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RESUMEN

Los hongos enddfitos habitan en el interior de los tejidos vegetales sin causar
sintomas de enfermedad. Se caracterizan por colonizar intermitentemente la planta
hospedera y por establecer multiples antagonismos balanceados, tanto con la
planta hospedera como con otros endofitos y fitopatégenos. La asociacion de estos
hongos con su hospedero consiste en una serie de interacciones complejas y
delicadas, que pueden conducir a fortalecer el sistema de defensa de la planta
hospedera y, a su vez, darle una ventaja ecoldgica ante estrés bidtico y abidtico, en
comparacion con los individuos no colonizados. Durante esta serie de interacciones
se producen una variedad de metabolitos secundarios con funciones ecoldgicas aun
desconocidas, pero con diversas aplicaciones en terapéutica humana y agricultura.
Los estudios prospectivos de endoéfitos de plantas medicinales han adquirido
relevancia en la Ultima década ya que muchos de ellos producen los compuestos
bioactivos de su planta hospedera de manera independiente. Uno de los metabolitos
mas relevantes producidos por hongos endofitos es el taxol, un diterpeno con
actividad anticancerigena aprobado para el tratamiento de una diversidad de tipos
de cancer. En este trabajo se aislaron e identificaron hongos enddfitos de Salvia
ballotiflora, Krameria cystisoides, dos especies de tejo. Se testd la actividad
antimicrobiana de 20 de los endofitos y se exploré la actividad citotoxica de una
cepa comercial de Pestalotiopsis microspora, En paralelo, se exploraron las
condiciones para la produccion de taxol en cultivo liquido con esta cepa y se
establecieron las técnicas para el analisis de taxol en extractos organicos de los
caldos de cultivo. Estas actividades se dividieron en tres capitulos, el primero
consisti6 en el aislamiento e identificacion de los hongos enddfitos. Adicionalmente,
se determino la actividad antibacteriana de algunos hongos aislados. El segundo
capitulo describe la determinacion de la citotoxicidad y el establecimiento de las
técnicas analiticas para la busqueda de taxol en extractos organicos de
Pestalotiopsis microspora. Finalmente, en el tercer capitulo se presenta una revision
general sobre las condiciones de cultivo para la biosintesis de taxol fungico y su
regulacion, todo esto en el marco de algunas de las observaciones realizadas en

los capitulos uno y dos. Como resultado final, se lograron aislar 130 morfotipos de
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hongos enddfitos, de los cuales 16 fueron identificados con base en el analisis de
sus ITS (Internal Transcribed Secuences). Los morfotipos MLO3, IHH e IBH
mostraron la actividad antimicrobiana mas elevada entre los hongos testados. Los
extractos de Pestalotiopsis microspora obtenidos de los medios de cultivo M2D y S7

mostraron la citotoxicidad mas alta.
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ABSTRACT

Endophytic fungi inhabit the interior of plant tissues without causing disease
symptoms. They are characterized by intermittently colonizing the host plant and by
establishing multiple balanced antagonisms, both with the host plant and with other
endophytes and phytopathogens. The association of these fungi with their host
consists of a series of complex and delicate interactions, which can strengthen the
defense system of the host plant and, in turn, give it an ecological advantage against
biotic and abiotic stress, compared to uncolonized individuals. During this series of
interactions, a variety of secondary metabolites are produced with yet unknown
ecological functions, but with diverse applications in human therapeutics and
agriculture. Prospective studies of endophytes of medicinal plants have gained
relevance in the last decade since many of them produce the bioactive compounds
of their host plant independently. One of the most relevant metabolites produced by
endophytic fungi is taxol, a diterpene with anticancer activity approved for the
treatment of a variety of types of cancer. In this work, endophytic fungi from Salvia
ballotiflora, Krameria cystisoides, two species of yew. The antimicrobial activity of 20
of the endophytes was tested, and the cytotoxic activity of a commercial strain of
Pestalotiopsis microspora was explored. In parallel, the conditions to produce taxol
in liquid culture with this strain were explored and the techniques for the analysis
were established. These activities were divided into three chapters; the first
consisted of the isolation and identification of endophytic fungi. Additionally, the
antibacterial activity of some isolated fungi was determined. The second chapter
describes the determination of cytotoxicity and the establishment of analytical
techniques for the search for taxol in organic extracts of Pestalotiopsis microspora.
Finally, in the third chapter, a general review of the culture conditions for the
biosynthesis of fungal taxol and its regulation is presented, all within the framework
of some of the observations made in chapters one and two. As a result, 130
morphotypes of endophytic fungi were isolated, of which 16 were identified based
on the analysis of their ITS (Internal Transcribed Sequences). The ML03, IHH, and

IBH morphotypes showed the highest antimicrobial activity among the fungi tested.
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The extracts of Pestalotiopsis microspora obtained from the M2D and S7 culture

media showed the highest cytotoxicity.
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INTRODUCCION

Los hongos enddfitos son un grupo de hongos filogenéticamente muy diverso que
colonizan los tejidos vegetales de manera intermitente, conduciendo a interacciones
tanto saprofitas como mutualistas con su planta hospedera (Stone 2005, Schouten
2019 ). Con base en la gran cantidad de estudios sobre aislamientos y
caracterizacion de estos microorganismos, podemos distinguir dos grandes
categorias de hongos endofitos, 1) los pertenecientes a la familia Clavicipitaceae,
(Ilamados “clavicipitaceos”) y 2) los que no pertenecen a la familia Clavicipitaceae
(Ilamados “no clavicipitaceos”). Los primeros estan representados por los géneros
Epichloé and Neotyphodium, que se caracterizan por tener pocas plantas
hospederas y por transmitirse preferentemente de manera vertical, es decir, por las
semillas. El segundo grupo comprende un vasto numero de géneros de
Ascomycota, Mucormycota y Basidiomycota (Rodriguez, White Jr et al. 2009). Se
caracterizan por tener un amplio espectro de plantas hospederas y por colonizarlas
discretamente. Los géneros que se aislan mas frecuentemente incluyen Penicillium,
Alternaria, Fusarium, Colletotrichum, Aspergillus y Xylaria (Rashmi, Kushveer et al.
2019), sin embargo, la frecuencia con la que se aislan unas especies u otras puede
variar, ya que dicha frecuencia puede estar influenciada por la genética y contexto
especifico de la planta hospedera, como son: el genotipo, el tejido muestreado, la
estacién de muestreo y la geografia (Fisher and Petrini 1987, Arnold 2007, Junker,
Draeger et al. 2012, Brader, Compant et al. 2017). Dado el contexto evolutivo y
ecolégico de los hongos enddfitos, es interesante el que, independientemente del
género y especies aisladas, las cepas enddfitas poseen caracteristicas muy

distintas a las cepas no endéfitas (Arnold 2007).

La interaccién de los hongos endoéfitos involucra un complejo intercambio de sefiales
guimicas entre los diferentes reinos de los seres vivos. Esta “conversacion quimica”
incluye la modulacién de los mecanismos de defensa de la planta hospedera, la
regulacion los factores de virulencia fungicos, asi como interacciones antagonistas
y cooperativas con otros miembros del microbioma (Chagas, Pessotti et al. 2018).

De este modo, un balance delicado entre la planta hospedera, los hongos enddfitos
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y el resto del microbioma, conduce a plantas sanas (Schulz, Haas et al. 2015).
Adicionalmente, se ha observado que la presencia de hongos enddfitos ayuda a
mantener la salud de las plantas, incluso en condiciones de estrés bidtico y abibtico
(Eid, Salim et al. 2019, Terhonen, Blumenstein et al. 2019). Como consecuencia de
todas estas interacciones, los hongos endofitos producen una plétora de
metabolitos que podrian estar involucrados en este dialogo bioquimico (Kramer and
Abraham 2012). Son estas moléculas las que han llamado la atencién de la
comunidad cientifica debido su potencial aplicacién en la agricultura y en la salud
humana (Eid, Salim et al. 2019).

Los hongos endofitos se han considerado una fuente de nuevas moléculas
terapéuticas. Esta capacidad para producir gran variedad de metabolitos
secundarios podria atribuirse a que el estilo de vida endofitico favorece la
innovacion en el metabolismo secundario. La evidencia nos muestra que el estilo de
vida endofitico: 1) favorece la expansion de genes que diversifican el metabolismo
secundario, 2) induce la expresion de estos genes y por lo tanto la produccion de
ciertos metabolitos secundarios y, 3) utiliza el metabolismo secundario como un
apoyo en el establecimiento de una simbiosis con la planta hospedera (Zhou, Li et
al. 2018).

El presente trabajo se dividié en tres capitulos: el primero consistio el aislamiento
de los hongos endéfitos de dos plantas medicinales donadas por el equipo de
investigacion de la Dra. Maria Salud Pérez de la UAM-X, y dos especies de tejo,
ademas de la determinacion de la actividad antibacteriana de 20 aislados; en el
segundo se describen 1) la determinacién de la actividad citotoxica de extractos
organicos de P. microspora ATCC 11816, 2) la exploracion de las condiciones de
cultivo para la produccion de taxol y otros taxanos por el mismo hongo vy, 3) el
establecimiento de las técnicas de andlisis de los taxanos; en el tercer capitulo se
presenta un panorama general actualizado al 2021 sobre las condiciones de cultivo
que influyen en la produccion de taxol fangico. La informacion presentada en este
capitulo es de utilidad para el establecimiento de los experimentos planteados en

las perspectivas futuras presentadas el final de los capitulos uno y dos.
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MARCO TEORICO

Hongos que viven dentro de las plantas

Inicialmente, el termino enddfito fue usado por De Bary, en 1866 para referirse a
todos los organismos que viven en el interior de los tejidos de las plantas (Hide
2008). Mas tarde, en un estudio de hongos enddfitos foliares, se acot6 el término
para hacer referencia a los hongos que viven en las plantas en algdn momento de
su ciclo de vida y que pueden colonizar los tejidos vegetales sin causar dafio
aparente. Dentro este grupo se incluyeron a los patdégenos latentes, que pueden
vivir en la planta hospedera asintomaticamente por un tiempo (Petrini 1991). Debido
a que el uso de este término se volvid muy popular y a que la acumulaciéon de
conocimiento sobre estos organismos aumentaba rapidamente, surgieron las
confusiones con respecto a los que si se clasificaba como enddfito y lo que no
(Wennstrom 1994). Por dicha razén, en 1995, Wilson aclaré algunas confusiones y
el mal uso del término “endofito”, de tal manera que enfatizé el hecho de que estos
hongos colonizan los tejidos internos de las plantas, pero siempre sin provocar
sintomas de enfermedad, definiendo a los hongos enddfitos en términos de la
naturaleza de su asociacion con las plantas (Wilson 1995). En consecuencia, este
tipo de hongos incluye todo el espectro de asociaciones entre las plantas y los
hongos: parasitismo, comensalismo y mutualismo (Stone 2000). En la actualidad

podemos destacar tres aspectos que definen a los hongos enddfitos:

1. Colonizan las plantas de manera discreta y por un largo tiempo.
La colonizacion cesa temporalmente.
3. La colonizacién se reanuda debido a cambios fisioldgicos o moduladores de

la planta hospedera.

Aunque el endofito podria mas adelante considerarse como un saprobio, un
patégeno latente o un mutualista, es este crecimiento “episédico” lo que define el
endofitismo (Stone 2005). Ademas, estos hongos se han encontrado en

practicamente todos los principales linajes de plantas terrestres, formando
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pequefios ecosistemas dentro de ellas, y que las cepas de hongos endoéfitos son

genéticamente distintas las cepas de hongos patogénicos (Schouten 2019 ).

Las comunidades de hongos enddfitos son contexto-dependientes

Podemos dividir a los hongos enddfitos en dos grandes grupos; el primero incluye
a algunos miembros de la familia Clavicipitaceae, que agrupa hongos que colonizan
pastos como simbiontes biotréficos obligados. Se ha demostrado que esta
asociacion aumenta la resistencia de estos pastos a diferentes tipos de estrés.
Epichloé y Neotyphodium son los géneros més frecuentemente reportados de este
grupo de endofitos. Otra caracteristica destacable en ellos es que su espectro de
hospederos es muy limitado y la trasmisiéon se lleva cabo a través de las semillas.
En contraste con el primer grupo, el segundo consiste en un conjunto de hongos
filogenéticamente muy diverso de los filos Ascomycota, Mucormycota, Yy
Basidiomycota, tienen un espectro de hospederos muy amplio y su transmision es
tipicamente horizontal (Kuldau and Bacon 2008, Rodriguez, White Jr et al. 2009).
Este trabajo se centra en el segundo de los grupos; por lo tanto, en adelante cuando
se haga referencia a “hongos endofitos” haremos referencia a los que no pertenecen

a la familia Clavicipitaceae.

Como se mencion6 anteriormente, son un grupo filogenéticamente muy diverso. Se
han encontrado viviendo dentro de practicamente todas las plantas estudiadas
hasta hoy formando pequefias comunidades. En orden descendente, los géneros
mas frecuentemente reportados son Penicillium, Alternaria, Fusarium,
Colletotrichum, Aspergillus y Xylaria (Rashmi, Kushveer et al. 2019), aunque otros
estudios apuntan a Alternaria, Colletotrichum, Fusarium, Gibberella, Glomerella,
Guignardia, Leptosphaerulina, Nigrospora, Phoma, Phomopsis y Xylaria (Zheng,
Qiao et al. 2016). Muchos de estos géneros pueden colonizar al mismo tiempo los
tejidos vegetales y su abundancia y diversidad dependen del contexto ecologico
(Rana, Kour et al. 2019).

Tanto la diversidad como la especificidad y la especializacion de las poblaciones de
hongos endofitos estan influenciadas por el genotipo y el estado fisiolégico de la
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planta hospedera, los tejidos muestreados, la época de muestreo y la geografia del
hébitat de la planta (Arnold 2007). En relacion con la influencia de la geografia, en
un estudio sobre tres plantas nativas de Hawai que co-habitan a lo largo de un
gradiente de altura (Leptecophylla tameiameiae, Marchantia polymorpha, Vaccinium
reticulatum), se observaron diferentes patrones de diversidad y especializacion de
los hongos endofitos foliares con respecto a la elevacion a la que habitan estas tres

plantas hawaianas:

a) En los extremos de la elevacion hay una mayor diversidad y una menor
especializacién en las interacciones de las comunidades de hongos enddfitos
con su planta hospedera.

b) La menor diversidad, pero la mayor especializacion se observa en la

elevacion media.

En otras palabras, en los extremos de la elevacion, las interacciones de las
comunidades son menos especificas con sus hospederos y la diversidad de las
poblaciones de enddfitos es mayor (Cobian, Egan et al. 2019). Cuando se estudio
la diversidad de especies de las comunidades de enddfitos de la planta medicinal
de los Himalayas Glycyrrhiza glabra, se observé que la localizacién geogréafica
influye en el reclutamiento de las comunidades de enddfitos por la planta hospedera
y que existen claras diferencias en la diversidad de especies dependiendo del clima.
En este caso, la mayor riqgueza de espacies se observo en el clima subtropical
(Arora, Wani et al. 2019). Similarmente, el analisis de 1400 hongos endofitos foliares
de bosques desde boreales hasta tropicales mostré una alta rigueza de especies
fungicas en las hojas de manera general, en este caso se observaron estos dos

patrones (Arnold and Lutzoni 2007) :

a) Pocas especies y muchas clases en los bosques boreales y,

b) muchas especies y pocas clases en los bosques tropicales.

De manera similar a los endoéfitos de las raices, la evidencia muestra que la
diversidad y la riqueza de las especies en las poblaciones de hongos endoéfitos
foliares estan influenciadas por el contexto ambiental (Oita, Ibafez et al. 2021) ,
pero ademas por la edad del arbol hospedero, observandose mayor diversidad y
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riqueza de espacies en los arboles mas longevos (Arnold, Mejia et al. 2003, Yu,
Ding et al. 2021).

Adicionalmente, otros aspectos especificos contribuyen en la estructuracion de
estas comunidades, por ejemplo, la disponibilidad de algunos nutrientes, de agua o
la acumulacién de ciertos metabolitos secundarios en las plantas hospederas
(Dang, Zhang et al. 2021), o incluso de las proporciones fisicas de la planta
hospedera. Este ultimo aspecto se estudio en diversas especies de pinos donde se
observaron patrones de poblaciones de enddfitos con relacion a la especie, del

espacio disponible y de la altura del tronco (Wang, Ren et al. 2019).

Ademas de los patrones de diversidad y estructura de las poblaciones, entre
individuos (plantas hospederas) en diferentes contextos ecoldgicos se han
observado diferencias mas sutiles entre los tejidos de una misma planta hospedera.
Asi, aunque podemos encontrar ciertas especies de hongos habitando
simultAneamente varios tejidos de un individuo se cree que estas cepas son
genéticamente distintas, en otras palabras, la diversidad de las comunidades de un
solo individuo es a nivel de genotipo. Aunque aun no hay estudios especificos donde
se analicen todos los genomas de todos los enddfitos de los diferentes tejidos y
demuestren estas diferencias explicitamente, los estudios funcionales de hongos
enddfitos foliares y de raices sostienen estas hipotesis. Es importante no perder de
vista que la colonizacion de los tejidos de la planta hospedera se lleva a cabo en
contextos substancialmente distintos, por ejemplo, las hojas son bioquimicamente
mas dinamicas que las raices o la corteza, debido a que estdn mas expuestas al

dafio ambiental a que juegan un papel critico en la fotosintesis (Arnold 2007).

La asociacion de los hongos enddfitos

Dentro de un ecosistema, algunos organismos interactian positivamente en
beneficio uno del otro (mutualismo), neutral o negativamente causando
enfermedades o compitiendo por los recursos. Los hongos endéfitos logran una
asociacion intima, pero de un balance delicado, con su planta hospedera. En las

primeras etapas de este acercamiento los dos organismos desencadenan un
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complejo conjunto de respuestas que incluyen la evasion/supresion de los
mecanismos de defensa de la planta hospedera, regulacion de los factores de
virulencia fungicos y la mediacion de la coexistencia de los hongos endofitos con
otros hongos y bacterias que viven en la planta hospedera (Mattoo and Nonzom
2021). Asi, el hongo endodfito regula a la baja algunos mecanismos y produce
metabolitos secundarios o mediadores quimicos que le permiten lidiar con el resto
del microbioma. El mantenimiento de esta serie de interacciones, o equilibrios
multiples, conduce a un conjunto de “antagonismos balanceados” que contribuyen
a la salud de la planta hospedera (Schulz, Rabsch et al. 2019) (llustracion 1). A
diferencia de los hongos patdégenos que continlan produciendo factores de
virulencia después de la colonizacion de la planta, es precisamente la regulacién a
la baja en la produccion de factores de virulencia lo que permite a los hongos
enddfitos habitar en el interior de las plantas sin provocar sintomas aparentes de
enfermedad (Chagas, Pessotti et al. 2018). El desequilibrio de esta compleja
relacion del microbioma enddfito y la planta puede comprometer su salud vy
transformar la relacion mutualista del hongo endofito con la planta en una
interaccidn patogénica (Steinert, Hentschel et al. 2000, Kogel, Franken et al. 2006).
En las primeras etapas de la colonizacion, el destino de la interaccion ya sea
patogénica o endofitica, dependera de las adaptaciones del hongo a un 6rgano
especifico, de su virulencia innata, del estado fenoldgico y respuesta de la planta
hospedera y de factores ambientales (Schulz and Boyle 2005, Schulz, Haas et al.
2015, Schulz, Rabsch et al. 2019).
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Planta hospedera

Competidores

llustracién 1. Antagonismos balanceados de los hongos endéfitos

¢ Endofitos o patdégenos?
Estudios de los endofitos de Arabidopsis taliana (Junker, Draeger et al. 2012) y

Marchantia polymorpha (Nelson, Hauser et al. 2018) mostraron que:

a) Los hongos endéfitos de una planta sana pueden mostrar un comportamiento
patogénico muy agresivo contra su misma planta hospedera cuando se
prueban in vitro después del aislamiento.

b) La mayoria de los enddfitos promueven el crecimiento de su planta
hospedera en experimentos in vitro.

c) Algunos de los enddfitos aislados pertenecientes al mismo género y aislados
de un mismo individuo tienen efectos (in vitro) muy variados en la planta

hospedera (positivos, negativos o neutros).

Muchos hongos enddéfitos pertenecen a especies de hongos tipicamente patégenos
0 saprobios. En muchas plantas se ha observado que sus endoéfitos son capaces de
causarle enfermedad cuando las condiciones ambientales cambian. Como se
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explicd anteriormente, el destino final de la relacion hongo-planta es complejo y
multifactorial. Ademas de todos los factores ambientales, es importante no perder
de vista que hay una clara diferencia funcional entre las cepas endofitas y las cepas
patdgenas y que estos dos tipos de cepas comunmente co-existen en una sola
poblacién (Demers, Gugino et al. 2015, Brader, Compant et al. 2017). Por ejemplo,
un estudio con 181 cepas patdgenas de Fusarium verticillioides, aislados de plantas
de maiz de diferentes campos de cultivo y en diferentes estados de crecimiento de
la planta, demostré que el estado fenoldgico de las plantas de maiz regulaba el
comportamiento fitopatogénico de la poblacion de F. verticillioides, incluso
“transformando” este patdgeno en mutualista. Se demostré6 que es precisamente
este estado fenologico el que actlia como presion selectiva en favor de la planta, en
otras palabras este conjunto de factores ambientales y fisiolégicos seleccionaron
los genotipos que favorecian a la planta, los genotipos endoéfitos (Venturini, Assante
et al. 2013). Este escenario podria complicarse si sumamos otros aspectos a la
variabilidad del comportamiento de estas poblaciones tipicamente patdégenas, por
ejemplo el genotipo de planta hospedera (Mandyam, Roe et al. 2013, Aguilar-
Trigueros and Rillig 2016), o la presencia de endo-mico-bacterias 0 micovirus que
se ha demostrado modulan este tipo de comportamientos en los hongos (Mufioz-
Adalia, Fernandez et al. 2016, Bastias, Johnson et al. 2020).

Las endobacterias y los micovirus pueden modular el endofitismo

La presencia de bacterias en el interior de los hongos enddfitos y fitopatdgenos ha
mostrado influir positivamente en el desempefio de estos hongos; de hecho, se ha
demostrado que estas bacterias ayudan al hongo hospedero en el establecimiento
de su relacion, ya sea patogénica o mutualista, con su planta hospedera (Bastias,
Johnson et al. 2020). Por ejemplo, la simbiosis entre Burkholderia rhizoxinica y el
hongo fitopatdgeno Rhizopus microsporus induce la produccion de rizoxina, una
potente micotoxina que causa la roya de las semillas del arroz (Scherlach, Partida-
Martinez et al. 2006), y rizonina, un ciclopéptido hepatotdxico. Estas dos toxinas

facilitan el establecimiento de la infeccion (Partida-Martinez, Lool3 et al. 2007).
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Estudios mas detallados de la biologia de esta endobacteria revelaron que B.
rhizoxinica posee un sistema de secrecion tipo Il que es esencial para el
mantenimiento de la simbiosis bacteria-hongo y que el hongo necesita a su
simbionte para esporular, o que significa que este fitopatdgeno necesita a la
endobacteria para lograr establecer una infeccion exitosa (Lackner, Moebius et al.
2011). Una investigacion mas reciente introdujo un cuarto elemento a esta
interaccion, los narnavirus. En esta investigacion se demostré que dos de estos
virus son también necesarios para que la reproducciéon sexual de R. microsporus

sea exitosa (llustracion 2A) (Espino-Vazquez, Bermudez-Barrientos et al. 2020).

En relacion con los hongos enddfitos, se ha notado un comportamiento similar, es
decir la presencia de ciertas endobacterias mejora el desempefio del mutualismo
entre la planta hospedera y el hongo. La mayoria de estas bacterias se han
encontrado en los hongos endofitos foliares y en su gran mayoria pertenecen a los
Proteobacteria (Hoffman and Arnold 2010). Por nombrar un ejemplo, la asociacion
de Luteibacter sp. con el hongo enddfito Pestalotiopsis aff. Neglecta potencia la
produccion de la auxina &cido indol-3-acético (IAA) y por tanto mejora el crecimiento
de la planta hospedera. Cabe mencionar que esta bacteria es incapaz de producir
IAA en ausencia de su hongo hospedero (Hoffman, Gunatilaka et al. 2013).
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llustracion 2. A) B. rhizoxinica y un narnavirus son esenciales en la esporulacion y la patogenicidad de
R. microsporus. B) La infeccién con microvirus puede modular el endofitismo y la patogenicidad

También los micovirus son comunes tanto en los hongos endofitos como en los
fitopatdgenos y, de hecho, la presencia de estos virus puede regular la virulencia de
los hongos fitopatdégenos (llustracion 2B), con diferentes efectos en la planta
hospedera (Tabla 1) (Xie and Jiang 2014). La infeccién de hongos fitopatégenos
con ciertos virus se ha propuesto como una estrategia prometedora para el control
de enfermedades fungicas en ciertos cultivos. Sin embargo, el uso de estos
micovirus esta limitado, debido al poco entendimiento que tenemos hasta ahora
sobre los mecanismos de transmision entre diferentes especies, el impacto
ecologico, la efectividad de su uso en campo y la persistencia en las poblaciones de

hongos de suelo (Mufioz-Adalia, Fernandez et al. 2016).

Mas alla de la regulacion de la virulencia, estudios recientes muestran como, por
ejemplo, la presencia del virus SSHADV-1 de Sclerotinia sclerotiorum, un hongo
fitopatdgeno tipicamente necrotrofico, lo convierte en un hongo endoéfito benéfico de
su planta hospedera, Brassica (llustraciéon 2B). Efectivamente, la infeccién del
hongo con el virus condujo a un aumento en el rendimiento del cultivo y a mejoras
en la resistencia del cultivo contra otros hongos patdégenos (Zhang, Xie et al. 2020).

Un comportamiento similar se observo cuando Pestalotiopsis theae, el fitopatégeno
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de la planta del té (Camellia sinensis) esta infectado por el PtCV1 (Zhou, Li et al.

2021).

Tabla 1. Efecto de los hongos infectados con virus en las plantas hospederas

Planta Hongo ) . Efecto en el hongo/ planta .
. . Micovirus Referencia
hospedera endofito/patégeno hospedera
Eliminacion de la virulencia
Camellia Pestalotionsis theae | chrvsovirus-1 del hongo/conferencia de (Zhou, Li et
sinensis P Y resistencia a enfermedades. | al. 2021)
. hapira,
Cryphonectria Etshoaim:;zl
. hypovirus 1 (CHV1), )
Castanea Cryphonectria ) L . 1991,
. Cryphonectria Hipovirulencia/no observado
dentata parasitica - L Polashock
parasitica mitovirus and Hillman
1 MV1
(CpMV1) 1994)
Sclerotinia .
sclerotiorum (2\(()u170u etal
. hypovirulence- Hipovirulencia/promocion del ’
Mas de 64 - . o . Azhar, Mu
. Sclerotinia associated crecimiento y rendimiento
géneros de . ) . . et al. 2019,
lantas sclerotiorum DNA virus 1 del cultivo y conferencia de Zhang. Xie
P (SsHADV-1), Hubei | resistencia a enfermedades ot al 92’020)
sclerotinia RNA '
virus 1 (HUSRV1)
Cucumis
sativus, Botrytis cinerea (Hao, Ding
Fragaria x partitivirus 2 etal. 2018,
ananassa, Botrytis cinerea (BcPV2), Botrytis Hipovirulencia/no observado | Kamaruzza
Vitis vinifera, cinerea fusarivirus 1 man, He et
Lycopersicon (BcFV1) al. 2019)
esculentum
Zea mays Fusarium Double-stranded Hipovirulencia/no observado (Chu, Jeon
y graminearum RNA (dsRNA) P et al. 2020)
(Redman,
. heeh
. . . Curvularia thermal . Sheehan et
Dichanthelium | Curvularia . No observado/Conferencia al. 2002,
. . tolerance virus ) .
lanuginosum protuberia (CThTV) de tolerancia al calor Marquez,
Redman et
al. 2007)
L . (Shah,
. . H I |
Brassica Leptosphaeria Double-stranded |p9V|ru gnma/aumento de la Kotta-
. L reisistencia a enfermedades .
napus biglobosa RNA quadrivirus Loizou et
al. 2020)
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El metabolismo secundario y el endofitismo

Los productos de metabolismo secundario no son esenciales para el mantenimiento
de las funciones minimas necesarias para que el organismo viva, sin embargo,
muchos juegan un papel importante en la interaccion del organismo con otros
miembros del ecosistema. Aunque actualmente desconocemos la funcién
especifica de la mayoria de los metabolitos secundarios, sabemos que tienen
ciertas caracteristicas generales (Demain and Fang 2000, Dewick 2009):

1. Muchos metabolitos secundarios son exclusivos de cierto grupo de organismos.
Incluso algunos pueden ser especificos de una especie.

2. La mayoria se producen sélo bajo condiciones especificas de cultivo.

3. La produccién de estos compuestos le da una ventaja competitiva en el
ecosistema al organismo que los produce.

4. Muchos tienen actividades biol6gicas bien conocidas en otros organismos.

En el terreno de los metabolitos secundarios, los hongos endoéfitos son atractivos
porque se consideran una fuente de nuevas moléculas con actividades
farmacoldgicas diversas y aplicaciones en la agricultura (Rustamova, Bozorov et al.
2020). Esto es asi porque se asume que las multiples interacciones bioldgicas de
los hongos enddfitos (llustracién 1) les confiere la capacidad para producir un
arsenal de metabolitos, precisamente para mantener estas interacciones. Aunque
la interaccion tanto de fitopatdégenos como mutualistas se lleva a cabo mediante un
intercambio de sefiales quimicas que incluyen gran cantidad de metabolitos
secundarios (Chagas, Pessotti et al. 2018), estudios de gendmica comparativa
muestran un enriguecimiento de genes del metabolismo secundario en cepas de
hongos endoéfitos en comparacion con sus contrapartes fitopatogénas. Este es el
caso del enddfito mutualista de raiz Colletotrichum tofieldiae y el fitopatégeno
Colletotrichum incanum. Estos estudios demostraron que el enddfito evolucion6 de
un ancestro con un estilo de vida patogénico, quizas mediante cambios sutiles en el
repertorio de genes en su genoma, especificamente reduciendo el conjunto de
genes que promueven la infeccion fungica y expandiendo los de proteinas

relacionadas con el metabolismo secundario (Hacquard, Kracher et al. 2016). En
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relacion con la expresion de estos genes, un analisis de expresion genética de
Phomopsis liquidambari durante la colonizacion de A. thaliana, revel6 como genes
del metabolismo secundario se sobreexpresan durante el estado endofitico del
hongo (Zhou, Li et al. 2018). Una investigacion mas detallada indicé que los genes
regulados a la alta fueron los de las enzimas farnesil difosfato farnesil transferasa,
y la escualeno monooxigenasa, amabas enzimas involucradas en la biosintesis de

sesquiterpenoides y triteropenoides (Zhou, Li et al. 2017).

Los terpenoides en las interacciones bioldgicas de los hongos

Los terpenoides son moléculas de una diversidad quimica impresionante y
representan el grupo mas grande de productos naturales medicinales (moléculas
bioactivas provenientes de animales, plantas y microorganismos). Hasta hace cinco
afios se habian caracterizado mas de 80,000 terpenoides de plantas y
microorganismos (Christianson 2017). Bioquimicamente se derivan de unidades de
isopreno (Cs), de las rutas del mevalonato (MVA) y del metileritrol fosfato (MEP). De
acuerdo a su esqueleto (Cs)n se pueden clasificar como: hemiterpenoides (Cs),
monoterpenoides  (Ci), sesquiterpenoides (Cis), diterpenoides (C-2o0),
sesterterpenoides (Czs), triterpenoides (Cso), Yy tetraterpenoides (Cao) (Gershenzon
and Dudareva 2007, Dewick 2009). También podemos incluir a los
meroterpenoides, que provienen parcialmente de las rutas de los terpenoides, aqui
se incluyen por ejemplo a las furocumarinas, los retinoides y los alcaloides (Matsuda
and Abe 2020).

El rol solo de algunos de estos compuestos en las interacciones entre organismos
estd documentado, aunque los detalles moleculares, en general, se desconocen
(Gershenzon and Dudareva 2007). Los terpenoides volatiles representan el principal
ejemplo de moléculas implicadas en la interacciobn entre organismos
filogenéticamente muy distantes. Particularmente en hongos, se cree que juegan un
papel central en la mediacion de las interacciones hongo-planta hospedera y hongo-
microbioma (Kramer and Abraham 2012, Farh and Jeon 2020). Se ha demostrado

gue los sesquiterpenoides volatiles participan en la comunicacion entre bacterias,
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hongos, plantas e insectos durante procesos de colonizacion, establecimiento de
simbiosis o enfermedades; sin embargo, los mecanismos y determinantes de estas
interacciones aun son desconocidos (Kramer and Abraham 2012, Ditengou, Muiller
et al. 2015). Lo que si se sabe es que la emision de mezclas de compuestos volatiles
esta relacionado con ciertas funciones ecoldgicas, por lo que en la practica, el
andlisis de estas mezclas se ha usado para predecir diversas funciones ecolégicas
de los hongos, por ejemplo para saber si son micorrizas, patégenos o saprofitos
(Muller, Faubert et al. 2013).

Entre los terpenos volatiles, el B-cariofileno, es uno de los mas estudiados, debido
a que tiene un efecto antagénico contra algunos patégenos de plantas (Huang,
Sanchez-Moreiras et al. 2012), incluso puede actuar como promotor de crecimiento
vegetal durante la asociacion endofitica (Yamagiwa, Inagaki et al. 2011). Sin
embargo, estos efectos no son generalizados, ya que bajo ciertas condiciones no
se aprecia ni el efecto antagonico ni promotor de crecimiento (Bitas, McCartney et
al. 2015). Estudios mas complejos y realistas del papel ecolégico de este compuesto
han mostrado como la emisidn de este sesquiterpenoide induce cambios globales
en el microbioma de las plantas. Se sabe que, por ejemplo, Bacillus
amilolicuefaciens induce la produccién de B-cariofileno por sus plantas hospederas
y su vez esto conduce a una modificacién de toda la composicion de bacterias
rizosféricas de la planta. EI mecanismo por el cual esto ocurre es desconocido, pero
sabemos que el B-cariofileno induce la produccion de grandes cantidades de acido
salicilico (Kong, Song et al. 2021) y que concomitantemente las raices de las plantas
emiten mezclas de compuestos organicos que estimulan la atraccion de bacterias
de los alrededores (Schulz-Bohm, Gerards et al. 2018). Adicionalmente, otros
terpenoides y otras moléculas volatiles podrian estar induciendo directamente
cambios en el metabolismo de los microorganismos enddfitos, epifitos y del suelo.
El andlisis del metaboloma de compuestos volatiles de Fusarium culmorum mostro
gue varios de estos compuestos modulan la movilidad de dos bacterias rizosfericas
in vitro (Collimonas pratensis Ter291 and Serratia plymuthica PRI-2C) (Schmidt,
Etalo et al. 2016). El analisis de los transcriptomas confirmo cambios en la expresion

de genes relacionados con la movilidad, la transduccion de sefales, la biogénesis
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de la envoltura celular y la produccion de metabolitos secundarios. Experimentos
mas detallados revelaron que al tiempo que estas bacterias “sensan” los
compuestos volétiles del hongo, producen sodorifeno (Schmidt, Jager et al. 2017),
un terpenoide volatil que se asume como una molécula de comunicacion bacteriana
a larga distancia (Kai and Piechulla 2018). Estos hallazgos ponen en evidencia la
comunicacién quimica a larga distancia entre hongos y bacterias (Schmidt, Etalo et
al. 2016, Schmidt, Jager et al. 2017). Otros estudios aportan mas evidencia sobre
este intercambio de informacion a través de metabolitos secundarios entre planta-
rizosfera (Lin, Owen et al. 2007), bacteria-bacteria (de la Porte, Schmidt et al. 2020),
y bacteria-protista (Schulz-Bohm, Geisen et al. 2017).

En suma, sabemos que ciertas mezclas de terpenoides y otros metabolitos
secundarios de hongos benéficos pueden influir positivamente en la salud de las
plantas (Yamagiwa, Inagaki et al. 2011, Hung, Lee et al. 2013, Lee, Yap et al. 2016),

por ejemplo:

Mejoran la talla de la planta.
Aumentan el nUmero de raices laterales.
Estimulan la floracion.

Mejoran el rendimiento de los cultivos.

a k~ 0N PRF

Inducen resistencia a fitopatégenos.

Por lo anterior, es esencial conocer los mecanismos moleculares y los principios
bioldgicos que dirigen las diversas interacciones entre los hongos enddfitos, las
plantas y el resto de microbioma, asi como lograr un manejo de cultivos inteligente

y amigable con el ambiente (Kaddes, Fauconnier et al. 2019, Farh and Jeon 2020).

Los hongos endofitos de plantas medicinales producen importantes moléculas
terapéuticas

Aunque muchos microrganismos de diferentes nichos ecoldgicos producen
metabolitos secundarios con actividades terapéuticas muy variadas (Demain 1999,
Bérdy 2005), los hongos endofitos de plantas medicinales han llamado la atencion
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por la variedad de moléculas bioactivas de importancia en la medicina y en la
agricultura que son capaces de producir, incluso en condiciones de laboratorio. Por
nombrar algunos ejemplos, la diversidad de metabolitos que producen incluye
desde reguladores del crecimiento vegetal, moléculas antagonistas de
fitopatdgenos hasta anticancerigenos, antibioticos y antivirales. Se ha estudiado
durante décadas la capacidad de los hongos enddfitos de importantes plantas
medicinales para producir los mismos compuestos que su planta hospedera. En la
Tabla 2 se muestran ejemplos representativos de hongos endéfitos de plantas
medicinales productores de cuatro notables agentes anticancerigenos aprobados
para uso en humanos, que originalmente fueron aislados de su planta hospedera
(Gouda, Das et al. 2016): el paclitaxel, la podofilotoxina, los alcaloides Vinca
(vinblatina y vincristina) y la camptotecina, originalmente producidos por Taxus,
Sinopodophyllum, Catharanthus roseus y Camptotheca, respectivamente. También
se incluye en la Tabla 2 el acido fusidico ya que, aunque solo se ha detectado su
produccién en hongos, es uno de los ultimos agentes antimicrobianos fungicos
ampliamente utilizados en el tratamiento de cierto tipo de infecciones cutaneas en

humanos

Tabla 2. Ejemplos de hongos enddfitos que producen compuestos usados en medicina humana

Nombre/Uso Hongos endofitos Referencias
representativos

(Strobel, Yang et al.
1996, Li, Sidhu et al.
1998, Kumaran,
Muthumary et al.
2008, Kumaran,
Muthumary et al.
2008, Gangadevi
and Muthumary
2009, Kumaran and
Hur 2009, Zhang,
Zhou et al. 2009,
Zhang, Zhou et al.
2009, Kumaran, Kim
et al. 2010, Pandi,
Kumaran et al. 2011,
Kumaran, Choi et al.
2012, Yang, Zhao et
al. 2014, Gokul Raj,

Aspergillus candidus, Chaetomella
raphigera, Cladosporium
cladosporioides, Cladosporium
oxysporum, Lasiodiplodia
theobromae, Penicillium
aurantiogriseum, Periconia sp.,
Pestalotiopsis microspora,
Pestalotiopsis versicolor, Phoma
betae, Phomopsis sp., Phomopsis sp.,
Phomopsis sp., Phyllosticta citricarpa,
Phyllosticta melochiae

Taxol/quimioterapéutico
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Manikandan et al.
2015)

Camptotecina/ quimioterapéutico

Fusarium solani, Fusarium
oxysporum, Entrophospora
infrequens, Trichoderma atroviride,
Neurospora sp., Alternaria
alstroemeriae, Alternaria burnsii,
Alternaria sp., Alternaria alternata,
Xylaria sp., Aspergillus sp., Aspergillus
niger

(Puri, Verma et al.
2005, Rehman,
Shawl et al. 2008,
Kusari, Zihlke et al.
2009, Liu, Ding et al.
2010, Shweta,
Zuehlke et al. 2010,
Pu, Qu et al. 2013,
Shweta, Gurumurthy
et al. 2013, Musavi,
Dhavale et al. 2015,
Ran, Zhang et al.
2017, Aswini and
Soundhari 2018,
Mohinudeen,
Kanumuri et al.
2021, Mohinudeen,
Pandey et al. 2021)

Alternaria alternata sp, Fusarium
oxysporum, Talaromyces radicus,
Curvularia verruculosa,
Botryosphaeria laricina

(EI-Sayed , Kumar,
Patil et al. 2013,
Palem, Kuriakose et
al. 2015,
Parthasarathy,
Shanmuganathan et
al. 2020, Bandara,
Siriwardhana et al.
2021)

Podofilotoxina/ quimioterapéutico

Phialocephala fortinii , Alternaria
tenuissima, Mucor fragilis, Trametes
hirsuta, Alternaria sp. Fusarium
solani

(Yang, Guo et al.
2003, Eyberger,
Dondapati et al.
2006, Puri, Nazir et
al. 2006, Nadeem,
Ram et al. 2012,
Huang, Zhang et al.
2014, Liang, Zhang
et al. 2015)
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(Tian, Gao et al.

Acremonium pilosum 2021)

Acido fusidico/antibidtico

Podofilotoxina

La podofilotoxina es un metabolito anticancerigeno producido por diversas plantas,
muchas de ellas con propiedades medicinales conocidas (Biswas, Biswas et al.
2020). Se considera antimitético porque previene el ensamble de los microtabulos
en la mitosis, aunque también se ha reportado que algunos compuestos derivados
poseen actividad inhibitoria de la topoisomerasa Il durante el cancer metastasico de
pulmén (Utsugi, Shibata et al. 1996). La podofilotoxina es precursora de otras tres
importantes moléculas quimioterapéuticas: etoposido, teniposido y fosfato de
etoposido (Kumari, Singh et al. 2017). El etopdsido es ampliamente usado para el
tratamiento de varios tipos de cancer y recientemente se propuso para el tratamiento
junto con inmunosupresores en pacientes criticos con COVID-19 (Lovetrue 2020,
M, L et al. 2020).

Se han reportado relativamente pocos hongos endéfitos capaces de producir
podofilotoxina, algunos ejemplos se muestran en la Tabla 2. Todos estos hongos
fueron aislados de plantas productoras de podofilotoxina pertenecientes a las
familias Berneridaceae y Cupressaseae. Los rendimientos de este anticancerigeno
en los cultivos fueron de 0.5-277 pug/g de masa seca (Biswas, Biswas et al. 2020).
Se han reportado dos patentes relacionadas con la identificacion de hongos
productores de podofilotoxina, la produccion y la recuperacion de cultivos fangicos

(Torres-Mendoza, Ortega et al. 2020).
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Los alcaloides Vinca

La vinblastina y la vincristina, conocidos como alcaloides Vinca, y sus derivados
semisintéticos, vinorelbina, vindesina y vinflunina, son agentes quimioterapéuticos
ampliamente utilizados en para el tratamiento de neoplasias hematolégicas y
linfaticas. Quimicamente, los alcaloides Vinca son indol terpeniodes que detienen la
mitosis de dos maneras: 1) a bajas concentraciones inhiben la formacion de los
microtUbulos y, 2) a altas concentraciones inhiben la despolimerizacién de los
microtubulos (Martino, Casamassima et al. 2018). Son producidos por la planta
venenosa Catharanthus roseus, originaria de Madagascar, aunque crece de manera
silvestre en el centro y sur de México. Aqui se considera una especie venenosa para

humanos y animales y en términos ecoldgicos se clasifica como invasora.

Como se aprecia en la Tabla 2, son pocos los hongos enddfitos reportados como
productores de estos compuestos. El estudio de su produccion por cultivo con estos
hongos se ha visto limitada debido a que la vinblastina y vincristina se sintetizan
s6lo bajo condiciones muy especificas de cultivo (EI-Sayed , Palem, Kuriakose et
al. 2015) y en algunos casos es necesaria la adicion de agentes inductores de la
produccién (Bandara, Siriwardhana et al. 2021). Experimentalmente se ha
observado que la presencia de ciertos hongos endéfitos en Catharanthus roseus
esta relacionada con una mayor acumulacion de estos terpenoides, por lo que se
han utilizado para infectar plantas libres de endéfitos y cultivos de células vegetales
en suspension para potenciar su acumulacion en la planta hospedadora (Tang, Rao
et al. 2011), este es el caso de los hongos endéfitos Curvularia sp. CATDLF5 y
Choanephora infundibulifera CATDLF6, que demostraron potenciar la produccién
de vindolina y regular positivamente genes de la planta relacionados con la

biosintesis de alcaloides (Pandey, Singh et al. 2016).

La camptotecina

Junto con el taxol y los alcaloides Vinca, la camptotecina, incluidos sus analogos,
son las drogas quimioterapéuticas mas importantes para el tratamiento de una
variedad de tipos de cancer. Quimicamente es un terpen-alcaliode extraido de la
corteza de Camptotheca acuminata, un arbol nativo de China (Wall, Wani et al.
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1966). La camptotecina es precursora de dos moléculas analogas con mayor
potencia anticancerigena, el topotecan y el irinotecan. A diferencia del taxol y los
alcaliodes vinca, que son inhibidores de la mitosis, la camptotecina y sus analogos
son inhihibidores de la topoisomerasa, especificamente las camptotecinas inhiben
la topoisomerasa 1, una enzima detectada en altos niveles en muestras de cirugias
de algunos tipos de cancer (Wall and Wani 1995, Martino, Casamassima et al.
2018).

Para fines comerciales, la camptotecina se obtiene de Camptotheca. acuminata y
Nathapodyes nimmoniana con rendimientos de hasta 0.3 % de peso seco
(Padmanabha, Chandrashekar et al. 2006). La mayoria de los hongos endéfitos
productores de camptotecinas han sido aislados de estas dos plantas, aunque
también se han reportado en otras plantas como Piper betel, Miquelia dentata y
Apodytes dimidiate (Shweta, Zuehlke et al. 2010, Shweta, Gurumurthy et al. 2013,
Aswini and Soundhari 2018). De los enddfitos productores reportados (Tabla 2), los
rendimientos mas altos se obtuvieron en Trichoderma atroviridae, 197.82 ug/l (Pu,
Qu et al. 2013). A pesar de que este rendimiento es alto para un hongo, aun se

considera un rendimiento bajo para su explotacién industrial (Kai, Wu et al. 2015).

Acido fusidico

A diferencia de los cuatro compuestos descritos anteriormente, el acido fusidico,
primero, es un antibiético, y segundo, no es tipico de plantas, se descubrié en caldos
de cultivo de un hongo , Fusidium coccineum (Godtfredsen, Jahnsen et al. 1962),
aunque se reportd que la planta Corchorus aestuans también acumula este
compuesto (Ramadevi and Ganapathy 2012). Quimicamente es un triterpenoide
tetraciclico con un esqueleto de fusidano, que detiene la sintesis de proteinas
procariotas mediante la inhibicion del factor de elongacion EF-G (Wilson 2014). Este
antibiotico es particularmente importante en el tratamiento de infecciones por
estafilococos, incluyendo las infecciones por Spahylococcus aureus resistente a
meticilina (Verbist 1990).
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Recientemente se reporté que el hongo enddfito de Mahonia fortunei, Acremonium
pilosum, produce acido fusidico y tres de sus analogos 1) acido 16-desacetil
fusidico, 2) acido 3[3,20-dihidroxi-protosta-16,24-dien-29-oic  (previamente
reportados) y, 3) acremonidiol A (reportado por primera vez) (Tian, Gao et al. 2021).
Unos pocos enddfitos mas de plantas como Oryza rufipogon (Zhang, Du et al. 2021)
y Anoectochilus setaceus (Ratnaweera, Wiliams et al. 2014) (Tabla 2) han

demostrado producir antibioticos de este tipo, incluyendo el &cido helvénico.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS GENERALES

Dada la importancia del taxol como agente quimioterapeutico de origen natural y la
falta de conocimiento sobre los aspectos bioquimicos de produccion de taxol en
hongos enddfitos, la motivacion inicial de este trabajo fue estudiar la ruta de
biosintesis de taxol en hongos, con un enfoque transcriptomico (RNA-seq).

Para el estudio de la expresion diferencial mediante el enfoque RNA-seq, es crucial
establecer las condiciones “diferenciales” in vitro. En este trabajo se planted
establecer las condiciones “diferenciales como: “produccion de taxol” y “no
produccion de taxol” mediante el uso de medios de cultivo reportados para la
produccion de taxol fungico y de inductores. A su vez, para lograr lo anterior era
clave conocer las condiciones estandar en las que se produce el taxol, sin embargo,
fue complicado incluso establecer estas condiciones estandar de produccion del
diterpenoide en la cepa productora control Pestalotiopsis microspora. Para superar

los retos anteriores, se plantearon los siguientes objetivos:

1. Aislar, identificar y seleccionar hongos endéfitos de dos tejos y testar la
produccion de taxol por los mismos. Seleccionar al mejor para el
experimento.

2. Establecer los métodos analiticos para determinar taxol a partir de caldos de
cultivo.

3. Establecer las condiciones de produccion de taxol tanto en P. microspora

como en los hongos aislados.

Durante el transcurso del proyecto, se establecié una colaboracién con el grupo
“‘Fuentes naturales de compuestos con actividad biologica” de la UAM-X,
liderado por la Dra. Maria Salud Pérez Gutiérrez, el cual se centra en la
busqueda de nuevas moléculas bioactivas de plantas medicinales. A partir de
esta colaboracién se donaron especimenes de Salvia ballotiflora y Krameria

cystisoides de los cuales se aislaron sus hongos endofitos.
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CAPITULO 1. HONGOS ENDOFITOS DE Taxus, Salvia
ballotiflora y Krameria cystisoides. AISLAMIENTO,
IDENTIFICACION Y ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

1.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Con base en los censos de poblaciones de tejos en el Parque Nacional El
Chico, Hidalgo, México, buscar especimenes de tejos y recolectar muestras
de hojas y ramas.

2. Aislar hongos endéfitos de un presunto tejo del Parque Nacional EI Chico y
del Parque Nacional de Valdueza, Ponferrada, Espafia.

3. Aislar hongos enddfitos de hojas de Salvia ballotiflora y Krameria
cystisoides.

4. ldentificar a los hongos mediante el andlisis de las secuencias de sus ITS.

5. Evaluar la actividad antibacteriana de extractos organicos de caldos de

cultivo de los hongos.
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1.2 METODOS

1.2.1 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LOS HONGOS ENDOFITOS

Muestreo de tejos en el Parque Nacional el Chico

Con base en los estudios de la Universidad Autonoma Chapingo, en los cuales se
realizaron censos preliminares de la poblacion de tejos juveniles y adultos en el
Parque Nacional EI Chico, en el estado de Hidalgo, se realizé la ubicacion satelital
de las coordenadas reportadas en dicho estudio y se eligié la zona méas accesible
para hacer una visita de campo para la busqueda de especimenes de Taxus
globosa (Chavez 2001, Zavala-Chavez, Soto-Hernandez et al. 2001). Las
caracteristicas morfolégicas de las hojas y frutos descritas en estudios previos se

utilizaron para la identificacion de los arboles.

Los especimenes se identificaron segun las caracteristicas morfolégicas de la
especie (llustraciones 3 y 4). De los arboles presuntamente identificados como
Taxus, se tomaron tres muestras de hojas y ramas de la una altura de aproximada
de 3 m de cada arbol, siempre sin dafiarlos. Para hacer los cortes se usaron tijeras
para jardin previamente esterilizadas en flama de alcohol y sanitizadas con etanol
al 70 %.
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llustracién 3 Caracteristicas morfoldgicas de un individuo de Taxus globosa Schitdl. (Thomas 2019)

Las muestras de Salvia ballotiflora y Krameria cystisoides para el aislamiento de
endofitos y la preparacion de extractos vegetales metandlicos fueron amablemente
donadas por la Dra. Maria Salud Pérez Gutiérrez, investigadora de la Universidad
Auténoma Metropolitana, Unidad Xochimilco (UAM-X). Estas dos plantas fueron
colectadas en Las Comadres, Municipio de Guadalcazar estado de San Luis Potosi,
e identificadas por el taxbnomo José Garcia Pérez. Un espécimen de cada una de
las plantas se deposit6é en el Herbario Isidro Palacios de la Universidad Autonoma

de San Luis Potosi.

Aislamiento de los hongos endofitos
Una vez que las muestras se llevaron al laboratorio, se mantuvieron a 4 °C hasta

comenzar el siguiente procedimiento para todos los tejidos:

1. Se lavaron con abundante agua destilada estéril.
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Se sumergieron en hipoclorito de sodio al 2.5 % durante 10 min.

Se enjuagaron con agua destilada estéril tres veces.

Se sumergieron en etanol al 70 % durante 5 minutos.

Se lavaron nuevamente con agua destilada estéril.

En el caso de las ramas se les retiré cuidadosamente la corteza con un bisturi
estéril.

De manera independiente, las hojas, las ramas y la corteza se cortaron en
trozos de aproximadamente 5 x 2 mm con un bisturi estéril.

Los trozos de material vegetal se colocaron en placas con medio PDA
suplementado con estreptomicina y con un extracto metandlico de la planta
hospedera (ver apartado siguiente).

Todas las placas se incubaron a 24 + 2 °C en oscuridad, hasta observar

crecimiento (de 4 a 21 dias).

Conforme se fue observando la aparicion de colonias, con la ayuda de un bisturi

estéril se transfirid una punta de hifa a medio fresco hasta observar colonias puras.

Preparacion del extracto metandlico de planta hospedera

Para la preparacion de los extractos de la planta hospedera, se modificd la

metodologia propuesta por Cseke y colaboradores para la purificacién de taxol de

hojas de Taxus spp. (Cseke, Kirakosyan et al. 2016). El procedimiento fue el

siguiente:

1. Las plantas se lavaron con abundante agua destilada y se eliminé el exceso
de agua.

2. Se lavaron con etanol al 70 % y se secaron a temperatura ambiente.
Se maceraron 2 g de planta en un mortero con pistilo. En el caso de los tejidos
del tejo, previo a la maceracion las ramas pequefas se trocearon en piezas
lo méas pequefias posible.

4. Se agregaron 10 ml de metanol frio y se continud la maceracion.
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5. El contenido del mortero se coloco en un tubo y se centrifugd a 6000 r.p.m.
durante 10 min. Se utilizaron aproximadamente 5 ml mas de metanol para
limpiar el mortero.

6. Se recuperd el sobrenadante y se repitié la centrifugacion (cuando fue
necesario). Este paso se repiti6 hasta obtener un sobrenadante libre de
sélidos suspendidos.

7. Para evaporar el metanol, el sobrenadante final se transfiri6 a un cristalizador
y se coloco en la campana de extraccion durante aproximadamente 8 h.

8. El sdlido se resuspendié en 5 a 7 ml de metanol frio para luego aforarlo a 10
ml con metanol frio.

9. El extracto se filtr6 con un filtro de nylon de 0.25 pm y se volvié a aforar con
metanol frio.

10.Los extractos se almacenaron en un frasco ambar a -20 °C. Se utilizo 1 ml
de extracto para suplementar los medios de aislamiento y mantenimiento. La
suplementacion se realizd6 con el medio estéril y antes de solidificar en

condiciones asépticas.

Mantenimiento y conservacion de los aislados

Los cultivos axénicos cada cepa se recultivaron en PDA, sin extracto metandlico.
Inicialmente, todos los cultivos puros se trasfirieron a medio Power (ver Anexos)
para producir esporas. Sin embargo, en la mayoria de los cultivos no se observé
esporulacion, por lo que se decidi6 mantener las cepas en PDA de la siguiente

manera:

1. Micelio en glicerol al 30 %: A partir de una colonia en PDA se tomé un tozo
de micelio y se inoculé en PDB (caldo de papa y dextrosa). Se incubo de 2 a
8 dias (dependiendo la cepa) a 26 °C en ausencia de luz. El cultivo se filtro
con gasa estéril, el micelio se recuperd y se resuspendié en una solucién de
glicerol al 30 %. La mezcla se homogeniz0 y se guardaron alicuotas de 1 ml
a-20 °C.
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2. Micelio en agua estéril: Un trozo de micelio de aproximadamente 5 x 5 mm
del cultivo puro se recultivd en una placa de PDA fresco. Se incub6 de 2 a 8
dias (dependiendo la cepa) a 26 °C, en ausencia de luz. Con la ayuda de un
bisturi se cortaron trozos de micelio de aproximadamente 5 x 5 mm y se
colocaron en el fondo de microtubos de 1.5 ml con 1 ml de agua destilada
esteéril.

3. Resiembra periédica: Un trozo de micelio de aproximadamente 5 x 5 mm
del cultivo puro se recultivé en una placa de PDA fresco. Se incub6 de 2 a 8
dias (dependiendo la cepa) a 26 °C en ausencia de luz. Las placas se
sellaron con “Parafilm” y se almacenaron a 4 °C. La resiembra se llevo a cabo

cada 2 meses.

Identificacion mediante el analisis de los ITS

En la llustracion 4 de la pagina 47 se muestra la estructura del ADN ribosomal, con
las regiones de los espaciadores transcritos internos (ITS, por sus siglas en inglés)
incluidas. Las flechas en rojo indican la ubicacion de los primers usados en este
trabajo (Tabla 3). El amplicén esperado es de aproximadamente 600 pb, incluye las
regiones ITS1, ITS2, 5.8S y parte de los genes ribosomales 18S y 28S.

Extraccion de ADN
Las extracciones de ADN se realizaron segun las especificaciones del kit comercial
Wizard® DNA Purification (Promega), partiendo de macerados fungicos que se

prepararon de la siguiente manera:

1. A partir de un cultivo liquido de 2 a 7 dias, dependiendo del hongo, se
recupero el micelio por filtracién.

2. El micelio se lavé con aproximadamente 20 ml NaCl al 0.8 % estéril.

3. Se eliming el exceso de liquido usando papel de filtro estéril
El micelio se colocé en un mortero con pistilo (ambos estériles y previamente
enfriados), se agregd N2 liquido y se macerd hasta obtener un polvo blanco

fino.
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5. El macerado se colocé en pequefias cantidades (aproximadamente 100 pl)
en tubos estériles de 1.5 ml (previamente enfriados a -70 °C) y se

mantuvieron a esta temperatura hasta su uso.

El ADN se cuantificd por espectrofotometria en un NanoDrop™2000 y se verific la
integridad del mismo en un gel de agarosa al 1 %. Se ajusté la concentracion del
ADN a 50 ng/pul.

Condiciones de PCR
La mezcla de PCR para 50 ul y las condiciones son las que se muestran en la

Tabla 3

Tabla 3. Condiciones de PCR para la amplificacién de los ITS

Reactivo Vo:::-r;en Condiciones de amplificacion
Agua libre de nucleasas 35.75
dNTP mix 1 95 °C. 3 mi
MgCI2 5 » 3 Min
Buffer “Taqg” 5
. 51°C, 30 )
ITS'5-R (0.2 uM) 05 | 72c 1mn 37 ciclos
ITS5 (5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) ) ’
| _ITS'4B-F (0.2 uM) ) 0.5 72 °C, 5 min
ITS4b (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)
ADN (50 ng/ pl) 2
Taq polimerasa (5u/ul) 0.25

Los amplicones se sometieron a una electroforesis en agarosa al 1.5 % y se
purificaron segun las especificaciones para el kit comercial Wizard® “SV Gel and
PCR Clean-up System” (Promega). Los amplicones purificados se enviaron al
servicio de secuenciacion tipo Sanger en la empresa Macrogen. La calidad y edicion
de las secuencias se realizaron con el programa ChromasPro. Se eliminaron las
lecturas de baja calidad de los extremos y las secuencias editadas se sometieron al

analisis bioinformatico “blastn” de la herramienta BLAST®.
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1.2.2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA
En esta etapa se determiné actividad antibacteriana de extractos metandlicos de
caldos de cultivo de 21 hongos endofitos procedentes de las cuatro plantas.

Preparacion de los cultivos y obtencién de los extractos

Los 21 hongos seleccionados para esta prueba se cultivaron en placas de PDA
durante 5 dias. Se cort6 un tozo de agar de la zona més joven de la colonia y se
uso para inocular 50 ml de medio liquido M2D. Los matraces se incubaron a 120
r.p.my 26 °C durante 4 dias en la oscuridad. Los extractos se prepararon de la

siguiente manera:

1. Se tomaron 20 ml del sobrenadante de cultivo y se centrifugaron a 6000 r.p.m.
durante 30 min. Se recuper6 el sobrenadante y se repitié el paso anterior.

2. El sobrenadante final se congeld a -70 °C en un ultra-congelador durante 24 h.
El congelado se sometio a liofilizacion hasta eliminar la totalidad del agua.

4. Elliofilizado se resuspendioé en 3 ml de metanol al 50 %. La suspensién se agitd
en vortex hasta homogenizar la muestra.

5. La suspensién se dejo en reposo durante una noche.

6. Se agité nuevamente hasta homogeneidad y se centrifugé a 600 r.p.m. durante
30 min.

7. Se recupero el sobrenadante y se aforé a 3 ml con metanol al 50 %.
El volumen se redujo en un desecador a presion reducida durante una noche.

9. El extracto se resuspendié en 1 ml de DMSO al 30 % y se almacend en

refrigeracién hasta su uso.

Determinacién de la actividad antimicrobiana en placa

La determinacion de la actividad antibacteriana se realiz6 con una adaptacion del
método de Difusion en Disco del Manual CLSI, Performance Standards for
antimicrobial susceptibility testing (2021). En el caso de las pruebas de control de
calidad de las bacterias control, el método se desarroll6 exactamente como indica

el manual mencionado, utilizando discos de antibiéticos con las concentraciones
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especificadas para el control de calidad de las cepas de referencia. Se realizaron
nueve repeticiones de cada antibiético para cada bacteria. Una vez que estas cepas
pasaron el control de calidad (Anexos), se testaron los extractos. Es importante

mencionar que no hay tablas de control de calidad para todas las bacterias.

Cepas bacterianas

Las bacterias usadas fueron cepas de referencia de la American Type Culture
Collection (ATCC) en el segundo repique, es decir, de la segunda resiembra a partir
de la cepa comercial original, Tabla 4. Este aspecto es vital para garantizar la
susceptibilidad a antimicrobianos de las cepas control y por tanto dar certeza a los

resultados.

Tabla 4. Cepas bacterianas utilizadas para el ensayo de actividad antibacteriana

Material biolégico ID de Referencia
Escherichia coli ATCC 25922
Salmonella entérica ATCC 14028
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Staphylococcus epidermidis ATCC 14990
Bacillus cereus ATCC 14579

Preparacion de los indculos bacterianos

Las suspensiones bacterianas se prepararon por resuspension directa de las
colonias en solucién salina, de la siguiente manera: se tomaron de una a cuatro
colonias de la bacteria con un asa bacteriol6gica y se colocaron en un tubo con 3
ml de NaCl al 0.05 %. La suspension se homogenizo en vortex durante 3 sy se
midio la turbidez en un nefeldmetro, ajustando con NaCl al 0.05 % hasta obtener

una turbidez de 0.5 en la escala de Mc Farland.
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Ensayo de actividad antibacteriana

Se prepararon placas de Agar Mueller-Hinton 24 h antes del ensayo. Pasadas las

24, se inocularon con las suspensiones bacterianas de la siguiente manera:

1.

En el caso de las bacterias Gram negativas se tomoé un hisopo estéril y se
sumergio en la suspension varias veces, para después presionarlo sobre las
paredes del tubo, con el fin de eliminar el exceso de inoculo en el hisopo; en
el caso de las Gram positivas el protocolo es idéntico, salvo que debe evitarse
presionar el hisopo contra las paredes.

Las placas se inocularon deslizando el hisopo por la superficie del agar,
rotando la placa 60° hasta obtener una distribucién uniforme por toda la
superficie. Las placas se dejaron reposar abiertas en el gabinete de
bioseguridad durante 5 min para permitir la absorcion del exceso de liquido.
Con la ayuda de unas pinzas estériles se colocaron en la superficie del agar
discos de papel de filtro con celulosa estériles, de 0.51 mm de espesor.
Sobre los discos de papel se colocaron lenta y cuidadosamente 15 pul del
extracto. Cada extracto se coloco en tres discos distintos en cada placa.

Las placas se dejaron abiertas durante 5 min. Posteriormente se incubaron
15 min a 4°C.

Finalmente, las placas se incubaron a 35 °C durante 20 h y se midio el

didmetro de los halos de inhibicidon con un vernier.

1.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento y caracterizacion de los enddfitos de Taxus, Salvia ballotiflora y

Krameria cystisoides

Una vez que se observd la morfologia colonial de cada aislado después de tres

recultivos, se eliminaron los aislamientos con la misma morfologia que pertenecian

al mismo tejido y misma planta. Finalmente se obtuvieron un total de 130 morfotipos.

Entiéndase por morfotipo, una morfologia colonial especifica (tamafio, textura,

bordes, elevacion, color, olor, u otra caracteristica perceptible a simple vista) de un

aislado de un tejido especifico de una muestra de planta especifica. En la Tabla 13
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de los Anexos se concentraron el total de las claves de identificacion final asignadas
a cada morfotipo para cada planta estudiada. Como se observa en la Figura 1, el
mayor numero de morfotipos se obtuvo de Krameria cystisoides, seguido por el Tejo

de El Chico, El Tejo de Ponferrada y en ultimo lugar Salvia ballotiflora.

= Tejo Ponferrada
Tejo El Chico
= Krameria cystisoides

= Salvia ballotiflora

Figura 1. Representacion grafica de los morfotipos aislados por planta

En relacion con el tiempo de crecimiento, y para fines practicos, los hongos se
dividieron en tres grupos. Inicialmente, esta clasificacion fue util para determinar el

tiempo de incubacién de cada grupo:

e De rapido crecimiento: Crecian de 3 a 5 dias.
e De lento crecimiento: Crecian de 6 a 12 dias.

e De muy lento crecimiento: crecian de 13 a 21 dias.

Interesantemente, casi el total de los aislados de lento crecimiento y muy lento
crecimiento no crecieron después del tercer recultivo en ausencia del extracto de
su planta hospedera. En la Figura 2 se muestra una representacion grafica de las
proporciones de enddfitos que fueron dependientes o no dependientes del extracto
de la planta hospedera.

46



Tejo Ponferrada Krameria cystisoides

72% 75%
Tejo El Chico Salvia ballotiflora
0%
50%
100%
u Dependiente No dependiente

Figura 2. Proporcion de aislados dependientes/no dependientes del extracto de la planta hospedera

Con los hongos sobrevivientes, es decir los que no dependian del extracto de planta
hospedera, se realiz6 la identificacion con base en el analisis de las regiones ITS1,
5.8S en ITS2 de los genes del ARN ribosomal, que se muestran en la llustracién 4.

ITS 5 P

18S I 5.8S I 28S
Region ITS1 Regidn ITS2
< IiTs 48

llustracién 4. Configuracién de las regiones de ADN ribosomal de hongos

Los amplicones de las cepas MR10 y ELO1 obtenidos en un gradiente de
temperatura (Imagen 1) se muestran como ejemplo de la estandarizacion de la
temperatura de alineamiento en la PCR. Como se podra notar, la temperatura
optima de amplificacion fue de 51 °C, ligeramente distinta a las anteriormente
reportadas (Ko, Hong et al. 1997). El resultado de la amplificacion en estas
condiciones se muestra en la Imagen 2, donde se observa la amplificacion esperada

de aproximadamente 600 bp.
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Imagen 1. Amplicones del gradiente de temperatura de alineamiento de las cepas MR10 y ERO1.
(Gel de agarosa, 1.5 %, 80V, 60 minutos).
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ERO1 MR10

Imagen 2. Amplicones para ITS de ERO1 y MR10 a temperatura de alineamiento de 51 °C
(Gel de agarosa, 1.5 %, 80 V, 60 minutos)

Segun lo esperado, la mayoria de las identificaciones se lograron hacer a nivel
género, con algunas especies candidatas (Tabla 5). Estos resultados son
consistentes con la mayoria de los estudios donde se usa el analisis de los ITS para
la determinacion de la diversidad fungica, aunque es comun en ciertos estudios de
endofitos encontrar dificultades para la identificar hasta el nivel de especie. En este
sentido, la resolucion a nivel de especie y el éxito de amplificacién en la PCR
dependen de varios factores (Toju, Tanabe et al. 2012, Xu 2016):

1. Delaregién aamplificar que a su vez depende del par de “primers” usados
para la amplificacién. En nuestro caso, el par de “primers” incluye una parte
del gen rARN de la subunidad grande 28S (llustracion 4), lo que confiere un
poco mas de resolucion para algunos grupos taxondmicos.

2. Del grupo taxondémico a identificar: el éxito de la amplificacion y la
confiabilidad del amplicon varian en algunos grupos taxondémicos, por
ejemplo, pude llegar al 100 % de éxito para Pezizomycotina en donde se

agrupan la mayoria de los ascomicetos, y Saccharomycotina, que incluye a
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la mayoria de las levaduras. Por el contrario, para otros grupos taxonomicos
como Mortierellomycotina, Mucoromycotina, Kickxellomycotina,
Zoopagomycotina, Entomophthoromycotyna, Chytridiomycotay,
Neocallimasgomycota y Blastocladiomycota, este porcentaje disminuye
hasta el 65 %, y logrando identificaciones solo a nivel de género (Schoch,
Seifert et al. 2012).

3. Ligado al punto anterior esta el aspecto del nicho ecolédgico de estudio, es
decir, hay ambientes donde se ha estudiado muy poco la diversidad fangica,
en los cuales hay especies aln desconocidas y en consecuencia poca
informacion en las bases de datos para comparar. Uno de estos ambientes
poco explorados es el interior de las plantas. Por ejemplo, segun un andlisis
reciente de informacion de secuenciacion masiva en las bases de datos
publicas, la mayoria de las especies desconocidas de hongos son hongos

asociados a liquenes y a tejidos de plantas (Baldrian, Vétrovsky et al. 2022).

Sobre los hongos aislados y la diversidad de los hongos identificados

Se ha observado que la cantidad de morfotipos y la diversidad de aislamientos son
variables multifactoriales aun dificiles de predecir. En general, la cantidad de
aislados y morfotipos depende de la cantidad de muestras por tejido, del nimero de
plantas muestreadas y de asegurar la esterilizacién de la superficie exterior de los
tejidos vegetales, para tener la certeza de que los hongos aislados efectivamente
son enddfitos (Oita, Carey et al. 2021). Obsérvese en las Tablas 5y 6, que el nimero
de aislados varia de 1 en un solo tejido hasta miles cuando se muestrean arboles
de diversas localidades (Tabla 6). Con respecto al numero de morfotipos, este varia
entre géneros de plantas, tejidos, y otros factores que discutiremos mas adelante,
pero frecuentemente es mucho menor al numero de aislamientos, por ejemplo, en
el caso de los enddfitos de Taxus chinensis var. Mairei, Wu et al. encontraron solo
145 morfotipos seleccionados, de los 2442 aislados originales (Wu, Han et al. 2013).
Un ejemplo mas cercano podria ser de Rivera-Ordufia y colaboradores, que aislaron
57 morfotipos de varias (los autores no especifican la cantidad) muestras de Taxus

globosa (Rivera-Ordufia, Suarez-Sanchez et al. 2011), un nimero mas cercano al
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namero de aislamientos totales del Tejo de Ponferrada y del Tejo de El Chico (Figura
1).

Tabla 5. Hongos endéfitos identificados

ID de Organismos con mayor % de ) e
aislamiento similitud en BLAST D NCBI: Identificacion
Tejo El Chico

MRO08 Periconia pseudobyssoides (100) MN944517.1 Periconia s

Periconia byssoides (100) MK907734.1 Pp-
Uncultured Pleosporales (94.57) KP114363.1
MR14 Montagnula chiangraiensis (89.39) MT214349.1
Herpotrichia striatispora (97) MW724120.1
Alternaria blumeae (100) MN612548.1
MR13 Alternaria sp. (100) MK640610.1 Alternaria spp.
Alternaria zinniae (99.8) LC440614.1
MR10 Xylaria cubensis (100) Guar3slol |
Colletotrichum sp. (99) ON155414.1
Tejo Ponferrada
Fusarium sp. (99.8) ON599031.1
. - ON566025.1 .
ELO1 Fusarium tricinctum (99.8) Fusarium spp.
Fusarium acuminatum (99.8) ON533534.1
' ONO054309.1
ERO8 . .
Fusarium oxysporum ON597617.1 Fusarium oxysporum
Alternaria alternata (99.28) MH553296.1 .
ERO1 . . . Alt
0 Alternaria angustiovoidea (99.11) OM319822.1 ernana spp
Salvia ballotiflora
IRH4 Fusarium oxysporum (100) ON796002.1 | Fusarium oxysporum
Alternaria alternata ON796496.1 .
PRH4 Alternaria tenuissima ON796493.1 Alternaria spp.
Fusarium oxysporum (100) ON796001.1 .
. F .
PRHIA Fusarium sp. (100) ON514214.1 usarium spp
Fusarium oxysporum (99) MN588215.1 .
IRH Fusarium sp. (99) KT269030.1 Fusarium spp.
Krameria cystisoides
. - Cladosporium
MRK23 Cladosporium cladosporioides MT635286.1 .
cladosporioides
Xylaria berteri (100) GU324750.1
MRK31 Xylariaceae sp (99) JF773596.1 Xylariaceae spp.
Xylaria curta (99) EU715623.1
Penicillium griseoroseum MT635309.1
MRK 26 Penicillium Rubens MT558923.1 Penicillium spp.
Penicillium camemberti MT529868.1

51




Dothiorella citricola MT587397.1

Spencermartinsia sp. KC898221.1 .

MRK11 Dpothiorella plurivorz MN634035.1 Dothiorella spp.
Dothiorella viticola MN653626.1
Periconia pseudobyssoides MN944517.1

MRK5 Periconia byssoides MK370654.1 Periconia spp.
Pleosporales sp MN486543.1

Cladosporium cladosporioides (100) MT635286.1 .
MRK23 Cladosporium xylophilum (100) MT361092.1 Cladosporium spp.

MT453292.1

Didymellaceae sp.

Coniothyrium s MT032468.1
. yrium Sp. MN944412.1
Microsphaeropsis olivacea (100)
: : . MN853866.1 | = -------—--
IHK2B Coniothyrium pyrinum
MH860858.1
Phoma sp. (100)
Platychora ulmi (100) MF788203.1
4 KX822126.1
MRK1 pomii f’ubens MT558933.1 Penicillium spp.
MT558923.1

En El Chico se muestrearon seis tejos, de cada uno se tomaron dos muestras de
hoja y rama, una de corteza y una de raiz por individuo, sin embargo, solo se tuvo
la capacidad de infraestructura y técnica para aislar a los endofitos de una muestra
de cada tejido de un solo individuo. Por lo tanto, los resultados presentados
corresponden a los aislamientos de un solo individuo. A pesar de ello, se obtuvo un
namero considerable de morfotipos, en comparacion con la mayoria de los ejemplos
de las Tablas 6 y 7. Ademas, el numero de morfotipos podria estar relacionado con
el hecho de que se uso el extracto de planta hospedera durante el aislamiento, el
cual no se uso en ninguno de los ejemplos que se muestran en las Tablas 6y 7. Es
interesante que muchos de los aislados fueron dependientes de la planta hospedera
(Figura 2), lo que podria implicar que se aislaron hongos que no se reportan
frecuentemente como endofitos, hongos con algun requerimiento nutricional
especial y/o con una dependencia estricta de la planta hospedera. Debido a que no
se realizaron las pruebas de identificacion pertinentes, y estas cepas se perdieron
no fue posible poner a prueba esas hipotesis. Con respecto a estos hongos, seria

interesante reaislar los hongos de los tejos con esta misma metodologia, identificar
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las especies y poner a prueba las hipdtesis antes mencionadas tratando de

mantener a los hongos “dependientes” en medios ricos en micronutrientes.

La diversidad y la estructura de las poblaciones de endoéfitos en una planta
hospedera o un ecosistema, son parametros a menudo explorados en estudios de
este tipo de hongos. En este trabajo no fue posible obtener esta informacion debido
a que se identificaron pocos morfotipos de total de los aislamientos (Tabla 5). A
pesar de ello, sabemos por otros reportes, que estos dos aspectos estan
influenciados por una variedad de factores, por ejemplo, el ambiente-clima, la
geografia y la genética de la planta hospedera (Wu, Han et al. 2013). Repitamos,
por ejemplo, el caso de la diversidad y la configuracion de las poblaciones de
hongos endofitos en plantas endémicas de Hawai a lo largo de una gradiente de
elevacion: al analizar estas poblaciones se observaron ciertos patrones,
especificamente que los extremos de la elevacién hay mas especies de hongos
endofitos interactuando con estas plantas, sin embargo, estas interacciones son
menos especializadas (Cobian, Egan et al. 2019). Parece haber una tendencia a
encontrar mas factores que afectan la diversidad conforme se aumenta el area de
muestreo y conforme se incluye un mayor numero de espacies de plantas

hospederas (Zimmerman and Vitousek 2012, Darcy, Swift et al. 2020). .

Ya que el objetivo inicial de este trabajo fue aislar y seleccionar hongos productores
de taxol a partir de tejos, no se registraron las cantidades de aislamientos por tejido.
Es importante mencionar que solo de los tejos se realizaron aislamientos de hoja,
rama (corteza) y raiz. Para Krameria cystisoides y Salvia ballotiflora, el total de los
aislamientos fueron de hojas. Sobre la diversidad en distintos tejidos, se cree que la
diversidad se da a nivel de genotipo de los enddfitos. Esto tiene sentido si
consideramos las claras diferencias en la actividad bioquimica y medio ambiental
de cada tejido, por ejemplo, las hojas son metabdlicamente mas dinamicas por su
rol esencial en la fotosintesis y expuesta al viento, la luz solar, al ataque de insectos
y otros organismos; estas condiciones contrastan con las de las raices, por ejemplo
(Arnold 2007). Hay suficiente evidencia para afirmar que las hojas y las raices

responden metabdlicamente de manera muy distinta ante diferentes estimulos

53



ambientales (Hsiao and Xu 2000, Kang, Babar et al. 2019), por lo que es congruente
pensar que el tejido también ejercera una cierta presion selectiva sobre las cepas
de endofitos.
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Tabla 6. Relacion de hongos enddfitos aislados de diferentes tejidos de Taxus spp.

e Numero de - L . Med_ios de
Planta hospedera nl]_mero de Aislados/morfotinos Hongos Identificados por secuenciacion de los ITS Referencia 9u|t|v9 de
aislados P aislamiento
Alternaria sp. Aspergillus sp., Cochliobolus sp.,
Hoja/17 Coprinellus domesticus, Hypoxylon sp., Polyporus | (Rivera-
Ramas/11 116 aislados arcularius, Xylaria juruensis , Xylariaceae, Orduna, ACz
Taxus globosa Raiz/5 . Annulohypoxylon, Cercophora, Conoplea, Suarez- PDA
57 morfotipos Daldinia, Lecythophora, Letendraea,Massarina, | Sanchez et AMS
Corteza/24 Phialophorophoma, Sporormia, Xylomelasma, | al. 2011)
Coprinellus, Polyporus y Trametes
_ Hojas/NR 82 aislados Phoma, Alternaria, Nigro_spora_, Gibb_erella, (Xiong, Yang PDA
Taxus x media . Glomerella, Phomopsis, Guignardia y !
Corteza/NR 29 morfotipos Colletotrichum. et al. 2013)
Absidia spinosa, Alternaria alternata, Alternaria
atra, Alternaria longipes, Aspergillus niger,
Aureobasidium pullulans, Pseudodictyosporium
elegans, Cladosporium basi-inflatuma,
Cladosporium cladosporioides, Cladosporium
Corteza/29 herbarum, Cladosporium perangustum, (Jam AW
Rama/1l 125 aislados Coniothyrium sp., _Cyclothyrl_um sp., Cyto_spora Ashkezari PDA
Taxus baccata L. . leucostoma, Epicoccum nigrum, Fusarium and
(80 40 morfotipos lateritium, Fusarium lateritium, Geniculosporium | Fotouhifar
muestras) serpens, Lecanicillium lecanii, Nigrospora oryzae, | 2017)
Paraphoma fimetl, Phoma pratoruma, Phomopsis
archer, Sclerostagonospora cycadis,
Seimatosporium cf. Pezizoidesa, Seimatosporium
sp., Stachybotrys chartarum, Truncatella
angustata, Xylaria.
Taxus chinensis | Corteza/NR 2442 aislados , . _ (Wu, Han et
o . Géneros dominantes: PDA
var. Mairei Ramas/91 145 morfotipos al. 2013)
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Hojas/NR

Phomopsis, Guignardia/Phyllosticta (anamorfo de

3 Guignardia), y Glomerella/Colletotrichum
localidades (anamorfo de Glomerella).
Numero de
arboles)
muestreado
s NR
Diaporthe eres, Alternaria alternata, Fusarium
solani, Rhizopus oryzae, Paraconiothyrium
brasiliense, Pyrenochaeta romeroi, Trichoderma
saturnisporum, Diaporthe phaseolorum,
Aspergillus versicolor, Paraconiothyrium
Corteza/NR brasiliense, Acremonium alternatum, Aspergillus
ortez . i i i i
' _ 115 aislados versicolor, Trlch(_)derma g_amsu, Xylaria ve_nosula, (Liu, Ding et
Taxus chinensis Rama/NR ot Cladosporium tenuissimum, Sordaria al 2’009) PDA
30 morfotipos macrospora, Neonectria radicicola, Pezicula '
sporulosa, Epacris microphylla, Metarhizium
anisopliae, Cryptococcus flavescens, Hypocrea
lixii, Ascomycete sp., Preussia flanaganii,
Diaporthe phaseolorum, Pezicula sporulosa,
Botryosphaeria obtuse, Coniothyrium diplodiella,
Ceratobasidium sp., Epacris microphylla
Corteza/60 .
T. baccata ss i (Garyali,
- baccala ssp. (varias 60 aislados NR Kumar et al. PDA
wallichiana localizacion
2014)
es)
T. wallichiana var. | o408 428 aislados NR (Zaiyou, Li et PDA
mairei al. 2017)
Taxus sp. Corteza/NR 100 aislados NR Singh et al. MMA
Hojas/NR 2019)

56




NR: No Reportado; PDA: Agar Papa y dextrosa; ACz: Agar Czapek; AMS: Agar Maltosa Sabouraud; MMA: Agar Micoldgico Modificado; AW: Agar Agua

Tabla 7. Relacién de hongos enddfitos aislados de diferentes tejidos de Salvia spp.

Tejido/ NGmero de N o _ Med_ios de
Planta hospedera m]_mero de Aislados/morfotinos Hongos Identificados por secuenciacion de los ITS Referencia gultlvt_) de
aislados : P aislamiento
Alternaria sp, Pleosporales sp., Leptosphaeria sp.,
57 aislados Peyronellaea sp., Phoma sp, Phoma sp., (Jingfeng,
Salvia miltiorrhiza Raiz/NR . Xylomelasma sp., Bionectria sp., Fusarium sp., Linyun et al. PDA
14 morfotipos Fusarium sp., Sarocladium sp., Sarocladium sp., | 2013)
Aspergillus sp., Petriella sp., Cadophora sp.
Paraphoma radicina, Coniolariella hispanica,
Phaeoacremonium rubrigenum, Aspergillus sp.,
Psathyrella candolleana, Trichoderma asperellum,
Alternaria chlamydosporigena, Thielavia (Teimoori-
Salvia Raiz/NR 56 aislados microspore, Acremonium sclerotigenum, Boghsani, PDA
abrotanoides Hojas/NR 21 morfotipos Paecilomyces lilacinus, Monocillium ligusticum, Ganjeali et
Simplicillium cylindrosporum, Talaromyces al. 2020)
verruculosus, Talaromyces sp., Penicillium
canescens, Penicillium chrysogenum, Penicillium
charlesii, Penicillium murcianum.
(Yang,
Salvia miltiorrhiza Hoja/NR 1 Chaetomium globosum Zhao et al. NR
2019)
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(Wang, Luo

Salvia przewalskii Raiz/NR 1 Alternaria tenuissima et al. 2014) PDA
Raiz/7
Salvia miltiorrhiza Rama/l 14 aislados Alternaria sp., Fusarium sp., Schizophyllum sp.y | (Li, Xin et PDA
Bge.f. alba Hoja/1 Trametes al. 2015)
Flor/5
Salvia . (Li, Zhai et
. . Hoja/NR 1 Phoma glomerata ' PDA
miltiorrhiza ) g al. 2016)
Salvia miltiorrhiza Raiz/NR 1 Mucor circinelloides (Chen, Qi et MS
al. 2021)

NR: No Reportado; PDA: Agar Papa y dextrosa; MS: Medio Murashige & Skoog
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Actividad antimicrobiana de los endofitos aislados

En la Tabla 14 de los Anexos se han enumerado los resultados de la actividad
antibacteriana de los caldos de cultivo concentrados de 20 endofitos. Para una
mejor apreciacion de estos datos, los resultados se muestran en las Figuras 3, 4, 5
y 6. En ellas se observan en el eje de ordenadas las abreviaturas asignadas a cada
morfotipo durante el aislamiento y en eje de abscisas los halos de inhibicion
expresados en milimetros, segun el manual M100 del CLSI. Al mismo tiempo que
se realizaron las pruebas para cada extracto, se hicieron las pruebas de control de
calidad de P. aeruginosa, E. coli, y S. aureus para los antibiéticos recomendados
por el Manual ya mencionado (Tablas 21, 22 y 23 de los Anexos). En las tablas se
presentan los resultados de seis repeticiones. El criterio para determinar si la prueba
esta dentro de rango (DR) fue que el promedio + una desviacion estandar cayera
dentro del rango control de calidad. Cuando se presentaron valores fuera de rango
se tomo una nueva alicuota de la cepa conservada en ultracongelaciéon y se repitio

la prueba.
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Figura 3. Actividad antibacteriana de algunos enddfitos del Tejo El Chico
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Figura 4. Actividad antibacteriana de algunos enddfitos del Tejo Ponferrada
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Figura 5. Actividad antibacteriana de algunos enddfitos del Salvia ballotiflora
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Figura 6. Actividad antibacteriana de algunos enddfitos del Krameria cystisoides

Enddfitos de Salvia ballotiflora

Salvia ballotiflora es una planta herbacea de la familia Lamiaceae, que incluye una
gran cantidad de plantas con propiedades medicinales, culinarias e industriales.
Estudios filogenéticos sugieren que dentro de Salvia spp. estan incluidos cinco
géneros: Dorystaechas, Meriandra, Perovskia, Rosmarinus, y Zhumeria (Drew,
Gonzélez-Gallegos et al. 2017). Se conocen a detalle algunos diterpenos con
actividad antibacteriana aislados de la raiz de Salvia viridis: salviviridinol, viridinol,
viridona, 1-oxoferruginol, ferruginol, aethiopinona y microstegiol. El 1-oxoferruginol
es muy activo contra S. aureus, S.epidermidis. B. subtilis y Proteus mirabilis
(Ulubelen, Oksiiz et al. 2000). Adicionalmente, en Salvia abrotonoides se ha aislado
la cryptotanshinona, que confiere las actividades antitumoral, antiviral,
antinflamatoria, neuroprotectora, cardioprotectora, tipicas de Salvia spp.(Wu, Wu et
al. 2020).

En relaciébn con los hongos endoéfitos de Salvia spp., la gran mayoria se han
reportado para: S. miltiorrhiza, S. abrotonoides, S. agyptiaca, S. officinalis, S.
przewalskii y S. yanguii, siendo aislados mas frecuentemente de las raices, luego

de las ramas y menos comunmente en hojas y semillas. La principal bioactividad
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reportada en raices de algunas especies es la citotdxica contra una amplia gama de
lineas celulares (Jassbi, Zare et al. 2016), en segundo lugar la actividad
antimicrobiana en endofitos tanto de hojas como de raices (Zimowska, Bielecka et
al. 2020).

De manera similar a lo que ocurre con el tejo, en el que algunos de sus enddfitos
son capaces de producir los compuestos bioactivos de la planta hospedera en
cultivos axénicos, algunos endofitos de salvia producen también el principal
compuesto bioactivo de muchas especies de Salvia. Se ha demostrado que
Penicillium canescens, Penicillium murcianum, Paraphoma radicina y Coniolariella
hispanica (enddfitos de las raices de S. abrotonoides) producen cryptotanshinona

in vitro en ausencia de la planta hospedera (Jassbi, Zare et al. 2016).

Con respecto a la actividad antibacteriana, a continuacion, se describen ejemplos
en los cuales se han encontrado compuestos o extractos de endofitos de Salvia spp.

con actividad antibacteriana:

1. Los extractos organicos de Sarocladium kiliense y Alternaria sp. presentaron
una fuerte actividad antibacteriana contra Agrobacterium tumefaciens,
Bacillus subtilis, Clavibacter michiganensis y Pseudomonas lachrymans
(Jingfeng, Linyun et al. 2013).

2. Xylomelasma sp., un ascomiceto aislado de Salvia miltiorrhiza Bunge
produce cinco derivados de cromona (derivado de benzopirano sustituido con
un grupo cetona en el anillo de pirano) con actividad antibacteriana. El
isoeugenitol presentd notable actividad contra Mycobacterium tuberculosis y
la 8-hidroxi-6-metoxi-3-metilisocumarina es activa contra B. subtilis,
Agrobacterium tumefaciens y Xanthomonas vesicatoria (Lai, Li et al. 2021).

3. Alternaria sp. aislada de raices de Salvia miltiorrhiza produce dibenzo-a-
pironas. altenuisol, 4-hidroxialternariol-9-metil éter y alternariol, que tienen
actividad antimicrobiana contra Agrobacterium tumefaciens, B. subtilis,
Pseudomonas lachrymans, Ralstonia solanacearum, Staphylococcus

hemolyticus y Xanthomonas vesicatoria (Tian, Fu et al. 2017).
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A pesar de estos antecedentes, no existen reportes de endofitos aislados de la
especie S. ballotiflora. En este trabajo se reporta el aislamiento de 12 morfotipos de
una muestra de rama y hojas (Figura 5) de los cuales se logré identificar tres
morfotipos de Fusarium spp. y uno de Alternaria spp. Del total de los morfotipos, el
denominado como IHH mostré la mas alta actividad antibacteriana (Figura 5), con
una tendencia a ser mas activo contra las bacterias Gram positivas probadas en
este trabajo. Este hongo no se identifico, debido a que el amplicon que se envi6 a
secuenciar fue de mala calidad. Dada la actividad de este morfotipo, seria
conveniente concluir con la identificacion de este aislado repitiendo la PCR y
realizando una adecuada purificacion del amplicon. Adicionalmente, se podria
concluir la identificacion microscépica y complementar los datos la secuenciaciéon
de los ITS.

Enddfitos de Krameria cystisoides

Krameria es un género de plantas hemiparasitas nativas de América que se pueden
encontrar desde el sur de los Estados Unidos de América hasta Brasil. EI género,
que comprende varias especies, es popularmente conocido como “ratania” y posee
una variedad de usos tradicionales, todos relacionados con las propiedades
astringentes de los extractos taniferos de las raices. Su uso medicinal fue
popularizado por los europeos entre 1820 y 1920, aunque los nativos ya usaban
masticar frecuentemente hojas de “ratania” con fines que se desconocen (Simpson
1991). En México, la raiz de Krameria cystisoides es usada en la medicina
tradicional otomi de algunas zonas de los estados de México e Hidalgo para el
tratamiento del dolor de estbmago y de heridas (Hersch-Martinez 1997, Sanchez-
Gonzalez, Granados-Sanchez et al. 2008). Mas recientemente, estudios
farmacoldgicos han probado la actividad antiinflamatoria in vitro de su principal
compuesto bioactivo, la kramecina (Pérez-Gutiérrez, Sanchez-Mendoza et al.
2012). Hasta la fecha no se han reportado endéfitos en este género, sin embargo,
en este trabajo el mayor nimero de morfotipos se aislo de esta planta (Figura 6).

Aunque la mayoria de los hongos identificados se aislaron de esta planta, los
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hongos con una modesta actividad antibacteriana (Figura 6) no se lograron

identificar.

La falta de reportes de endofitos de esta planta podria atribuirse a que Krameria
cystisoides es una planta medicinal poco estudiada en todos los aspectos, en
comparacién con otras plantas medicinales. Este seria el primer reporte de hongos
enddfitos en el género Krameria. Resultaria interesante seguir con el estudio de
estos hongos y documentar la actividad antiinflamatoria y otras actividades

farmacoldgicas probadas por Perez-Gutierrez y colaboradores.

Endofitos de Taxus y la produccién de taxol fungico

Taxus es un género de arboles coniferos de zonas montafiosas, que comprende
diez especies distribuidas en todo el mundo de manera restringida. La especie
mexicana, Taxus globosa, se puede encontrar desde la parte central de Nuevo
Ledn, la cuenca del Golfo y el eje neovolcanico. Debido a su baja poblacién, a que
crece en habitats restringidos y a que se conoce poco sobre la dinamica de sus
poblaciones en los ecosistemas mexicanos, se ha catalogado como especie
protegida (Chavez 2001, Chavez 2002).

En relacién con los hongos enddfitos del tejo, la mayoria de las investigaciones se
centran en buscar hongos productores de taxol y sus condiciones de produccion.
Probablemente este compuesto es el producto natural mas famoso producido por
hongos endofitos. El taxol (o su nombre comudn, paclitaxel) es un diterpenoide
altamente funcionalizado con actividad antimitética que se aisl6 originalmente de la
corteza del tejo Taxus brevifolia. Fue el primer taxano que mostré tener actividades
antileucémica e inhibitoria de tumores (Wani, Taylor et al. 1971). En 1993 se reportd
el primer hongo endéfito productor de paclitaxel y otros taxanos, Taxomyces
andreanae. El hongo fue aislado de la corteza interior de T. brevifolia y demostré su
capacidad para producir taxanos cuando se incubd en un medio definido semisoélido
(Stierle, Strobel et al. 1993). Ahora sabemos que los hongos enddfitos productores
de taxol pueden ser aislados de otras plantas medicinales hospederas distintas a

los tejos. De hecho, estos hongos han demostrado alcanzar concentraciones de
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taxol en los caldos de cultivo incluso mas elevadas en comparacion con los
endofitos del tejo (Gangadevi, Murugan et al. 2008, Gangadevi and Muthumary
2009, Pandi, Kumaran et al. 2011, Kumaran, Choi et al. 2012). Por ejemplo,
Cladosporium oxysporum, aislado de la planta medicinal, Moringa oleifera alcanza
concentraciones de 550 ug/l en cultivo liquido (Gokul Raj, Manikandan et al. 2015),
una concentracion alta considerando que Taxomyces andreanae alcanza solo 0.05
Mg/l en condiciones similares de cultivo. De mismo modo, Phoma betae, enddfito de
hojas de Ginkgo biloba alcanza rendimientos de 795 ug/L (Kumaran, Choi et al.
2012). A la fecha se han reportado miles de hongos endofitos productores de taxol
tanto del tejo como de otras plantas usadas en la medicina tradicional (Naik 2019),
ademas de algunas patentes para la produccién de taxol con distintos enfoques,
tales como 1) la optimizacion del proceso de produccién, 2) los métodos de
purificacion de los caldos de cultivo y 3) métodos para el “screening” de hongos

productores de taxol (Torres-Mendoza, Ortega et al. 2020).

Con respecto a la actividad antimicrobiana, Fusarium solani aislado de la corteza
del tejo del Himalaya, exhibe fuerte a moderada actividad contra, Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y Shigella flexneri
(Tayung, Barik et al. 2011). Un comportamiento similar contra estos patégenos se
observé en extractos de algunos enddfitos de hoja y corteza de esta misma especie
de arbol. Resalta que en el trabajo de Gauchan colaboradores, se exploraron la
actividad citotdxica, antioxidante y antimicrobiana de 16 morfotipos que en conjunto
presentaron esta gama de bioactividades (Gauchan, Kandel et al. 2020). En
concordancia con estas investigaciones, en este trabajo el morfotipo ML03 (aislado
del tejo mexicano) present6 la actividad antimicrobiana mas elevada y de mas

amplio espectro (Figura 3).

A pesar de las grandes limitaciones técnicas en el estudio de los hongos endoéfitos
y después de casi cuatro décadas desde el descubrimiento del primer hongo
endofito productor de taxol (Stierle, Strobel et al. 1993), estos organismos siguen
teniendo la atencion de los interesados en sus mdltiples aplicaciones tanto en el

campo del descubrimiento de nuevas moléculas bioactivas, como en el estudio de
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la complejidad de sus multiples interacciones con otros organismos, en parte debido

a todo lo que aun desconocemos sobre este grupo, tan diverso, de hongos.
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1.4 PERSPECTIVAS FUTURAS

Ya que los extractos de los morfotipos MLO3 e IHH mostraron actividad
antibacteriana considerable, convendria seguir indagando en qué compuestos en el
extracto confieren esta actividad biologica. Para ello se propone preparar nuevos
extractos y hacer un “screening” de la actividad antibacteriana por la técnica bio-
autografia TLC (bio-autografia por Cromatografia de Capa Fina), determinar los
“factores de retardo” (Rf) de las manchas bioactivas, fraccionar mediante TLC semi-
preparativas, recuperar los compuestos en metanol y analizar directamente por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas a la vez que se verifica
la actividad antibacteriana de las fracciones. Este mismo enfoque se puede usar
para la busqueda de compuestos con otras actividades biolégicas, por ejemplo,
antiinflamatoria, citototéxica o antiviral, que son actividades biolégicas que se han

demostrado en diversos estudios para las plantas examinadas en este trabajo.

Como se menciond en la seccién “Resultados y Discusion”, en relacion con dar
continuidad a la identificacion de los morfotipos, seria relevante concluir la
identificacion de todos los morfotipos, con énfasis en los morfotipos con mayor
actividad antibacteriana. Como no hay reportes de hongos endoéfitos en Salvia
ballotiflora y Krameria cystisoides, y mucho menos de las actividades bioldgicas de
sus metabolitos secundarios, seria relevante complementar y reportar esta

informacion en un articulo cientifico.
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1.5 CONCLUSIONES

. Se encontré el sitio donde habita una poblacion de tejos adultos y juveniles en
el Parque Nacional El Chico, segun lo reportado por el equipo de Zavala-
Sanchez.

. Se aislaron un total de 130 morfotipos distintos de hongos endofitos.

3. Con la metodologia usada en este trabajo, hasta el 50 % de los morfotipos

fueron dependientes de la planta hospedera.
. Se identificaron 16 morfotipos a nivel de especie.

5. Los morfotipos ML0O3, IHH e IBH mostraron la actividad antimicrobiana mas

elevada entre los hongos testados.

. El'nmero de total morfotipos podria estar relacionado con el hecho de que se
uso el extracto de planta hospedera durante el aislamiento.

. Se aislaron 12 morfotipos de una muestra de rama y hojas de Salvia
ballotiflora, el primer reporte de hongos endoéfitos en esta especie.

. EI'mayor numero de morfotipos se obtuvo de una muestra de hoja y rama de
Krameria cystisoides, no hay reportes de enddfitos aislados de este género de

plantas.
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CAPITULO 2 ACTIVIDAD CITOTOXICA DE EXTRACTOS DE
Pestalotiopsis microspora Y BUSQUEDA DE TAXOL
FUNGICO

2.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Preparar extractos de caldos de cultivo de P. microspora usando los medios y
condiciones de crecimiento reportadas para la produccién de taxol.

2. Testar la actividad citotdxica de extractos contra dos lineas celulares de
cancer.

3. Establecer las mezclas solventes para el andlisis de taxol, bacatina Ill y 10-
deacetil bacatina Il en extractos organicos de caldos de cultivo de hongos, por
cromatografia de capa fina (TLC, por sus siglas en inglés).

4. Establecer las condiciones de analisis de taxol, bacatina Il y 10-desacetil
bacatina Ill en extractos organicos de caldos de cultivo de hongos, por
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC, por sus siglas en inglés).

5. Establecer las condiciones de andlisis de taxol, bacatina lll y 10-desacetil
bacatina Ill en extractos organicos de caldos de cultivo de hongos, extraccion
en fase sdlida (SPE, por sus siglas en inglés).

6. Establecer las condiciones de andlisis de taxol, bacatina Ill y 10-desacetil
bacatina Ill en extractos organicos de caldos de cultivo de hongos,
cromatografia liquida acoplada espectrometria de masas (LC-MS, por sus

siglas en inglés).
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2.2 METODOS

2.2.1 Determinacion de la actividad citotdxica de extractos de P. microspora
Ya que el objetivo inicial de este trabajo fue estudiar la produccién de taxol fangico,
los medios utilizados en esta etapa son medios tipicamente utilizados para la

produccion de este anticancerigeno (Tablas 16-20)

Cultivo liquido y extracciones

El medio MID es el m&s cominmente reportado para la produccién de taxol fingico
(Stierle, Strobel et al. 1993), tanto con especies de Pestalotiopsis como con otras
géneros fangicos. Otros medios de produccion utilizados han sido el medio S7, un
simil del floema de plantas (Stroble, Stierle et al. 1993), y el medio M2D (variacién
del medio MID con modificaciones en las concentraciones de fosfato, Mg, Mn y Zn).
El medio MID se modificd en algunos de sus componentes para obtener el medio
que llamamos GF (GFs cuando este se enriquecié con harina de soya). La
composicion de estos medios de cultivo se muestra en las Tablas 16-20 de los

ANexos.

Los cultivos fungicos se comenzaron inoculando los medios liquidos (matraces de
250 ml con 100 ml de medio de cultivo) con un trozo de micelio de aproximadamente
5 x 5 mm proveniente de un cultivo de 5 dias. Los cultivos se mantuvieron a 25 + 2
°C a 120 r.p.m. y en oscuridad por 3, 6, 10, 14, 15, 16 y 21 dias. Los cultivos se
filtraron dos veces con gasa y posteriormente con papel de filtro Whatman® 4. Se
midi6 el volumen del filtrado y se afiadieron 0.25 g de NaCOs por litro. A partir del
fitrado se realizaron extracciones liquido-liquido con 3 volimenes de
diclorometano. El diclorometano se elimind en un evaporador rotatorio. El extracto
sélido se recuper6 en metanol y se colocé en un cristalizador, para secar por
evaporacion en una campana de extraccion. Cada extracto se peso y se almacend
a 4 °C hasta su uso. Estos extractos se utilizaron tanto para los ensayos bioldgicos,

como para los andlisis cromatograficos.
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Determinacion de la actividad citotoxica

El método usado en este trabajo para la determinacion de la actividad citotoxica de
los extractos es un método colorimétrico para el “screening” in vitro de citotoxicidad
de una gran cantidad de muestras. Esencialmente, consiste en la determinacion
indirecta de la densidad celular mediante la cuantificacion de la proteina de células
adherentes usando sulforrodamina B (SFB) (Skehan, Storeng et al. 1990, Lin, Shieh
et al. 1993, Vichai and Kirtikara 2006). Los extractos se probaron a 2 pg/ml y 20
pug/ml y la densidad celular se midié a las 48 h. Como control positivo se usoé

vinblastina.

Se consideraron extractos con actividad citotoxica aquellos que inhibieron la
proliferacion celular en un 50 % o menos, en comparacion con las células que

crecieron en ausencia del extracto.

En la Tabla 8 se muestran los detalles de las lineas celulares de cancer usadas para

la determinacion la actividad citotoxica de los extractos.

Tabla 8. Material bioldgico utilizado para determinar la citotoxicidad de los extractos

Material Biol6gico ID de Referencia
Linea celular de carcinoma
de seno MCE-7 ATCC®HTB-22

Linea celular de carcinoma ™
de colon HCT-15 ATCC®CCL-225

Pestalotiopsis microspora ATCC®11816

Los extractos se disolvieron en un volumen de dimetilsulféxido (DMSO) de manera
que tuvieran una concentracion final de 4 mg/ml. Todos los extractos fueron
esterilizados por filtracion con filtro de nylon de 0.25 um y colocados en microtubos
de 1.5 ml estériles. Finalmente, se hicieron diluciones con DMSO para obtener dos

concentraciones de cada extracto, 2 y 20 pg/ml.
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Preparacion de las lineas celulares y proliferacion en presencia de los extractos
Suspensiones celulares, provenientes de crioviales conservados en nitrdgeno
liquido, fueron inoculadas en el medio RMPI (Tabla 20) y cultivadas en cajas de 75

cm?durante 24 h a 37 °C en atmdsfera de 5% de COa.

El medio se desechd en un frasco y la capa celular se lavé con 15 ml de PBS (buffer
de fosfatos salino) con la finalidad de eliminar los restos de suero que podrian
neutralizar el efecto de la tripsina. Se agregé 1 ml de tripsina, para despegar las
células, y se incubd durante 5 min a 37 °C. La solucidn se homogeniz6 pipeteando
50 veces sobre la pared de la caja para deshacer los grumos celulares.
Posteriormente las células se contaron en una camara de Neubauer y se realiz6
una dilucién tal que permitiera resembrar 1.5 x 108 células/ml en cada caja de
cultivo. Finalmente se agreg6 el volumen necesario de RMPI para un volumen final

de 15 ml. Las placas se incubaron 24 h a 37 °C, con una atmosfera de 5% de CO..

A dia siguiente el proceso se repiti6 para obtener una suspensiéon de 1.5 x 10°
células/ml. En cajas de 96 pozos estériles se colocaron por triplicado 10 pl de las
diluciones de los extractos. Se utilizé vinblastina como control positivo. Finalmente
se agregaron 190 ul de la suspension celular y se mezclé suavemente. Las placas
se incubaron 72 h a 37 °C con una atmosfera de 5% de CO2. 1 ml de cada
suspension celular se colocé en crioviales con DMSO al 100 % y se conservaron en

nitrégeno liquido.

Control inicial dia cero: En una caja distinta a la caja del ensayo se colocaron 190
pl de la suspension celular més 10 pl de DMSO 10 %, se mezclé suavemente y se
incubo a 37 °C.

Determinacion del porcentaje de crecimiento

1. Fijacion de las células

Después de 72 h de crecimiento, las células se fijaron de la siguiente manera: por
cada placa se afiadieron 100 pl de acido tricloroacético al 20 % frio por pozo, se

incubaron a 4 °C durante 30 min, el &cido se decanté y las placas se lavaron
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cuatro veces con agua corriente y se secaron a temperatura ambiente durante

aproximadamente 1 h.
2. Desarrollo del color y lectura

Se agregaron 100 pl de SRB a cada pozo y se dejé reposar durante 30 min. El
colorante se decanto y el exceso de éste se elimind con cuatro lavados con acido
acético al 1%. Las placas se secaron a temperatura ambiente en una campana de
extraccion durante 1 h. El colorante asociado a la proteina celular se solubilizé
agregando 200 pl de Tris-base 10 mM y mezclando en un agitador de placas durante

5 min. El color se midié en un lector de placas de ELISA a 510 nm.
3. Célculo del porcentaje de crecimiento
El crecimiento celular se calculé de la siguiente manera:

(0D células + muestras) — (0D células dia cero)

%d lemiento = X100
%o de creciemiento (0D células + DMSO 10%) — (0D células dia cero)

Todos los extractos y controles se probaron por triplicado. Cuando los controles no
presentaron el comportamiento esperado, la placa se repitid. Los resultados son el
promedio del porcentaje de crecimiento de cada medicion.

2.2.2 Establecimiento de los métodos analiticos para la busqueda de taxol fungico
A la vez que se intentaba inducir la produccion de taxol en cultivos de Pestalotiopsis
mirospora, se comenzaron a hacer pruebas con la finalidad de establecer los

métodos para:

Detectar taxanos mediante TLC
Concentrar los taxanos y eliminar impurezas por SPE

Cuantificar los taxanos por HPLC

0N P

Confirmar los taxanos por LC-MS

Es importante recalcar las razones para incluir la SPE para el analisis de las
muestras: 1) concentrar las muestras para poder lograr la cuantificacion de los

taxanos, un aspecto relevante ya que los cultivos liquidos realizados en este
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trabajo fueron a pequefia escala, en comparacion con otros trabajo (obsérvense
volumenes de la Tabla 15 delos Anexos); 2) eliminar impurezas como residuos
de los materiales plasticos utilizados durante la extraccion de los taxanos y que
pueden interferir durante el analisis de LC-MS.

Para el establecimiento de todas las técnicas antes mencionadas se usaron
estandares grado HPLC de tres taxanos comunes: 10-desacetilbacatina lll, bacatina
[ll'y taxol (llustracién 5).

..... 0
0
’f

. H o_
%
\ =0
LU Y /g

10-desacetilbacatina-Ill Bacatina-III

Taxol

llustracién 5. Estructura quimica de los taxanos usados (Fuente: Pubchem).

Cromatografia de capa fina (TLC)
Se usaron como referencia algunas mezclas de solventes previamente reportadas
para la identificacion y purificaciéon de taxol por TLC (Strobel, Yang et al. 1996). Con

base en estas, se prepararon mas mezclas para separar adecuadamente los tres
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taxanos y establecer los factores de retardo (Rf) de cada compuesto en diferentes

mezclas de solventes.

Se utilizaron placas de vidrio y placas de aluminio de 2 mm de grosor. Las placas
de aluminio se revelaron con una solucién de vainillina &cido sulftrico (0.5 g de

vainillina en 100 ml de una solucién &cido sulfarico al 2 % en de etanol al 95 %).

Cromatografia liquida (HPLC)

Se usaron tres columnas disponibles en el laboratorio para resolver los tres taxanos
en la misma corrida cromatogréfica: 1) C18, Eclipse XDB-C18, 3.5 um, 4.6 x 150
mm. Agilent; 2) C18, pBondapak C18, 10 um, 3.9 x 300 mm. Waters y, 3) Silica-
Pentafenilpropil, Discovery HS F5-5 Supelco, esta ultima columna se utilizé en el
trabajo de (Havlikova, Matysova et al. 2008) para la cuantificacion simultanea de
bacatina 11l y taxol. Se utiliz6 agua grado HPLC como Fase A y las siguientes
opciones como Fase B: 1) metanol con 0.1 % de acido acético, 2) metanol con 0.1
% de acido formico, 3) acetonitrilo con &cido acético 0.1 % vy, 4) acetonitrilo con 0.1
% de acido formico. La elucion se realizo en gradiente aumentando el porcentaje de
Fase B. Se probaron voliumenes de inyeccién de 10y 20 pl y flujos de 0.5, 1y 1.5

mi/min.

Concentracion por Extraccion en Fase Solida (SPE)

Se utilizaron cartuchos de C-18 Hypersep, Thermoscientific de 1 ml y estandares
grado HPLC de los tres taxanos, siguiendo las especificaciones del fabricante. El
proceso consistio en la activacion de los cartuchos, la carga de la muestra, el lavado

y finalmente la elucion.

La cuantificacion de los estandares de los taxanos recuperados se cuantificaron por
HPLC de la siguiente manera: en la etapa de elucion se agregaron 2 volimenes de
500 ul de metanol al 30 %, dos al 40 %, dos al 60, dos al 80 y tres al 100 %; las
fracciones se colectaron independientemente, se filtraron con una membrana de
0.22 um, se aforaron a 1 mL y 20 pL de esta solucién se inyectaron al HPLC por

triplicado.
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Cromatografia liquida acoplada a Espectrometria de masas (LC-MS)

Para esta etapa se utiliz6 un UHPLC Dionex Ultimate 3000 acoplado a un
espectrometro de masas micrOTOF Il Focus™. Se us6 una columna PoroShell 120
EC-C-18, 2.7 um, 4.6 x 50 mm. Se probaron gradientes de acetonitrilo. Los extractos
se inyectaron en metanol con 0.05 % de acido acético grado HPLC. Las corridas
cromatograficas se realizaron en Laboratorio Divisional de Espectrometria de
Masas de la UAM-I (LDEM UAM-I), bajo la supervision del responsable del area, el
Dr. Ponciano Garcia Gutiérrez. El andlisis de los espectros de masas de algunos
extractos fue realizado por la Maestra Monica Rincon Guevara, actualmente
responsable del LDEM UAM-I.
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2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad citotoxica de los extractos de P. microspora

En las Figuras 7 y 8 se presentan de manera grafica los resultados de la actividad
citotoxica de todos los extractos contra las células MCF-7 y HCT15. En el eje “X” se
colocaron las abreviaturas asignadas a cada extracto (Tabla 15 de Anexos). Los
resultados se presentan como porcentaje de crecimiento de las células en presencia
de 20 y 2 pg/ml del extracto. Los porcentajes se calcularon comparando el
crecimiento con células tratadas unicamente con 1.5 % de DMSO, es decir, el
crecimiento en esta condicion se considero el 100 % de crecimiento. Todos los
ensayos se hicieron por triplicado. El calculo de las células iniciales y los controles
positivo y negativo fue el promedio de 10 repeticiones. Los extractos se
consideraron citotoxicos cuando inhibieron la proliferacion celular al menos al 50 %

a la concentracion mas alta del extracto, 20 pg/ml.

En la Tabla 15 de los Anexos se enlistan todos los extractos testados en esta etapa,
ademas, se incluyé el volumen total con que se comenzd la extraccion y el
rendimiento de extracto en mg y detalles sobre el cultivo. Los extractos activos se

marcaron en color verde.
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Figura 7. Actividad citotdxica contra células HCT-15

120

I A4S
0C PyiaLsS
¢ P9LedeiN
0¢ P9ledeiN
¢ azn

0c acn

¢ PSLAIN
0¢ PSLAIN

0¢ PLealin
¢ Peain
0z P6aIn

¢ POaIN

0c PoaIn
¢PLgsain
02 Plzsaln

—==—=e—
|-jm—
—==——
—==— C P|ZAIN
|—— ==
——— ]

¢ P6SaIn
I 0¢ P6salin

I ¢ POSAIN
I 0Z P9saIn

I ¢PIgdo

I 0ZPLZd9
= —— C PG4
—==—— (C PS4
I [4ER)
I 0ZPOL4D
I ¢ P949
I 02 P949

[4%ER)
I 0 pe49
I [AdTAER)
—===jmm—— (¢ PS4

[4LURER)
I 0¢ POLS49

¢ P9s49
== (C P9s49

o o o o o
N

ojUaIWINalD 8p 9

Figura 8. Actividad citotoxica contra células MCF-7

78



Para una mejor apreciacion, en la Figura 9 se concentraron los extractos citotoxicos.
Notese que cinco extractos fueron activos contra al menos una linea celular,
mientras que cuatro de ellos fueron activos contra las dos. Particularmente, los
extractos M2D y S7el4d fueron mas citotoxicos contra HCT-17 que contra MCF-7.
Adicionalmente, el extracto M2D16e no fue activo contra HCT-15, sin embargo,
exhibe una fuerte actividad contra MCF-7 (nétese que incluso a la concentraciéon
mas baja de extracto inhibe el crecimiento hasta al 10 + 2.83 %). De manera similar,
los extractos M1D21d, GFs21d y GFs15d inhiben el crecimiento a menos del 50 %

en la concentraciéon mas baja de extracto (Figura 7 y 8).

Retomando los extractos M2D y M2D16e, es interesante notar que tienen un
comportamiento particular: mientras que M2D inhibe el crecimiento de HCT-15 a
menos del 10%; M2D16 ni siquiera se considero citotoxico contra esta linea celular.
Si se observa la Tabla 15 (Anexos) la Unica diferencia entre estos dos extractos fue
la agitacion del cultivo (M2D con agitacion constante, M2D16e agitacion 3 dias,
estatico 12 dias). Estas condiciones de cultivo han sido reportadas por algunos
autores para la produccion de compuestos citotoxicos por hongos enddfitos (Zhang,
Li et al. 2012, Garyali, Kumar et al. 2013, Rajagopal 2017), sin embargo, ninguin
trabajo se ha enfocado en estudiar la influencia de esta condiciébn en los

rendimientos de taxol y otros taxanos.

MID21d M2D  S7el4d GFs21ld GF15d M2Deléd MIDs21d MID15d GF10d
B MCF7 BHCT15

100
90
80
70
60
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4
3
2
1

Crecimiento (%)
o o o o o

o

Figura 9. Extractos citotdxicos
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La produccién de compuestos anticancerigenos en el género Pestalotiopsis se ha

reportado previamente: en la Tabla 9 se resumen los reportes de compuestos puros

y extractos con actividad citotoxica en Pestalotiopsis spp., que dan un total de 10

compuestos puros y quimicamente caracterizados y dos extractos, activos contra al

menos 1 de 13 lineas celulares de cancer, una de las cuales fue probada en este

trabajo, MCF7.

Tabla 9. Actividad citotéxica de compuestos de Pestalotiopsis spp.

Pestalotioprolida D

Compuestos Linea celular Referencia
: . L5178Y (linfoma de raton) (Liu, Dai et al.
P I I :
estalotioprolida C A2780 (cancer de ovario, humano) 2016)

Extracto organico

Ensayo de letalidad en cerebro de
camaron (BSLA)

(Taofeeq, Saheed
et al. 2018)

Pestalpoliol A
Pestalpoliol B
Pestalpoliol D

HL_60 8 (leucemia)
SMMC-7721(hepatocarcinoma)
A549 (adenocarcinoma de pulmén)
MCF-7 (cancer de mama)
SW480 (cancer de colon)

(Li, Xie et al. 2015)

Acido torreyanico

NEC-8 (carcinoma testicular)
A549 (adenocarcinoma de pulmén)

(Lee, Strobel et al.
1996)

(6S,7S,8R)-
hydroxipestalotin
(+)-pinoresinol

P388 (leucemia de murino)

(Riga Riga 2019)

Acido (+)-sydowico

P388 (leucemia de murino)

(Riga, Happyana et
al. 2020)

Nanoparticulas de plata a
partir de un extracto

B16F10 (melanoma de rat6n)
SKOV3 (carcinoma de ovario, humano)
PC3 (carcinoma de préstata, humano)

(Netala, Bethu et al.
2016)

7-epi-10-deacetiltaxol

HepG2 (hepatocarcinoma)

(Netala, Bethu et al.
2016)

Un comportamiento similar de citotoxicidad al de los extractos de este trabajo, fue

observado por Jung Li y colaboradores en 2015 al determinar la actividad citotoxica
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de tres policétidos aislados de P. microspora. En su estudio determinaron la
actividad citotoxica de estos compuestos contra las siguientes lineas celulares: HL-
60 (leucemia), SMMC-7721 (hepatocarcinoma), A-549 (adenocarcinoma de
pulmén) MCF-7 (cancer de mama) y SW480 (cancer de colon). Ellos observaron
gue mientras que los pestalpolioles A y D son activos contra todas las lineas
celulares, el pestalpoliol B es activo solo contra A-549 (Li, Xie et al. 2015). No sobra
resaltar que, aunque los tres compuestos fueron activos contra la linea celular A-
549, el pestalpoliol A presto la IC50 mas baja del total de los ensayos contra esta

linea celular (Tabla 10).

Tabla 10. Resumen de la actividad citotéxica de tres policétidos de P. microspora

IC50 (uM)
Compuesto
HL-60 SMMC-7721 A-549 MCF-7 Sw480
Pestalpoliol A 10.4 11.3 2.3 13.7 12.4
Pestalpoliol B SA SA 10.6 SA SA
Pestalpoliol D 15.7 31.2 10.7 23.7 21.4

Construida a partir de datos de (Li, Xie et al. 2015). SA: Si Actividad

Dados los trabajos previamente mencionados y sus resultados, podemos pensar
gue esta actividad, diferenciada en los diferentes extractos testados en este trabajo,
podria atribuirse a la contribucion parcial de algunos de los compuestos citados en
la Tabla 9.

Métodos analiticos para la busqueda de taxol fungico

Cromatografia de capa fina

En la Tabla 11 se alinearon los resultados de los Rf de las diferentes mezclas
probadas para los tres taxanos. En verde se marcaron las mezclas mas
convenientes para detectar y separar los tres taxanos. Estas mezclas se usaron

seleccionar algunos extractos para su analisis en por HLPC.
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Tabla 11. Relacién de mezclas de solventes para la TLC

NUm Mezcla Rf Rf Rf
Taxol 10-DBiIli BllI
1 Cloroformo:metanol 87.5:12.5 0.9 0.9 0.9
2 Cloroformo:acetato de etilo 25:75 0.25 0.20 NP
3 Cloroformo:acetato de etilo 75:25 0.55 0.5 0.4
4 Cloroformo:isopropanol 25:75 0.1 0.1 0.1
5 Cloroformo:isopropanol 75:25 0.1 0.1 0.1
6 Cloroformo:acetona 25:75 0.53 0.5 0.3
7 Cloroformo:acetona 25:75 0.1 0.1 0.1
Cloroformo:acetona: acetato de
8 etilo 50:25:25 0.3 0.22 NP
9 Cloroformo:Acetonitrilo 70:30 0.33 0.35 0.22
10 Acetato de etilo-isopropanol 95:5 0.9 0.9 0.9
11 Dicloriometano metanol 98:2 1 NP NP
12 Dicloriometano metanol 96:4 1 1 1
13 Dicloriometano metanol 92:8 1 1 1
14 Dicloriometano metanol 90:10 1 1 1
15 Dicloriometano:metanol 85:25 1 1 1
16 Dicloriometano:metanol 80:20 1 NP NP
17 Dicloriometano:metanol 75:25 1 NP NP
18 Dicloriometano:metanol 50:50 1 NP NP

NP: No probado

En la Imagen 3 se muestra una de las placas en las que se usaron las mezclas
antes mencionadas. La placa se revelé en una camara de UV 256 nm. Las manchas
se marcaron con lapiz y se determinaron los Rf, estos Rf se compararon con los de
estandares de los tres taxanos. Los extractos de P. microspora, MR0O1, MR10 y
ERO1 presentaron una mancha con el mismo Rf que el taxol y la Blll, mientras que
MRO1 ademas de taxol y Blll mostré una mancha con el Rf de la 10 dBIlIl. Esta placa

se corrié con 3 mezclas: primero con la 1, luego con la 9 y finalmente con la 6.
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4mmmm  10-deacetilbacatina Ill

_ bacatina Ill y taxol

Imagen 3. TLC de algunos extractos y los tres estandares

Carril 1 - estandares Carril 7 - MR10 Carril 13 - EL0O3
Carril 2 - P. microspora 10 pl | Carril 8 - MR11 Carril 14 - MSLO7
Carril 3 - P. microspora 5 pl Carril 9 - estandares Carril 15 EL0115 pl
Carril 4 - P. microspora 15 yl | Carril 10 - ER01 10 pl | Carril 16 MSLO7
Carril 5 - MRO1 Carril 11 - ELO1 Carril 17 ER01 15 pl
Carril 6 - MR02 Carril 12 - ELO2 Carril 18 - estandares

Cromatografia liquida

Los tres taxanos se lograron cuantificar en una sola inyeccion utilizando la columna
Discovery HS F5-5. 4.6 mm x 250 mm, un volumen de inyeccion de muestra de 20
20 ul, detector UV 228 nm y el siguiente gradiente de elucion utilizando como Fase
A agua y Fase B acetonitrilo 0.1 % de &cido formico: 0 min 95 % A, 5 % B; 10 min
65 % A, 35 % B; 27 min 45 % A, 55 % B; 30 min 45 % A, 55 %, 33 min 95 % A, 5
%. Conel objetivo de estabilizar adecuadamente la linea base, adicionalmente se

dejaron 7 min después del término de la corrida para hacer la siguinte inyeccion.

En la Imagen 4 se muestra un cromatograma tipico de los estandares y sus tiempos
de retencion: 10-desacetilbacatina lll, 6.81 + 0.01min; bacatina Ill, 12.43 + 0.05 min
y taxol, 25.84 + 0.06 min.
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Imagen 4. Cromatograma tipico de los estandares de taxol, bacatina 1l y 10-desacetilbacatina Ill

Extraccion en fase soélida (SPE)

La idea de establecer este procedimiento durante la busqueda de taxol fungico
surge de dos observaciones: 1) cuando se inyectaron los primeros extractos de P.
microspora en el cromatdgrafo se observdé que muy cerca de los tiempos de
retencién del taxol también eluian otros compuestos que causaban ruido durante la
cuantificacion y, 2) el pico correspondiente al taxol en los extractos tenia un area
tan pequefa que no podia ser cuantificado e incluso era dificil diferenciarlo del ruido
de la linea base. Por lo tanto, la finalidad de establecer las condiciones de la SPE
fue concentrar los taxanos y eliminar compuestos que podrian causar interferencia
en la cuantificacion en HPLC y, como se vera mas adelante, eliminar contaminantes

que interfieren en la LC-MS.

En la Figura 10 se muestran los perfiles de elucion de los tres taxanos. La mayor
cantidad de 10-desacetil-bactina Ill se recuperdé con un 40 % de metanol, la de
bacatina Il con 60 % y el taxol se recuperé casi en partes iguales al 60 y 80 % de
metanol. Con base en estos datos se determind resuspender los extractos en 20 %

de metanol y hacer los lavados (ver métodos) con metanol al 20 %.
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Figura 10. Porcentajes de recuperacion de taxanos durante la extraccion en fase sélida

Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas

Inicialmente solo se tenia el estandar de taxol, por lo tanto, este fue el Unico que se
analizé por esta técnica. En la llustracién 6 se presenta el espectro de masas del
estandar. La masa isotopica mas abundante fue M+Na 876.3 y el tiempo de
retencion de 13.7-13.8 min. Los extractos analizados tanto por TLC como por HPLC
en los cuales se observo el Rf o tiempo de retencidn respectivamente, de algin
taxano, se analizaron por esta técnica, sin embargo, s6lo se presentan los
resultados de la Tabla 12, que fueron algunos de los extractos de P. microspora que

presentaron actividad citotdxica.

Intens. 8763207 +MS, 13.7-13.8min #819-826
1]
401
201
N N
830 840 850 860 810 880 890 900 910 miz

llustracién 6. Espectro de masas del estandar de taxol
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Inicialmente se realizaron gradientes de acetonitrilo de 15 min para realizar la

separacion de los extractos, aunque posteriormente se lograron mejores

separaciones de algunos extractos con gradientes de acetonitrilo de 45 min.

El analisis de las corridas se realizé haciendo la busqueda las masas de 4 taxanos,

con las siguientes masas y diferentes margenes de error:

e Baccatina Ill (C31H3s011; M-H+: 587.2486 Da; M-Na+: 609.2306 Da)

e 10-desacetil baccatina Il (C29H36010; M-H+: 545.2381 Da; M-Na+: 567.2200 Da)
e Cefalomannina (CssHs3NO14; M-H+: 832.3538 Da; M-Na+: 876.3201 Da)

e Taxol (C47H51NO14; M-H+: 854.3382; M-Na+: 876.3201

En este analisis preliminar solo se buscaron las sefiales de las masas antes
mencionadas, independientemente del tiempo de retencion del estandar de taxol.

En la Tabla 12 se resumen los resultados del analisis de los extractos M2Del16d,

S7el4d, M2D y el estdndar de taxol con los dos gradientes de acetonitrilo

Tabla 12. Resumen del andlisis algunas corridas de LC-MS

Baccatina lll 10-deacetil baccatina Taxol Cefalolamina
Ca1H35011. Il C29H36010. Ca7Hs:NO14 C45H53N014
IDmuestra | \\ 1+ 587.2486 Da | M-H*: 545.2381 Da M-H* 8543382 Da | M-H": 832.3538 Da
M-Na*: 609.23 Da M-Na*: 567.2200 Da M-Na*: 876.3201 Da M-Na*: 854.3358 Da
Estandar
taxol M-H*: Min 31, 35 M-H*: Min 26.5 M-H*: Min. 23 M-H*: Min. 23
(gradiente M-Na*: Min. 26.5 M-Na*: Min. 23 M-Na*: --
45 min)
Estandar
taxol M-H*: -- M-H*: -- M-H*: Min. 13.8 M-H*: --
(gradiente M-Na*: -- M-Na*: -- M-Na*: Min. 13.8 M-Na*: Min. 13.8
15 min)
M-H*: Min. 28.6 o
o0 M-H*: Min. 30; 34 | M-H*: Min. PEG (PEG); 33.7. M-HT: Min. 36
M-Na*: Min. 30 M-Na*: Min. 29.3 | M-Na*: 28.6; 31.1; M';'i '2'\(/';:5'53'6’
35.6 (PEG) '
. M-H*: Min. 31.1; M-H*: Min. 28.5 M-H*: Min. 28.5;
S7el4d M-H*: Min. 34 ’ '
! 33.2 (PEG) 355
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M-Na*: min. 29.1; M-Na*: Min. 29.2 M-Na*: -- M-Na*: 25.8

30.1 (Polim)
. M-H*: Min. 30; M-H*: Min. 31.1,; M-H*: 28.5; 35.6 . .
Midel6d 33.3: 34.2 33.2 (PEG) M-H*: Min. 36; 37

M-Na*: 28.6; 31.3

M-Na*: 18; 23; 30 M-Nat*: Min. 29.2 M-Na*: 35.5 (PEG)

Solo se pudo identificar, con un error menor a 5 ppm, la molécula de taxol, en la
muestra donde se encontraba el estandar de taxol. En el resto de los extractos todos
los compuestos se identificaron con errores mayores a 5 ppm. Ademas, se observo
la aparicion de “clusters” de polimeros como los de polietilenglicol (PEG) y del
polipropilenglicol (PPG). En algunos casos, estos clusters coinciden con las masas
esperadas de algunos de los compuestos de interés, como ocurre en los casos del
taxol en los tres extractos y la 10-desacetil baccatina Ill y la cefalomanina en el
extracto M2D16d (Tabla 12). En la imagen 8 se presenta el ejemplo de estandar de

taxol, con las siguientes masas destacables:

e 216.9, que coincide con la masa del tetramero de PEG [M+Na]*,
e 194.9, que coincide con la masa del tetramero de PEG [M+H]* vy,

e 98.98 que coincide con la masa del tetramero de PPG [M+Na]*

Debido a lo anterior, es necesario inyectar nuevamente los extractos evitando la
contaminacion con PEG y PPG. Para la repeticion de estos experimentos, es clave
tomar en cuenta que esta contaminacion afecta negativamente a parametros
criticos en la LC-MS, tales como la sensibilidad, la resolucién, la reproducibilidad y
el tiempo de vida de la columna. Ya que los extractos que se analizaron no fueron
sometidos a ningun tipo de purificacion previa, representan matrices complejas, que
pueden contener moléculas interferentes, tales como el PEG. Particularmente este
compuesto puede interferir en la ionizacion e incluso suprimirla (Tran and Doucette
2006). De hecho, después de las primeras inyecciones, ya se habian identificado
por el encargado del LDEM UAM-I la presencia de varios contaminantes en el
sistema, incluidos el PEG. Para descartar que los contaminantes se estén
arrastrando durante todo el proceso de extraccion, es crucial un adecuado
tratamiento de la muestra, y es en este aspecto donde se pudo haber fallado en el

establecimiento de esta metodologia, ya que no se tomaron las consideraciones
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pertinentes. Haciendo un analisis de todo el procedimiento que se siguio para el
tratamiento de los extractos, se lograron detectar dos fuentes potenciales de
contaminacion: los filtros de jeringa de nylon utilizados para el filtrado de los
extractos metandlicos y los tubos de plastico utilizados para contener y manipular
los extractos (Tran and Doucette 2006, Keller, Sui et al. 2008). Estas observaciones
también motivaron el establecimiento de la SPE. Aunque todos los extractos de la
mayoria de los hongos endofitos aislados fueron tratados tomando en cuenta estas
consideraciones y sometidos a la SPE, no fue posible su anélisis en el HPLC y LC-
MS debido a la clausura del edificio “S” de la UAM-I en 2017, lugar donde se

encontraban las instalaciones para le realizacion de estos analisis.
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2.4 PERSPECTIVAS FUTURAS

Puesto que para la realizacion de los cultivos se utiliz6 una incubadora de uso
comun, no fue posible controlar estrictamente la ausencia de luz durante los largos
periodos de incubacién que fueron necesarios. Si bien las investigaciones de taxol
fungico recomiendan mantener los cultivos en la oscuridad, porque los hongos
enddofitos producen naturalmente taxol en ausencia de luz, el efecto de la luz en la
produccién de taxol no habia sido demostrado experimentalmente. En 2018,
Soliman y su equipo demostraron que, como se sospechaba, la luz influencia
negativamente la acumulacion de taxol en cultivos liquidos con el endofito
Paraconiothyrium spp. De hecho, en los cultivos incubados en la luz, la acumulacién
de taxol disminuyé casi a cero. Adicionalmente, se observé un cambio de color en
los cultivos en medio soélido (Soliman and Raizada 2018). Estos hallazgos enfatizan

la importancia del control de la incubacion en estricta ausencia de luz.

Cabe sefalar que tomando en cuenta los resultados del equipo de Soliman, se
realizaron cultivos con los enddfitos de los tejos cubriendo completamente los
matraces con papel aluminio, desafortunadamente, los extractos obtenidos no
pudieron ser analizados por ninguno de los métodos analiticos presentados
previamente debido a la clausura de los laboratorios donde se realizaban los
analisis. Por lo tanto, como perspectiva futura se plantearia obtener nuevamente los
extractos con todos los hongos endofitos y analizarlos con los métodos establecidos

en este trabajo.
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2.4 CONCLUSIONES

Los extractos obtenidos a partir de caldos de cultivo de P. microspora
usando medios y condiciones de cultivo reportadas para la produccion de
taxol, mostraron actividad citotoxica.

Los extractos obtenidos de los medios de cultivo M2D y S7 mostraron la
citotoxicidad mas alta.

. Se encontraron cinco mezclas ideales para trabajar extractos de
diclorometano de caldos de cultivo de hongos enddfitos.

. Se establecieron las técnicas de analisis de los tres taxanos en caldo de

cultivo.
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CAPITULO 3. EXPLORACION DE LAS CONDICIONES
DIFERENCIALES DE PRODUCCION DE TAXOL FUNGICO

El objetivo de esta etapa fue explorar qué condiciones de cultivo y/o moléculas
inductoras/inhibidoras podrian influir en la produccion de taxol en P. microspora y,
de esta manera, realizar el andlisis de expresion diferencial. Como consecuencia de
lo anterior, la hipotesis central es que “el analisis de los transcriptomas de
Pestalotiopsis microspora en condiciones de produccion, no produccion de taxol o
inhibicion/induccién, revelaria genes putativos de la biosintesis de taxol en los

hongos enddfitos.

Dada la importancia del taxol como agente anticancerigeno, la pregunta ¢Qué
genes estan involucrados en la biosintesis de taxol en Taxus brevifolia? fue una de
las primeras preguntas que surgieron tras el descubrimiento de este diterpeno en la
corteza del tejo. Han pasado 45 afios desde este descubrimiento, 28 afios desde su
aprobacion para el tratamiento del cancer, y la respuesta a esta pregunta aun esta
incompleta. A la fecha conocemos casi toda la ruta de biosintesis de taxol en Taxus
spp., sin embargo, ain quedan muchas dudas sobre la regulacién de esta compleja
ruta metabdlica (Kuang, Sun et al. 2019). En la llustracion 7 se muestran los
principales pasos en la ruta metabdlica de biosintesis de taxol y sus enzimas en
Taxus spp. Observe que en algunos casos se ha identificado mas de una enzima

que puede catalizar una reaccion.
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l Other enzymes

O oH

T 2'aCOH
i ® DBTNBT
O--Baccatin lll ——

llustracién 7. Principales pasos en la biosintesis del taxol en Taxus spp.

La lista de enzimas es la siguiente: GGPPS, di-geranil pirofosfato sintasa; TS, taxadieno sintasa;
5a0H, taxadieno 5a hidroxilasa; 10BOH, Taxol 10B hidroxilasa; 14BOH, “violet Cedar” 148
hydroxilasa; TAT, taxadieno-5a-ol-acetiltransferasa; DBTNBT, 3'-N-desfenilada paclitaxel-N-
benzoiltransferasa; TBT, taxano 2 a-O-fenilacetiltransferasa; DBAT, 10-deacetilbaccatina I1I-10-O-
acetiltransferasa; 13a0H, taxano 13a hidroxilasa; BAPT, fenilpropioniltransferasa; 2a0H, Taxol 2a
hidroxilasa; 7BOH, paclitaxel 7B hidroxilasa; PAM, fenilalanina isomerasa; 2'aOH, paclitaxel 2'a
hidroxilasa. Modificado de: (Cui, Mao et al. 2019).

LA VIA DEL METIL JASMONATO REGULA LA PRODUCCION DE
TAXOL EN Taxus spp.

Los jasmonatos son fitohormonas derivadas de los lipidos. El primero que se
descubrié fue el metil jasmonato, que es el responsable del olor de las flores de
Jasminium grandiflorum. Desde entonces, se ha estudiado su papel en la respuesta

a numerosos tipos de estrés y procesos de desarrollo en plantas (Lakehal, Ranjan
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et al. 2020). Ya que los jasmonatos influyen globalmente en el metabolismo vegetal,
su efecto en la biosintesis de taxol fue explorado desde las primeras etapas de las
investigaciones en este tema. En 1996, Yukimune y su equipo pusieron a prueba el
efecto de tres jasmonatos (metil cucurbato, metil jasmonato y acido jasmonico)
sobre los rendimientos de taxol y bacatina Il en cultivos de células en suspension
de tres especies de Taxus. Sus resultados evidenciaron que el metil jasmonato
induce la mayor acumulacion de taxol, alcanzando hasta 110 mg de taxol por litro
de cultivo (Yukimune, Tabata et al. 1996). El analisis del perfil metabolomico de
cultivos de células en suspension de Taxus X media estimulados con metil
jasmonato, revelé que, ademas del taxol, una gran cantidad de taxanos son
acumulados después de la estimulacion, especialmente los taxanos oxigenados en
el C-13 (Ketchum, Rithner et al. 2003). Estudios de expresion diferencial dan mas
evidencia del papel del metil jasmonato en la ruta del metabolismo del taxol. El
transcriptoma de Taxus chinensis reveld que junto con la acumulacion de taxol, un
conjunto de genes de la biosintesis de taxanos, de fenil propanoides y de
fitohormonas se sobreexpresan con la adicion de metil jasmotato a los cultivos.
Adicionalmente, una gran cantidad de factores de transcripcion, también se
sobreexpresaron (Li, Zhang et al. 2012). Un estudio mas detallado de estos factores
de transcripcion demostré que estos pertenecen a familia de factores de
transcripcion MYC y que, de hecho, regulan algunas enzimas de la ruta. En la
llustracion 7 se marcaron con circulos las enzimas reguladas por estos factores de
transcripcion: en rojo las enzimas que estan fuertemente reguladas positivamente,
en azul las moderadamente reguladas a la alta y en azul las que pueden estar
reguladas positivamente por un MYC, pero y negativamente por otro (Cui, Mao et
al. 2019). Ademas de estos factores de transcripcidn se conocen otros que pueden

regular la biosintesis de taxol:

s TcJAMYC1, TcJAMYC1ly TcJAMYCA4, un tipo de factores de transcripcion de
la familia bHLH (base/hélice-loop-hélice) encontrados en animales y plantas.
Se ha encontrado que regulan negativamente la expresion de los genes de

la biosintesis de taxol en respuesta a jasmonato (Lenka, Nims et al. 2015).
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% TcMYC2a podria regular positivamente la expresion de TS, TAT, DBTNBT,
13a0H a 5a0H, mediante la via del factor de respuesta a etileno (ERF), que
a su vez depende de la ruta de sefalizacion del jasmonato (Zhang, Jin et al.
2018).

< TmMYB3, perteneciente a la familia de factores de transcripcion MYB, que
regula el metabolismo secundario en plantas, activa la expresion de TBT y
TS (Yu, Luo et al. 2020).

Aungue se ha avanzado considerablemente en el entendimiento de la regulacion
de la ruta de biosintesis de taxol en Taxus spp. los detalles moleculares de esta
regulacién aun son desconocidos. Mas aun, no conocemos todas las enzimas
gue actuan en la ruta y, por otro lado, desconocemos la influencia de otras rutas
de sefalizacion. Por ejemplo, se sabe que otros compuestos como la
fenilalanina, el acido benzoico, la benzoglicina y la glicina mejoran los
rendimientos de taxol en cultivo de células en suspension, sin embargo, no se
han realizado estudios detallados en relacion al metabolismo del taxol (Fett-
Neto, Melanson et al. 1994) y menos en el caso de los hongos endofiticos. Con
respecto a las enzimas que catalizan cada paso, recientemente se completo la
secuenciacion del genoma de Taxus chinensis var. Mairei a nivel de cromosoma.
Interesantemente, este arbol posee dos taxadieno sintasas (TS, llustracion 7)
una activa en ausencia de metil jasmonato y la otra activa solo en presencia de
esta fitohormona (Xiong, Gou et al. 2021). Todo lo anterior pone en evidencia la
complejidad de esta ruta metabdlica y el largo camino que aln queda para lograr
entender el lugar de la biosintesis de taxol en el metabolismo global de las
plantas, en las diferentes rutas de sefializacion y arroja infinidad de incognitas
sobre como podrian estar relacionados estos hallazgos con el conocimiento que
hemos acumulado sobre la biosintesis de taxol en hongos enddfitos, no solo de
Taxus, sino de todas las plantas en las que han sido aislado hongos productores

de taxol.
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¢, QUE REGULA LA BIOSINTESIS DE TAXOL EN HONGOS?

Cuando se descubrié el primer hongo productor de taxol, saltd a la vista la
extremadamente baja concentracion de éste en los caldos de cultivo (Stierle, Strobel
et al. 1993). Desde entonces comenzaron los esfuerzos por encontrar las
condiciones de cultivo en las que se podian elevar los rendimientos. Aunque, como
ya se vio en Taxus spp., el metil jasmonato juega un papel central en la acumulacion
de taxol, no fue el metil jasmonato el que se probé como inductor en hongos. Los
primeros esfuerzos para alcanzar altos rendimientos de taxol fungico e,
indirectamente responder a la pregunta ¢Qué regula la biosintesis de taxol en los
hongos enddfitos?, se dieron en la optimizacion de los medios de cultivo. Destaca
la optimizacion del medio MID, un medio originalmente modificado para activar
cultivos atenuados de un hongo fitopatdgeno (uno de los medios de cultivo utilizados
en este trabajo, Tabla 16, de los Anexos). La optimizacion se hizo en Pestalotiopsis
microspora, para lo cual se probaron los efectos del MnSQOas, el MgSOa, el ZnSOa,
los fosfatos, las fuentes de carbono y nitrégeno, encontrandose que la
concentracion de fosfatos en el medio tiene la influencia mas fuerte en la
acumulacion de taxol en los cultivos (Li, Sidhu et al. 1998). Debido a este reporte,
en este trabajo se utilizé casi en todos los experimentos el medio M2D, que es como
se le llamé6 al medio MID con las concentraciones ajustadas de MnSO4, MgSOs,
ZnSO0g4 y fosfatos (Tabla 17). Li y su equipo, también probaron el efecto de algunos
inhibidores de la biosintesis de esteroles, encontrando que la adicion de triadimefon
y tubeconazol elevan hasta diez veces la concentracion de taxol en los cultivos (Li,
Sidhu et al. 1998). En esta tesis se probo el efecto de estos dos compuestos en la
cepa control P. microspora, sin embargo, no se detecté por HPLC ninguno de los
taxanos en los caldos de cultivo. Como se menciono en el capitulo anterior, es
necesario repetir estos experimentos aplicando el conocimiento generado en esta
tesis. Recientemente, se estudié en profundidad la inhibicién de la biosintesis de
esteroles y su efecto sobre la biosintesis de taxol en el enddfito Aspergillus flavipes.
Se encontr6 que el fluconazol podria estar inhibiendo la entrada de IPP y DMAPP a
la ruta de esteroles, permitiendo asi la accion de la GGPPS en la ruta del taxol

(llustracion 7). Analisis mas detallados revelaron que la las enzimas HMG-Co-
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reductasa y GGP se sobreexpresan junto con el regulador transcripcional pbcR (El-
Sayed, Ali et al. 2019). Cabe mencionar que este factor de transcripcion regula la

biosintesis de diterpenos en Aspergillus nidulans (Bromann, Toivari et al. 2012)

Continuando con la optimizacion de medios de cultivo, en el presente trabajo
también se probo el medio S7, usado para el aislamiento del primer hongo endéfito
productor de taxol (Stierle, Strobel et al. 1993) (Tabla 18 de los Anexos). Este medio
contiene una proporcion de azucares que lo asemeja a los azucares del floema de
las plantas y esta suplementado con diversos elementos traza, entre los que se
destaca el benzoato de sodio. Como se discutio en el Capitulo 2, fue en los medios
M2D y S7 sin agitacion donde presuntamente se identificaron algunos taxanos
(Tabla 12), lo que hace preguntarse si influyd, o qué tanto influyé la composicién de
este medio de cultivo en el resultado o la condicion estatica del cultivo. En relacion
con el benzoato, se ha observado un efecto moderado en el aumento de las
concentraciones de taxol en cultivos con el hongo endéfito de Taxus x media,
Paraconiothyrium SSMO001 (Soliman and Raizada 2013). De manera similar, esta
misma cepa responde a clorometano (un compuesto volatil producido por hongos
degradadores la de madera) y a quitina. Interesantemente, se observd una
sobreexpresion de algunos genes presuntamente involucrados en la biosintesis de

taxol y en el proceso de exocitosis (Soliman, Greenwood et al. 2015).

Recientemente, el acido salicilico se us6 para mejorar la produccion de taxol en
cultivos del endofito de Taxodium mucronatum, Pestalotiopsis microspora. Ademas
de los efectos positivos del 4cido salicilico en el aumento del rendimiento de taxol,
se observoé el aumento de la actividad de algunas enzimas antioxidantes, de la ruta
de la HMG-CoA reductasa (via del mevalonato), la disminuciéon de contenido de
lipidos y la sobreexpresion de la GGPP (llustracion 7). Considerando estos
hallazgos y dado que el hongo que se usé en esta tesis fue del mismo género y
especie, quizas convendria reproducir este experimento. Cabe mencionar que las
condiciones de cultivo utilizadas fueron: cultivos de 500 ml en matraces de 2 L,
temperatura contante de 25 °C, periodos de luz/oscuridad de 12 h, tiempo total de

cultivo de 21 dias en el medio MID (Subban, Subramani et al. 2019). Con respecto
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al efecto de la luz, parece ser crucial en los rendimientos de taxol en
Paraconiothyrium SSMO001 (Soliman and Raizada 2018)

Otros enfoques usados para la estimulacion y aumento de los rendimientos de taxol
consisten en la adicion de extractos de corteza de la planta hospedera u otros
arboles lefiosos y el co-cultivo con otros microrganismos, tanto epifitos como
enddfitos, de la planta hospedera (hongos y/o bacterias). Las concentraciones de
taxol aumentaron hasta 30 veces usando estos enfoques (Soliman and Raizada
2013). Un analisis protedmico y de las actividades enzimaticas del enddfito
Aspergillus flavipes en co-cultivo con una cepa de Bacillus subtilis asilada de la
corteza de la planta hospedera, revel6 que esta interaccidon potencia la biosintesis
de taxol, la remodelaciéon de la cromatina y la sobre xpresion de TS, DBAT y BPAT.
Interesantemente, la expresion de estos genes correlacion6 casi perfectamente con
la expresion de la nucledsido difosfato quinasa (NDPK) (El-Sayed, Shindia et al.
2021); esta enzima ayuda a mantener los niveles de GTP, esenciales para la

activacion de las proteinas G.

En resumen, los factores que podrian regular la produccion de taxol en cultivos
liquidos de hongos enddfitos son: luz, fosfato, benzoato, agitacién, la interaccion
con otros microrganismos Y la adicion de algin compuesto quimico (clorometano,
quitina, acido salicilico, p.ej.). En conjunto, estos factores ambientales podrian
activar vias de regulacion transcripcional, epigenética y/o sefalizacién de proteinas
G.
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ANEXOS

Tabla 13. Morfotipos aislados por planta

Planta hospedera

Numero de
morfotipos

Claves de Identificacion final

Tejo Ponferrada

32

ERO1, ERO2, ERO3, ERO7, EROS,
ER12, ER13, ER14, ER15, ER16,
ER17, ELO1, ELO2, ELO3, ELO4, ELOS5,
ELO6, ELO7, ELO8, ELO9, EL10,
ESLO5, ESLO7, ESL08, ESL09, ESL10,
ESL11, ESL12, ESL13y ESL14

Tejo El Chico

38

MRO1, MR02, MR0O3, MR04, MROS5,
MRO6, MRO7, MR08, MR10, MR11,
MR12, MR13, MR14, MLO1, MLO2,
MLO3, MLO4, MLO5, ML0O6, MLO7,
MLO8, MLO9, ML10, ML11, ML12,
ML13, ML14, ML15, ML16, MSLO1,
MSL02, MSLO3, MSL04, MSLO05,
MSLO06, MSLO7, MSL0O8 y MSL09

Krameria cystisoides

48

MRK1A, MRK1B, MRK2, MRK3,
MRK4, MRK5, MRK6, MRK7, MRK®9,
MRK10, MRK11, MRK12, MRK13,
MRK14, MRK14B, MRK15, MRK16,
MRK17, MRK18, MRK20, MRK21,
MRK22, MRK23, MRK24, MRK25,
MRK26, MRK27, MRK28, MRK29,
MRK30, MRK31, MRK32, MRK33, IHK
1, IHK 2, IHK2B, IHK2C, IHK4, IHKS5,
IHKGA, , IHK6B, , IHK8, IHK9, IHK10,
IHK11, IHK12, IHK13 y IHK14

Salvia ballotiflora

12

IRH, IRH2, IRH4A, IRH4B, IHH, IBH2,
IBH3, IBH4, PBH1, PBH2, PRH1A Yy
PRH1B.
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Tabla 14. Actividad antimicrobiana de los hongos endéfitos

Diametro del halo de inhibiciéon (mm)

ID hongo Escherichia Pseudomonas Salmonella Staphilococcus Staphilococcus Enterococcus Bacillus
coli aeruguinosa enterica aureus epidermidis faecalis cereus
Tejo El Chico
MLO3 5 8 3 13 16 10 18
MLO8 4 4 4 0 0 0 0
MRO7 0 4 0 0 0 0 0
MR10 0 3 0 0 0 0 0
MR14 3 3 3 0 0 0 0
ML16 0 4 0 0 0 0 0
Tejo Ponferrada
ELO1 0 4 0 5 6 2 0
ELO2 0 0 0 0 0 0 0
Salvia ballotiflora
IBH4 0 5 0 0 5 6 0
PBH1B 5 5 0 0 0 0 0
IRH 4 3 0 0 0 0 0
IBH3 0 7 0 6 6 3 0
PBH1 0 0 0 0 0 0 0
IHH 0 0 12 17 19 6 6
IRH4A 0 0 0 0 0 0 0
Kremaria cystisoides
MRKS8 0 4 0 0 0 0 0
MRK5B 0 6 0 0 0 0 0
MRK5A 0 0 0 0 0 0 0
MRK23 0 0 0 0 0 0 0
IHK4 0 0 0 0 0 0 0
Tabla 15. Extractos obtenidos a partir de cultivos liquidos de P. microspora
Tiempo
ID del Medio de dep YELET ¢ Rendimiento Actividad
extracto cultivo cultivo SEOTENEC IS (mg) citotoxica
p (ml)
(dias)
GF3 GF 3 61 1.6 Sin actividad
GF6 GF 6 69 1.3 Sin actividad
GF10 GF 10 62 2.1 HCT-15
GF14 GF 14 78 1.9 Sin actividad
GF15 GF 15 93 1.8 MCF-7
GF16 GF 16 95 2.1 Sin actividad
GF21 GF 21 65 2.1 Sin actividad
GFs3 GFs 3 73 1.2 Sin actividad
GFs6 GFs 6 70 1.5 Sin actividad
GFs10 GFs 10 63 0.7 Sin actividad
GFsi14 GFs 14 79 1.2 Sin actividad
GFs15 GFs 15 73 1.5 Sin actividad
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GFs16 GFs 16 68 15 Sin actividad

MID3 MID 3 81 1.6 Sin actividad

MID6 MID 6 78 1.6 Sin actividad
MID10 MID 10 78 1.8 Sin actividad
MID14 MID 14 73 1.5 Sin actividad

. MID16 | MDD | 16 | 73 | 16 | Sinactividad |

MIDs3 MIDs 3 85 0.9 Sin actividad
MIDs6 MIDs 6 85 1.2 Sin actividad
MIDs10 MIDs 10 78 1.1 Sin actividad
MIDs14 MIDs 14 85 1.8 Sin actividad
MIDs15 MIDs 15 89 1.7 Sin actividad
MIDs16 MIDs 16 73 1.7 Sin actividad

*cultivos sin agitacion

Imagen 5. Inyeccién de extracto de P. microspora. Columna C18, uBondapak C18, 10 um, 3.9 x 300
mm. Waters. Gradiente de elucién: 0-10 min, 20-50% de acetonitrilo; 10-40 min, 50-80 % de
acetonitrilo y 40-50 min, 80-20 % de acetonitrilo

100



Imagen 6. Inyeccién de extracto del endéfito MR10. Columna C18, uBondapak €18, 10 um, 3.9 x 300
mm. Waters. Gradiente de elucidn: 0-10 min, 20-50% de acetonitrilo; 10-40 min, 50-80 % de
acetonitrilo y 40-50 min, 80-20 % de acetonitrilo.

Imagen 7. Inyeccién de extracto del endéfito ERO1. Columna C18, uBondapak C18, 10 um, 3.9 x 300
mm. Waters. Gradiente de elucién: 0-10 min, 20-50% de acetonitrilo; 10-40 min, 50-80 % de
acetonitrilo y 40-50 min, 80-20 % de acetonitrilo
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Tabla 16. Medio MID para la produccién de taxol fungico

Tabla 17.

Componente Cantidad
Sacarosa 30 g/l
Tartrato de amonio 54/
Extracto de levadura | 0.5 g/l
Soytone, Bacto™ 1q/l
Ca(NOs3), 280 mg/I
KCI 60 mg/I
KNOs3 80 mg/l
MgSOa4 360 mg/l
NaH;PO4 H,O 20 mg/I
FeCls 2 mg/l
MnSO4 5 mg/I
ZnS04 2.5 mg/l
H3BO3 1.4 mg/I
Kl 0.7 mg/l
Medio M2D para la produccién de taxol fungico

Componente Cantidad
Sacarosa 30 g/l
Tartrato de amonio 549/
Extracto de levadura | 0.5 g/l
Soytone, Bacto™ 1q/l
Ca(NOs), 280 mg/l
KCI 60 mg/l
KNOs 80 mg/l
MgSO4 10 mg/I
NaH.PO,- H,O 1 mg/l
FeCls 2 mgl/l
MnSQO4 100 mg/l
ZnS04 1000 mg/I
HsBO3 1.4 mg/l
Kl 0.7 mgl/l

Tabla 18. Medio S7 para la produccidn de taxol fungico

Componente Cantidad
Glucosa 1g/
Fructosa 3g/
Sacarosa 6 g/l
Soytone, Bacto™ 1g/l
Extracto de levadura 0.5 g/l
Tiamina 1 mg/l
Biotina 1 mg/l
Piridoxal 1 mg/l
Pantotenato de sodio 1 mg/I
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MgSO4 36 mg/l
CaNOs 6.5 mg/l
Cu(NO3), 1 mgl/l
MnCl, 5 mgl/l
FeClz 2 mg/l
KH2PO4 1 M 1ml/l (136 mg/l)
Acetato de sodio 1000 mg/l
Fenilalanina 5 mg/I
Bezoato de sodio 100 mg/I

Tabla 19. Medio GF para produccion de taxol fangico

Componente Cantidad
Glucosa 29.9 g/l
Fructosa 29.9 g/l
NaNO3 3.6 g/l
Extracto de levadura | 4.52 g/l
Ca(NOs), 280 mg/l
KCI 60 mg/I
KNO3 80 mg/l
MgSOa4 360 mg/l
NaH,PO, H,O 20 mg/l
FeCl; 2 mg/l
MnSO, 5 mg/I
ZnS0y 2.5 mg/l
HzBO3 1.4 mg/I
KI 0.7 mg/l

Tabla 20. Medio RMPI para mantenimiento de las lineas celulares

Componente Cantidad
Medio RMPI 1640 10X (in vitro s.a.) 50 ml
Suero de ternera neonato (in vitro s.a.) 50 ml
L-glutamina (in vitro s.a.) 5ml
Peniclina-estreptomicina (in vitro s.a.) 0.5ml
Bicarbonato de sodio (in vitro s.a.) 25 ml
Agua desionizada estéril 369
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Tabla 21. Escherichia coli ATCC®25922. Diametros de zona de inhibicién de la prueba de susceptibilidad a antibidticos por difusién en disco

Réplicas de los diametros de zona de inhibicion (mm)

Rangos de control de calidad

Antibiético . here
1 2 3 4 g 6 E. coli ATCC®25922
P + DE Resultado
Amoxicilina (AML) 16 14 15 14 15 12 15-22 | 143+14 DR
Ampicilina (AMP) 14 14 15 14 15 14 15-22 14.3+ 05 DR
Ciprofloxacino (CIP) 31 20 30 21 35 23 30-40 26.7+6.2 DR
Tetraciclina (TE) 22 17 22 18 21 21 18-25 20.2 + DR
Acido nalidixico (NA) 22 23 22 24 21 24 22-28 227+2.1 DR
Gentamina (CN) 19 20 20 23 22 22 19-26 | 210+1.2 DR
Ceftriaxona (CRO) 31 22 27 22 33 31 29-35 27.7+ 1.5 DR
Tri‘:’:;?g;eﬂtz;a(zg%) 26 19 26 19 28 34 2329 | DR
Oxitetraciclina (OT) 21 19 20 19 20 12 18-25 185+ 5.7 DR
Kanamicina (K) 20 19 21 23 20 17 17-25 20.0 + 3.3 DR
Enrofloxacina (ENR) 22 22 23 23 23 24 32-40 22842 DR
Estreptomicina (S) 13 13 12 12 13 12 12-20 12.5+0.8 DR
Cetftiofur (EFT) 25 27 27 27 26 28 26-31 26.7 + 0.5 DR
Colistina (CT) 12 11 11 12 12 11 11-17 115+ 05 DR

DR: Dentro del rango del control de calidad segiin CLSI-M100. FR: Fuera del rango del control de calidad segiin CLSI-M100
P + DE: Promedio mas menos una desviacion estandar
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Tabla 22. Staphylococcus aureus ATCC®25923. Diametros de zona de inhibicién de la prueba de susceptibilidad a antibidticos por difusién en disco

Réplicas de los diametros de zona de inhibicion (mm)

Rangos de control de calidad

para
Antibidtico Staphylococcus aureus
L 2 3 4 5 6 ATCC®25923

P + DE Resultado
Ciprofloxacino (CIP) 28 24 28 27 26 29 27-35 | 23.3%29 FR
Tetraciclina (TE) 25 23 30 19 25 27 27-35 248+ 3.7 DR
Gentamicina (CN) 20 24 29 25 22 22 19-27 23.7+3.1 DR

Sulfametoxazol/ 27.2+4.7

Trimetroprima (SXT) 29 28 31 18 30 27 24-32 DR
Oxitetraciclina (OT) 25 20 28 25 24 23 24-30 24.2+26 DR
Kanamicina (K) 20 21 25 22 21 21 19-26 | 21.7+138 DR
Lincomicina (MY) 24 26 24 26 26 19 24-30 21.3+1.38 FR
Ceftiofur (EFT) 32 20 36 26 31 25 27-31 28.3+5.8 DR
Enrofloxacina (ENR) 26 24 30 20 26 24 27-31 | 25.0+£33 DR

DR: Dentro del rango del control de calidad segin CLSI-M100. FR: Fuera del rango del control de calidad segin CLSI-M100

P + DE: Promedio mas menos una desviacion

Tabla 23. Pseudomonas aeruginosa ATCC®9027. Didmetros de zona de inhibicidn de la prueba de susceptibilidad a antibiéticos por difusién en disco

Antibidtico

Réplicas de los diametros de zona de inhibiciéon (mm)
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Rangos de control de calidad

para
1 2 3 4 5 6 .
P. aeruginosa ATCC®9027
P + DE | Resultado
Ciprofloxacino (CIP) 25 26 24 25 29 27 25-33 25+ 1.8 DR
Gentamicina (CN) 21 21 22 19 18 19 17-23 17+ 15 DR
Enrofloxacina (ENR) 19 18 22 19 23 18 15-19 15+ 2.1 DR

DR: Dentro del rango del control de calidad segiin CLSI-M100. FR: Fuera del rango del control de calidad segiin CLSI-M100
P + DE: Promedio mas menos una desviacion
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