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RESUMEN

El uso indiscriminado de los antibidticos ha promovido la seleccion de bacterias
resistentes a farmacos en ambientes nosocomiales y el sector pecuario. Las
enfermedades infecciosas ocasionadas por bacterias son la principal causa de
morbo-mortalidad en el mundo. EIl aislamiento y cultivo de hongos endofitos de
plantas con valor etnobotanico es una de las estrategias biotecnoldgicas mas
prometedoras para desarrollar nuevos farmacos antibacterianos que puedan ser
utiles contra las bacterias resistentes a farmacos. En estudios anteriores, se aislaron
y caracterizaron los hongos endofitos de la especie medicinal mexicana Crescentia
alata Kunth, y se identificO un panel de 43 hongos productores de terpenos,
esteroides, compuestos fendlicos, alcaloides y glucésidos en los extractos del endo
y exo-metaboloma, los cuales han sido identificados hasta género. Los extractos
obtenidos de los hongos endéfitos presentaron actividad anti-inflamatoria in vitro y
antibacteriana contra E. coli ATCC 25922. El objetivo de este trabajo fue analizar la
actividad antibacteriana de los hongos enddfitos aislados de diferentes partes de
Crescentia alata Kunth que puedan representar una alternativa terapéutica, contra
un panel de bacterias Gram positivas y negativas sensibles a antibiéticos. Por lo
que se hipotetiza que los hongos endofitos aislados de diferentes partes de
Crescentia alata Kunth son capaces de inhibir el crecimiento de bacterias de interés
clinicos, con un efecto antibacteriano similar al de los extractos organicos obtenidos
de diferentes partes de la planta. Para evaluar la actividad antibacteriana se llevé a
cabo la reactivacion de las bacterias en Caldo Soya Tripticaseina a 37°C por 24 hrs.
aproximadamente, posteriormente se realizaron pruebas bioquimicas y tincién de
Gram para su confirmacion, curvas de crecimiento de cada una de las bacterias en
el equipo Equipo SpectralMax® iD5, se inici6 el tamizaje de la actividad
antibacteriana de 43 extractos del endo y exo-metaboloma de los hongos endoéfitos
por el método de difusion en disco en agar Mueller Hinton, probando las
concentraciones de 10mg/mL y 5mg/mL. Se analizaron los datos en el programa
“SAS 9.0 “. De los 43 extractos metandlicos de hongos enddfitos de C. alata, el 14%
inhibi6 el crecimiento de E. coli, el 33% de S. aureus y el 5% a P. aeruginosa y S.
typhi. Para los extractos de sobrenadante, el 7% inhibi6 el crecimiento de E. coli y
S. aureus, mientras que el 37% inhibi6 a P. aeruginosa. Los géneros Colletotrichum
sp. y Cercospora sp; inhibieron el crecimiento bacteriano de 4 de las 7 especies
probadas. Sin embargo, ninguno de los 43 extractos inhibié el crecimiento de K.
pneumoniae, S. agalactiae y L. monocytogenes. Los resultados de este trabajo
representan la primera fase de un programa de identificacion de productos naturales
contra bacterias resistentes a farmacos.
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ABSTRACT

The indiscriminate use of antibiotics has promoted the selection of drug-resistant
bacteria in nosocomial environments and the livestock sector. Infectious diseases
caused by bacteria are the main cause of morbidity and mortality in the world. The
isolation and cultivation of endophytic fungi from plants with ethnobotanical value is
one of the most promising biotechnological strategies to develop new antibacterial
drugs that may be useful against drug resistant bacteria. In previous studies,
endophytic fungi of the Mexican medicinal species Crescentia alata Kunth were
isolated and characterized, and a panel of 43 fungi producing terpenes, steroids,
phenolic compounds, alkaloids and glycosides in endo and exo-metabolome
extracts were identified, up to gender. The extracts obtained from the endophytic
fungi presented anti-inflammatory activity in vitro and antibacterial activity against E.
coli ATCC 25922.

The objective of this work was to analyze the antibacterial activity of the endophytic
fungi isolated from different parts of Crescentia alata Kunth that may represent a
alternative therapeutic, against a panel of Gram positive and negative antibiotic-
sensitive bacteria. Therefore, it is hypothesized that the endophytic fungi isolated
from different parts of Crescentia alata Kunth are specific to inhibit the growth of
bacteria of clinical interest, with an antibacterial effect similar to that of the organic
extracts obtained from different parts of the plant. To evaluate antibacterial activity,
bacteria were reactivated in Tryptone Soya Broth at 37 ° C for 24 hrs. approximately,
subsequently biochemical tests and Gram staining were carried out for confirmation,
growth curves of each of the bacteria in the SpectralMax® iD5 Equipment team.
Screening of the antibacterial activity of 43 endo and exo-metabolic extracts of
endophytic fungi, was tested by the method of diffusion in disc, in agar Mueller
Hinton, testing the concentrations of 10 and 5mg / mL. The data were analyzed in
the SAS statistical package. Of the 43 methanolic extracts of endophytic fungi of C.
alata, 14% inhibited the growth of E. coli, 33% of S. aureus and 5% to P. aeruginosa
and S. typhi. For supernatant extracts, 7% inhibited the growth of E. coli and S.
aureus, while 37% inhibited P. aeruginosa. The genera Colletotrichum sp. and
Cercospora sp. inhibited bacterial growth of 4 of the 7 species tested. However, none
of the 43 extracts inhibited the growth of K. pneumoniae, S. agalactiae and L.
monocytogenes. The results of this work represent the first phase of a
multidisciplinary program to identify natural products against drug resistant bacteria.
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. INTRODUCCION

1.1 INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas ocasionadas por microorganismos son una de las
principales causas de morbo-mortalidad mundial (Frieden, 2013) Las malas
practicas en la administracion de farmacos antibacterianos han promovido la
seleccidon de bacterias resistentes, incluso a los farmacos de amplio espectro y de
Gltima generacion, tales como la colistina (Brown et al, 2016) Lo anterior nos urge a
identificar nuevos compuestos quimicos que pueden ser eficaces en el tratamiento
y cura de enfermedades infecciosas asociadas a bacterias resistentes a farmacos.
En este sentido los productos naturales obtenidos de las plantas medicinales
pueden representar una alternativa para la identificacion de compuestos quimicos
gue permitan tratar o prevenir estas enfermedades.

La medicina tradicional mantiene un lugar importante en los paises en vias
desarrollo como México, ya que el uso de plantas medicinales es la primera opcién
del 80% de la poblacién para dar tratamiento a diversos problemas de salud (Torres
et al, 2005). Por esta razén las plantas medicinales han sido el objeto de estudio
cientifico de diferentes areas de la ciencia, intentando obtener evidencias sobre sus
propiedades terapéuticas.

En México la especie medicinal Crescentia alata Kunth, conocida popularmente
como “cirian” o “cuatecomate”, es una de las especies de mayor cantidad y
diversidad de usos etnobotanicos en el estado de Morelos (Solares, 2004). De esta
especie, se ha demostrado su actividad antibacteriana, antiinflamatoria e
insecticida, entre otras (Rastrelli et al., 2001; Dimayuga et al., 1998; Valladares et
al., 2014). Sin embargo, su distribucion y su densidad, se han visto afectadas debido
a la alteracion que ha sufrido el ecosistema y también por el aprovechamiento
intensivo del arbol (Solares, 2004).

Una de las herramientas biotecnologicas prometedoras para identificar y producir
compuestos antibacterianos efectivos, sin arriesgar la prevalencia de las plantas en
sus ecosistemas, es el uso de hongos enddfitos. Los hongos endofitos son
microorganismos que habitan dentro de los tejidos de las plantas sin causar
patologias, y se plantea que mantienen una relacion simbidtica (Kusari, Hertweck,
& Spiteller, 2012). Los hongos enddfitos son capaces de producir metabolitos
secundarios bioactivos en respuesta al estrés bidtico o abidtico que experimenta su
planta. Y de ellos se han encontrado una gran variedad de compuestos
antibacterianos novedosos (Gamboa-Gaitan, 2006).



En estudios anteriores llevados a cabo en el Laboratorio de Investigacién de Plantas
Medicinales del CEIB-UAEM se seleccion6 con base en el criterio ethomedico a C.
alata y se aislaron a sus hongos enddfitos (Flores-Vallejo, 2017). Y posteriormente
se identificaron aislados capaces de producir un efecto antiinflamatorio (Flores-
Vallejo, 2017) y antibacteriano in vitro contra E. coli ATCC 25922 (Morales, 2017).

Con base a lo anterior, en el presente trabajo se extendidé con la investigacion de
los hongos endofitos aislados de C. alata Kunth, evaluando su capacidad para
inhibir el crecimiento de un panel de 7 bacterias sensibles a antibioticos.

La implementacion del presente proyecto permitio identificar a las cepas de hongos
endofitos de C. alata con mayor efecto antibacteriano, el cual fue identificado a
través de la medicion de halos de inhibicién con la metodologia in vitro de difusion
en pozo en agar. Los resultados derivados de esta investigacion pueden
representar una alternativa en la identificacion de productos naturales
antibacterianos que sean utiles en el tratamiento de enfermedades infecciosas de
origen bacteriano.



1.2 JUSTIFICACION

Debido a las malas préacticas en la administracion de farmacos antibacterianos y a
la seleccion de bacterias resistentes a farmacos, la morbo-mortalidad asociado a
enfermedades infecciosas por bacterias resistentes es cada vez mayor. Para
entender este problema de salud publica se han investigado a las plantas
medicinales en busca de nuevos compuestos con actividad antibacteriana.
Actualmente hay un creciente interés en usar como herramientas biotecnoldgicas a
los hongos endofitos presentes en las plantas medicinales para investigar y explotar
su capacidad de produccion de compuestos antibacterianos. Lo anterior ayudaria a
identificar compuestos estructuralmente novedosos, cuya produccion sea escalable
biotecnolégicamente, y que puedan usarse para desarrollar nuevos antibiéticos de
origen natural. Reduciendo con ello el impacto ecoldgico que representa la
extraccion de las especies vegetales de su medio ambiente. En este proyecto se
determind la actividad antibacteriana de los extractos de biomasa y de sobrenadante
de los hongos enddfitos aislados de diferentes partes de C. alata, probandolos
contra varias cepas de bacterias Gram positivas (+) y Gram negativas (-).



1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo General

e Analizar la actividad antibacteriana de los extractos de biomasa y
sobrenadante de 43 hongos endofitos aislados de diferentes partes de
Crescentia alata Kunth.

1.3.2 Objetivos Especificos

e Cultivar el panel de cepas bacterianas seleccionadas sensibles a antibiéticos
ATCC, obtener sus perfiles bioquimicos y describir sus caracteristicas
morfolégicas macro y microscopicas.

¢ l|dentificar los parametros cinéticos del crecimiento de las cepas bacterianas
a través de métodos indirectos (espectrofotometria).

e Evaluar la actividad antibacteriana in vitro de dos concentraciones de los
extractos de biomasa y sobrenadante de los hongos endéfitos a través del
ensayo de difusidén en pozos en agar, siguiendo los estandares de la “CLSI”
y midiendo el diametro de los halos de inhibicién del crecimiento bacteriano
(mm).

e Realizar el andlisis estadistico e identificar a los extractos de los hongos
endofitos con mayor actividad antibacteriana (mayor halo de inhibicion).

1.4HIPOTESIS

Los extractos de micelio y sobrenadante de los hongos endoéfitos aislados de
diferentes partes de Crescentia alata Kunth son capaces de inhibir el crecimiento de
diferentes bacterias de interés clinico.



II. MARCO TEORICO

2.1 Enfermedades bacterianas que prevalecen a nivel mundial

La resistencia a los antibioticos (RAM) pone en peligro la eficacia de la prevencion
y el tratamiento de una serie cada vez mayor de infecciones por virus, bacterias,
hongos y parésitos, siendo una amenaza latente para la salud publica mundial.

La resistencia de los antibiéticos afecta a todos los paises. Los pacientes con
infecciones causadas por bacterias farmacorresistente corren mayor riesgo de tener
peores resultados clinicos y morir. Ademas, consumen mas recursos sanitarios que
los infectados por cepas no resistentes de las mismas bacterias (OMS, 2016).

Segun (OMS, 2016) las bacterias que mas prevalecen a mundial son:

Klebsiella pneumoniae (bacteria intestinal) se ha propagado a todas las
regiones del mundo, es una importante causa de infecciones nosocomiales,
como la neumonia, la sepsis o las infecciones de recién nacidos y los
pacientes ingresados en unidades de cuidados intensivos. El tratamiento que
utilizado son los antibiéticos carbapenémicos. Debido a la resistencia, en
algunos paises los antibioticos carbapenémicos ya no son eficaces en mas
de la mitad de los pacientes con infecciones por K. pneumoniae.
Escherichia coli es la principal bacteria causante de la diarrea en paises en
desarrollo, asi como la mayoria causa de la diarrea viajera. Una de las clases
de medicamentos mas utilizados en el tratamiento de las infecciones
causadas por E. coli son las fluoroquinolonas. En varias partes del mundo el
tratamiento es ineficaz en mas de la mitad de los pacientes.
Staphlylococcus aureus (causa frecuente de infecciones graves en los
centros sanitarios y en la comunidad). Se ha estimado que los pacientes con
infecciones por S. aureus resistentes a la meticilina tienen una probabilidad
de morir del 64% mayor que nos pacientes con infecciones no resistentes.
Neisseria gonorrhoeae es la principal bacteria causante de la gonorrea una
infeccién de transmision sexual.

Enterobacterias son bacterias Gram negativas que contienen mas de 30
géneros y mas de 100 especies. La colistina es el ultimo recurso para el
tratamiento de infecciones potencialmente mortales de esta bacteria.
Recientemente se ha detectado resistencia a la colistina en varios paises y
regiones.

Plasmodium falciparum bacteria causante del paludismo. Hasta el 2016 se
habia confirmado la resistencia al tratamiento de primera linea (tratamientos
combinados basados en la artemisinina: TCA) contra el paludismo. La
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propagacion de cepas resistentes a otras partes del mundo podria suponer
un gran reto para la salud publica y poner en peligro los avances recientes
en el control del paludismo.

e Mycobacterium tuberculosis bacteria causante de la tuberculosis, una
enfermedad que afecta los pulmones. Segun las estimaciones de la OMS, en
2014 hubo unos 480 000 nuevos casos de tuberculosis multirresistente (TB-
MR), es decir resistente a los dos antituberculosos mas potentes.

e Vibrio cholera es el agente causante del colera, una enfermedad diarreica
aguda. Aunque es considerada benigna o asintomatica, en algunas
ocasiones ha presentado ser grave y mortal.

2.2 Bacterias
2.2.1 Generalidades

Las bacterias son organismos unicelulares, presentes en casi todos los habitats de
la Tierra. Los cientificos las consideran como los seres mas numerosos del planeta.
Una de las razones por las cuales son tan exitosas es porque pueden utilizar una
amplia variedad de fuentes de alimento.

Constituyen un grupo heterogéneo de organismos desde el punto de vista
morfologico. Difieren de los eucariotas, ademas de su pequefio tamafio, carecen de
nacleo diferenciado, contienen un solo cromosoma, formado por un ADN circular de
doble helicoide, sin proteinas asociadas, carecen de microtubulos y estructuras
relacionadas (centriolos, huso cromosomatico, etc.). Carecen también de reticulo
endoplasmatico, aparato de Golgi y mitocondrias.

La mayoria de bacterias presentan estructuras como: pared celular, membrana
plasmatica y citoplasma. En el citoplasma se localiza un ADN circular y numeroso
ribosomas.

2.2.2 Morfologia bacteriana

Las bacterias tienen una envoltura rigida o pared bacteriana que determina su
forma: esférica, cocos; cilindrica (alargada), bacilos; bacilos cortos redondeados
(cocobacilos); helicoidal, espiroquetas, etc.

En ocasiones las bacterias presentan morfologia variable, dependiendo de las
condiciones del cultivo (edad del cultivo, tipo de medio de cultivo, presencia de
antibidticos etc.). A veces las bacterias no se dividen totalmente, no se
individualizan, y entonces dan lugar a agrupaciones de diferentes formas: cadenas
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(estreptococos) racimos (estafilococos), o conjunto de dos (diplococos) (De la Rosa
& Prieto, 2003) (Figura 1).

Cocos Diplococo Estafilococo

A) Cocos
13
Estreptococo Sarcina Tétrada
(5 = =

Cocobacilo Bacilo Diplobacilo

Wilclios DD
Estreptobacilo

¢) otros Wy

Vibrio Espirilo

Figura 1. Diferentes formas y agrupamientos que presentan las bacterias. Tomada de
Mariana Ruiz en Wikimedia Commons

Las bacterias se pueden clasificar de diferentes maneras: como a) por morfologia y
agrupacion, b) pH requerido, c) requerimiento de oxigeno, d) temperatura y e) por
composicién de la pared celular que reaccionan a la tincion de Gram.

Esta ultima ayuda a interpretar su grupo taxonémico al que pertenecen, ya sea
Gram positivas o Gram negativas.

2.2.3 Bacterias Gram-positivas y Gram-negativas

Hans Christian Gram, las bacterias pueden clasificarse en dos grupos: Gram
negativas y Gram positivas.

Las bacterias Gram positivas, tienen una capa gruesa de peptidoglicano (mureina),
contiene pocos lipidos, no se decoloran por que dificulta la penetracion de alcohol
gue pudiera extraer el colorante (permanecen tefiidas de azul).

Las bacterias Gram negativas tienen una pared de peptidoglicano mas delgada,
recubierta por una envoltura de composicion fundamental lipidica (se tifien de color
rojo) (De la Rosa & Prieto, 2003).



2.3 Actividad antibacteriana
2.3.1 Agentes antibacterianos

Los agentes antimicrobianos pueden inferir en diferentes funciones que llevan a
cabo las bacterias, tales como la sintesis de sus proteinas, acidos nucleicos,
produccién de aminoéacidos o azucares del medio, los cuales son necesarios para
la sintesis de sus paredes o membrana celular.

Los antimicrobianos pueden actuar en una o mas de sus funciones de las bacterias
y producir dos efectos: muerte bacteriana (agentes bactericidas) o solo inhibir el
desarrollo y reproduccion del germen (agentes bacteriostaticos) (Molina, 2017).

2.3.2 Clasificacion de los antibioticos y su mecanismo de accidn

Los antibidticos se clasifican de acuerdo al mecanismo de accién y en 7 grandes
grupos (Tabla 1) (Mendoza, 2011):

Tabla 1. Mecanismo de accién de antibiéticos

Mecanismo de accion Ejemplos
Inhibicién de la pared celular Penicilinas, cefalosporinas,
vancomicina, bacitracina, oxacilina,
nafcilina
Dafio en la membrana plasmatica Polimixina, nistalina, anfotericina B
Inhibicion de la sintesis de proteinas Aminoglucésidos, cloranfenicol,

eritromicina, tetraciclina
Inhibicibn de la sintesis de &cidos | Rifamicina, actinomicina D, 4&cido

nucleicos nalidixico, ciprofloxacina, norfloxacina
Antimetabolitos Trimetoprim, sulfonamidas

Inhibidores de betalactamasas Sulbactam, clavulanato, tazobactam
Antifimicos Etambutol, pirazinamida, isoniazida,

estreptomicina, rifampicina
Tomada: Mendoza Medellin A. El formidable reto de la resistencia bacteriana a los antibioticos.



http://www.revistas.unam.mx/index.php/rfm/article/view/24660

2.3.3 Clasificacion sobre su estructura quimica

Agrupa a los antibidticos sobre la base de su estructura quimica y los denomina
como familias o clases de antibioticos:

a) Aminoglucésidos

b) Cefalosporinas

c) Cloranfenicol

d) Macrdlidos y lincomicinas

e) Quinolonas y fluoroquinolonas
f) Penicilinas o betalactamicos
g) Sulfonamidas

h) Tetraciclinas

2.3.4 Actividad antibacteriana en plantas

Los antibacterianos de origen microbiolégico parecen haber agotado sus
posibilidades en esta lucha; sin embargo, desde las plantas o arboles, ya sean
terrestres o acuaticas, se han identificado compuestos con diferentes actividades
antibacterianas, antifungicas, antivirales, anticancerigenas etc. que constituyen un
importante reservorio. Las especies vegetales tienen una creciente demanda en
compuestos antimicrobianos debido al aumento de la poblacibn con
inmunodepresion y a la creciente resistencia a los antibioticos, lo que constituye una
amenaza mundial segun sefala la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)

El estudio cientifico de las plantas medicinales brinda la posibilidad de describir
nuevos farmacos que posteriormente se pueden sintetizar, pero también permiten
un conocimiento mas profundo de los vegetales que conducen a que muchos
productos naturales sean reconocidos como fitofarmacos, es decir, compuestos que
igualan el nivel de los farmacos de sintesis (Lujan, 2006).

Por ejemplo en la familia Annonaceaes, se han encontrado un interesante nimero
de alcaloides y acetogeninas (y-metilbutenolidos o y-metilbutenolactonas, con una
cadena lateral no ramificada de C30 o C32 unido al Ca, esta cadena lateral es
usualmente oxidada, exhibiendo 1, 2 6 3 anillos tetrahidrofuranos y/o grupos
hidroxilos, acetoxilos, epoxidos o carbonilos) con un amplio rango de actividades
bioldgicas: citotoxicas, antitumoral, pesticida, antiviral, antibiotica etc.

Con base a lo antes mencionado, en los ultimos afios se ha ido incrementando la
investigacion cientifica, para la busqueda de metabolitos secundarios con actividad
antibacteriana en plantas.



2.4 Uso de plantas medicinales en América

Desde hace miles de afos, los seres humanos hemos utilizado a los recursos
naturales vegetales existentes en nuestro entorno para el cuidado de nuestra salud,
identificando sus propiedades como alimento y como medicina a base de pruebay
error. Las practicas en la medicina tradicional quizas han sido el principal testigo y
producto de esta interaccion entre las plantas y el hombre, de la que tantos
beneficios se han reportado en favor de la humanidad (Torres, Perez, & Contreras,
2005).

La medicina prehispanica, se fundamentdé en el conocimiento empirico de las
propiedades medicinales de los recursos botanicos existentes en diferentes zonas
del territorio que hoy conforman a México. Tal conocimiento fue transmitido de
generacion en generacion a través de relatos y rituales religiosos de manera que
los pueblos mesoamericanos pudieron asociar e identificar cualidades y poderes de
plantas, animales y elementos de su naturaleza, los cuales han aportado nuevos
conocimientos a la medicina local. Se sabe que en México antiguo tenian amplios
conocimientos sobre los seres vivos e incluso en ciertas ramas de la medicina y de
la farmacologia, ya que utilizaban plantas, minerales y partes de animales en el
tratamiento de algunas enfermedades (Suaste-Gomez, 2006) (Lozoya, 2000).

De esta manera, a través de los afios y con el cambio de las tribus ndmadas a
sedentarias los conocimientos se fueron fortaleciendo, permitiendo su difusion y
transmision de generacion en generacion, logrando asi una materia de estudio, con
la finalidad de mantener el bienestar del ser humano: la etnobotanica y la
etnofarmacologia.

Con el descubrimiento de América se empezd a conocer la herbolaria medicinal, de
la cual se sigue haciendo uso actualmente, considerando que ahora se conoce de
manera cientifica los beneficios que otorga algunas de las especies vegetales, lo
cual ha beneficiado a la medicina moderna (Herrera, 2005).
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2.5 Uso de plantas medicinales antibacterianas en México
2.5.1 Antecedentes Historicos

Desde hace miles de afios el hombre distinguio entre las plantas que servian para
comer y para curar, de las que podian matar (Viesca, 1997). En México el uso de
plantas medicinales constituye un conocimiento invaluable que ha generado desde
la época precolombina.

En restos arqueoldgicos del territorio mexicano, hay registros paleobotanicos de
plantas ya diferenciadas por sus propiedades curativas pertenecen a la cultura
Teotihuacana (Didier, 1995).

Las primeras tribus sedentarias y agricolas que se instalaron en la parte norte de la
peninsula de Yucatan, datan por lo menos de mil quinientos afios A.C., de suerte
gue su existencia coincide, con la de los pueblos mas antiguos de Europa (Viesca,
1997).

Con la llegada de los espafioles a México en el siglo XVI se solicita que el vasto
conocimiento del pais sea escrito, creando documentos importantes sobre el tema,
tal es el caso de Fray Bernardino de Sahagun, quien se interes6 desde el inicio
sobre los mitos, las costumbres y por supuesto, las enfermedades y los recursos
vegetales y animales que se utilizaban para atender la salud de la poblacion y fue
en 1577 cuando comenzé la recopilacion, a la cual se le llamo Cddice Florentino.
Este codice tiene una amplia seccion dedicado exclusivamente a las plantas
medicinales de los indios mexicano (Suaste-Gomez, 2006)

Con base a esto, los mexicas alli encontraron una fuente inagotable de practica,
resultado del reparo cuidadoso y la reflexion sobre las propiedades de las
innumerables plantas que crecen en sus dominios.

Otro aporte de medicina antigua fue hecho por los mayas, los cuales se albergaron
en la peninsula de Yucatan. Los mayas tuvieron cierta influencia sobre el progreso
de la medicina mesoamericana. Sin embargo, estos aportes fueron quemados por
Fray Diego de Landa junto con otros cientos de cddices prehispanicos, terminando
asi con todo el vestigio de la cultura maya. Se especula que eventualmente
arrepentido de su crueldad y destruccion de la gente Maya y sus coédices, decidio
escribir su historia el mismo. El libro es considerado ser un resumen completo y
preciso de los mayas, éste libro fue titulado como “Relaciéon de las cosas de
Yucatan” (Suaste-Gomez, 2006). Por otro lado, una de las fuentes mas antiguas de
la medicina mesoamericana escrito después de la conquista fue “El Libellus de
medicinalibus indorum herbis”, mas conocido como el Cddice Cruz-Badiano (de
plantas medicinales mexicanas), fue descrito en 1552 por el médico nahua Martin
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de la Cruz (encargado de los nifios internos del Colegio de la Santa Cruz Tlatelolco).
También se le reconoce como el ultimo gran herbario medieval.

La religion que comprende el sur y el suroeste de México (Guerrero, Oaxaca, sur de
Veracruz, Chiapas, Campeche, Tabasco, Yucatan, Quintana Roo) es una de las
zonas del mundo con mayor diversidad biologica y cultura (Diario Oficial de la
Federacion, 2014).

Estimaciones de la M. en C. Abigail Aguilar, entre el 70% y el 80% de la poblacién
recurre a las plantas medicinales para curar padecimiento que van desde un simple
resfriado hasta enfermedades de tipo gastrointestinales, dermatitis, etc.
Actualmente ya no solo se usan empiricamente, o por conocimiento trasmitido de
generacion en generacion, sino que cada vez se realizan mas estudios cientificos;
sin embargo, de las mas de 6000 especies usadas con fines terapéuticos solo el
10% han sido estudiadas a nivel farmacolégico, microbiolégico y fitoquimico
(Aguilar, 1994) (Didier, 1995)

Sharma et al, 2016 reporté las propiedades antibacterianas in vitro de 343 especies
de plantas de 92 familias botanicas utilizadas en la medicina tradicional mexicana,
un ejemplo de estas es Crescentia alata Kunth.

2.6 Meétodos de evaluacion de productos naturales con actividad
antibacteriana

Los productos naturales tales como los extractos de plantas y/o sus compuestos
puros proveen oportunidades ilimitadas para el desarrollo de nuevas drogas que
puedan ser utilizadas para el control bacteriano. Existen pruebas estandarizadas in
vitro conocidas como bioensayos de susceptibilidad antimicrobiana, las cuales son
técnicas esenciales en la busqueda de actividades biolégicas de nuevos
compuestos naturales.

Dentro de los principales métodos de evaluacion preliminar de la actividad
antibacteriana se encuentran los métodos de difusion en disco y difusion del pozo
en agar, mediante los cuales se determina en forma cualitativa el efecto
antibacteriano de los extractos de plantas sobre los microorganismos de interés, los
resultados obtenidos se expresan midiendo el diametro de los halos de inhibicion
producido por los extractos (Taroco et al. 2006).

Por otro lado los métodos de dilucibn son apropiados para la determinacion
cuantitativa de la actividad antibacteriana, la técnica mas utilizada es la denominada
concentracion minima inhibitoria (CMI), con la cual se define la concentracién
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minima capaz de inhibir el crecimiento visible del microorganismo. Esta técnica
puede ser mejorada con la ayuda de indicadores REDOX, que son utilizados
generalmente para la determinacién del crecimiento/viabilidad microbiana.

Una vez que se ha establecido de forma cualitativa y cuantitativa el efecto
antibacteriano de los extractos es conveniente determinar el compuesto
responsable de dicha actividad. La bioautografia es la técnica més utilizada para tal
fin ya que nos indica directamente la localizacion del compuesto de interés en una
cromatografia de capa delgada.

Las pruebas de susceptibilidad antibacteriana son técnicas esenciales en la
investigacion y los resultados pueden variar dependiendo de una gran cantidad de
factores involucrados en el desarrollo de las mismas. Desde la seleccion de las
plantas, el tipo de extraccion, la eleccién de bioensayos apropiados hasta detalles
como la cantidad de in6culo y técnica utilizada para la determinacién de actividad
antibacteriana, pueden influir en los resultados de manera contundente (Ramirez &
Castafio, 2009).

A continuacion se describiran a detalle los tres métodos principales para evaluar la
actividad antibacteriana.

2.6.1 Método de difusién

Es un método cualitativo, el cual se caracteriza por ser de facil estandarizacién, asi
mismo, esta indicado para microorganismos no exigentes y crecimiento rapido,
ademas de ser reproducible.

Esta técnica se realiza en pozos o disco, actualmente ya se encuentran
estandarizados ambos, los cuales son recomendados por el NCCLS.

Es recomendado cuando se desconoce la sensibilidad de una bacteria, si presenta
alguna resistencia a los antibioticos mas frecuentes.

El método se desarrolla en base a la relacion entre la concentracion de la sustancia
necesaria para inhibir una cepa bacteriana y el halo de inhibicion de crecimiento en
la superficie de una placa de agar con un medio de cultivo adecuado y que se
encuentra sembrado de forma homogénea con el microorganismo a estudiar y sobre
el cual se coloca un papel filtro de 6 mm de diametro o se deposita en un pozo en
el agar de la placa una cantidad determinada de la sustancia a probar (Bauer et al.
2000).
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2.6.2 Método de dilucién

Esté método es apropiado para cuantificar la actividad antibacteriana, puesto que la
cantidad del extracto de la planta o el compuesto activo es mezclado con una
cantidad de medio de cultivo. Lo cual puede ser llevado tanto a medio sélido como
medio liquido. La concentracién final deseada debe ser considerada p/v o v/v con
respecto al medio de cultivo.

e Dilucién en agar

El agar es mezclado con una cantidad del extracto de la planta para asi obtener una
concentracion final con el medio. Cabe destacar este método requiere de gran
cantidad del extracto.

e Dilucion en medio liquido

Se procedera de la misma forma descrita anteriormente para obtener una
concentracion final del extracto en el medio, sin embargo, la interpretacion de los
resultados se realiza de manera diferente, por turbidimetria e indicadores REDOX,
que son utilizados generalmente para la determinacion del crecimiento/viabilidad
bacteriana. En el caso de los indicadores REDOX, los utilizados principalmente son
el bromuro de difeniltetrazolio (MTT) y resazurina (Ramirez & Castafio, 2009).

Estos dos métodos pueden realizarse en placas de 96 pozos, teniendo en cuenta
las proporciones arriba mencionadas. La CMI se considera aquella concentracion
en la que no haya viabilidad por lo tanto no hay cambio de color.
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2.7 Generalidades de Crescentia alata Kunth

Es un arbol polifacético, conocido con varios hombres comunes como: higlero
(Puerto Rico); guira (Republica Dominicana); calabaza (Cuba); taparo (Venezuela);
mate, pilche (Ecuador); huingo (Perd); bassenboon (Surinam); cuite (Brasil);
calabash, calabash-tree (Estados Unidos), jicaro, jicara, morro, guacal, calabacero
totumo (América Central), cujete, cirian, tecomate, guaje (México) (Geilfus, 1987).

Una de las referencias mas antiguas fue descrita por Francisco Hernandez en el
siglo XVI, quien comento “esta planta tiene la propiedad de contener las diarreas,
detiene la caida del cabello y el fruto cura las hernias inguinales” (Pool-Chalé, 2014).

Crescentia alata Kunth y Crescentia cujete L. son dos de las especies que existen
de la planta del morro, “Crescentia” dedicada al bidlogo Pietro Crescenzi, “cujete”
perteneciendo al dialecto ndhuatl y L. la abreviatura de su estudiador Carl von
Linneo (Pool-Chalé, 2014).

A inicios del siglo XX la Sociedad Mexicana de Historia Natural la relata como:
aperitiva, catartica, para tratar contusiones, emoliente y pectoral. Posteriormente en
el siglo XVIII, Ricardo Ossado en el Libro del Judio la refiere con las propiedades
para aliviar la tos de los tisicos. Afios después Maximiliano Martinez le atribuye
propiedades como anticatarrales, antiescabiatica, antisifilitica, aperitiva,
contusiones, dermatosis, orquitis y espasmos.

Narciso Souce reporto que la planta era astringente, alivia diarreas y enfermedades
broncopulmonares. Finalmente la Sociedad Farmacéutica de México reporto usos
contra padecimientos hepaticos, pectorales y contusiones (Pool-Chalé, 2014).

-15-



2.7.1 Clasificacion taxonOmica

En la Tabla 2 se presenta la clasificacion taxonomica de Crescentia alata Kunth.

Tabla 2. Clasificacion taxbnomica de Crescentia alata Kunth

Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Bignoniaceae
Tribu Crescentieae
Género Crescentia
Especies C. alata

C. cujete

2.7.2 Descripcion morfoldgica

Crescentia alata Kunth es un arbol caducifolio de 4 a 8 m. (hasta 18 cm.) de altura
con un didmetro a la altura del pecho de hasta 30 cm; algunos ejemplares llegas a
medir hasta 60 cm.

L

Figura 2. llustracion original de Crescentia alata Kunth. De Francisco Manuel Blanco
(O.S.A)
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Presenta una copa deprimida o abierta (no existe propiamente una copa). Respecto
a las hojas, compuestas o simples en cada fasciculo, las hojas compuestas 3-
foliadas (raramente 5-foliadas), foliolos de 1 a 4.5 cm. de largo; hojas simples més
pequefias (figura 2).

El tronco con las ramas torcidas o ramas gruesas alargadas, casi horizontales con
crecimiento indefinido. Frecuentemente los frutos se originan del tronco o de las
ramas gruesas. Su fruto es un pepo o calabaza, mas o menos esférico de 7 a 10
cm. (15 cm.) de didmetro. Sus semillas son pequefias, delgadas y color castafio,
midiendo de 6 a 7 mm de ancho, las cuales se reparten en la pulpa del fruto. Sus
flores presentan un olor a almizcle, inflorescencia cauliflora con una o dos flores
nacidas en ramas mas largas o en el tronco. Caliz dividido en dos lobulos, corola de
color canela, tubular campanulada y carnosa.

Su corteza externa fisurada con grietas o hendiduras cortas, longitudinales con
bordes rectos, con un grosor total de 3 mm. Su raiz sistema radical profundo y su
sexualidad hermafrodita (CONABIO, 2017)

2.7.3 Distribucion geografica

Origen
Crescentia alata Kunth originaria de México, se extiende desde México hasta
Colombia, Pera y Brasil. Cultivado en el sur de Florida y en California (Estados
Unidos) e introducido en Bermudas. Ha sido cultivado en los tropicos del Viejo
Mundo.

Estatus
Habita en areas abiertas tipo sabana, propio de tierras planas bajas, cafiadas, en
las selvas bajas subcaducifolias que bordean los lechos secos de arroyos y en la
selva baja caducifolia que cubren las serranias. Tipo de suelo pedregoso, pardo
somero.

Habitat

Respecto a la importancia ecolégica, es un elemento caracteristico y a menudo
dominante en la sabana seca.

Distribucion

Se le encuentra en la region costera desde Baja California, Sonora y Sinaloa hasta

Oaxaca y Chiapas, Tabasco, Campeche, Yucatan, Veracruz y poco frecuente en la
Depresion Central: México, Morelos, Michoacéan y Puebla. Altitud: 0 a 1,200 m.
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Figura 3. Mapa de distribucion potencial de la especie Crescentia alata Kunth.
Extraido del libro Arboles tropicales de México. Pennington, T., J. Sarukhan, (2005).

C. alata presenta una distribucion mas amplia hacia la zona centro de Morelos, pero
se reportd de acuerdo a los estudios de campo que la distribucion de C. alata en la
actualidad se restringe principalmente hacia el zona sur del estado, en altitudes de
900 a 1250 m.s.n.m. en clima calido subhumedo, con pendientes de 0 a 80 en
lomerios y de 10 a 200 en serrania (Solares, 2004). Respecto a su reparticion es de
aislada, principalmente en sierra (Quilamula, Tepalcingo, Rancho Viejo, cerro del
Chisco, Huautla) y regular en mesetas y lomerios (Huajintlan, Michapa, al noreste
de Apancingo, puente de Terrones y Mazatepec) al sur poniente del estado.
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Figura 4. Distribucion de Crescentia alata (Cuatecomate, Cirian)
en el estado de Morelos
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2.8 Usos etnobotanicas

C. alata es un componente floristico de la selva baja caducifolia que hace
aproximadamente 30 afios se distribuia desde la parte central de Morelos, pero que
debido a su alto grado de aprovechamiento por los artesanos, su presencia se ha
reducido a la zona sur de la entidad. Su alto uso tradicional la ubica como una de
las especies de selva baja caducifolia de mayor importancia, pero también como
una de las mas explotadas (Solares, 2004), siendo una de las 20 especies mas
importantes en el Estado de Morelos. Ocupa el 6° lugar en cuanto a intensidad de
usos y el 13° lugar en cuanto a diversidad de usos. Debido a esto, es una de las
especies que esta siendo fuertemente impactada en sus poblaciones naturales.

Los usos que recibe esta especie son de tipo artesanal, comestible, medicinal (fruta,
hojas, raiz y flor) y uso doméstico (frutas, jicaras).

Para uso doméstico el fruto del jicaro y jicara posee un exocarpo llamado cascara,
es muy duro y ha sido usado desde la época prehispanica asi como la pulpa. La
cascara del jicaro o morro ha sido usada para hacer utensilios de cocina (cucharas,
platos hondos, recipientes para colecta de leche y tomar bebidas) (Pool-Chalé,
2014) .

De manera artesanal el fruto es utilizado para fabricar instrumentos musicales como
maracas. Otro uso ha sido con fines comestibles ya que la pulpa también es usada
como alimento para ganado (Zamora et al, 2001)

En los usos medicinales se utiliza la pulpa que sirve como laxante, emético,
emoliente y antidiarréico; ademas, en decoccién sirve como hemostético, para la
dermatitis, las hemorroides y los golpes. Los indigenas utilizan la pulpa para
fortalecer las encias y garantizar una buena dentadura. La pulpa cocida se da de
beber a las parturientas con el fin de limpiar cualquier residuo de placenta y evitar
infecciones postparto (Chizmar, 2009)

La hoja calentada y el zumo en instilacién se utilizan para el dolor de oido. La semilla
en casos de tos persistente, principios de asma o bronquitis.

2.9 Aportaciones cientificas de Crescentia alata Kunth

Tabla 3. Estudios cientificos recientes han validado el uso ethomédico de Crescentia
alata, demostrando su actividad antioxidante, antiinflamatoria, insecticida y
antibacteriana. Sin embargo, se ha reportado que debido a la sobreexplotacion de
la especie, esta se ha visto afectada, por la alteracion que ha sufrido la selva baja
caducifolia.
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Tabla 3. Aportacion cientifica sobre C. alata Kunth.

Extracto Compuesto Actividad Referencia
Etandlico Antibacteriana Dimayuga-
contra Encarnacion et al.,
Mycobacterium 1998
tuberculosis
Hexanico, Antimicrobiana Rojas, Lévaro et
Cloroférmico y Staphylococcus al., 2000.
Metanandlico aureus,
Enterococcus
faecalis, E. coliy
Candida albicans
Etandlico Antibacteriana Murillo-Alvarex et
(Mycobacterium al., 2003.
tuberculosis)
Metandlico Flavonoides Antiinflamatoria Rastrelli Le. et al.,
2001.
Etandlico Alcaloides, Antiinflamatoria Solares-Arenas et
Flavonoides, al., 2004.
esteroides y Anticancerigena
fenoles
Hexanico Antibacteriana Pio-Leon, et. al.,
Cloroférmico contra cepas 2003.
clinicas
Enterococcus
faecalis,
Staphylococcus
aureus,
Salmonella, E. coli
Cetonico Antibacteriana Cates R, et al.,
contra S. aureus 2013.
Etandlico Iridoides Bioinsecticida Valladares-
Cisneros et al.,
2014.
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2.10 Hongos enddfitos
2.10.1 Descubrimiento e historia de los hongos endofitos

La palabra “endofito” etimologicamente significa “dentro de la planta” (endon:
dentro, phyton: planta). El término “enddfito” lo propuso Baryen en 1866 y los
primeros registros de la presencia de hongos endofitos provienen del afio 1898.
Este término se referia a cualquier organismo que colonizara el interior de los tejidos
de las plantas. En 1995, Wilson restringio el término Unicamente a microorganismo,
refiriendose solo a bacterias y hongos, los cuales no provocan dafio aparente a la
planta hospedera (Wilson, 1995).

Sin embargo, el término actualmente se refiere a bacterias, hongos, insecto y algas.
Los hongos enddfitos se definen como microorganismos que se encuentran la
mayor parte de su vida colonizando los tejidos de la planta hospedera, sin causar
dafo aparente (Rodriguez & Redman, 2009).

2.10.2 Relacion hongo endofito-planta hospedera

Cuando se habla de “endofitismo” se refiere a una asociacion de costo-beneficio, no
obstructiva, asintomética y transitoria.

La relacion entre el hongo enddfito y su hospedero puede ir desde el mutualismo
hasta la patogénesis. En esta relacion ambos microorganismos producen
metabolitos secundarios potencialmente toxicos (Kusari, Hertweck, & Spiteller,
2012).

En consecuencia, para que ambos organismos coexistan se establece entre ellos
una relacion de antagonismo balanceado, que depende de la virulencia del hongo y
de las defensas de la planta, estas varian y son influenciadas por los factores
ambientales y por la etapa de desarrollo de ambos organismos. Cuando los factores
de virulencia del hongo y las defensas de la planta estan en equilibrio, se establece
una relacion endofitica y, por el contrario, cuando se presenta la senescencia del
hospedero o se encuentra bajo estrés, el balance se torna a favor del hongo y éste
se expresa como patdgeno, presentandose los sintomas de enfermedad (Sanchez-
Fernandez et al., 2013).

Un hongo enddfito puede producir metabolitos secundarios que inhiben a un
patdgeno o0 a otros hongos endofitos; sin embargo, no puede inhibir a los
microorganismos que se encuentran en su mismo entorno.
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2.10.3 Mecanismos de los hongos endéfitos contra factores bidticos

Se ha observado que los hongos enddfitos pueden contribuir a la proteccidén de su
planta hospedera contra factores bioticos (patdgenos y herbivoros) y abidticos
(estrés salino, térmico, presencia de metales) por medio de dos mecanismos
(Sanchez-Fernandez et al., 2013).

1) Directos: por medio de enzimas y/o metabolitos secundarios con actividad anti-
patégeno, producidos directamente por el hongo enddfito.
2) Indirectos: inducen o incrementan la expresion de mecanismos de defensa
quimicos o fisioldgicos intrinsecos a su planta hospedera.

2.10.4 Aplicacion de hongos endofitos

Una de las grandes ventajas que representa la disponibilidad de un sin nimero de
microorganismos enddfitos capaces de sintetizar un farmaco o un agroquimico
potencial, es evitar la necesidad de cultivar o colectar especies vegetales silvestres,
asi como reducir el costo de produccion de los principios activos (Debbad et al.,
2009).

Asi mismo, la presencia de toxinas y metabolitos secundarios con efectos
fisiol6gicos sobre otros organismos, conduce a otra pregunta: ¢.cual es el potencial
biotecnolégico de los enddfitos?, un posible campo de accién de las propiedades de
los enddfitos, es en la proteccion de cultivos mediante la produccion de metabolitos
que evitan o disminuyen tanto la herbivoria como la susceptibilidad a patégenosy a
tension ambiental (por ejemplo, a sequia). Por otro lado, es posible que otros
compuestos del metabolismo de los hongos endéfitos tengan usos industriales y
medicinales, lo que constituye un estimulo adicional para estudiar este grupo. Ya
gue podrian usarse para desarrollar nuevos antibioticos de origen natural, los cuales
serian menos dafinos para el hombre y en el medio ambiente, asi como, contribuir
a disminuir la resistencia bacteriana.

De tal manera y con base a lo antes mencionado, se estan buscando alternativas
de origen natural para producir farmacos antibacterianos. Contando con las
herramientas biotecnolégicas y usando hongos enddéfitos con actividad
antibacteriana se podrian cultivar dichos hongos en menor tiempo y con la ventaja
de brindar un gran nimero de compuestos activos para la fabricacion de farmacos.
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2.10.5 Aportacion cientifica de hongos endofitos aislados de otras
plantas con actividad antibacteriana

Los hongos enddfitos son cosmopolitas y diversos y se cree que la mayor parte de
la inmensa cantidad de hongos que falta por describir, se encuentra asociada de
este modo a plantas y liquenes, por esto, son necesarios estudios relacionados a la
identificacion de estos microorganismos especiales en distintas areas geograficas
(Gamboa-Gaitan, 2006). Es evidente que mucho trabajo resta por hacerse en el
campo de los hongos endéfitos y uno de los aspectos prioritarios es la descripciéon
taxondmica de especies en sus hospederos naturales (Ramirez R. , 2006) . En la
tabla 4 se muestran algunos ejemplos de hongos endéfitos con actividad
antibacteriana.

Tabla 4. Estudio sobre hongos enddfitos de diferentes plantas con actividad antibacteriana

(albahaca)

subtilis, Bacillus cereus,

Escherichia coli,

Colletotrichum,
Exidia, Clitopilus y

Planta Actividad Id. del hongo Aislamiento del Referencia
enddfito hongo
Gram positivas Aspergillus sp Flores Monggoot-S et al.,
Mitrephora wangii. 2018
S. aureus, Bacillus Diaporthe spp. Flores Tanapichatsakul-C et
Melodorum subtilis, K. pneumoniae, al., 2018
E. coli, Shigella
fruticosum (queso
blanco)
Staphylococcus aureus, Nigrospora Hojas Atiphasaworn-P et al.,
Ocimum basilicum Staphylococcus Aspergillus, 2017
epidermidis, Bacillus Ascochyta

Klebsiella pneumoniae, Nomuraea
Pseudomonas
aeruginosa, Vibrio
cholerae
S. aureus Diaporthe miriciae Hojas y raices Ferreira-M et al., 2017

Trichoderma

Vellozia gigantea effusum
Sida acuta E. coli, B. subtilis, S. Diaporthe spp, Corteza Liu-Y et al., 2016
agalactiae Colletotrichum,
Trametes,
Mycobacterium Fusarium solani Hoja Shah-A et al., 2017
Glycyrrhiza glabra tuberculosis
Olea europaea Gram positivas y Penicillium Hoja Malhadas-C et al.,
negativas 2017
Bacillus cereus, Xylaria Corteza Mogollon-1 et al.,
Pseudomonas descompuesta 2013.
aeruginosa
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2.10.6 Aportacion cientifica de hongos endofitos aislado de C. alata

Hasta la fecha se ha clasificado a nivel de género o especie a los hongos endofitos
de C. alata mediante la secuencias de ADNr (ADN ribosémico) de ITS2 (Tabla 5)
(Flores-Vallejo et al., 2017). En lo que respecta a la actividad antibacteriana de
hongos enddfitos aislados de Crescentia alata Kunth, existe un primer estudio
reportado (Morales-Aguilar et al., 2017), donde se identificoO que los extractos de
micelio eran capaces de inhibir hasta un 33% el crecimiento de la cepa sensible a
ampicilina de E. coli ATCC 25922.

Tabla 5. Género de hongos enddfitos aislados de C. alata Kunth y otros estudios de
endofitos de otras plantas (mismos géneros) con actividad antibacteriana.

Identificacion de hongos
endofitos aislados de C. alata Otros estudios en otras plantas
(Flores-Vallejo et al., 2017)
Género Actividad Aislado Compuesto Referencia
antibacteriana
Cercospora sp E. coli, S. typhi Rama Alcaloide Hema-P et al.,
2015
Colletotrichum sp. E. coli, S. aureus, B. Hoja No Sierra-Garcia et
subtilis y P. aeruginosa al., 2012
Diaporthe sp. S. aureus Rama No Sousa-J et
al.,2016
Fusarium sp. S. aures, B subtilis, E. Flor Naftoquinona Tayung-K
coli y K. pneumonae etal,
2011
Podospora sp. Serratia Hojas Furanonas Wang-Y et al.,
1993
Aerobasidium sp. P. aeruginosa Hojas No Kalantar-E et al.,
2006
Periconia sp. S. aureus, E. coli, L. Hoja No Lagunes-Castro
monocytogenes, P. etal., 2015
aeruginosa
Trematophoma sp. P. aeruginosa Raiz No Castillo-
E. coli, S. aureus, Machalskis et al.,
Bacillus cereus, S. 2007
typhimirium
Trametes sp. S. aureus, P. Flores No Machoa-Arevalos
aeruginosa et al., 2017
Aureobasidium sp. E. coli Hojas No Rodriguez-A et
al., 2011
Cladosporium sp. Shigella, E. coli Raiz macrolidos Castillo-
Machalskis et al.,
2007
Xylaria feejeensis sp. S. aureus, P. Corteza No Mogoll6n-I et al.,
aeruginosa, E. coli 2013
Aspergillus E. coli Hoja No Nasimiyu et al;
2018.
Fusarium sp. S. aureus, E. coli, L. Rama No Lagunes-Castro
monocytogenes, P. etal., 2015
aeruginosa
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I1l. METODOLOGIA

3.1 Estrategia experimental

La metodologia experimental descrita a continuacion fue establecida y asesorada
por la M. en Biotec. Rosario del Carmen Flores Vallejo durante su trabajo como
Auxiliar de Investigador (SIN 3) de la Dra. Maria Luisa Villareal Ortega.

En el figura 5 se resume la estrategia experimental general para medir la actividad
antibacteriana de hongos enddfitos aislados de Crescentia alata Kunth.

Reactivacion de bacterias

« E. coli, S: aureus, S. typhi, K.
Revisién bibliografica pneu.monlae,LS. agalacglae, P.

. . e aeruginosa y L. monocytogenes
(Antibacterianos y hongos enddfitos |—— -CST a 37° X 24 hrs. a 150 rpm (L.

de C. alata Kunth) monocytogenes 26°)

Almacenamiento en glicerol 50% v/v S Tincion de Gram y Pruebas
medio. Temp. -70°C bioquimicas

Tamizaje inicial de actividad
antibacteriana de extractos de
Curvas de crecimiento — hongos enddfitos (5mg/mL y
10mg/mL) por Difusion en pozos en

agar MH

Figura 5. Estrategia experimental para medir la actividad antibacteriana de C. alata Kunth
y sus hongos enddfitos.
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3.2 Tipo de estudio

Retrospectivo, prospectivo y experimental

3.3 Materiales

Las bacterias fueron donadas por el Instituto Nacional de Salud Publica (INSP) sede
Cuernavaca Morelos.

Bacterias Gram positivas

e Staphyloccus aureus ATCC 25923
e Listeria monocytogenes ATCC 19115
e Streptococcus agalactiae ATCC 27591

Bacterias Gram negativas

e Kilebsiella pneumoniae ATCC 10031

e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
e Escherichia coli ATCC 25922

e Salmonella typhi ATCC 6539

Controles positivos:

e Acido nalidixico

e Ampicilina

e Ticarcilina

e Estreptomicina

e Kanamicina

e Tetraciclina

e DMSO AL 100% v/v

Control negativo:

e DMSO 5% viv
e Agua destilada estéril
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3.4 Ensayo experimental
3.4.1 Ensayo para curvas de crecimiento

1° Fase: Reactivacion de bacterias “stock” almacenadas en 70°C en
glicerol 50% v/v

e Enuntubo Falcon de 50 mL se re-activaron las bacterias, se tomo 100uL del
cultivo e inocul6 en 10mL de Caldo Soya Tripticaseina (CST) estéril por un
méaximo de 24 horas (dependiendo la velocidad de crecimiento de cada
bacteria) a 150 rpm y 37°C (excepto L. monocytogenes que se incubara a
26°C).

2° Fase: Cultivo en medio sélido

e Del inocul6 se tomé 50 pL y se sembr6é por estriado en cajas Petri
(100x15mm) con Agar Mueller Hinton (AMH) y Agar Soya Tripticaseina
(AST). Se selld las cajas Petri con parafilm e incubaron por 24 horas a 37°C
(excepto L. monocytogenes se incubd a 26°C).

3° Fase: Cultivo en medio liquido

e De las cajas Petri previamente inoculadas, se tomé con un asa de siembra 3
colonias definidas e inocul6 en un tubo Falcon con 10mL de Caldo Soya
Tripticaseina (CST) y Caldo Mueller Hinton (CMH). Posteriormente se incubo
los tubos a 37°C a 150rpm por 14 6 18 horas dependiendo de la velocidad
de crecimiento de cada bacteria.

4° Fase: Curvas de crecimiento

e Del cultivo liquido previamente inoculado se tom6 1mL (pipeteando para
homogeneizar) y se vacio en una celda de 1 cm de ancho para medir su
densidad éptica (unidad de absorbancia) en el equipo de espectrofotometria
a una longitud de onda de 625nm. La absorbancia arrojo un valor entre 0.8-
1.0 unidades de absorbancia para tener un 10X de un Estandar McFarland
0.5 (1x108 UFC/mL).

e Se tom6 un 1 mL del inoculo que estaba en un 10X de Estandar McFarland
0.5, y se vertid6 en 20mL de Caldo Mueller Hinton (CMH) y Caldo Soya
Tripticaseina (CST) estéril y se agité para homogeneizar.

e El inoculo homogeneizado se coloc6 en cajas Petri y con la ayuda de una
micropipeta multicanal se tom6 100uL del medio e inoculd en una placa de
96 pozos a 37°C en el equipo SpectralMax® iD5 en el cual se tomo lecturas
de absorbancia a 625nm cada hora durante 24 horas. Se us6 como control
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caldo Mueller Hinton y caldo Soya Tripticaseina sin inocular. Se coloco de la
siguiente manera:

1 2 4 . f 7 8 ] 1 11 12

A T )
e =Inoculo en caldo MH =3
¢ Zlnoculo en caldo MH S
o " Cont rol caldo MH )
e — Control caldo ST = 2
F = Inoculo en caldo ST e)
¢ S Inoculo en caldo ST =
w O | : ’ =
: = =/

Figura 6. Disefio de la placa de 96 pozos para curvas de crecimiento.

3.4.2 Ensayo de actividad antibacteriana

En un tubo Falcon de 50 mL se activaron las bacterias, se tomd6 100uL del
cultivo e inocul6 en 10mL de CST estéril por 24 horas (dependiendo la
velocidad de crecimiento de cada bacteria) a 150 rpm y 37°C (excepto L.
monocytogenes se incubd a 26°C).

Del inoculé se tomé 50 L y se sembrod por estria en cajas Petri con agar
Mueller Hinton. Se sell6 las cajas Petri con parafilm e incubé por 24 horas a
37°C (excepto L. monocytogenes se incubara a 26°C).

De las cajas Petri previamente inoculadas, se tomé con un asa de siembra 3
colonias definidas e inoculd en un tubo Falcon con 10mL de caldo Mueller
Hinton. Posteriormente se incubd los tubos a 37°C a 150 rpm por 14 o 18
horas (dependiendo de la velocidad de crecimiento de cada bacteria).

Se tomo en condiciones de esterilidad 1 mL del cultivo bacteriano pipeteando
varias veces hasta homogeneizar, se vacio en un tubo eppendorf de 1.5 mL
y se midié su densidad Optica (unidades de absorbancia) a una longitud de
onda de 625nm en un espectrofotdmetro (celda 1 cm de ancho). La medida
de absorbancia estaba entre 0.08 y 0.1 unidades de absorbancia para tener
un estandar McFarland 0.5 (aproximadamente 1x108 UFC/mL). Si el inocul6
excedia las unidades, se realizé una dilucion 1:2 v/v de cultivo con caldo
Mueller Hinton estéril.

Se prepar6 agar Mueller Hinton al 1.5% p/v de agar bacteriologico, se vacio
en tubos Falcon de 50mL, 22.5mL del agar y se esterilizo.
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Se sacO el medio de cultivo y se dej6 enfriar hasta que obtuvo una
temperatura de 40° a 45°C, se dej6 solidificar.

Posteriormente se vacié 2.5mL del estandar McFarland 0.5 del caldo de
cultivo bacteriano en una caja Petri estéril y se mezclo con 22.5mL del agar
Mueller Hinton. Se mezcl6 suavemente para homogeneizar y se dejo
solidificar.

Una vez solidificado el medio de cultivo inoculado, se realizaron 6 pozos de
aproximadamente 0.7 cm con la ayuda de puntas estériles de 1000uL. Cada
pozo tuvo un espacio entre cada uno de aproximadamente 1.25cm. Se selld
las cajas con parafilm.

Se incubd las cajas a 37°C por 4 horas.

Después de incubarlas por 4 horas, se inocul6 100uL de cada extracto y
como control positivo 100uL de antibiético, como control negativo 100uL de
DMSO al 100% v/v o agua destilada estéril por cada pozo de la caja.

3.4.3 Preparacion de los extractos de biomasa y sobrenadante de
hongos endofitos

Los extractos ya estaban esterilizados por filtracion con 0.22 u y preparados
a una concentracion stock inicial de 200mg/mL con DMSO al 100% v/v.
De los extractos se prepararon soluciones de trabajo de 10 y 5mg/mL.

3.4.4 Preparacion de antibioticos

Los antibidticos se prepararon en un buffer de fosfato o agua destilada dependiendo
segun cada antibiotico.

Los buffer de fosfatos se prepararon de la siguiente manera:

Se pes6 9.08g de KH2P04y se mezcld con 1L de agua destilada.

Se pes6 11.48g de NazHPO4 y se mezcl6 con 1L de agua destilada.
Posteriormente se tomo 1.96mL de KH2P04 previamente preparado y se
mezclo con 8.04mL de Na2HPO4 previamente preparado.

De la mezcla anterior se tomo6 9.0 mL y se afiadié en agua destilada hasta
obtener un volumen final de 10mL. Se ajusté el pH a 6.0 con gotas de NaOH
a 0.1N. Esta solucion se esterilizé por filtracion con 0.22um.
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Los stocks de los antibidticos se prepararan de la siguiente manera:

e Se esterilizaron por filtracién con 0.22um y se preparé a una concentracion
stock inicial de 10mg/mL (10000ug/mL) con agua destilada estéril con un pH
de 5-8.5 o en buffer de fosfatos estéril con un pH de 6.0.

e Los stocks de los antibidticos se sellaron con Parafilm, protegidos de la luz 'y
almacenados a una temperatura de 4°C.

Las soluciones de trabajo se prepararan de la siguiente manera:

e Se tomo 20uL del stock inicial y se diluyé en 980uL de agua destilada estéril
con un pH de 5-8.5 o en buffer de fosfato estéril con un pH de 6.0.

Para las bacterias se utilizaran los siguientes controles de antibiéticos:

Gram negativas

e Amoxicilina o Ampicilina: Se prepard una solucién de 10 mg/mL con buffer
de fosfatos con un pH de 6.0 y se mezcld bien hasta homogeneizar. Se
esterilizé por membrana de filtracion de 0.22um.

e Ticarcilina: Se preparar una solucion de 10 mg/mL con buffer de fosfatos con
un pH de 6.0 y se mezcld bien hasta homogeneizar. Se esterilizé por
membrana de filtracion de 0.22um.

e Acido nalidixico: Se prepar6 una solucion de 10 mg/mL con buffer de fosfatos
con un pH de 6.0 y se mezcl6 bien hasta homogeneizar. Se esteriliz6 por
membrana de filtracion de 0.22um.

Gram positivas

e Estreptomicina: Se preparar una solucién de 10 mg/mL con buffer de fosfatos
con un pH de 6.0 y se mezclé bien hasta homogeneizar. Se esterilizd por
membrana de filtracion de 0.22um.

e Gram positivas y Gram negativas

e Kanamicina: Se preparé una solucién de 10 mg/mL con buffer de fosfatos
con un pH de 6.0 y se mezclé bien hasta homogeneizar. Se esterilizd por
membrana de filtracion de 0.22um.

e Tetraciclina: Se prepar6 una solucion de 10 mg/mL con buffer de fosfatos con
un pH de 6.0 y se mezclé bien hasta homogeneizar. Se esterilizd por
membrana de filtracién de 0.22um.

-30-



3.4.5 Pruebas bioquimicas

Agar McConkey

Se suspendio 16.06g/L de agar MacConkey y se diluyé en 1L de H20 estéril.
Se calenté con agitacion hasta se llevé a ebullicion hasta su disolucién total.
Se autoclave6 a 120° (15 p.s.i.) durante 15 minutos.

Se vertid en las placas 25 mL y se dejé solidificar.

Se coloco 20uL del inoculo previamente preparado y se estrid con la ayuda
de una asa.

Incubar a 37°C por 16 a 20 hrs.

Agar Eosina-Azul de Metileno (EMB)

Se suspendié 36g/L de agar Eosina-Azul de Metileno (EMB) y se diluy6 en
1L de H20 estéril.

Se calenté con agitacion y se llevo a ebullicion hasta su disolucién total.

Se autoclaveo a 120° (15 p.s.i.) durante 15 minutos.

Se vertio en las placas 25 mL y dejo solidificar.

Se colocé 20uL del inoculo previamente preparado y se estrié con la ayuda
de una asa.

Se incubd a 37°C por 16 a 20 hrs.

Agar Base Sangre

Se suspendi6 40g/L de agar Base Sangre y se diluy6 en 1L de H20 estéril.
Se calentd con agitacion y se llevé a ebullicion hasta su disolucion total.

Se autoclaveo a 120° (15 p.s.i.) durante 15 minutos.

Se verti6 en las placas 25 mL del agar y se agreg6 5-10% de sangre ovina
desfibrinada estéril, se homogeneizé y se dej6 solidificar.

Se colocé 20uL del inoculo previamente preparado y se estrié con la ayuda
de una asa.

Incubar a 37°C por 16 a 20 hrs.

Agar Base Pseudomonas

Se suspendié 48.4¢g/L de agar Base psudomonas y se diluyd en 1L de H20
esteril.

Se calenté con agitacién y se llevo a ebullicion hasta su disolucién total.

Se autoclaveo a 120° (15 p.s.i.) durante 15 minutos.

Se vertio en las placas 25 mL del agar y se dej6 solidificar.
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Se colocaron 20uL del inoculo previamente preparado y se estrid con la
ayuda de una asa.
Se incubd a 37°C por 16 a 20 hrs.

Agar verde bilis brillante

Se suspendi6 58g/L de agar verde bilis brillante y se diluyé en 1L de H20
esteril.

Se calenté con agitacion y se llevo a ebullicion hasta su disolucién total.

Se utoclaveo a 120° (15 p.s.i.) durante 15 minutos.

Se vertio en las placas 25 mL del agar y se dejo6 solidificar.

Se colocé 20uL del inoculo previamente preparado y se estrié con la ayuda
de una asa.

Se incubd a 37°C por 16 a 20 hrs.

ChroMagar Staph aureus

Suspendié 82.5g/L de ChroMagar Staph aureus y se diluyé en 1L de H20
estéril.

Se calento con agitacion hasta y se llevé a ebullicion hasta su disolucion total.
Se autoclaveo a 120° (15 p.s.i.) durante 15 minutos.

Se vertio en las placas 25 mL del agar y se dej6 solidificar.

Se colocé 20uL del inoculo previamente preparado y se estrié con la ayuda
de una asa.

Se incubd a 37°C por 16 a 20 hrs.

Agar Sal y Manitol

Se suspendi6 111g/L de agar sal y manitol y se diluyé en 1L de H20 estéril.
Se calent6 con agitacion y se llevé a ebullicion hasta su disolucion total.

Se autoclaveo a 120° (15 p.s.i.) durante 15 minutos.

Se verti6 en las placas 25 mL del agar y dejar solidificar.

Se coloc6 20uL del inoculo previamente preparado y se estrié con la ayuda
de una asa.

Se incubd a 37°C por 16 a 20 hrs.

Agar Salmonella-Shigella

Se suspendié 60g/L de agar Salmonella-Shigella y se diluyé en 1L de H20
esteril.

Se calenté con agitacion y se llevo a ebullicion hasta su disolucion total.

No esterilizar.

Se vertio en las placas 25 mL del agar y se dejo solidificar.
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Se coloc6 20pL del inoculo previamente preparado y se estrié con la ayuda
de una asa.
Se incubd a 37°C por 16 a 20 hrs.

3.4.6 Tincion de Gram

Se tomo una colonia de la cepa bacteriana y se realizé un extendido en un
porta objetos y se dejé secar.

Posteriormente se paso el portaobjeto 3 0 4 veces por la llama de un mechero
de Bunsen.

Se cubrié la muestra con solucion de Cristal Violeta por 1 minuto, transcurrido
el tiempo se enjuagd con agua destilada.

Se coloco lugol por 1 minuto y se enjuagé con agua destilada.

Se cubrid la muestra con alcohol cetona por 30 segundos, se enjuag6 con
agua destilada.

Posteriormente se coloco safranina por 1 minuto, transcurrido el tiempo se
enjuago con agua destilada.

Se dej6 secar el extendido.

Se coloco una gota de aceite de inmersion y leyd a un objetivo de (100X)

3.5 Analisis Estadistico

Se realiz6 un andlisis de comparaciones ANOVA multifactorial, en el paquete
estadistico SAS 9.0.

Comparando las medias de:

Extracto de micelio y sobrenadante de hongos endofitos.
Las concentraciones probadas de los extractos a 5mg/mL y 10mg/mL.
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4.1 Morfologia bacteriana

IV. RESULTADOS

Se realiz6 la caracterizacion de las bacterias por morfologia, donde se puede
observar en la figura 7 se pueden observar las siguientes caracteristicas:

a) Escherichia coli 25922: Gram negativo, bacilos cortos.

b) Staphylococcus aureus ATCC 25923: Gram positivo, coco que puede estar
en pares, racimos o cadenas.

c) Klebsiella pneumoniae ATCC 10031: Gram Negativo, bacilos cortos.

d) Pseudomona aeruginosa ATCC 27853: Gram negativo, bacilo recto o

ligeramente curvado.

e) Salmonella typhi ATCC 6539: Gram negativo, bacilos o cilindros con puntas

redondas.

f) Streptococcus agalactiae ATCC 27591: Gram positivo, coco en cadenas.
g) Listeria monocytogenes ATCC19115: Gram positivo, bacilos cortos.

a) E. coli

d) P. aeruginosa

{

b) S. aureus

v > ..“:,“;-"‘. N A =: I
".:.'-.'. .\,‘ N AN >
e) S. typhi

c) Klebsiella
pneumoniae

monocytogenes

‘ f) S. agalactiae

Figura 7. Caracterizacion morfolégica de las especies bacterianas: a) E. coli, b) S. aureus,
¢) K. pneumoniae, d) P. aeruginosa, e) S. typhi, f) S. agalactiae y g) L. monocytogenes.
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4.2 Pruebas bioquimicas

Como se observa en la Fig. 8 se realizaron las pruebas bioguimicas del panel de
bacterias para corroborar su identificacion.

a)
b)
c)

d)

f)

9)

A) E. colien medio B) S. aureus en C) K. pneumoniae

E. coli ATCC 25922, de la familia Enterobacteriaceae, bacteria Gram
negativa anaerobia facultativa, fermentadora de glucosa y lactosa.

S. aureus ATCC 25923, de la familia Staphylococcaceae, bacteria Gram
positivo, anaerobia facultativa, productor de coagulasa y catalasa.

K. pneumoniae ATCC 10031, de la familia Enterobacteriaceae, bacteria
Gram negativo, fermentadora de lactosa més produccién de gas.

P. aeruginosa ATCC 27 853, de la familia Pseudomonadaceae, bacteria
Gram negativa, anaerobia secretora de pigmentos como piocianina (azul
verdoso), fluoresceina (amarillo verdoso, fluorescente) y piorrubina (rojo
pardo).

S. typhi ATCC 6539, pertenece a la familia Enterobacteriaceae, bacteria
Gram negativo, anaerobia facultativa, productoras de acido sulfurico y
fermentadora de glucosa sin producir gas, no fermenta lactosa.

S. agalactiae ATCC 27591, de la familia Streptococcaceae, bacteria Gram
positiva, anaerobia facultativa, beta-hemolitico.

L. monocytogenes ATCC 19115, pertenece a la familia
Lactobacilacea, bacteria Gram negativa, anaerobia facultativa, catalasa
positiva.

MacConkey CHROMagar Staph en medio EMB

qQureus

G)

L. monocytogenes
en

medio agar sangre

D) P. aeruginosa en F) S. agalactiae en

E) S. typhi en agar

CHROMagar Pseudomona S-S medio agar sangre

Figura 8. Caracterizacion bioguimica de las especies bacterianas.
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4.3 Curvas de crecimiento

Se determind la velocidad de crecimiento de cada una de las especies bacterias
Figura 9, su crecimiento se midié en una placa de 96 pozos a 37°C en el equipo
SpectralMax® iD5 el cual tom6 lecturas de absorbancia a 625 nm cada hora durante
24 horas. Asi mismo se determind el tiempo de inicio de la fase exponencial y la
fase estacionaria (Tabla 6). Para K. pneumoniae y L. monocytogenes a la primera
hora empezo la fase exponencial, mientras que para P. aeruginosa a las 7 horas
comenz6 la fase exponencial. En lo que respecta a la fase estacionaria; S. aureus,
K. pneumoniae, P. aeruginosa detuvieron su crecimiento hasta las 23 horas.
Mientras que E. coli comenzo la fase estacionaria a las 15 horas. Para S. typhi, la
fase exponencial comenzo a la tercer hora, mientras que su crecimiento se detuvo
a las 15 horas.

a) E. coli b) S. aureus

esee

o L e .

- .ooo-oo.oo.co.o.
0.00' ...

. ®

'}

10 20

Tiempo (Hora)

10 20

Tiempo (Hora)

Absorbancia 625 nm
Absrobancia 625 nm

c) P. aeruginosa d) K. pneumoniae

es®0ss o0,
s P
3

P e

625 n
© o o
H o o0

o
o N

20

Tiempo (Hora)

10 20

Tiempo (Hora)

Absorbancia 625 nm

=
=
n
N
©
10
1%}
c
®
o
=
o
w
o
<

e) S. typhi f) S. agalactiae

o ]
o

LY .
el = T ) >~

.
.
o'..
-

10 20

Tiempo (Hora)

10 20

Tiempo (Hora)

Absorbancia 625 nm
absorbancia 625 nm

-36-



=
=
n
N
©
A
o
=
(5]
o
S
o
w
o
<

g) L. monocytogenes

Tiempo (Horas)

Figura 9. Cinéticas de crecimiento del panel de bacterias en
estudio.

Tabla 6. Cinéticas de crecimiento del panel de bacterias.

Especie bacteriana Hora inicial | Hora inicial de Velocidad de
# Grafica dela la fase crecimiento
fase estacionaria
exponencial
a) E. coli 3 15 0.0269 hrt
b) S. aureus 5 23 0.0091 hrt
c) K. pneumoniae 1 23 0.021 hrt
d) P. aeruginosa 7 23 0.0114 hrt
e) S. typhi 5 20 0.0086 hrt
f) S. agalactiae 6 18 0.027 hrt
h) L. monocytogenes 1 17 0.0267 hrt
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4.4 Actividad antibacteriana de extractos del endo y exo-metaboloma de
hongos endofitos aislados de C. alata Kunth.

4.4.1 Porcentaje de actividad antibacteriana de los extractos

metandlicos de micelio (endo-metaboloma) de hongos enddfitos de C.
alata.
Se analizé un total de 43 extractos fangicos, de los cuales el 52% representa el
endo-metaboloma y el 50% representa el exo-metaboloma que presentd actividad
antibacteriana al menos contra una de las bacterias evaluadas (Grafica 1). Los
extractos del endo-metaboloma que presentaron actividad antibacteriana fueron
aislados de rama (26%), hoja (61%) y flor (13%), mientras que para los extractos
del exo-metaboloma, fueron aislados de hoja (73%), flor (9%), raiz (4%) y rama
(14%) (Grafica 2 Ay B).

Extractos del exo-metaboloma Extractos del endo-metaboloma

= Con actividad = Sin actividad

Gréfica 1. Porcentaje de extractos fungicos del endo y
exo-metaboloma con actividad antibacteriana.

A) Extractos del B) Extractos del N
endo-metaboloma con actividad exo-metaboloma con actividad
antibacteriana antibacteriana

= Hoja =Rama - Flor ®m Hoja = Flor = Rama =Raiz

Gréfica 2. Porcentaje de aislados de extractos fangicos del A) endo y B) exo-
metaboloma con actividad antibacteriana

-38-



4.4.2 Porcentaje de actividad antibacteriana de los extractos
metandlicos de micelio (endo-metaboloma) de hongos enddfitos de C.
alata.

De los 43 extractos metandlico de micelio de hongos endofitos aislados de C. alata,
el 14% tuvo la capacidad de inhibir el crecimiento de E. coli, mientras que el 86%
no mostro actividad. Para S. aureus el 28% presento actividad, sin embargo, el 72%
no tuvo actividad. En lo que respecta a P. aeruginosa (7%) y S. typhi (5%) de los
extractos mostraron actividad, inhibiendo el crecimiento de ambas bacterias, por lo
que el resto de los extractos (93 y 95%) respectivamente no mostraron actividad
(grafica 3). Los extractos bioactivos contra las cepas de E. coli, S. aureus, P.
aeruginosa y S. typhi, produjeron halos de inhibicion entre 1.5 y 8.7 mm, dichos
extractos pertenecen a hongos de los géneros: Cercospora sp., Colletotrichum sp.,
Diaporthe sp., Podospora sp., Aureobasidium sp., Fusarium sp., Periconia ignaria,
Trametes sp., Pseudocercosporella, y Xylaria sp. (Tabla 7). El género que mostré
el halo mas grande fue Colletotrichum sp. (8.7mm). Cabe mencionar, que ninguno
de los 43 extractos metandlico de micelio pudo inhibir el crecimiento de L.
monocytogenes, K. pneumoniae y S. agalactiae. Sin embargo, el género que inhibié
a 4 bacterias fue Colletotrichum sp.

a) E. coli
) b) S. aureus
= Con actividad = Sin actividad = Con actividad = Sin actividad
c) P. aeruginosa d) S. typhi

= Con actividad = Sin actividad = Con actividad = Sin actividad

Gréfica 3. Porcentaje de actividad antibacteriana de extractos metandlicos de hongos
endofitos contra a) E. coli, b) S. aureus, c) S. typhi y d) P. aeruginosa
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4.4.3 Porcentaje de actividad antibacteriana de los extractos de
acetato de etilo del sobrenadante (exo-metaboloma) de hongos endéfitos
de C. alata.

Se analizaron 43 extractos de sobrenadante de hongos enddfitos aislados de C.
alata, contra las bacterias E. coliy S. aureus, para ambas el 7% tuvo la capacidad
de inhibir su crecimiento, mientras que el 93% no mostré actividad. En lo que
respecta a P. aeruginosa el 37% de los extractos mostro actividad, inhibiendo su
crecimiento, por lo que el resto de los extractos (63%) no mostrd actividad (gréfica
4). Los extractos bioactivos contra las cepas de E. coli, S. aureus y P. aeruginosa
produjeron halos de inhibicion entre 1.65 y 8.7 mm, dichos extractos pertenecen a
hongos de los géneros: Cercospora sp., Colletotrichum sp., Podospora sp.,
Periconia ignaria, Septoria sp., Pseudocercosporella, Aureobasidium sp., y Xylaria
sp. (Tabla 7). Sin embargo, ninguno de los 43 extractos pudo inhibir el crecimiento
de L. monocytogenes, K. pneumoniae, S. agalactiae y S. typhi. Cabe mencionar que
el género Aureobasidium sp., mostro el mayor halo de inhibicion (8.7), ademas de
gue el género Colletotrichum sp., pudo inhibir el crecimiento de las tres bacterias.

b) S. aureus

a) E. coli

= Con actividad = Sin actividad = Con actividad = Sin actividad

c) P. aeruginosa

= Con actividad = Sin actividad

Grafica 4. Porcentaje de actividad antibacteriana de extractos de
sobrenadante de hongos endofitos contra: a) E. coli, b) S. aureus y c) P.
aeruginosa.
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4.4.4 Extractos metandlico de micelio y acetato de etilo del
sobrenadante con actividad antibacteriana de hongos endoéfitos de C. alata,
contra E. coli, S. aureus, P. aeruginosa y S. typhi

En la tabla 7. Se muestran el total de los 86 extractos de hongos endofitos de C.
alata evaluados por duplicado, probando las concentraciones de 5y 10mg/mL. De
los cuales, 6 extractos metandlicos de micelio y 3 extractos de acetato de etilo del
sobrenadante inhibieron el crecimiento de E. coli ATCC 25922, mostrando el halo
mas grande de 8.5+0.70 mm de diametro el extracto metandlico (Figura 10a),
mientras que el de acetato de etilo fue de 3.85+0.21 (Figura 10b) (grafica 5ab),
siendo mejor el extracto metandlico de micelio, con mas del doble de diametro. Se
utilizé como control positivo la ampicilina y kanamicina, DMSO al 100% v/v como
control negativo DMSO al 5% vl/v.

Con respecto a S. aureus ATCC 25923, 3 extractos de acetato de etilo del
sobrenadante y 12 extractos metandlico de micelio inhibieron su crecimiento, el
tamafo de diametro de los halos mas grande de ambos extractos fue de 5.75+0.07
(Figura 11b) y 5.1+0 (Figura 11a) respectivamente (grafica 6ab), mostrando mejor
actividad el extracto de sobrenadante. (Figura 10B). Se utiliz6 como controles
positivos estreptomicina, kanamicina y DMSO al 100% v/v, asi como, un control
negativo (DMSO al 5%). En cuanto a P. aeruginosa ATCC 27853, 3 extractos
metanolicos de micelio inhibieron su crecimiento, mostrando el halo mas grande un
tamafio de 4.55+0.07 mm de didmetro (Figura 12a), mientras que 16 extractos de
sobrenadante presentaron actividad antibacteriana, sin embargo, comparando el
tamafo de diametro de halos, el mejor fue del sobrenadante (8.7+0.14mm) (Figura
12b)(grafica 7). Como control positivo se utilizé ticarcilina y DMSO al 100% v/v.
Respecto a S. typhi ATCC 6539, solo dos extractos metandlicos de micelio
inhibieron su crecimiento, con un tamafio de halo de 6.1+0 mm de didmetro,
mientras que como control positivo se utilizé ampiciliina (Figura 13)(Gréafica8).
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Tabla 7. Actividad antibacteriana de extractos del exo y endo-metaboloma de hongos
endofitos de C. alata contra E. coli, S. aureus, S. typhi y P. aeruginosa.

Halos de inhibiciéon (mm)-- Promedio +/-
desviacion estandar

Id. hongo REF Tipo de REE Concentracion | E. coli S. aureus P.
endéfito extracto (mg/mL) 26922 25923 aeruginosa | S. typhi
Metandlico de
micelio
MHO1H ENM | (endometaboloma) 5 6.5+0.70 4.15+0.07
10 6.0£0 5.1+0
Cercospora sp. Acetato de etilo
(Calv01) del sobrenadante
SHO1H EXM (exometaboloma) 5
3.35+0.49
10
Metandlico de
micelio
Colletotrichum MHO2H ENM | (endometaboloma) 5 6.0+1.4
10 8.5+0.70
Acetato de etilo 5
del sobrenadante
SHO2H EXM (exometaboloma)
10
Metandlico de
micelio
MHO3H ENM | (endometaboloma) 5
Colletotrichum 10
Acetato de etilo
SHO3H EXM del sobrenadante 5 2.85+0.07
10 3.85+0.21 3.95+0.07
Metandlico de
micelio
MHO04H ENM | (endometaboloma) 5 6.5+0.70
10
Acetato de etilo
Diaporthe SHO4H EXM del sobrenadante 5 5.35+0.07
10
Metandlico de
micelio
MHO7H ENM | (endometaboloma) 5 6.5+0.70
Podospora 10 6.5+0.70
Acetato de etilo
SHO7H EXM del sobrenadante 5 3.25+0.07
10 5.7510.07 4.25+0.07
Metandlico de
micelio
Colletotrichum MHO8H ENM | (endometaboloma) 5 7.5+0.70 2.05+0.07 6.1+0
10 7.510.70 2.5+0.14
Acetato de etilo
SHO8H EXM del sobrenadante 5
10 3.65+0.07
Metandlico de
micelio
MHO9FL | ENM | (endometaboloma) 5 6.5+0.70
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Aerobasidium 10 6.0+0
Acetato de etilo 5
SHO9FL EXM del sobrenadante 10 8.7+0.14
Metandlico de
micelio
MH11RZ | ENM | (endometaboloma) 5
Cladosporium 10
Acetato de etilo
SH11RZ EXM del sobrenadante 5 5.35+0.07
10
Metandlico de
micelio
MH15H ENM | (endometaboloma) 5
10
Acetato de etilo
Colletrotrichum SH15H EXM del sobrenadante 5 5.25+0.07
10
Metandlico de
micelio
MH16H ENM | (endometaboloma) 5
10
Acetato de etilo
Diaporthe SH16H EXM del sobrenadante 5 6.45+0.07
10
Metandlico de
micelio
Fusarium sp. MH17RA| ENM | (endometaboloma) 5
10
Acetato de etilo
MH17RA| EXM del sobrenadante 5 8.05+0.07
10
Metandlico de
micelio
MH20FR | ENM | (endometaboloma) 5
Trematophoma 10
Acetato de etilo
SH20FR EXM del sobrenadante 5 1.45+0.07
10 1.65+0.07
Metandlico de
micelio
Xylaria sp MH21RA| ENM | (endometaboloma) 5
10 2.15+0.07
Acetato de etilo
SH21RA EXM del sobrenadante 5 2.4+0.14
10 3.65+0.07
Metandlico de
micelio
Colletotrichum MH22RA| ENM | (endometaboloma) 5 2.05+0.07 1.75+0.07
10 2.310 2.15+0.07
Acetato de etilo
SH22RA EXM del sobrenadante 5
10
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Metandlico de
micelio

MH23RA| ENM | (endometaboloma) 5
10 4.35+0.07 4.55+0.07
Acetato de etilo
SH32RA EXM del sobrenadante 5
10
Metandlico de
micelio
H25FL ENM | (endometaboloma) 5 1.8+0
Fusarium 10 2.05+0.07
Acetato de etilo
SH25FL EXM del sobrenadante 5
10
Metandlico de
micelio
Cercospora MH32H ENM | (endometaboloma) 5
10 2.410
Acetato de etilo
SH32H EXM del sobrenadante 5
10
Metandlico de
micelio
Colletotrichum MH33H ENM | (endometaboloma) 5
10
Acetato de etilo
SH33H EXM del sobrenadante 5
10 2.840.14 | 2.15+0.21
Metandlico de
micelio
MH34H ENM | (endometaboloma) 5 1.610.14
Periconia 10 1.75+£0.07
Acetato de etilo
SH34H EXM del sobrenadante 5 2.5+0.14
10 3.4510.07
Metandlico de
micelio
MH37RA| ENM | (endometaboloma) 5 240
Trametes sp 10 2.2510.07
Acetato de etilo
SH37RA EXM del sobrenadante 5
10
Metandlico de
micelio
MH38FL | ENM | (endometaboloma) 5 2.3+0
Fusarium sp 10 310
Acetato de etilo
SH38FL EXM del sobrenadante 5
10
Metandlico de
micelio
MH39H ENM | (endometaboloma) 5 1.8+0
Colletrotrichum 10 2.1+0
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Acetato de etilo
SH39H EXM del sobrenadante 5
10
Metandlico de
micelio
MH40H ENM | (endometaboloma) 5 1.7¢0
Colletrotrichum 10 1.85+0.07
Acetato de etilo
SH40H EXM del sobrenadante 5 4.35+0.07
10
Metandlico de
micelio
MH41RA| ENM | (endometaboloma) 5
Periconia ignaria 10
Acetato de etilo
SH41RA EXM del sobrenadante 5 5.55+0.07
10
Metandlico de
micelio
MH43H ENM | (endometaboloma) 5 1.6+0
Pseudocercosporella 10 2.240
Acetato de etilo
SH43H EXM del sobrenadante 5 3.05+0.07
10 6.35+0.07
Metandlico de
micelio
MH44H ENM | (endometaboloma) 5 2+0
Diaporthe 10 2.4+0
Acetato de etilo
SH44H EXM del sobrenadante 5
10 6.05+0.07

Figura 10. Fotografia que muestra la actividad
antibacteriana del extracto metandlico de
micelio (a) y acetato de etilo del sobrenadante
(b) de hongos enddfitos contra E. coli ATCC
25922,
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Figura 11. Fotografia que muestra la
actividad  antibacteriana del extracto
metandlico de micelio (a) y acetato de etilo
del sobrenadante (b) de hongos enddfitos
contra S. aureus ATCC 25923.

Figura 12. Fotografia que muestra la actividad
antibacteriana del extracto metandlico de micelio
(a) y acetato de etilo del sobrenadante (b) de
hongos endodfitos contra P. aeruginosa ATCC
27853.

Figura 13. Fotografia que muestra la actividad
antibacteriana del extracto metandlico de
micelio (a) y acetato de etilo del sobrenadante
(b) de hongos enddfitos contra S. typhi ATCC
6539.
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4.45 Actividad antibacteriana de extractos del exo y endo-
metaboloma de hongos endofitos de C. alata contra E. coli

En la Gréfica 5a, se muestra la comparacion de las concentraciones 5y 10mg/mL
de los extractos metandlico de micelio, arrojando que el extracto metandlico
(MHO2H) a la concentraciéon de 10mg/mL mostré6 mejor actividad (8.7£0.42mm),
comparada con la concentracién de 5mg/mL (7.25+0.35mm) que mostro el extracto
metandlico de micelio aislado de hoja (MHO8H), los cuales corresponden al género
de hongo Colletrotricum sp; para ambos extractos. Con respecto a los extractos de
sobrenadante de acetato de etilo (Gréfica 5b), la concentracion de 10mg/mL
(3.85+0.21mm) que corresponde al extracto de sobrenadante (SHO3H) del género
Colletrotrichum sp., mostré la mejor actividad, mientras que ningun extracto a la
concentracion de 5mg/mL tuvo actividad. Por lo tanto, respecto a los resultados
arrojados fuer mejor el extracto metanolico de micelio. Respecto a los controles
positivos, la ampicilina, arrojé un halo de 14.5+0.28mm, la kanamicina mostré un
halo de 14+0.5mm, mientras que el control negativo DMSO5% no mostré ninguna
actividad.

b) E. coli

N
o

=
o

o
|
|
|

SBO1H SBO3H SN33H
Extracto de sobrenandante de acetato de etilo

Halos de inhibicién (mm)
1

5mg/mL 10mg/mL Ampicilina Kanamicina ® DMSO5%

a) E. coli
20
£ _ — . _ _ _
_E, 0 ﬁ= I I ; - —=
c
Ig MHO1H MHO2H MHO04H MHO7H MHO8H MHO9FL
ﬁ Extractos metanolico de micelio
(=
[}
o s 5mg/mL s 10mg/mL Ampicilina
o
£ Kanamicina s DMSO05% Lineal (Ampicilina)

Gréfica 5. Comparacion de halos de inhibicion de extractos metandlico (a) y acetato de
etilo (b) (micelio y sobrenadante) con actividad antibacteriana contra E. coli.
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Tabla 8. En cuanto al analisis estadistico de los extractos de micelio y sobrenadante
contra E. coli, no hay diferencias significativas entre las concentraciones 5mg/mL y
10mg/MI del extracto metandlico de micelio, asi mismo, tampoco hay diferencias
entre ambas concentraciones del extracto acetato de etilo; sin embargo, si hay
diferencias significativas comparando los controles con los extractos metandlico de
micelio y acetato de etilo del sobrenadante.

Tabla 8. Comparacion de media (Tukey) de los extractos metanodlico de micelio, acetato
de etilo del sobrenadante y controles en E. coli.

Tukey Agrupamiento Media N Tratamiento
A 7.55 2 MHO8H
A 6.9 2 MHO2H
A 6.85 2 MHO1H
A 6.75 2 MHO9FL
A 6.5 2 MHO4H
A 6.2 2 MHO7H
B 14.5 2 Ampicilina
B 14 2 Kanamicina
C 0 2 SHO1H
C 0 2 SHO3H
C 0 2 SH33H

4.4.6 Actividad antibacteriana de extractos del exo y endo-
metaboloma de hongos endofitos de C. alata contra S. aureus

Con respecto a S. aureus, (grafica 6a) se muestra la comparaciéon de las
concentraciones 5y 10mg/mL de los extractos metandlico de micelio, arrojando que
el extracto MHO1H a la concentracion de 10mg/mL mostré mejor actividad
(5.1+0mm), comparada con la concentracion de 5mg/mL (4.15+0.07mm) que mostro
el mismo extracto, el cual corresponde al género de hongo Cercospora sp; por otro
lado, los extractos de sobrenadante de acetato de etilo (Grafica 6b), el género
Podospora, del extracto SHO7H de la concentracion de 10mg/mL (5.75£0.07mm)
mostro la mejor actividad, mientras que el extracto a la concentracion de 5mg/mL
(1.45+0.07mm) SN20FL mostr6 mejor actividad, corresponde al género
(Trematophoma). Los extractos metanolicos de micelio, fueron mejores respecto a
los de sobrenadante, sin embargo, el halo mayor lo presentd el extracto de
sobrenadante. Respecto a los controles positivos, la Estreptomicina arrojé un halo
de 14.9+0.09mm y 12.7+0.14mm respectivamente; sin embargo, el control negativo
DMSO5% no mostré actividad.
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Gréafica 6. Comparacién de halos de inhibicion de extractos metandlico (a) y acetato de
etilo (b) (micelio y sobrenadante) con actividad antibacteriana contra S. aureus.

Tabla 9. Respecto a S. aureus, se observa que hay diferencias significativas en las
medias de los extractos de micelio y sobrenadante; sin embargo, entre el extracto
MHO8H y MH22RA no hay diferencias significativas, asi mismo, entre el extracto
MH25FL y MH39H no hay diferencias significativas, entre los extractos de acetato
de etilo de sobrenadante, si hay diferencias significativas. Comparando los controles
con los extractos metandlico de micelio y acetato de etilo del sobrenadante, se
observa que hay diferencias significativas.

Tabla 9. Comparacion de medias (Tukey) de los extractos metandlico de micelio, acetato
de etilo del sobrenadante y controles en S. aureus.

Tukey agrupamiento Media N Tratamiento
B 4.15 2 MHO7H
D 2.05 2 MHO8H
D 2.05 2 MH22RA
1.8 2 MH25FL
GF 1.6 2 MH34H
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1.8 2 MH39H
1.7 2 MH40H
1.6 2 MH43H
2 2 MH44H
2 2 MH37RA
23 2 MH38FL
0 2 SHO7H
1.45 2 SH20H
0 2 SH33H
12.7 2 Estreptomicina
0 2 DMS05%

4.4.7 Actividad antibacteriana de extractos del exo y endo-
metaboloma de hongos endofitos de C. alata contra P. aeruginosa

(Gréfica 7a) al evaluar los extractos metandlico de micelio contra P. aeruginosa, se
encontro que el extracto MH23RA a la concentracion de 10mg/mL mostro el mejor
halo de inhibicion (4.55+0.07mm), el cual corresponde al género (Colletrotrichum),
mientras que a la concentracién de 5mg/mL, no hubo actividad, sin embargo, la5y
10mg/mL de los extractos de sobrenadante de acetato de etilo, arrojo los halos de
inhibicion méas grandes (8.7+0.14mm y 4.9+0.14mm respectivamente), los cuales
corresponde al extracto SNO9FL Y SNO1H del género de hongo Cercospora sp. y
Aerobasidium respectivamente (grafica 7b). Al evaluar ambos extractos, el mejor
fue el de sobrenadante, cabe mencionar algunos extractos no pudieron ser
evaluados a la concentracion de 10mg/mL por falta de extracto; sin embargo, a la
concentracion de 5mg/mL tuvieron actividad, lo cual se espera que a la
concentracion de 10mg/mL habra actividad y con un halo méas grande. Respecto a
los controles positivos, se utilizo ticarcilina la cual mostré un halo de 8.7.9+0.09mm
y 4.55+0.07mm respectivamente, mientras tanto, el control negativo DMSO5% no
mostro actividad.
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Grafica 7. Comparacion de halos de inhibicion de extractos metandlico (a) y acetato de
etilo (b) (micelio y sobrenadante) con actividad antibacteriana contra P. aeruginosa.

Tabla 10. Entre el extracto metanolico de micelio (MH23RA y MH21RA) y el extracto
de acetato de etilo del sobrenadante (SHO1H y SHO8H) no hay diferencias
significativas, mientras que entre los extracto acetato de etilo del sobrenadante
(SNO4H, SN11RZ, SN41RA y SN15H) no hay diferencias con respecto a la media.
Por otro lado, no hay diferencias significativas entre el extracto SN16H y SN44H en
ambas concentraciones, (SN21RA y SN34H) no hay diferencias entre sus medias.
Mientras que el control positivo y el extracto SN40H, no hay diferencias entre sus
medias. Sin embargo, para el resto de los extractos de acetato de etilo y
sobrenadante, se observan las diferencias entre las medias.

Tabla 10. Comparacion de medias (Tukey) de los extractos metandlico de micelio, acetato
de etilo del sobrenadante y controles en P. aeruginosa.

Tukey Media N Tratamiento
Agrupamiento
K 0 2 MH23RA
K 0 2 MH21RA
J 1.75 2 MH22RA
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K 0 2 SNO1H
H 2.85 2 SNO3H
I 55 2 SNO4H
G 3.25 2 SNO7H
K 0 2 SNOSH
A 8.7 2 SNO9FL
5.35 2 SN11RZ
5.25 2 SN15H
6.45 2 SN16H
B 8.5 2 SN17RA
L 2.4 2 SN21RA
L 2.5 2 SN34H
F 4.35 2 SN4OH
5.5 2 SN41RA
3.05 2 SN43H
6.05 2 SN44H
F 4.55 2 Ticarcilina

4.4.8 Actividad antibacteriana de extractos del exo y endo-
metaboloma de hongos endofitos de C. alata contra S. typhi.

Por otro lado, el extracto metandlico de micelio inhibié el crecimiento de S. typhi, el
extracto MHO8H que corresponde al género Colletrotrichum sp. a la concentraciéon
de 10mg/mL (6.1+0) arrojo el halo con el tamafio mas grande, comparado con el
MH23H (2.4510), el cual corresponde al género Cercospora. El control positivo
utilizado fue ampicilina, el halo arrojado fue de 17.9+0, mientras que el control
negativo, DMSO5% no tuvé actividad (Grafica 8).

S. typhi

20

10
. — —
MHO8H MH32H

Extracto metanolico de micelio

Halos de inhibicon

®5mg/mL  m10mg/mL Ampicilina DMSO05%

Gréfica 8. Comparacion de halos de inhibicion de extractos metandlico (a) y acetato de
etilo (b) (micelio y sobrenadante) con actividad antibacteriana contra S. typhi.
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Tabla 11. Con respecto a los extracto metandlico de micelio y el control (Ampicilina),
el andlisis estadistico arrojo que hay diferencias significativas. Sin embargo, ambos
extractos metandlico de micelio no muestran diferencias en ambas concentraciones.

Tabla 11. Comparacioén de medias (Tukey) de los extractos metandlico de micelio, acetato
de etilo del sobrenadante y controles en S. typhi.

Tukey Media N Tratamiento
agrupamiento
B 0 2 MHO8H
B 0 2 MH32H
A 14.5 2 Ampicilina
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

Las enfermedades infecciosas, son la causa principal de muertes en el mundo. En
la actualidad, un factor preocupante, es el aumento de la resistencia bacteriana a
los antibidticos, siendo esto un problema de salud publica. La Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) prioriz6 la investigacion de nuevos antibioticos para el
tratamiento de los patdégenos multiresistentes. Por tal motivo es necesaria una
busqueda de nuevos nichos y hébitats de agentes antimicrobianos potencialmente
eficaces (OMS, 2016). Se sabe que las plantas tienen una capacidad casi ilimitada
para sintetizar péptidos y metabolitos secundarios. En muchos casos, estas
sustancias sirven como mecanismos de defensa frente a la depredacion por
microorganismos, insectos o herbivoros. Microorganismos como los hongos,
especialmente los endofitos, han despertado el interés de muchos cientificos en los
altimos afos por la interaccién que realizan con las plantas y su implicacion en la
biodiversidad (Jamil et al., 2007). Por otro lado, actualmente se estan realizando
experimentos en plantas superiores y extrayendo micelios con propiedades
bioldgicas de sus hongos enddfitos, puesto que se ha observado que la interaccion
de la planta y sus hongos enddfitos, pueden producir metabolitos secundarios como
alcaloides, terpenos, quinonas, esteroides isocumarina entre otras, por lo que ha
alcanzado una gran proyeccion propia de sus aplicaciones (Kusari S. H., 2012).

Para el desarrollo de principios activos, se debe iniciar con el andlisis biolégico, la
formulacién de la dosis, seguida por estudios clinicos para establecer la seguridad,
eficacia y perfil farmacologico de las nuevas drogas (Iwu et al; 1999).

Actualmente existen diferentes métodos de laboratorio que pueden ser usados para
determinar en condiciones in vitro la susceptibilidad de bacterias ante agentes
bacterianos, pero estos no son igualmente sensibles 0 no se basan en los mismos
principios, permitiendo que los resultados sean influenciados por el método
seleccionado, los microorganismos usados y el grado de solubilidad de cada
compuesto evaluado (Rahman, et al; 2011).

Los métodos para evaluar la actividad antibacteriana estan clasificados en tres
grupos principalmente: método de difusién, métodos de dilucion y bioautografia
(Rios et al; 1998)

El método de difusién en agar, esta apoyado por datos clinicos y de laboratorios, y
tiene la ventaja que sus resultados son altamente reproducibles, ademas de su
simplicidad, bajo costo, la capacidad de probar enormes cantidades de
microorganismos Y facilidad de interpretar los resultados (Balouri et al; 2016), la
desventaja que se tiene con los discos, es la composicion de papel filtro Whatman,
ya que interviene con algunos compuestos, puesto que se compone de celulosa con
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muchos grupos hidroxilos libres presentes en cada glucosa, haciendo que la
superficie del disco sea hidrofilia, e interviene con compuestos cationicos,
impidiendo que sean absorbidos y difundidos en el agar (Valgas et al; 2007).

Por otro lado, la ventaja del método de dilucion radica en el aumento de la
sensibilidad para cantidades pequeiias, lo cual permite diferenciar entre un efecto
bactericida y bacteriostatico (Balouri et al., 2016) Los métodos de microdilucion son
utiles para determinar la MIC, con un gran niumero de muestras. En lo que respecta
a la bioautografia, es una herramienta Util como técnica de tamizaje fitoquimico
preliminar, la desventaja que tiene es que los solventes acidos o demasiados
alcalinos pueden permanecer en las placas de TLC, inhibiendo ellos el crecimiento
bacteriano (Nostros et al., 2000). Por todo lo mencionado respecto a los métodos,
en esté ensayo se optd por utilizar el método de difusion en agar, considerando las
pequefias adaptaciones metodoldgicas a protocolos estandarizados como el CLSI,
pero asegurando un enfoque experimental preciso; sin embargo, en ocasiones es
dificil hacer una comparacién apropiada de la efectividad de los extractos, puesto
gue existen diferencias en la metodologia.

Cabe mencionar que otro punto importante es la concentracion de las bacterias
usadas para el estudio de susceptibilidad, que ha sido estandarizado en 5X10°
unidades formadoras de colonias (UFC)/mL, lo cual equivale a un patron de 0.5 en
la escala Mac. Farland, evitando asi un crecimiento exhaustivo y que proporcione
resultados errados, lo cual puede variar en la respuesta del extracto vegetal,
indicando la necesidad de utilizar concentraciones mayores de este para inhibir el
crecimiento del microorganismo (Wiegand et al; 2008), por esta razén en el presente
estudio se utilizo este patron de referencia.

Recientemente diversos estudios han demostrado que los compuestos aislados de
Crescentia cujete, y Crescentia alata presentan actividad antibacteriana contra
bacterias Gram positivas, Gram negativas e incluso algunas levaduras (Morales,
2017) (Campos & Vazquez, 2004).

En lo que respecta a los hongos enddfitos aislados de Crescentia alata Kunth, existe
un primer estudio reportado (Morales-Aguilar et al 2017); el cual demuestra que en
los extractos metandlicos de micelio de hongos enddfitos contra E. coli 25922 a una
concentracion de 500ug/mL y 1000ug/mL presentan actividad antibacteriana. Asi
mismo Flores-Vallejo et al, 2017 evalud la actividad antiinflamatoria de los extractos
organicos de 43 cepas seleccionadas de diferentes partes de tejido de C. alata y las
cepas de los hongos enddfitos aislados de C. alata han sido identificadas mediante
secuencias de ADNr como espaciadores internos transcritos (ITS2). Tomando en
cuenta la identificacién de género de estas cepas, los extractos utilizados en este
trabajo que tuvieron actividad antibacteriana fueron: Periconia igniaria,
Trematophoma sp., Colletotrichum theobromicola, Trametes villosa, Fusarium
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decemcellulare y Colletotrichum gigasporum, Cercospora sp., Diaporthe sp.,
Podospora, Aerobaisium, Xylaria sp., Cladosporium sp. y Pseudocercosporella sp;
cabe mencionar que estos géneros de hongos enddfitos ya han sido aislados en
gran variedad de especies vegetales medicinales, y se ha reportado que presentan
actividad antibacteriana (Chutima & Sakon, 2018) (Machoa & Jeffrey, 2017) (Sousa
et al., 2016).

Respecto a los extractos metandlicos de micelio, estos inhibieron el crecimiento de
4 bacterias, E. coli, S. aureus, P. aeruginosa y S. typhi.

Tran et al, en 2010 aisl6 hongos endofitos de tres especimenes de Acacia (A.
baileyana y A. floribunda), determiné la actividad antimicrobiana contra E. coli, S.
aureus y C. albicans, los hongos endofitos pertenecian al género Aureobasidium
pullulans, Chaetomium globosum, Chaetomium sp. y Sordariomycetes, de los
cuales Aureobasidium pullulans y Chaetomium globosum inhibié el crecimiento de
E. coli, sin embargo, ninguno de los hongos pudo inhibir el crecimiento de S.
aureus., se realizé la comparacion con el presente estudio y se encontré que el
género Aureobasidium aislado de C. alata inhibe el crecimiento de E. coli, sin
embargo, los halos que se reportan en el presente estudio son de 6.5mm, mientras
que el mismo género de hongo aislado de A. floribunda mostré un halo de 30mm,
cabe mencionar que hay diferencias en la metodologia, puesto que Tran et al., en
2010 utilizé otro medio de cultivo (caldo oxoide), el tamafio de los pozos fue de
12mm de diametro, ademas que coloco 200pul del extracto en cada pozo, por lo que
se dificulta hacer una comparacion apropiada de la efectividad que tienen los
extractos.

Por otro lado, Hema et al., en 2015 aisl6 21 hongos enddfitos de la planta B. rubra,
los cuales son Alternaria sp., Aspergillus sp., Chaetomium sp., Cercospora sp.,
Cladosporium sp., Corynespora sp., Curvularia sp., Nigrospora sp.y Monilia sp.,
determind su actividad antibacteriana, contra bacterias Gram positivas (S. aureus y
B. subtilis) y Gram negativas (E. coli y S. typhi). El género Cladosporium sp. inhibioé
el de S. typhi, con tamafos de halo de inhibicion de 18 mm, mientras que el género
Cercospora sp. no inhibié el crecimiento de ninguna de las bacterias probadas.
Comparando con el presente estudio, el género Cercospora sp. aislado de C. alata,
inhibi6 el crecimiento de E. coli, S. aureus, S. typhi, mostrando halos de inhibicién
del tamafio de 2.4 a 6.5mm, asi mismo, el género Cladosporium sp. inhibio el
crecimiento de P. aeruginosa (5.35mm); sin embargo, existen diferencias en la
metodologia, ya que se utilizé para este estudio el método de difusion en pozos en
agar MH, mientras que Hema et al., en 2015 utilizaron difusion con discos miceliales
de 6mm en agar nutritivo, lo cual pudiera diferir en los resultados al momento de
comparar.
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(Tanapichatsakul et al., 2018) evaluaron la actividad antibacteriana de siete géneros
de hongos enddfitos aislados de la planta medicinal Melodorum fruticosum contra
nueve bacterias, S. aureus, B. subtilis, K. pneumoniae, P. aeruginosa, E. coli,
Shigella flexneri, V. cholera, B. cereus y V. parahaemolyticus. Los generos fueron
Alternaria, Aspergillus, Colletotrichum, Diaporthe, Fusarium,
Greeneria y Nigrospora, para el ensayo se utilizé el método de difusion en disco.
El género Diaporthe presenté la mayor actividad antibacteriana contra las 9
bacterias.

En otro estudio Wang et al., en 2007 aislo6 de la hoja de Quercus variabilis 67 hongos
enddfitos, algunos de estos fueron identificados como; Alternaria sp., Fusarium,
Colletrotrichum sp., determinaron su actividad antibacteriana contra E. coli, P.
fluorescens y B. subtilis), los halos que mostro el género Alternaria sp. frente a E.
coli fueron de 10 a 20mm, mientras que para P. fluorescens los halos fueron superior
a 20mm. El género Colletrotrichum inhibié el crecimiento de B. subtillus, los halos
tuvieron un tamafo de 10 a 20mm, por otro lado, Fusarium inhibi6 el crecimiento
tanto de P. fluorescens y B. subtilis, con un tamafio de halos de mas de 20mm.
Comparando estos resultados con el presente estudio, el género Colletrotrichum
sp., inhibid el crecimiento tanto de E. coli, S. aureus y P. aeruginosa con un tamafio
de halos de 6.0, 2.5, 3.95 respectivamente. Sin embargo, la metodologia utilizada
fue con discos de papel, por lo que al comparar con este estudio, se observa que
los extractos de C. alata presentaron halos mas pequefos. Pero recordemos que
se ha reportado que la actividad de los hongos enddfitos varia en cada especie de
planta que fueron aislados, ademas de las condiciones ambientales en las que se
encuentra.

Arivudainambi et al., en 2011 evaluaron la actividad antibacteriana de los extractos
metandlicos, acetato de etilo y hexano de hongos endéfitos aislados de las hojas de
V. negundo, reportando que el extracto metandlico produjo una zona de inhibicién
contra S. aureus (21.6mm), B. subtilis (18.3), P. aeruginosa (17.6mm) y E. coli
(18.6mm), mientras que el extracto de acetato de etilo tuvo un efecto inhibitorio
moderado para todas las bacterias, con halos de que fueron de 11.6-16.6mm; sin
embargo, el extracto hexanico present6é un efecto inhibitorio bajo comparado con
los otros (halos de 9.6-11-6mm). Por otro lado, Hastuti et al; en 2018 realizd6 una
investigacién del sobrenadante de hondos enddfitos aislados de la planta medicinal
Hedychium acuminatum Roscoe, los cuales a la especie Fusarium solani, F.
oxysporum, F. semitectum, Colletotrichum alienum, C. aotearoa, C. gloeosporioides
y Aspergillus parasiticus, determinando su actividad antibacteriana contra S. aureus
y B. subtilis, encontrd que hubo diferencias en los tamafios de diametro de los halos
de inhibicién entre cada especie. Siendo el género Fusarium oxysporum quien
presentd la mayor actividad contra S. aureus y B. subtilis (0.338mm y 0.498mm
respectivamente) comparada con las otras especies de hongo, por otro lado, en el
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presente estudio se encontrd6 que el género Colletrotrichum aislado del
sobrenadante acetato de etilo, inhibe el crecimiento de S. aureus (3.95) y P.
aeruginosa (4.35mm). Sin embargo, la metodologia es distinta, por lo que hace
incomparable los resultados.

Por otro lado, Vellingiri et al., en 2015 determinaron la actividad antibacteriana de
hongos enddfitos aislados de Aegle marmelos, contra S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa, K. pneumoniae, S. typhi, S. epidermidis y Siguella sp., utilizando el
método de difusion en pozos en AMH, a cada pozo se le coloco 40uL, el didmetro
se midié después de 24 hrs, el género Cladosporium inhibi6 el crecimiento de todas
las bacterias probadas, el halo presenté didmetros de 0.5-2.3mm, asi mismo, el
género Alternaria inhibio el crecimiento de todas las bacterias, sin embargo, mostré
halos mas pequefios 1-1.5mm. En el estudio de los hongos de C. alata, el género
Cladosporium sp. del extracto de acetato de etilo del sobrenadante, inhibi6 el
crecimiento de P. aeruginosa (5.35mm), sin embargo, otros géneros de hongos de
C. alata, muestran mejor tamafio halos comparados con los hongos aislados de A.
marmelos.

Macho et al., en 2017 determiné la actividad antibacteriana del hongo endofito del
género Trametes versicolor, frente a las cepas P. aeruginosa, S. aureus. El hongo
inhibi6 el 60% de de P. aeruginosa y el 20% a S. aureus. El valor de la CMI fue de
250mg/mL y 3.9mg/mL respectivamente, al comparar estos resultados con el
presente estudio, el hongo endéfito Trametes sp. aislado de C. alata, solo inhibi6 el
crecimiento de S. aureus. Sin embargo, la metodologia utilizada en ambos estudios
es diferente, puesto que es mas sensible el método de CMI que el de difusién en
P0Zos.

Vermaetal., en 2011 evalud la actividad antibacteriana del hongo endéfito Periconia
sp. aislado de Piper longum, demostrando la capacidad que tiene de inhibir el
crecimiento de Mycobacterium tuberculosis, con concentraciones inhibitorias de
2.64ug/mL. El hongo Periconia ignaria aislado de C. alata, mostré actividad contra
P. aeruginosa, la metodologia en ambos estudios es distinta, lo que hace que haya
diferencias al comparar los resultados.

Con respecto al hongo endofito del género Xylaria, fue aislado de la corteza de un
arbol (no mostr6 nombre de la especie vegetal), se determiné su actividad
antibacteriana contra S. aureus, P. aeruginosa y E. coli, utilizando el método de
antibiogramas, difusion en disco. Se reporto diametros de inhibicion de (8, 16 y 10
mm respectivamente) (Mogollon et al.,, 2013), los resultados obtenidos en el
presente estudio no concuerdan totalmente con los encontrados, puesto que el
género Xylaria sp. aislado de C. alata, inhibi6 a P. aeruginosa (3.65mm), el cual fue
aislado de rama, los resultados obtenidos de ambos estudios no concuerdan.

En las fuentes consultadas no existen reportes de referencia sobre la actividad
antibacteriana que presentan los extractos de hongos enddfitos aislados de C. alata,
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contra bacterias como L. monocytogenes, K. pneumoniae y S. agalactiae, que nos
permitan comparar los resultados no favorables obtenidos, no obstante, varios
autores (Monggoot-S et al., 2018, Atiphasaworn et al., 2017) han evaluado la
actividad antibacteriana de hongos endofitos aislados de otras especies de plantas,
frente a estas bacterias, demostrando asi la capacidad su capacidad, cabe
mencionar que diversos factores como el estado fisiolégico de la planta y las
condiciones ambientales, pueden determinar el tipo de interaccion y repercutir en la
respuesta antibacteriana que tienes los hongos endéfitos frente a las bacterias,
puesto que pueden cambiar el comportamiento y la produccién de una amplia gama
de metabolitos secundarios.

El tipo de interaccion que se establece entre el endofito y la planta esta, por tanto,
controlado esencialmente por los genes de ambos y modulado por el ambiente
(Moricca et al., 2008). Se debe tomar en cuenta que las rutas metabdlicas de los
metabolitos secundarios con actividad antibacteriana tienden a ser ramificadas y a
interaccionar unas con otras. Una enzima puede catalizar reacciones con multiples
productos, y estos a su vez pueden servir de sustratos para nuevas relaciones, lo
cual podria explicar la gran variedad de metabolitos encontrados (Waltkinson et al.,
2016).

La mayoria de los hongos enddfitos que presentaron actividad antibacteriana,
fueron aislados de la hoja, sin embargo, se sabe muy poco acerca de la distribucién
de los hongos endofitos en cada uno de los tejidos de la planta. La preferencia por
tejidos vegetales también puede interpretarse como la capacidad de cada especie
por ciertos substratos especificos. Cabe mencionar que la principal fuente de las
plantas son las hojas, donde se lleva a cabo la fotosintesis, en la cual se sintetizan
productos (mezcla de azucares, aminoacidos, sales y agua) (Margulis & Sagan,
2008). Ademas, es posible que la microbiota aérea en distintas localidades se deba
a que el enddfito, pueda dispersarse por el aire, teniendo un acceso mas rapido por
las hojas a que la raiz.
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VI. CONCLUSION

Este es el primer estudio que identifica hongos endoéfitos de C. alata cuyos
extractos producen un efecto antibacteriano contra bacterias sensibles a
antibiéticos.

De los 43 extractos metandlicos de hongos enddfitos aislado de C. alata, 6
inhibieron el crecimiento de E. coli, 12 de S. aureus, mientras que para S.
typhi y P. aeruginosa, 2 y 3 extractos inhibieron su crecimiento
respectivamente.

De los 43 extractos de sobrenadante aislados de C. alata, 3 inhibieron el
crecimiento de E. coliy S. aureus, mientras que 16 inhibieron el crecimiento
de P. aeruginosa.

Hongos de los géneros Colletotrichum sp. (aislado de hoja) y Cercospora sp.
(aislado de hoja) fueron los que inhibieron el crecimiento bacteriano de 4 de
las 7 bacterias probadas.

Los extractos metandlicos de micelio no inhibieron el crecimiento de las
bacterias L. monocytogenes, K. pneumoniae y S. agalactiae.

Los extractos de sobrenadante no inhibieron el crecimiento de las bacterias
L. monocytogenes, K. pneumoniae, S. agalactiae y S. typhi.

Los hongos enddfitos del genero Pseudocercosporella sp., Cladosporium sp.,
Diaporthe sp., Trematophoma sp. no han sido reportados con actividad
antibacteriana contra las bacterias de P. aeruginos, S. typhi y S. aureus
respectivamente. Siendo esté el primer estudio reportado.

Los extracto metandlico de micelio presentan ligeramente mejor actividad
antibacteriana comparada con los extractos de acetato de etilo del
sobrenadante.

Los resultados de este trabajo representan la primera fase de un programa
de identificacion de productos naturales contra bacterias resistentes a
farmacos.
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5.1 Perspectivas

e Se realizard el ensayo para determinar la CMI de las cepas que hayan
presentado mayor actividad antibacteriana, esto por el método de difusion en
disco en agar Mueller Hinton.

e Se determinaran aquellos compuestos responsables de la actividad
antibacteriana de las cepas con menor CMI por el método de Bioautografia.
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