind la concentracidon del DNA por espectrofotometria a 260 nm

en un BioPhotometer plus (Eppendorf).

Dicha concentraciéon se calcula con la siguiente ecuacion:

1
[DNA] = Abs,¢ * € * Fin ug/mlL

Donde: € es el coeficiente de extincion molar (50 Bg/mL).
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7.11  Amplificacion por PCR de la region del DNA ribosomal
5.8S

Para realizar la identificacion de los hongos, se amplifico la regiéon
5.8S DNAr y los espaciadores transcritos internos por PCR con un kit

(BioTecMol) junto con primers universales para eucariontes: ITS1-F Fwd

e ITS4-A Rev (Invitrogen):
ITS1-F: CTTGGTCATTTAAGAGGAAGTAA

ITSA4A: CGCCGTTACTGGGGCAATCCCTG

Para esta reacciéon se utilizé la siguiente mezcla de reaccion, en el

orden y con las cantidades usadas (Tabla 1):

Reactivo Cantidad (uL)
28B 37BR 37C
H>0 30 31 30.5
Buffer 10x 5 5 5
MgCl>[1.5 mM] 2.5 2.5 2.5
dNTPs [1.25 mM] 8 8 8
Primer Fwd [20pM] 1 1 1
Primer Rev [20pM] 1 1 1
DNA gendmico [150 ng/uL] 2 1* 1.4**
Amplificasa 0.5 0.5 0.5

Tabla 1. Reactivos usados para realizar el PCR. Las cepas amplificadas
son los 3 hongos elegidos por su actividad antimicrobiana (28B, 37BR y

37C). *Proviene de una dilucion 1:2. **Proviene de una dilucién 1:5.
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La reaccion de PCR se llevdé a cabo durante 30 ciclos bajo las

siguientes condiciones:

94° ‘ 94° 68° ‘ 68°

3 min ‘ 1 min 1 min ‘ 10 min
52°

45 s

Para corroborar el producto de PCR esperado (600-800 pb) se

corrié un gel de agarosa de los amplicones obtenidos.

Posteriormente, se escalé la PCR en mayor cantidad bajo las
mismas condiciones, y los amplicones obtenidos fueron purificados de

gel con el kit de extraccion QIAEX Il (catalogo No. 20051).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Aislamiento de los hongos

Se sabe que plantas perennes que crecen en climas tropicales y/o
subtropicales son hospederas de una gran variedad de endodfitos, en
comparacion con aquéllas que crecen en areas secas o frias (Strobel,
2003).

Por lo que en un inicio se partié de una coleccion de muestras de
tejido de los arboles de Magnolia dealbata Zucc, de donde se obtuvo un
total de 107 microorganismos: 52 hongos filamentosos, y 55 bacterias.
Una parte de los organismos bacterianos resultantes, se encuentran
dentro de la familia de Pseudomonas, de las cuales, 8 han presentado
actividad antimicrobiana, y de éstas, 4 también poseen actividad
citotoxica. Estos microorganismos se encuentran en estudio por la M. en

C. Silvia Margarita Guzman Trampe.

Ademas, también se han identificado a Serratia marcescens
(efecto bactericida, actividad proteolitica, litica, de DNasa, bacteriocinas

y surfactante), y a Bacillus weihenstephanensis (Manterola, 2011).

Asi que en este trabajo nos enfocamos en busca de hongos con
actividad biologica de relevancia a partir de las cepas fungicas
encontradas (Tabla 2). El primer aislamiento se realiz6 en medio Czapek
s6lido mas cloranfenicol y posteriormente todas se crecieron en SDA
(1%), por picadura en el agar al centro de la caja Petri. Sin embargo,
aunque se aislaron estas cepas, no fue aparente su capacidad
antibidtica, por ello se decidi6 buscar los medios de -cultivo que
permitieran observar su produccién de antimicrobianos. Para esta fase
de busqueda se utilizaron solamente 4 hongos: 35Cna, 35Cne, 43B y
39A.
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Origen Caja Numero Observaciones de morfologia

Fruto A.1 17 A-B Crecimiento radial, micelio vegetativo
negro punteado, micelio aéreo pardo,
blanco en la orilla.
Ac Crecimiento radial, micelio vegetativo
negro punteado, micelio aéreo pardo,
blanco en la orilla, parece ser el mismo
hongo que el anterior.
Corteza 18 Al Crecimiento radial, micelio vegetativo
externa A.1 beige micelio aéreo café relativamente
mas oscuro con bordes irregulares.
A2 Crecimiento radial e irregular, micelio
vegetativo café oscuro, micelio aéreo café
aun mas palido.
A3 Crecimiento radial e invasivo, micelio
vegetativo color crema y micelio aéreo
blanco.
20 A Crecimiento radial, limitado e irregular,
micelio vegetativo color naranja ladrillo y
micelio aéreo verde bandera.
Raiz s/s A.1 L] B Crecimiento radial, regular y limitado,
micelio vegetativo blanco y micelio aéreo
con tonalidades de beige a verde a blanco
de forma concéntrica y con gotas de
exudado amarillo sobre la superficie.
Agua 31 A Crecimiento irregular y limitado, tiene

corteza A.1 micelio vegetativo blanquecino, y micelio
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Corteza
externa. s/s

Al

Hoja A.2

Rama s/s.

A.2

A (b.a)

A (c.a)

33 E

34 A

35 A

Av

Cha

aéreo blanco levantado.
Crecimiento radial, limitado y regular, con
micelio vegetativo blanco anillado, y
micelio aéreo café amarillento con una
cubierta blanquecina.
Crecimiento irregular y limitado, micelio
vegetativo blanco y aéreo rosado
crateriforme que rompe el agar.
Crecimiento radial invasivo, micelio aéreo

color verde.

Crecimiento radial, micelio vegetativo
blanco con centro naranja, micelio aéreo
blanco.

Crecimiento radial invasivo, micelio aéreo

verde obscuro

Crecimiento radial invasivo, blanco,
algodonoso
Crecimiento irregular, limitado con micelio
vegetativo blanco que produce un
pigmento amarillo al medio, micelio aéreo
con tonalidad entre café claro y verde.
Crecimiento radial e ilimitado, micelio
vegetativo blanquecino con punteado
negro y orillas blancas, micelio aéreo
blanco y ligero punteado.

Crecimiento radial ilimitado, micelio
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Agua raiz
A.2

vegetativo naranja que libera su
pigmento anaranjado al medio y micelio
aéreo blanco.
Cne Crecimiento radial ilimitado, micelio aéreo
y vegetativo de color blanco
Negra 1 Crecimiento irregular y limitado, micelio
vegetativo blanco y rugoso que rompe el
agar, micelio aéreo blanco rugoso.
E Crecimiento radial e ilimitado, micelio
vegetativo negro, y el aéreo va de negro
a blanco en las orillas.
E negra Crecimiento radial e ilimitado, micelio
vegetativo negro, y el aéreo va de negro
a blanco en las orillas, parece ser el
mismo hongo.
36 A Crecimiento limitado e irregular, con
micelio vegetativo blanco que produce un
ligero pigmento negro al medio, con
micelio aéreo café blanquecino
crateriforme.
B Crecimiento irregular y limitado, micelio
vegetativo blanco y aéreo blanco que
rompe el agar.
D Crecimiento radial ilimitado, colonia de
bordes regulares, de color beige, parece
bacteria o levadura.
E Crecimiento radial, limitado con micelio
vegetativo color arena y rugoso, y micelio

aéreo blanco a tonos amarillos en la orilla
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Agua

corteza A.1

con produccion de gotas.

F Crecimiento radial, limitado con micelio
vegetativo rugoso color durazno, y
micelio aéreo blanco, rugoso y poco

abundante.
37 A Crecimiento radial, limitado y regular con
micelio vegetativo que produce un
pigmento rojizo a todo el medio, y micelio
aéreo café con orillas mas claras.

B Crecimiento radial, limitado y regular,
micelio vegetativo blanco, micelio aéreo

blanco algodonoso.

BI Crecimiento radial, limitado y regular con
micelio vegetativo que produce un

pigmento rojizo a todo el medio, y micelio
aéreo café con orillas mas claras.

BR Crecimiento radial, regular y limitado,
micelio vegetativo amarillo que produce

un pigmento amarillo tenue al medio,
micelio aéreo con tonalidades amarillas,
rosas y cafés de forma anillada, y con
gotas de exudado amarillo sobre la
superficie.

BN Crecimiento radial, regular y limitado,
micelio vegetativo amarillo que produce
un pigmento amarillo al medio, micelio

aéreo blanco amarillento.
Bnegra2 Crecimiento radial, regular y limitado, con

micelio vegetativo blanco que libera un
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Corteza A.1

Tronco

delgado A.1

Negra 1

38 A blanco

A café

39 A*

pigmento amarillo, y su micelio aéreo
verde obscuro que se torna negro y orillas
blancas
Crecimiento radial limitado y regular, de
micelio vegetativo blanco que produce un
pigmento rojizo al medio, y micelio aéreo
blanco algodonoso, ralo y limoso en el
centro.

Crecimiento radial limitado y regular, de
micelio vegetativo blanco, micelio aéreo
blanco seco.

Crecimiento radial limitado, colonia plana,
de color blanco y duro al tacto, semejante
a bacteria o levadura.
Crecimiento irregular, limitado con micelio
vegetativo que produce un pigmento
amarillo tenue y micelio aéreo de color
amarillo-verde-blanco en anillos.
Crecimiento radial, regular, limitado, con
micelio vegetativo rugoso rojizo que
libera un pigmento café al medio, y
micelio aéreo rosado.
Crecimiento radial, regular y limitado,
con micelio vegetativo durazno y rugoso,
micelio aéreo crateriforme con
tonalidades verdes a blanco.
Crecimiento radial limitado y regular, con
micelio vegetativo negro y su micelio

aéreo también negro y elevado.
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Rama A.2

A negra Crecimiento radial, regular y limitado,
micelio vegetativo blanco que libera un
pigmento amarillo al medio, y con micelio
aéreo verde obscuro que se torna negro
con orillas blancas.

A rosa Crecimiento radial, regular y limitado,
micelio vegetativo blanco que libera un
pigmento amarillo al medio, y con micelio
aéreo verde obscuro que se torna negro
con orillas blancas, parece ser el mismo
hongo.

Crecimiento radial, regular y limitado,
micelio vegetativo negro que libera un

pigmento al medio de color café tenue y

Ar

micelio aéreo seco, con punteado negro.
Crecimiento radial, irregular ilimitado, su
micelio vegetativo es rojizo opaco, blanco
en la orillas y libera un pigmento naranja

al medio, y micelio aéreo blanco con café.

B BI

Crecimiento radial, ilimitado y regular,
micelio vegetativo blanquecino con
puntos negros, y su micelio aéreo gris con
orillas blancas.

Crecimiento radial, ilimitado y regular,
micelio vegetativo blanquecino con
puntos negros, y su micelio aéreo gris con
orillas blancas, parece ser el mismo

hongo.

43 A Hongo blanco, crecimiento abundante,
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corteza A.2 algodonoso

B Crecimiento radial, limitado y regular, con
micelio vegetativo blanco y micelio aéreo

verde con orillas blancas.

Tabla 2. Hongos asociados a Magnolia dealbata Zucc. Morfologia

macroscopica.

La optimizacion de las condiciones de crecimiento de los endofitos,
es un reto de prueba y error, como lo aclaran Zhang et al. (2006), y asi
fue en un inicio, ya que se buscé un medio adecuado donde crecieran
rapidamente los hongos, y que adicionalmente permitiera observar
actividad antimicrobiana. EI medio que cumplié con estos criterios fue el
Sabouraud Dextrosa (0.5%), porque favorecio el crecimiento del hongo
en pocos dias, y le permitié la entrada a la fase de producciéon o idiofase
al poco tiempo de iniciada la fermentacion. Esto debido a la escasez del
alimento preferencial, o que conlleva a la produccion de compuestos de
interés; aunque la glucosa es una excelente fuente de carbono para el
crecimiento, frecuentemente interfiere con la formacion de metabolitos

secundarios (Adrio y Demain, 2003).

Una vez que se determind el medio ideal para la busqueda de la
actividad antimicrobiana, se dividi6 el stock de las cajas Petri en 5 series
para poder evaluar los microorganismos contenidos en las mismas. De
las cajas almacenadas, se obtuvieron a veces mas de un hongo de una
sola caja, ya que la macro-morfologia era diferente, asi como el color o

la superficie.

La nomenclatura de los hongos a evaluar radica en el numero de
caja al ser aislado y la letra siguiente corresponde a una secuencia

dentro de una caja con mas de un microorganismo. En aquellos casos en

e
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los que la caja contaba con méas de un hongo, se le coloco otra letra

referente a su color u otra caracteristica para diferenciarlo.

Las cepas de hongos 31A, 33B y 39BN no pudieron ser re-aisladas
de las cajas originales en ningin medio probado, y por ello tampoco se
les pudo hacer la prueba de antibiosis. Asi mismo, las cepas 33E, 37N
35A, 43A, 34A, 34B, y 36D no crecieron en las fermentaciones
preliminares por lo que tampoco se les determind su posible capacidad

antibiotica.
8.3 Pruebas de difusion en medio sdlido

Antes de comenzar las antibiosis, se realiz6 una prueba para
determinar el medio en el que se realizarian las pruebas de difusion para
éstas, ya que se sugiere que se utilice el medio Mueller Hinton Agar

(MHA) para este experimento (Matthew et al., 2009).

A B
Figura 14. Pruebas de difusién contra Micrococcus luteus con los

extractos de los hongos 39A rosa, 37C, 28B y 35 negral. A. en Agar
Nutritivo. B. en Mueller Hinton Agar. Extractos de células crecidas en

medio liquido Sabouraud Dextrosa (0.5 %).
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En este caso se analizaron los medios NA y MHA, donde finalmente
el medio NA mostré mejor visibilidad de los halos y crecimiento de las
cepas sensibles, por lo que se le estableci6 como medio ideal para las

pruebas de antibiosis (Figura 14).
8.4 Busqueda preliminar de actividad antimicrobiana

Para la determinacion de la actividad antimicrobiana se utilizaron
cepas Gram-positivas como Micrococcus Iuteus, y Bacillus subtilis,
ademas de la bacteria Gram-negativa Escherichia coli, en el caso de
eucariontes, solamente se probdé a Saccharomyces cerevisiae. Para
inocular las cajas con las cepas sensibles, primero se probaron diversas
técnicas, ya que se queria determinar la actividad antimicrobiana de la
manera mas rapida posible; se probd por estria, por plaqueado con
varilla de vidrio, plaqueado con perlas de vidrio y con la cepa embebida
en el medio de cultivo, siendo ésta ultima el método de eleccion por ser

el mas homogéneo y con menor manipulacion en su preparacion.

De los hongos aislados, al menos 11 resultaron con actividad

antibidtica, como se muestra en la Tabla 3 y Figura 15.

Debido a que 28B y 37BR mostraron un espectro de inhibicibn mas
amplio que las demas cepas, fueron elegidas para su identificacion. La
cepa 37C también fue seleccionada para su identificaciéon debido a que

presentd una mayor actividad bacteriostéatica.
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K

Figura 15. Fotografias de los 11 hongos que presentaron actividad
antimicrobiana. A. Cepa 28B. B. 37BR. C. Cepa 43B. D. Cepa 37B
negra2. E. Cepa 31A (b.a). F. Cepa 35 Negral. G. Cepa 39A rosa. H.
Cepa 35Av. I. Cepa 31A (c.a). J. Cepa 37BN. K. Cepa 37C. Cepas

crecidas en medio Sabouraud Dextrosa Agar (2%).
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Caja Nuamero

Raiz s/s A.1 28 B
Agua corteza A.1 31 A (b.a)
A (c.a)
Rama s/s. A.2 35 Av
Negra 1
Agua corteza A.1 37 BR
BN
B negra2
C
Tronco delgado A.1 39 Arosa
Agua corteza A.2 43 B

Tabla 3. Las 11 cepas de hongos asociados a Magnolia dealbata Zucc.
que mostraron actividad antimicrobiana contra las cepas Gram-positivas

(Micrococcus luteus y Bacillus subtilis).

Todos estos hongos inhibieron el crecimiento de las bacterias
Gram-positivas (Micrococcus luteus y Bacillus subtilis ATCC 6633),
sobresaliendo los hongos 28B y 37BR que mostraron un efecto
fungistatico en contra de Saccharomyces cerevisiae y bacteriostatico
contra Escherichia coli. Sin embargo, después de varias resiembras de

los hongos, esta ultima actividad ya no fue tan visible (Figura 16).

Las cepas 39A rosa y 39A negra presentaron el mismo patrén de
antibiosis, misma morfologia (macroscépica y microscoépica) por lo que

se determiné eran el mismo hongo.
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Figura 16. Pruebas de antibiosis donde se encontré actividad inhibitoria
de los hongos 37BR, 37BN, 28B y 35Av contra las cepas sensibles. A.
Inhibicién de Microccus luteus con sobrenadantes de los dias 4, 7y 12

de la fermentacion de 37BR B. Inhibicion de Micrococcus luteus con

sobrenadantes de los dias 4, 7 y 12 de la fermentacion de 37BN. C.
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Inhibicién de Saccharomyces cerevisiae con sobrenadante del dia 13 de
la fermentacion de 28B. D. Inhibicion de Escherichia
coli con sobrenadante del dia 13 de la fermentacién de 28B. E.
Inhibicién de Micrococcus luteus con sobrenadante del dia 13 de la
fermentacion de 28B y 35Av. Los hongos fueron crecidos en medio

liquido Sabouraud Dextrosa (0.5 %0o).

Por otra parte, se comprobd que las cepas de hongos que habian
presentado actividad inhibitoria, la perdian después de varias
resiembras (Figura 17), Esto puede ser debido a que el microorganismo
ya no se encuentra en estrés por las resiembras en medios ricos. Tan y
Zou (2001) consideran en parte que la pérdida de actividad pueda
deberse a que ahora el hongo no se encuentra amenazado por ningun
motivo, no hay necesidad de competir contra algin otro microorganismo

como seria si todavia se encontrara en su planta hospedera.

A B
Figura 17. Antibiosis. Pruebas con el hongo 37BR mostrando su

actividad (arriba) y sin actividad (abajo), A. a partir de una muestra
concentrada y B. sin concentrar. Muestras obtenidas de células crecidas

en medio liquido Sabouraud Dextrosa (0.5).
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8.5 Recoleccion de esporas

Se recolectaron las esporas de los 11 hongos que mostraron
alguna actividad antimicrobiana, pero so6lo se cuantificaron los conidios
de 28B, con el cual se realizaron cinéticas de crecimiento. Las esporas

fueron cosechadas de medio Papa Dextrosa Agar (PDA).

Para su almacenamiento a 4°C se mantuvieron en SSIl, pero para

su conteo, se les adicionaba Tween 20 para disgregarla.

12 24 21 17
20 21

28 23 13 14

107 esporas x 25 cuadros = 2675 esporas por camara

86 esporas x 25 cuadros = 2150 esporas por camara

2675 esporas + 2150 esporas = 4825 esporas en ambas cAmaras

4825 esporas
2

= 2412.5 esporas contadas, en promedio

2412.5 esporas * 10* «

T 4125 x 101 esporas totales en el stock

Figura 18. Ejemplo de calculo del numero de esporas del stock de la

cepa 28B.
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Al contar, utilizamos el criterio de solamente tomar en cuenta las
esporas que se encontraran dentro del cuadrante y en las orillas

izquierdas y superiores del mismo (Figura 18).

Este volumen fue utilizado en todas las cinéticas de crecimiento.
Las esporas fueron conservadas en SSI a 4°C, aunque también podrian
haberse mantenido en glicerol. Sin embargo, en los experimentos
iniciales con los primeros 4 hongos probados se demostré que al ser

conservados en glicerol tardaban mas en reactivarse.

Una vez estimado el niumero de esporas contenidas en el stock, se
realizd el calculo para determinar el volumen de in6culo como se

muestra a continuacion:

8
1x10 neliporas « 1mL

2.4125x1010 esporas

= 4.1450772x1073mL = 4.1 uL

8.6 Cinéticas de crecimiento y produccion de la cepa 28B
En las cinéticas realizadas se midié crecimiento, pH y produccién

de antibiotico.

Las fermentaciones deben realizarse usando condiciones
controladas (Kusari y Spiteller, 2011), por ello se usaron 4 pL del stock
de conidios del hongo 28B para las cinéticas realizadas, ya sea por
duplicado o triplicado, y se mantuvieron las condiciones de agitacion,

temperatura, asi como indculo siempre constantes.

Debido a que en una fermentacion anterior se determindé que a
partir del séptimo dia el hongo entraba en fase de muerte, se acorté la

duracion de la toma de muestra.
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En la curva de pH se observa una ligera acidificacion de medio
hasta los 2 dias, lo que puede deberse a que al inicio el hongo consume
la glucosa del medio produciendo acidos organicos; después de este
tiempo, se incrementa el pH hasta alcanzar un valor de 7.5 al dltimo dia
de la fermentacion, ya que tras utilizar la glucosa, el hongo empieza a

utilizar a la peptona, alcalinizando el medio. (Figura 19).

1 9
— _8
£ /+ﬂ ¢
E -7
o —— i
J -5:
3 .8
d.Ol 3
(7] -2
8 1
0.001 0

0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (dias)

=fl—Biomasa ==#=\/ariacion del pH

Figura 19. Cinética de pH y crecimiento del hongo 28B. El hongo se
cultivé en medio Sabouraud dextrosa (0.5%), a 29°C, 180 rpm. La

biomasa se determind por peso seco.

El crecimiento del hongo alcanza la fase estacionaria al segundo
dia, lo que probablemente se relaciona con la utilizacion de la glucosa

presente (Figura 19).
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Figura 20. Actividad del hongo 28B contra las cepas sensibles Gram-

positivas (Micrococcus luteus y Bacillus subtilis).

1400
1200
o
g 1000
£ oo 800
N
oafE
g < 600
T % E 400
e 9 E
< 200
- 0
©
2200
-400

Tiempo (dias)

=0=—M. luteus == B. subtilis

Figura 21. Produccién de metabolitos con actividad

antimicrobiana contra las cepas sensibles Gram-positivas.
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La produccién de los metabolitos con actividad antimicrobiana es
minima en los dos primeros dias, pero se incrementa notablemente
después de la fase estacionaria de crecimiento (Figura 20). Es de hacer
notar, que dichos compuestos no se degradan durante el experimento,
que son extracelulares y estables a los niveles de pH alcanzados (Figura

21).

La produccion de los metabolitos con actividad antimicrobiana es
minima en los dos primeros dias, pero se incrementa notablemente
después de la fase estacionaria de crecimiento (Figura 20). Es de hacer
notar, que dichos compuestos no se degradan durante el experimento,
que son extracelulares y estables a los niveles de pH alcanzados (Figura
21).

En las fermentaciones realizadas se obtenia un sobrenadante
amarillo (Figura 22), pero cuando éste, aun concentrado era incoloro
resultaba en un halo de inhibicibn de menor tamano contra los Gram +,

y era nulo contra las otras dos cepas sensibles.

Figura 22. Fotografia de una fermentacién de 28B en matraz
Erlenmeyer de 500-mL bafle alto con medio Sabouraud dextrosa al

0.5%0, en el que se obtiene un sobrenadante amarillo.
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Fue apreciable también que la bacteria de prueba Micrococcus
luteus es mas susceptible a los compuestos producidos, ya que se

generan halos bactericidas de mayor tamafo (Figuras 23 y 24).

A B
Figura 23. Antibiosis de los extractos diarios de 28B provenientes de la
cinética por triplicado contra Micrococcus luteus con A. Dias 1, 2, 3, 4 de
la serie 1. B. Dia 7 de las tres series. Extractos obtenidos en medio

liguido Sabouraud dextrosa (0.5 %).

Figura 24. Antibiosis contra Bacillus subtilis con los extractos de 28B
provenientes de los dias 5, 6 y 7 de la cinética. Células crecidas en

medio liquido Sabouraud dextrosa (0.5 %0).

56



Luego de concentrar la muestra, en las cajas de antibiosis se
observa un halo alrededor del sensidisco muy opaco, que se opalece aun
mas después de refrigerar, pareciera ser un precipitado de sales y/o

compuestos contenidos en la alicuota que difunden muy poco en el agar.

Se realizé un Analisis de Varianza a los datos de las antibiosis para
verificar si existia alguna diferencia significativa entre éstas; ya que si
existiera tal diferencia, nuestros calculos sobrepasarian la F establecida
y nuestro trabajo experimental no seria fiable, lo que nos sugeriria que
las condiciones, la manipulacion o el experimento en si no fuera

adecuado por la falta de resultados consistentes.

Se trabajaron los datos bajo un valor critico de 2.32, obtenido de
una tabla estadistica de distribucion Fisher con 6 grados de libertad y 42

de error, con un grado de confianza de 95%, es decir, una alfa de 0.05.
Ho: las medias de las pruebas son iguales
H1: algunas medias son diferentes

Los datos que a continuacion se presentan son los mm generados
en los halos de inhibicién durante las pruebas de antibiosis contra las
cepas Gram-positivas, con éstos datos se calcul6 la ANOVA

correspondiente para cada cepa bacteriana (Tablas 4 y 5).

Donde:

N: # de tratamientos totales FV: fuente de variacion
SS: suma de cuadrados GL: grados de libertad
CM: cuadrado medio Fc: Fisher calculado
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N 49
Repeticiones 7
1 2 4 5 6 7
0 0 0 5.5 5.5
2.5 5 2.5 5 6 11.5| 6.5
7 8 7 8 12.5 11 12.5
11.5 11 11.5 11 5 9 5
13 13 13 13 55 8.5 55
13 13 13 13 6 6 55
13 12.5 13 12.5 | 13.5 | 14.5 13
FV SS GL CM Fc
Tratamiento | 17.19387755 | 6 | 2.865646259 | 0.139072301
Error 865.4285714 | 42 | 20.60544218 | Se acepta Ho
Total 882.622449 | 48

Tabla 4. ANOVA de los datos de antibiosis contra Micrococcus luteus.

N 49
Repeticiones | 7
1 2 4 7
0 0 0 4 3.5
2 2 4517545
4.5 5545 |55|75]|6.5 9
8.5 9 8.5 9 3.5|5.5 5
10 10 10 10 4 5 5
10.5 10 | 10.5 | 10 4 3.5 (5.5
10.5 10 {10.5| 10 | 11 | 12 | 10
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FV SS GL CM Fc
Tratamiento | 7.48979592 | 6 | 1.24829932 | 0.09145278
Error 573.285714 | 42 | 13.6496599 | Se acepta Ho
Total 580.77551 | 48
Tabla 5. ANOVA de los datos de antibiosis contra Bacillus subtilis.

En ambos casos, las hipotesis nulas son aceptadas, lo que nos dice
que no hay ninguna diferencia significativa en las diferentes pruebas de

antibiosis realizadas durante las diferentes cinéticas de 28B.

Es decir, que los resultados de estas pruebas son confiables y
reproducibles, siempre y cuando se mantengan las mismas condiciones

y procedimientos.
8.7 Micromorfologia de 28B y 37C

Aparte de las anotaciones morfoldgicas previas en SDA al 1%,
también se revis6 coOmo eran las estructuras microscoépicas de los
hongos elegidos por medio del microcultivo: 28B (Figura 25) y 37C
(Figura 26).

Para el caso de la cepa 28B se pudieron observar blastoconidios a
lo largo del campo de vision, ya sea como parte de las estructuras
fungicas o dispersas, es muy distinguible el conidi6foro con forma de
fialide, estructura tipica del género Penicillium, con forma de “manita”;
tiene un micelio macrosifonado, septado y hialino soportando las
fialides; lo cual concuerda con cualquier analisis morfologico de la
especie que especifica al P. chrysogenum como un hongo filamentoso
con conidioéforos tabicados con metulas finales y conidios elipsoidales
verde-azules en el extremo de las fiadlides (Webster, 1986; Carrillo,
2003).
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Figura 25. Hongo 28B con tincién azul de algodén. A. En objetivo de
40x. B. En objetivo de 100x.

A
Figura 26. Hongo 37C observado en objetivo de 100x con tincién azul

de algodon. A. Macroconidio junto a lo que parece ser una

clamidoconidio. B. Macroconidios.

En la observacion al microscopio de 37C se vieron macroconidios
ligeramente curvas con 3 a 5 septos, pero gracias al microcultivo se

pudieron apreciar las estructuras con mayor claridad, es decir, un

e
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micelio hialino, macrosifonado y septado; lo que nos sugiere una
similitud con la familia de Fusarium, la cual tiene macroconidios curvos e
igualmente hialinos, pluriseptados con célula apical mas o menos
puntiaguda, y que también genera microconidios. Algunas especies
producen clamidoconidios terminales, laterales o intercalares (Booth,
1971, Carrilo, 2003)

8.8 Identificacion de los hongos 28B, 37BR y 37C
utilizando el gen del RNAr 5.8S

Como parte de la identificacibn de un hongo endéfito, se
complementa el estudio morfolégico con la comparacion de secuencias
de DNAr 18S, 5.8S, o de los espaciadores transcritos internos (ITS1 e
ITS2) en las bases de datos en red como el NCBI y algunas otras mas
(Zhang et al., 2006).

Los ITS son secuencias altamente variables de gran importancia
en la identificacion de especies fungicas por andlisis de PCR, (Martin y
Rygiewicz, 2005). Es de ésta forma que se planted la identificacion de
los hongos 28B, 37BR y 37C, para lo cual fue necesario aislar su DNA
gendmico (Figura 27). Luego de ser purificados se verificd si este DNA
no se encontraba degradado por medio de geles de agarosa y usando

de revelador al bromuro de etidio.

La naturaleza multicopia del DNAr hace que los ITS sean faciles
de amplificar a partir de muestras de DNA pequeias, diluidas o
degradadas (Larena et al., 1999; Gardes y Bruns, 1993). Se utilizaron
los primers ITS1F e ITS4A (Figura 28) porque amplifican las secuencias
ITS1 e ITS2 colindantes de la secuencia codificante 5.8S y se situan

entre la SSU y la LSU del operon ribosomal (Martin y Rygiewicz, 2005).
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Figura 28. Diagrama de la localizacién de los primers en el clUster
ribosomal consistente de DNAr: SSU-ITS1-5.8S-I1TS2-LSU (Martin y
Rygiewicz, 2005).

El DNA gendémico entero se puede apreciar porgue no muestra
signos de degradacion en la parte inferior de su banda de corrimiento.
Cuando el DNA obtenido se encuentra en condiciones 6ptimas puede ser
utilizado para su amplificacion por PCR (Figura 27). Los ITS en particular
son un buen objetivo para un andlisis filogenético en los hongos; como
sabemos se ubican entre las areas altamente conservadas de 18S, 5.8S
y 28S, y ya que toda la regiéon usualmente mide de 600-800 pb se

esperaba ver bandas cercanas a esa region en el gel.
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(Fermentas)
lpL

37C 1 pyL + 9 pL
H,O

37C 5 puL

28B 1 puL + 9 pL
H,O
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37BR 1 pL + 9
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7. 37BR 5 L

W N
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Figura 27. Gel de agarosa (0.8%) con DNA genémico de los hongos

seleccionados.
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Figura 29. Gel de agarosa (0.8%) con los productos de PCR de los

hongos seleccionados.
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Tras una PCR exitosa, y haber conseguido unos productos con el

tamano esperado éstos se purificaron y cuantificaron (Figura 29).

Luego de ser extraidos y cuantificados, los productos de PCR se
enviaron a secuenciar a la compania Laragen. Fueron éstas secuencias
las que se introdujeron en el programa BLAST (Basic Local Alignment
Tool), donde finalmente se confirmé que los hongos 37BR y 28B son el
mismo hongo, Penicillium chrysogenum, mientras que el 37C resulté ser

un Fusarium sp. (Tabla 6).

Query . Max Query E Max
Hongo Description )
Length Score coverage value ident
Penicillium
28B 431 767 100% 0.0 99%
chrysogenum
37C 598 Fusarium sp. 1034 99% 0.0 98%
Penicillium
37BR 441 792 100% 0.0 99%
chrysogenum

Tabla 6. Resultados de la comparacion de secuencias de las muestras

28B, 37C y 37BR utilizando el programa BLAST.

Ambos organismos han sido ampliamente estudiados, en especial
Penicillium chrysogenum respecto a la produccion de la penicilina
(Figura 30), compuesto antibiético que actua contra las bacterias Gram-
positivas al interferir en la sintesis de la pared bacteriana inhibiendo la

transpeptidasa, lo cual previene el entrecruzamiento o polimerizacion de
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cadenas de peptidoglicano, finalizando en paredes débiles y mal
formadas, que, junto con la presion osmotica promueve la lisis, y por lo

tanto la muerte de la célula bacteriana (Brock, 2009).

Ademas de la penicilina, en el género Penicilium se han
encontrado diversos metabolitos secundarios, entre ellos el acido
ciclopiazonico, &cido secaldénico D, acido penicilico, clicloclorotina,
citroviridina, citrinina, griseofulvina, ocratoxina A, patulina, penitrem A
(Pitt y Hocking, 1997), rubratoxina B, chrisogina y roquefortina C, por

mencionar algunos.

Figura 30. Estructura quimica de la penicilina. Compuesto 3-

lactamico producido por Penicillium chrysogenum

Por otra parte, el género Fusarium contiene especies consideradas
fitopatégenas que causan dafios de billones de délares debido a la
pérdida de cultivos, ademéas de que producen metabolitos secundarios
toxicos y carcinogénicos que pueden ser razéon de infecciones
oportunistas, especialmente en humanos inmunocomprometidos (Leslie
y Summerell, 2006).

Aun cuando se podria trabajar con el Fusarium sp. obtenido en el
presente proyecto, la produccién de los compuestos de efectos nocivos o

de riesgo (hiperestrogénicos, cardiotoxicos o carcinogénicos) limitan
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dicha posibilidad. Tal es el caso de los tricotecenos (toxina T-2 y HT-2,
Desoxinivalenol tipo B) que poseen una termoestabilidad notable, ya
que luego de 30 minutos a 150°C se degrada solamente un 10% de la

toxina T-2 (hemorragico) (Carrillo, 2003).

Entre los metabolitos mencionados destacan las micotoxinas, pero
también se conoce que producen compuestos de beneficio humano;
tales como la beauvericina que funciona como insecticida y tiene una
actividad antibacteriana relevante (Figura 31.A) (Carrillo, 2003), el
cerebroésido y la fusarusida que también actdan contra algunas bacterias
e inhiben la xantina oxidasa (Figura 31.B) (Shu, 2004), o el subglutinol
que es un inmunosupresor, el pentacétido CR377 que inhibe a Candida
albicans (Tan y Zou, 2001), el acido fusarico que igual tiene actividad
antibacteriana con cierta toxicidad en mamiferos (Bacon y Yates, 2006),
y la vincristina que es un anticancerigeno (Gunatilaka, 2006), por

mencionar algunos.

A
\N Of\ HO/,“ \
/}ﬁ/l\oo 0” N7 OH
07 “NH
00 Oy, o :
e HO © X N X
| HO™  on
OH

Figura 31. Estructuras quimicas de los compuestos producidos

por el género Fusarium. A. Beauvericina. B. Fusarusida.
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Podemos asegurar que los hongos endoéfitos son una buena fuente
de metabolitos secundarios, y su busqueda no es una simple caminata
azarosa a través de un bosque cualquiera como dirian Schulz et al.,
(2002).

Aungue hay grandes problemas que aminoran el acervo endofitico
existente, también hay soluciones; por lo que estoy de acuerdo con
Strobel (2003), el cual propone que los paises necesitan establecer
bases de informacion acerca de su biodiversidad al mismo tiempo que se

hacen colecciones de microorganismos que habiten en estas areas.

67



9. CONCLUSIONES

Si se encontré actividad antibidtica por parte de algunos hongos
asociados a Magnolia dealbata Zucc. Inicialmente se aislaron 45 hongos
filamentosos, de los cuales 11 presentaron dicha actividad
antimicrobiana al menos contra Gram-positivos, y al final se eligieron
para su identificacion solamente 3: las cepas 28B, 37BR y 37C, por su

actividad inhibitoria.

Se determind por amplificacion de la region 5.8S y BLAST que 28B
y 37BR son el mismo hongo: Penicillium chrysogenum., y ademas se

identificé al hongo 37C como Fusarium sp.

10. PERSPECTIVAS

o La identificacibn de Ilos hongos restantes que
presentaron actividad antimicrobiana por amplificaciobn de la

region 5.8S del DNA ribosomal.

. Optimizacion del medio de cultivo realizando un disefio

experimental.

o Realizar una comparacion de la accion antitumoral de
los compuestos producidos por Magnolia dealbata Zucc. (magnolol

y honokiol) con los extractos de los hongos probados.

o Separar y purificar los compuestos causantes de los

efectos antibidticos y antitumorales.

° Establecer la estructura molecular de los metabolitos

secundarios previamente separados.

e
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APENDICE

Anexo 1: Medios de cultivos y soluciones empleados
Todas las cantidades aqui anotadas son llevadas a 1 Litro con agua

destilada.

Agar Czapek Dox + Cloranfenicol

Reactivo Cantidad
Sacarosa 30.0g
MgSO,4 0.5g
KCI 0.5g
FeSO, 0.01g
KoHPO4 1.0g
NaNO3; 3.09
Cloranfenicol 25 pg/mL
Agar 15.0g

Se esteriliza en autoclave. El cloranfenicol se agrega al final cuando el

medio esté casi a temperatura ambiente. pH final = 7.3 £ 0.2
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YPD modificado (Yeast Extract, Peptone, Dextrose)

Reactivo Cantidad
Extracto de levadura 10.0 g
Peptona 20.0g
Glucosa 10.0g
Agar 15.09

Se esteriliza en autoclave.

SDA al 2% (Sabouraud Dextrose Agar)

Reactivo Cantidad

Digerido pancreatico de caseina 5.0 g

Digerido de tejido animal 50g
Dextrosa 20.0g
Agar 15.0g

Se esteriliza en autoclave. pH final = 5.6 = 0.2
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SDA al 1% (Sabouraud Dextrose Agar)

Reactivo Cantidad

Digerido pancreatico de caseina 5.0 g

Digerido de tejido animal 5009
Dextrosa 10.0 g
Agar 15.0g

Se esteriliza en autoclave. pH final = 5.6 = 0.2

SDA al 0.5% (Sabouraud Dextrose Agar)

Reactivo Cantidad

Digerido pancreatico de caseina 5.0 g

Digerido de tejido animal 50g
Dextrosa 50g
Agar 15.0g

Se esteriliza en autoclave. pH final = 5.6 = 0.2
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SMA al 1% (Sabouraud Maltose Agar)

Reactivo Cantidad

Digerido pancreatico de caseina 5.0 g

Digerido de tejido animal 5090
Maltosa 10.0g
Agar 15.0g

Se esteriliza en autoclave. pH final = 5.6 = 0.2

Agar Extracto de Malta (modificado)

Reactivo Cantidad
Extracto de Malta 25.0¢
Agar 15.0g

Se esteriliza en autoclave.

Agar Nutritivo

Reactivo Cantidad
Extracto de res 3.0g
Peptona 50g
Agar 15.0g

Se esteriliza en autoclave. pH final = 6.8 = 0.2
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LELA (Lactosa-Extracto de Levadura)

Reactivo Cantidad
Lactosa 1.0g
Extracto de Levadura 0.5¢
Agar 20.0g

Se esteriliza en autoclave.

PDA (Potato Dextrose Agar)

Reactivo Cantidad
Infusion de papa (sélidos) 40¢9g
Dextrosa 20.0g
Agar 15.0g

Se esteriliza en autoclave. pH final = 5.6 = 0.2

80



MHA (Mueller Hinton Agar)

Reactivo Cantidad
Extracto de res 20g
Digerido acido de Caseina 17.5¢g
Almidon 15¢g
Agar 17.09

Se esteriliza en autoclave. pH final = 5.6 = 0.2

Buffer TE
Reactivo Cantidad
Tris 10 mM
EDTA 1 mM
SDS 4%
Sacarosa 25%

Se esteriliza en autoclave. Llevar los componentes del buffer, menos la

sacarosa a un pH = 8, antes de mezclarlos

Todos los medios aqui descritos fueron usados también en forma de

caldo, con la excepcidon del PDA y el MHA.
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Anexo 2: Técnicas Moleculares

Extraccion del DNA genémico

1.

Hacer fermentaciones en un matraz Erlenmeyer de 250-mL con 50
mL de medio SD (0.5%) con los hongos 28B, 37BR y 37C.
Inocular el matraz de la fermentacion 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 la mitad del volumen de un matraz con el hongo ya crecido
sin dejar secar, agregando 2 volumenes de agua destilada estéril.

Repetir con la otra mitad del volumen contenido en el matraz.

. Dejar secar y afadir 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 en una relacion de 20 mL por

cada gramo de polvo de acetona, y seguir moliendo hasta obtener

una solucion homogénea.

. Pasar la solucion a un tubo de centrifuga y realizar 2 extracciones

con un volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (24:24:1).
La mezcla se centrifuga 15 minutos a 12 000 rpm en una
centrifuga Beckman a 4°C para cada extraccion y se recupera la

fase acuosa evitando tomar la interfase.

. Para precipitar el DNA, agregar 1/100 de volumen de NaCl 1N y

2.5 volUmenes de etanol absoluto.

Almacenar a -20°C.
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Este material puede mantenerse durante varias semanas.

Purificacion del DNA genémico

1. Centrifugar la muestra con el DNA obtenido del hongo a 12 000
rpm por 15 minutos a 4°C.

Decantar el etanol absoluto y lavar con 5 mL de etanol al 70%.
Centrifugar nuevamente a 12 000 rpm por 10 minutos a 4°C.
Decantar el etanol y quitar el excedente con pipeta.

Dejar secar el botén a temperatura ambiente.

Resuspender el boton en buffer TE (£ 5 mL).

Adicionar RNAsa [50 uL/mL] final (SIGMA). Incubar a 37°C por 30

N o o s DN

minutos.

8. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, alicuotar en tubos
de 1.5 mL con 500 pL.

9. Extraer con 500 pL de fenol-clorofomo-isoamilico.

10. Recuperar la fase acuosa y precipitar el ADN con 2.5 volumenes
de etanol absoluto (20 minutos a -20°C) o con un volumen de
isopropanol (a temperatura ambiente).

11. Repetir del paso 1 al 4.

12. Disolver el botén en agua destilada estéril si se va a utilizar para

PCR o en buffer TE para conservar.

Preparacion de geles de electroforesis de agarosa al 0.8 %

Pesar 0.32 g de agarosa (Vivantis) y disolver en 40 mL de buffer TAE
(Tris-Acetato-EDTA) 1x.

1. Calentar 1 minuto para solubilizar la agarosa y dejar enfriar unos
momentos a temperatura ambiente.

2. Vaciar en el molde para el gel previamente nivelado.

3. Con cuidado anadir 1 pL de bromuro de etidio [20 mg/mL],

homogeneizando con la punta de la pipeta el gel adn liquido.

e
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4. Colocar un peine con pozos evitando que se formen burbujas y
dejar enfriar a temperatura ambiente.

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

6. Sobre papel parafilm preparar las muestras a correr con el buffer
de carga diluido 1:3 (Fermentas). Mezclar 1 pL de muestra o
marcador de peso molecular (1 kb Ladder, Fermentas) con 1 uL de

buffer de carga homogeneizando con la pipeta.

84



	Portada
	Índice
	1. Resumen
	2. Introducción
	3. Marco Teórico
	4. Hipótesis   5. Objetivos
	6. Materiales
	7. Métodos
	8. Resultados y Discusión
	9. Conclusiones   10. Perspectivas
	11. Referencias
	Anexos

