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Resumen

Propésito y método de estudio

Los hongos enddfitos son hospederos de una planta capaces de producir compuestos
bioactivos importantes llamados metabolitos secundarios con diferentes actividades
bioldgicas, esto ha llamado la atencién para su uso como fuentes alternativas en la
industria farmacéutica, agroquimica y alimentaria. Ademas, que se ha visto que pueden
compartir maquinaria celular con su hospedera para la produccion de diferentes
compuestos. Las plantas medicinales se han utilizado desde la antigiedad por sus
diferentes propiedades curativas, como es el caso de Cissus trifoliata colectada en el
estado de Nuevo Lebn usada en la medicina tradicional para enfermedades
gastrointestinales, infecciones cutdneas o tumores. En estudios previos se han
encontrado compuestos activos contra bacterias farmacorresistentes. Este estudio tuvo
como objetivo el aislamiento de hongos endoéfitos de C. trifoliata para la evaluacion
bioldgica de sus extractos obtenidos contra seis cepas de bacterias farmacorresistentes,
dos cepas de Mycobacterium tuberculosis una sensible y otra farmacorresistentes,
ademas de cinco lineas celulares cancerigenas. Los métodos utilizados fueron la
siembra de pequefias porciones de las hojas esterilizadas de C. trifoliata en cajas Petri
con papa dextrosa agar (PDA) y Agar agua con antibiético y, se incubaron a luz y sombra
sin agitacion. Se realizaron resiembras peridédicas en medio PDA del micelio de los
hongos enddfitos hasta obtener una cepa pura. Luego se incubaron a mediana escala
utilizando medio caldo papa dextrosa (CPD) y medio de arroz (MA), obteniendo los

extractos organicos por medio de extraccion exhaustiva con solventes organicos y
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particion liquido-liquido. Los extractos se evaluaron por la metodologia de micro dilucion
en placa para bacterias farmacorresistentes, por la técnica de azul de alamar para M.
tuberculosis y por la técnica de cristal violeta para la actividad citotdéxica. Luego se
sometié a técnicas de cromatografia en columna a uno de los extractos activos para
aislar el compuesto mayoritario el cual fue caracterizado por las técnicas
espectroscopicas de Resonancia Magnética Nuclear (RMN), Infrarrojo (IR) y

Espectrometria de Masas de Alta Resolucion.

Contribuciones y Conclusiones

Se aislaron tres hongos endéfitos de las hojas frescas de C. trifoliata, identificados por
sus caracteristicas macroscopicas y microscépicas, asi como secuencia genémica. El
primero identificado como Colletotrichum siamense., el segundo Diaporthe sp., y el
tercero Colletotrichum kahawae. Cabe mencionar que este estudio representa el primero

concerniente al aislamiento de hongos endéfitos de C. trifoliata.

Se obtuvieron 18 extractos totales de diferente polaridad incluyendo AcOEt (Acetato de
etilo), Hexano y CHCIls/MeOH 1:1(Cloroformo/metanol), a partir del CPD, micelio y MA.
Los rendimientos de los extractos estan en un rango 0.0267 a 4.9805 g. El extracto 12
obtenido del CPD extraido con AcOEt de Colletotrichum kahawae fue el que se obtuvo
en menor rendimiento con 0.0267 g y el extracto 11 obtenido del Medio Arroz extraido
con CHCIs/MeOH de Diaporthe sp. fue el extracto que se obtuvo con el mayor

rendimiento con 4.9805 g.



De los 18 extractos obtenidos y evaluados contra 6 cepas de bacterias
farmacorresistentes, la bacteria Pseudomona aeruginosa resistente a carbapenémicos
se mostrd sensible a todos los extractos con una CMI (Concentracion Minima Inhibitoria)
de 200 pg/mL. De Colletotrichum kahawae, se destaca el extracto 11 (AcOEt-CPD) con
una CMI de 100 pg/mL contra Enterococcus faecium resistente a vancomicina y de
Colletotrichum siamense el extracto 5 (CHCIs/MeOH- MA (FS1)) fue el que mostré mayor
espectro entre las 6 cepas farmacorresistentes con una CMI de 200 pg/mL a excepcion
de Staphylococcus aureus resistente a meticilina con una CMI >200 pg/mL. En el caso
de Mycobacterium tuberculosis, el Unico extracto con actividad fue el 7 (CPD-AcOEt)

obtenido de Diaporthe sp. con una CMI de 50 pg/mL contra la cepa H37Ruv.

Por otro lado, en la actividad citotoxica, el extracto 1 (AcOEt- CPD) de Colletotrichum
siamense mostro 64.82 % de viabilidad celular contra la linea celular de cancer de mama
MCF-7 a 50 ug/mL, y en la linea celular normal una viabilidad celular de 103.5%. En el
extracto 9 (Hexano-MA) de Diaporthe sp, tuvo un 53.28% de viabilidad celular en la linea
de carcinoma de pulmén SKLU-1, y la viabilidad en las células normales fue de 92.79 %.
Finalmente, del extracto de CPD-AcOEt de Diaporthe sp. activo contra M. tuberculosis
H37Rv, se aisld y caracterizd estructuralmente el compuesto &cido 3-nitropropionico, el
cual mostré una CMI de 50 pg/mL contra M. tuberculosis H37Rv. Por lo que es muy
probable que en el extracto existan otras moléculas mas activas contra M. tuberculosis

H37Rv.
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1. INTRODUCCION

1. Enfermedades infecciosas bacterianas

Las infecciones causadas por microrganismos multifarmacorresistentes son
responsables de una mayor mortalidad en comparacion a las causadas por
microrganismo susceptibles (Munita et al., 2016), esta resistencia a antibidticos
provocard alrededor de 300 millones de muertes prematuras para 2050, con una pérdida
de hasta 100 billones de doélares para la economia del mundo. Se reporté 1.6 millones
de muertes de tuberculosis en 2021, segunda causa de muerte infecciosa después del

COVID-19 (Coronavirus disease 2019) (OMS, 2023).

En los dltimos tiempos se han encontrado mayores niveles de resistencia a diversas
generaciones de antibidticos y estas ponen en riesgo la salud publica, llegando a ser
preocupantes en paises tanto de ingresos bajos como altos, en hombre y mujeres, sin
importar la raza, edad o condicién social, encontrandose como una problematica global.
Tomando en cuenta lo anterior la OMS (Organizacion mundial de la salud) publicé un
listado de microorganismos patégenos prioritarios para tener en cuenta para la
innovacion de nuevos antibiéticos (OMS, 2017), la lista se presenta a continuacion y a

partir de la misma se priorizan los estudios en estas bacterias:
Prioridad 1: CRITICA

- Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos: causa infecciones en ambientes

hospitalarios, asociado a infecciones en pulmones, sangre e infecciones posquirargicas.
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- Pseudomona aeruginosa resistente a carbapenémicos: Asociado a infecciones en
sangre, pulmones, vias urinarias y heridas quirdrgicas, con elevada mortalidad, genera

resistencia a todos los antibioticos, incluyendo nuevas moléculas

- Enterobacterias resistentes a carbapenémicos y productoras de B-lactamasas de
espectro extendido BLEES: son los mas frecuentes aislados en Latinoamérica, se tiene
resistencia emergente y combinaciones de diversas enzimas, estas se asocian con
elevada mortalidad. Entre estas bacterias se encuentran Escherichia coli y Klebsiella

pneumoniae asociadas a elevada mortalidad.
Prioridad 2: ELEVADA

- Enterococcus faecium resistente a vancomicina, produce infecciones como
endocarditis, infecciones urinarias e intrabdominales asociadas a peritonitis terciarias,

puede causar brotes hospitalarios

- Staphylococcus aureus resistente a meticilina y con sensibilidad disminuida a la
vancomicina, asociada a infecciones de la piel y tejidos blandos, osteomielitis,
neumonias adquiridas en comunidad y en el hospital, puede causar infecciones

refractarias al tratamiento de alta mortalidad.

- Helicobacter pylori resistente a claritromicina, se asocia a ulcera gastrica, gastritis

cronica, linfoma tipo MALT (Mucosa-associated lymphoid tissue) y cancer gastrico.

- Campylobacter spp resistente a fluoroquinolonas, se relaciona con diarrea del viajero y
causa infecciones gastrointestinales invasivas, ademas de la resistencia creciente a los
antibidticos, su diagndéstico es complejo, pues necesita requerimientos especificos para

cultivo.
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- Salmonella spp resistente a fluoroquinolonas, se asocia con diversas infecciones desde
leves a severas y relacionadas con mascotas (tortugas) y alimentos contaminados
(cérnicos, aguas y lacteos). La resistencia en las Salmonellas no tifoideas va en aumento

en Latinoamérica.

- Neisseria gonorrhoeae resistente a cefalosporinas y fluoroquinolonas, es el agente
causal de la gonorrea, una de las cuatro principales infecciones de transmision sexual
en el mundo. La resistencia en este microorganismo va en aumento con reportes de

resistencia a ceftriaxona en Europa y Asia Pacifico.

Prioridad 3: MEDIA

- Streptococcus pneumoniae con susceptibilidad disminuida a la penicilina, asociado a
infecciones como otitis media aguda, sinusitis, neumonia y meningitis adquirida en la
comunidad. En Colombia se han reportado casos de resistencia a penicilinas,

cefalosporinas y carbapenémicos en pacientes pediatricos de la Costa Caribe.

- Haemophilus influenzae resistente a la ampicilina, se relaciona con infecciones

adquiridas en comunidad como otitis media aguda, sinusitis, meningitis y neumonias.

- Shigella spp resistente a fluoroquinolonas, causa infecciones gastrointestinales
invasivas y se asocia a alta mortalidad, principalmente en poblacion pediatrica. La
resistencia a ciprofloxacina viene en aumento, en especial para las especies S. flexneri

y S. sonnei.

- Mycobacterium tuberculosis es un bacilo aerobio que se distingue por una envoltura
rica en lipidos, este microorganismo causa una infeccion cronica llamada

tuberculosis, a menudo con periodo latente asintomatico después de la infeccion, y
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afecta con mayor frecuencia a los pulmones, los sintomas incluyen tos cronica, fiebre,

pérdida de peso y dolor toracico (OMS 2021).

A nivel mundial, en 2023, se estima que se produjeron 1.09 millones de muertes entre
personas VIH negativas y unas 161 000 muertes entre personas con VIH, el total
combinado ronda los 1.25 millones (OMS, 2024). En México para el afio 2020 se
registraron 2,154 defunciones por tuberculosis, y en 2022 se registraron 28 mil nuevos
casos (Secretaria de salud, 2023). La tuberculosis multifarmacorresistente es una forma
de tuberculosis causada por bacterias que no responden a la isoniacida y la rifampicina,
los dos medicamentos antituberculosos de primera linea mas eficaces. La forma
multifarmacorresistente se puede tratar y curar con medicamentos de segunda linea. Sin
embargo, las opciones de tratamiento de segunda linea requieren tratamiento de larga

duracion (OMS ,2024).

Esta resistencia amenaza la prevencién y el tratamiento efectivo de una variedad cada
vez mayor de infecciones causadas por bacterias, parasitos, virus y hongos. De manera
adicional, cambian con el tiempo y ya no responden a los medicamentos, lo que hace
gue las infecciones sean mas dificiles de tratar y aumenta el riesgo de propagacion,
enfermedades graves y muerte. Como resultado, los medicamentos se vuelven
ineficaces y las infecciones persisten en el cuerpo, lo que aumenta el riesgo de

propagacion a otras personas.

Existen diversos mecanismos de resistencia a antibidticos por parte de los

microorganismos como lo son: la eliminacion activa de los antibiéticos por bombas de
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eflujo de membrana, mutacion, alteracion de la diana del antibidtico, inactivacion,
degradacion y modificacion de los antibiéticos mediante enzimas (Darby et al., 2022;
Aghamohammad & Rohani, 2022). Al conocer esto se tiene una preocupacion mayor por
la capacidad de las bacterias para eliminar el antibiético y permanecer en el cuerpo
humano, prevalece la infeccién en el paciente. Por lo que la OMS ha declarado que la
resistencia a los antimicrobianos es una de las 10 principales amenazas de salud publica,
y enfatiza que haya desarrollo e innovacion de nuevos antibiéticos (OMS, 2021). Por otro
lado, acabar con la epidemia de tuberculosis para 2030 es uno de los objetivos de

desarrollo sostenible (ODS) relacionados con la salud (OMS, 2023).

2. Cancer

El cancer registro un total de 19 millones de nuevos casos alrededor del mundo en 2022
y el numero de muertes ascendié a mas de 9 millones. Algunos factores de riesgo para
el desarrollo del cancer es la obesidad, tabaco, consumo de alcohol, radiacion UV
(Ultravioleta), ademas que se ha visto que infecciones crénicas también pueden influir.
En 2018 aproximadamente el 13% de diagndstico de cancer se atribuyeron a infecciones
carcinogénicas como Helicobacter pylori, virus del papiloma humano (VPH), virus de
hepatitis By C (Ferlay, et al. 2021; Ferlay, et al, 2024; De Martel, et al., 2019). En México
el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) reporté que se registraron 847
716 defunciones: 10.6 % fue por tumores malignos (89 574). La tasa de defunciones por
esta causa aumento de forma constante, al pasar de 62.04 defunciones por cada 100 mil
personas en 2012, a 68.92 en 2022 (INEGI, 2024). Para el 2022 hablando de canceres
mas comunes, se registrd que en mujeres el cancer de mama es el nimero uno (con el
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23.8% de los casos totales) y el cAncer de pulmon en nimero dos (9.4% de los casos
totales), en hombres el nimero uno es el cancer de pulmon (15.2% de los casos totales)
y el numero dos es el cancer de prostata (14.2% de los casos totales) (Ferlay et al.,

2024).

Las terapias tradicionales contra el cancer incluyen cirugia, la quimioterapia, y la
radioterapia. Sin embargo, la reduccion de la eficacia en la administracion de farmacos
durante la quimioterapia se debe a diferentes mecanismos de resistencia a farmacos:
bombas de eflujo de farmacos, factores genéticos como las mutaciones o alteraciones
epigenéticas, factores de crecimiento, y la disminucién de la capacidad de reparacion del
ADN (Acido Desoxirribonucleico), causando la dificultad de tratar los tumores
cancerigenos (Bukowski et al., 2020). Ademas de tener resistencia a farmacos al
momento de estar en el tratamiento de quimioterapia los efectos secundarios van desde
vomito, nausea, anemia, caida del pelo (alopecia), cambios en la piel y en las uias,

diarrea, dolor, edemas, inflamacion de 6rganos, infeccion y neutropenia (NCI, 2021).

Algunas alternativas de tratamiento, basandose en el reconocimiento del sistema
inmunitario para proteger al cuerpo de amenazas como las células cancerosas, se
desarrollan estrategias de inmunoterapia para que sean un tipo potente de terapia contra
el cancer; el trasplante de médula 6sea se usa con éxito para tratar pacientes con
canceres hematologicos; las células madre se integran con medicamentos, enzimas,
genes, virus oncoldgicos contra el cancer para su administracion dirigida a tumores y

metastasis (Yin,2021).
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3. Los productos naturales como alternativas de tratamiento

En los ultimos afios, el aumento de resistencia a farmacos y sobre todo a antibioticos,
asi como el surgimiento de nuevas enfermedades, hace ineficaz el tratamiento, lo cual
conlleva al uso de medicina tradicional para tratar diversas afecciones. Una planta
medicinal es aquella que posee en alguna de sus partes (tallos, hojas, raices, frutos, etc.)
principios activos que, al ser administrados en una dosis correcta, pueden producir un
efecto terapéutico en diversas enfermedades. En la actualidad se conocen
aproximadamente 26,0000 especies vegetales, de las cuales el 10% es considerado
medicinal (Sanchez-Aguirre, et al., 2021). México es considerado como el segundo pais
en el mundo con mayor numero de plantas medicinales registradas, evidencia suficiente
para decir y estudiar el potencial de nuevos tratamientos que se basan en la medicina

tradicional (Sanchez-Aguirre, et al., 2021).

Los productos naturales han jugado un papel clave en la produccion de agentes
medicinales. Las plantas han sido una fuente de productos naturales desde hace siglos.
En estas plantas medicinales habita un depdsito microbiano con un inmenso potencial
de nuevas sustancias quimicas conocidos como organismos enddfitos (bacterias vy
hongos) (Tyagi, 2021). El interés por las bacterias y hongos enddfitos va en aumento, ya
gue son un buen reservorio de metabolitos bioactivos. Hasta ahora, muchos agentes
citotoxicos, incluido el paclitaxel (Taxol), se han aislado de hongos enddfitos. En este
sentido los metabolitos secundarios con propiedades citotoxicas tienen el potencial de

ser explorados como farmacos contra el cancer (Hridoy et al., 2022).
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Zhao y colaboradores en el 2023, resumio los estudios realizados del hongo enddfito
Alternaria sp. en un periodo de 2014 a 2022, teniendo que el hongo Alternaria sp. uno de
los géneros mas comunes de enddfito son fuente de diferentes tipos de metabolitos
secundarios como los policétidos, terpenoides, quinonas con actividad biolégica, como
antibacterianos, antitumoral, antioxidante, inhibidor de enzimas, fitotoxico entre otros.
Prajapati en 2021 reportd una clasificacion del estudio de diferentes hongos aislados
tanto de plantas terrestres como marinas. En este articulo menciona que los ascomicetos
es el filo mas estudiado de los hongos endéfitos, también que el mayor porcentaje de
compuestos citotoxicos encontrados son policétidos y terpenoides. El taxol es uno de los
quimioterapéuticos mas usados inicialmente obtenido de la planta Taxus spp., sin
embargo, se han encontrado que diversos hongos enddfitos la producen y se utilizan
para la produccién en mayor cantidad de taxol se utilizan los géneros: que se destacan
son: Alternaria, Fusarium, Monochaetia, Periconia, Pestalotia, Pestalotiopsis,
Pithomyces, Taxomyces andreanae, entre otros. (Barrales-Curefio, H., & de la Rosa
Montoya, R., 2014). Asi como la podofilotoxina obtenida de Podophylum peltatum y
producida en mayor cantidad por el hongo endéfito Phialocephala fortinii. (Aly, et al.,

2013)

4. Definicion y clasificacion de hongos endofitos

El concepto de “enddfito” se define literalmente dentro de la planta por su etimologia
(endon: dentro y phyton: planta) (Schultz & Boyle, 2006). Los organismos endofitos
representan una asociacion endosimbidtica de una poblacion ya sean bacterias, hongos
u organismos eucariotas unicelulares asociados con las plantas intra o extracelularmente
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(Aamir, 2020). Especificamente, los hongos enddfitos viven toda su vida o gran parte de
ella dentro de los tejidos de las plantas sin causar un dafio a la misma, una caracteristica
de estos microorganismos es que se han adaptado a vivir en estructuras como hojas,

tallo, corteza, y raices (Lowenfels & Lewis, 2021).

La clasificacion de los hongos endoéfitos es muy diversa debido a diferentes factores
alrededor de los mismos. Una clasificacion puede ser basada en su modo de transmision,
tipo de hospedero que podrian ocupar, modo de reproduccion, fuente de nutricion y
expresion de sintomas en las plantas hospedantes, morfologia general y partes
colonizadas de las plantas (Purahong y Hyde, 2010). Se establecié una clasificacion de
acuerdo con la filogenia del hongo (evolucion, parentesco, taxonomia, hospedantes
vegetales y funcion ecolégica) en dos grandes grupos: Clavicipiticeos y No
Clavicipitaceos (NC), su huésped son los pastos y las plantas vasculares y no vasculares,
respectivamente (Rodriguez et al., 2009). Estos a su vez se dividen en clase 1, 2,3y 4
siendo los NC los que se clasifican en 3 grupos. En Tabla 1 se resume la clasificacién y
las caracteristicas, en funcién del rango de hospedero, el tejido colonizado, su
transmision y la funcién biol6gica ecoldgica. Si la transmision del hongo ocurre de
manera vertical, es por medio de las semillas y de manera horizontal se adquiere por el

ambiente. (Rodriguez et al., 2009; Sanchez-Fernandez, 2013).
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Tabla 1. Clasificacion de Hongos endofitos

Clavicipitaceos No Clavicipitaceos
Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4
Criterio

Rango de hospedero Reducido Extenso Extenso Extenso

Tejido colonizado Tallo y rizomas Hoja, tallo y rizomas Frlég;i;}gg;e;ﬁgias’ Raices
Colonizacién en planta Extensa Extensa Limitada Extensiva

Biodiversidad en planta Baja Baja Alta Desconocida
Transmision Vertical y horizontal Vertical y horizontal Horizontal Horizontal
Inducen resistencia a

Incrementan la biomasa las enfermedades, Inhiben el

Beneficios/Funcidén ecolégica

Géneros

Incrementan la biomasa
de la planta, tolerancia a
sequia y produccién de
metabolitos secundarios
toxicos para los
herbivoros

Balansia, Epichloé/Neoty-
phodium, Cordyceps,
Claviceps

de la planta, confieren
tolerancia a estrés
biético y abidtico y
protegen contra hongos
patdégenos por acciéon de
metabolitos secundarios

Ascomicetos y
menormente
basidiomicetos: Phoma,
Curvularia, Fusarium,
Colletotrichum,
Cryptosporiopsis

proteccién contra
herbivoros y
modificacion de la
sensibilidad al estrés
abidtico mediante la
produccién de
metabolitos
secundarios

Ascomicetos y en
menor proporciéon
basidiomicetos:
Xylaria,
Colletotrichum,
Phomoypsis,
Nodulisporium,
Guignardia,
Acremonium,
Aspergillus, Fusarium

crecimiento de
patégenos y
producen
metabolitos
secundarios toxicos
para los herbivoros

Endofitos de septo
oscuro (DSE):
Chloridium,
Leptodontidum,
Phialocephala,
Phialophora

5. Relaciones que se establecen entre hongos endéfitos y sus

hospederos

Existen diversos factores que rigen las interacciones o relaciones que establece la planta

con sus hongos endofitos (planta-endéfitos), algunos son, el modo de transmision, patron
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de infeccion, edad de la planta, condiciones ambientales y antecedentes genéticos. Una
distincion entre la relacion hacia el hospedero es mediante el modo de trasmision, si
sucede de manera vertical (sistémica) es decir colonizan internamente a las semillas,
son mas propensos a ser mutualistas, en cambio si su transmision es horizontal (no-
sistémica) por medio de esporas, tienden a ser mas antagonicos para el hospedero (Aly
et al., 2011). En estas diferentes relaciones, los hongos endéfitos producen factores de
virulencia, como exoenzimas y metabolitos fitotoxicos entre otros, y en el caso de la
planta produce defensas, tanto mecanicas como bioguimicas, todas ellas mediadas por
diversos factores del medio ambiente y el ciclo de vida de ambos organismos. Estas
afirmaciones implican a la hipotesis del antagonismo balanceado que menciona que la
coexistencia de planta-enddfito se basa en tener equilibrio entre la virulencia del hongo
y las defensas de la planta (el hongo realiza una infeccién y la planta limita el desarrollo
de invasores), para permanecer en una colonizacion asintomatica (Sanchez- Fernandez,
2013; Schulz & Boyle, 2005). Se ha demostrado que dependiente del area geogréfica la
comunidad de hongos enddfitos difiere entre ellas, esto al actuar como “filtro ecolégico”
para los enddfitos en la seleccion de aquellos que se puedan adaptar mejor a las
condiciones locales, ademas, algunos endofitos muestran especificidad de huésped o

con genotipos especificos de estos mismos (De Carvalho Ribeiro, et al., 2012)

6. Beneficios interaccion endofito-hospedero

Los hongos endofitos pueden tomar un papel mutualista, principalmente toman nutrientes
de su hospedero, pero pueden dar un beneficio a la misma planta, en la proteccion contra
factores bioticos (patdgenos y herbivoros) y abidticos (estrés salino, térmico, presencia
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de metales), esto por medio de tres mecanismos: 1) Directos: produccion de enzimas y/o
metabolitos secundarios con actividad anti-patégeno producidos por el hongo enddfito,
relacionado con el aumento en la produccién de biomasa, expansion del desarrollo del
sistema radicular, altura de la planta, reproduccion de peso y rendimiento, debido a estos
beneficios se pueden denominar como biofertilizantes. 2) Indirectos: induccion o
incremento de expresién de mecanismos de defensa quimicos o fisiolégicos intrinsecos
del hospedero, y 3) Ecoldgicos: por ocupacion del nicho ecoldgico, hiperparasitismo y
depredacion (Sanchez-Fernandez, 2013; Bamisile et al., 2018; Baron N. & Rigobelo E.,

2021)

7. Metabolitos secundarios de hongos endofitos

Varios estudios han demostrado que los hongos endéfitos son capaces de producir
compuestos bioactivos importantes (metabolitos secundarios), aumentando asi el
potencial uso de sus metabolitos secundarios como fuentes alternativas en la industria
farmacéutica, agroquimica y alimentaria, entre otras. Algunos enddfitos tienen la
capacidad de proporcionar directamente a sus anfitriones metabolitos secundarios
bioactivos, contribuyendo asi a su defensa, o pueden trasladar los genes responsables
al genoma huésped o viceversa (Aly et al., 2011). Estos compuestos son de bajo peso
molecular, se definen como sustancias naturales organicas producidas por
microorganismos que poseen actividad en bajas concentraciones frente a otros
microorganismos, incluyendo bacterias y hongos. Se ha demostrado que los compuestos
antibacterianos producidos por endofitos ocupan un amplio espectro de clases
estructurales, tales como alcaloides, péptidos, esteroides, terpenoides, fenoles, quininas,
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y flavonoides, compuestos clorados y compuestos organicos volatiles (COV), de estos
ultimos se tienen que se producen mas de 300, gracias a los hongos endofitos (Card et
al., 2016; Lugtenberg et al. 2016; Latz et al. 2018; Kaddes et al. 2019) (Manganyi & Ateba,
2020). Otra importante funcion de estos metabolitos es que influyen en el crecimiento y
desarrollo de especies que crecen alrededor de su hospedero evitando la competencia
por nutrientes y espacio (Sanchez-Fernandez, 2013). Diferentes estudios de metabolitos
secundarios han mostrado tener actividad antimicrobiana y actividad antitumoral, asi
como actividad anti-enzimética, inhibicion de formacion de biopeliculas, inhibicion del

crecimiento del fitoplancton entre muchas otras actividades (Zheng, et al., 2021).

8. Metabolitos secundarios de hongos endéfitos con potencial

farmaceéutico

De los metabolitos aislados de hongos, el mayor grupo son los terpenos con un 26% Yy le
siguen las cetonas con el 22%, estos metabolitos han sido aislados de varios hongos en
diferentes tejidos de diferentes plantas. Sus estructuras varian mucho, lo que lleva a sus
multiples actividades bioldgicas, desde actividad antimicrobiana, antitumoral, inhibicién
del crecimiento de fitoplancton, etc., (Zheng, 2021). En la Tabla 2 se enlistan algunos

metabolitos con potencial farmacéutico.
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Tabla 2. Metabolitos secundarios de hongos enddfitos y sus diferentes actividades

bioldgicas.
Metabolito Hongo endéfito Planta Actividad Referencia
hospedera bioldgica
10-oxo0-10H-fenaleno Alternaria sp. Mangle Propiedad Kjer et al., 2009
[1,2,3] (Sonneratia antibacteriana
albacollected) contra
acidos cromeno-2- Enterococcus
carboxilicos y acidos faecalis,
xanaltericos Pseudomonas
aeroginosa y
Staphylococcus
epidermidis

Lolitrem B/

Alcaloide
indolterpénico

Roritoxina E/

Macrélido tipo
tricoteceno.

Cloropupukeananina/

Dimero policétido
prenilado

Bispirrocidina/

Alcaloide dimero de
la pirrolidina.

Pulularina A/

Depsipéptido

Neotyphodium lolli

(Clavicipitaceae).

Myrothecium roridum

Pestalotiopsis fici

(Amphisphaeriaceae).

Neonectria ramulariae
Wollenw KS-246

(Nectriaceae).

Pullularia sp. BCC
8613

(Dothioraceae).

Lolium perenne
(Poaceae).

Artemisia annua

(Asteraceae).

Arbol no
identificado
colectado

en Hangzhou,
Republica
Popular
China.

Arbol no
identificado.

Calophyllum sp.
(Calophyllaceae
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Neurotéxico.

Inhibidor de los
canales de calcio
activados por
potasio

Citotoxico, en
lineas celulares
de carcinoma
géstrico y
hepatocarcinoma

Antiviral.

Inhibe la
replicacion del
virus de
inmunodeficiencia
humana (HIV-1).

Antioxidante.

Inhibe la
peroxidacion del
acido linoleico.

Antiplasmédico.

Contra
Plasmodium
falciparum K1.

Antiviral., contra
el virus del herpes
simple (HSV-1).

Imlach et al., 2009

Koolen et al., 2012

Liu et al., 2008

Shiono et al., 2011

Isaka et al., 2007



ANTECEDENTES

1. Familia Vitacea y sus estudios

Estudios relacionados con hongos endéfitos son muy pocos, sin embargo, se destacan
algunos estudios que van desde la Familia Vitaceae hasta algunas especies distintas del
género Cissus en las cuales es importante mencionar los siguientes: en el afio 2010
Gonzalez & Tello, estudiaron a Vitis vinifera y aislaron de ella cuatro géneros diferentes
de hongos enddfitos: Acremonium, Alternaria, Colletotrichum, Cladosporium, la mayoria
de las cepas aisladas fueron en hojas y ramas. De la misma planta Huang y
colaboradores en 2018, aislaron Colletotrichum sp., Trichothecium sp. y Alternaria sp. En
el aflo 2019 Li y colaboradores a partir de hojas de Vitis amurensis aislaron a Alternaria
alternata, Bipolaris cynodontis, Phoma sp. y Albifimbria verrucaria e investigaron su
actividad de biocontrol contra B. cinérea un hongo patégeno que afecta a la uva. En el
afio 2021 Tian y colaboradores, a partir de Vitis quinquangularis aislaron el hongo
Alternaria sp., y pudieron obtener un metabolito secundario llamado Alterperilenol, que
es una naftoquinona que mostré porcentaje de inhibicion en lineas celulares de
fiborosarcoma (HT-1080) y carcinoma de pulmén (NCI-H1299) de 98% y 96.20%

respectivamente, a una concentracion de 20 uM.

2. Género Cissus y sus especies

El género Cissus consta de unas 350 especies, forma parte de la familia Vitacea en la
gue destaca la uva (Vitis vinifera) (Fernandez & Banu, 2012). Dentro de este género

algunas de las especies que se utilizan en el area de la medicina tradicional son: C.
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araloides como agente antimicrobiano (Assob et al., 2011), C. hypoglauca para dolor de
garganta (Lassack & McCarthy, 1997), C. rotundifolia es utilizada en Africa y Sudamérica
como antiparasitario y antidiabético (Onyechi et al., 1998; Alzoreky & Nakamura, 2003).
C. verticillata se usa en Trinidad y Tobago (caribe) como antidiabético y para el
tratamiento del colesterol (Lans, 2006), C. quadrangularis se emplea en India y Sri Lanka
para curar fracturas e incrementar la fuerza de los huesos (Udupa & Prassad, 1962;
Udupa & Prassad, 1964) y C. sycoides se usa en Brasil (Sud-América) como
antidiabético, diurético y antiinflamatorio (Salgado et al., 2009), siendo esta dos ultimas

especies las mas estudiadas por sus propiedades curativas (Fernandes, 2012)

C. trifoliata (sinénimo: C. incisa) se le conoce como la hierba de buey, posee las
siguientes caracteristicas morfologicas: es una enredadera comun con hojas carnosas
que generalmente tienen 3 I6bulos y dientes toscos, pero de forma extremadamente
variable, tiene raices tuberosas, una base lefiosa y una estructura carnosa en la parte
superior. Tiene racimos de pequefias bayas que se vuelven negras cuando maduran.
Las hojas desprenden un fuerte olor cuando se trituran (PlantDataBase; USDA, 2022).
Su distribucién es muy amplia desde Norte América Estados unidos estados de Arizona,
Georgia, Missouri, en México en los estados de Baja California, Chihuahua, Coahuila,
Durango, Nuevo LeoOn, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Puebla,
Michoacén, Veracruz, Oaxaca, Quintana Roo y Yucatan. En Sud-América: Venezuela,
Colombia y Ecuador. En otros paises, Bahamas, Cuba, Haiti, Jamaica y Puerto Rico
(Standley, 1967). Se utiliza en la medicina tradicional Maya en el estado de Yucatan para
enfermedades gastrointestinales, infecciones cutaneas, abscesos y tumores, se prepara
macerando con sal y se aplica en el area afectada (Alvarado-Vazquez, et al. 2010;
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Heinrich et al., 1998). En el estado Noroeste de México, Nuevo leén, se emplea para
tratar infecciones cutaneas e inflamacion (Estrada-Castillén et al., 2012). Estos son
algunos usos reportados de C. trifoliata, sin embargo, el estudio de los componentes o
extractos de esta especie son escasos, y solo se han reportado los siguientes estudios

resumidos en las Tablas 3y 4.

Tabla 3. Actividades bioldgicas de diferentes extractos de C. trifoliata (C. incisa)

Parte usada Solvente de Extraccién Actividad Antibacteriana Actividad citotéxica Referencia
de la planta
(MIC >500 pg/mL) (ICs0 < 30 pg/mL)
Tallo Hexano Céancer de higado: HepG2 | (Méndez-L6pez,
(26 = 2 pg/mL) 2020)
Hep3B (24 + 2 ug/mL)
Cancer de mama: MCF7
(30 £ 3 pg/mL)
Tallo Cloroformo/Metanol (Méndez-Lopez,
2020)
CHCl3/MeOH
Tallo Acuoso Cancer de mama: MCF7 (Méndez-Lépez,
(30 = 2 pg/mL) 2020)
Hoja Hexano Céncer de higado: Hep3B | (Nocedo-Mena,
(27 + 3 pg/mL) 2021)
HepG2 (30 + 6 pug/mL)
Hoja Cloroformo/metanol Hep3B (31 + 2 pg/mL) (Nocedo-Mena,
HepG2 (39 + 3 pug/mL) 2021A)
CHCIl;/MeOH
Hoja Acuoso (Nocedo-Mena,
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Tabla 4. Metabolitos secundarios aislados en C. trifoliata (C. incisa)

Parte usada: Hojas Compuesto Referencias

Esfingolipidos 2-(20 Nocedo-Mena, 2020

-hydroxydecanoyl amino)-1,3,4-
hexadecanotriol-8-ene

Terpenos
Aromaticos polifenélicos
Cerebroésidos
Terpenos Fitoly a- Nocedo-Mena, 2019
amirina
Ceramidas Nocedo-Mena, 2021
Parte usada: Ramas
Terpenos Méndez-Lépez, 2020

Aromaticos

Otras especies del género Cissus se han estudiado, tal es el caso de C. repanda en el
afio 2004 Wiyakrutta y colaboradores, evaluaron los extractos de 92 aislamientos
inhibieron a M. tuberculosis con una CMI de 0.0625-200 pg/mL usando el ensayo en
microplaca de azul de alamar. Suradkar et al., 2017, estudiaron los hongos endofitos de
C. quadrangularis, y lograron aislar Arthrnium, Epicoccum, Nigrospora, Stachybotrys,
Pestalotiopsis. En el afio 2021 Singh, aisl6 de la raiz de C. quadrangularis L. el hongo F.
proliferatum, del cual se obtuvo el extracto de acetato de etilo y se evalud biolégicamente
obteniendo que tenia actividad contra S. aureus (CMI = 70 ug/mL), E. coli (CMI = 15.33
pg/mL), K. pneumoniae (CMI = 38.67 pg/mL) y contra P. aeruginosa no mostro actividad
alguna. De acuerdo con lo expuesto anteriormente se proponen la siguiente hipotesis y

objetivos:
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2. HIPOTESIS

Se obtendran hongos enddfitos de las hojas de C. trifoliata que producirdn metabolitos

secundarios con actividad antibacteriana y/o citotoxica.

3. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Aislar y caracterizar hongos enddfitos de las hojas de C. trifoliata, preparar sus
extractos, determinar su actividad antibacteriana y citotéxica. Seleccionar uno de
los extractos activos para realizar un estudio quimico y aislar y caracterizar

estructuralmente al menos un metabolito secundario y evaluarlo biol6gicamente.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1 Recolectar el material vegetal en el municipio de Rayones, Nuevo

Ledn.

2.2 Aislar y purificar los hongos endofitos de C. trifoliata.
2.3 Caracterizar macroscopica, microscopica y molecularmente los

hongos endéfitos aislados.

2.4 Cultivar a pequefia escala el mayor nimero de aislamientos puros de

hongos enddfitos,
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2.5 Obtener los extractos organicos.

2.6 Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos crudos.

2.7 Evaluar la actividad citotéxica de los extractos crudos.

2.8 Seleccionar al menos uno de los extractos mas activas.

2.9Cultivar a mediana escala el enddfito seleccionado y obtener el
extracto organico bioactivo.

2.10 Verificar la actividad bioldgica del extracto organico bioactivo.

2.11 Aislar, caracterizar estructuralmente y evaluar biolégicamente al

menos un metabolito secundario del extracto activo seleccionado.
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4. MATERIALES Y METODOS

1. Recolecta de material vegetal

La recolecta del material vegetal se llevé a cabo en el municipio de Los Rayones (25° 01’
24” N 100° 03’ 44” O 819msnm), Nuevo Ledn, el domingo 3 de Julio de 2022 alrededor
de las 10 am por el biélogo Mauricio Gonzélez Ferrara (Figura 1). Se recolectaron las
hojas sanas de la parte media de la planta herbacea C. trifoliata, aunado al criterio
ecoldgico de plantas que crecen en zonas de alta biodiversidad (Yu et al., 2010). Las
hojas se conservaron en bolsa de plastico en refrigeracién durante 24 h antes de ser
usadas para aislar los hongos endofitos.

ESTADCOS LNIDOS
DE ANERICA,

o

———r~d

Figura 1. Mapa del estado de Nuevo Leon, representado con una estrella el

lugar de colecta.
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2. Aislamiento y purificacion de hongos endofitos

El material vegetal se lavd con agua purificada y agua destilada estéril. Posteriormente,
se esterilizo superficialmente con etanol al 75% por 60 s y Clorox al 65% (equivalente a
3.4% de NaClO) por 30 s, y se lavé con agua destilada estéril entre los tratamientos y
finalmente se lavo tres veces con agua destilada estéril. Las hojas estériles se secaron
con papel adsorbente estéril. A continuacion, de la parte central de una hoja se cortaron
segmentos de 0.5 x 0.5 cm y se colocd un segmento en cada cuadrante previamente
indicado en cajas Petri de 100 x 15 mm conteniendo medio Papa-Dextrosa-Agar (PDA).
De igual manera se coloc6 un segmento de la misma hoja en cada uno de los cuatro
cuadrantes en cajas Petri de 100 x 15 mm en Agar-Agua (AA) al 2%. A los medios
anteriormente mencionados se les adiciono antibiético (cloranfenicol 500 mg/L) cabe
mencionar que se utilizaron 12 hojas de C. trifoliata para el aislamiento de los hongos
endofitos. Las cajas se incubaron a temperatura ambiente con fotoperiodo luz-oscuridad
natural (12:12 h) de manera estatica, cada colonia distinta que emergié de los segmentos
de hojas se transfirio a cajas Petri con PDA sin antibiotico (Rodriguez 1994; Schulz &
Boyle 2005; Macias-Rubalcava et al., 2014). Se realizaron tres o cuatro resiembras de
las colonias homogéneas, de las cuales se observaron las caracteristicas macroscépicas
por el frente y envés de la caja Petri, como color, textura, exudados coloridos, etc.
Cuando la colonia se observaba homogénea se dejaba crecer hasta completar el
didmetro de la caja Petri entonces se tomo con un sacabocado tres 0 cuatro porciones
gue se resembraron en el centro de cajas Petri para determinar velocidad de crecimiento.

También de la misma caja llena se realizan tinciones de impronta y de microcultivo
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coloreando las preparaciones con rojo Congo o azul de lactofenol para determinar

caracteristicas microscopicas.

2.1 Conservacion de hongos enddfitos aislados

Los hongos aislados se resembraron en PDA sin antibiotico hasta obtener las colonias
puras. Las colonias fungicas puras se conservaron en tubos inclinados con PDA a
temperatura ambiente y en tubos con AA al 0.2% a 4 °C en el Laboratorio de
Biotecnologia I. Los tres hongos aislados se conservaron en caldo papa-dextrosa (CPD)

con glicerol al 30% a — 80 °C en el Laboratorio de Biotecnologia I.

3. Caracterizacion macroscopica y microscopica de los hongos

endofitos aislados

Las caracteristicas macroscopicas del micelio se registraron cada dos dias, registrando
Su textura, consistencia, superficie, color del micelio en su cara superior e inferior, tipo
de crecimiento, produccién de exudado y la difusién de metabolitos secundarios coloridos
en el medio de cultivo (Sanchez-Fernandez, 2016). Las caracteristicas microscépicas de
los hongos se registraron mediante la obtencion y el andlisis de preparaciones
microscoépicas del micelio fresco. Los microcultivos se prepararon de la siguiente manera:
se cortdé un cuadrado de PDA de 1 mm por lado, dentro de una caja Petri y sobre dos
palillos estériles se coloco un portaobjetos con el cuadro de agar en el centro. Luego se
inoculé el hongo en las cuatro esquinas del agar, para que el hongo creciera en diferentes
direcciones. Posteriormente, se colocd un cubreobjetos y se dej6 incubar a temperatura

ambiente durante 3 y 5 dias, para evitar que se secara el cuadro de PDA se agrego un
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algodon estéril empapado en glicerol con un poco de agua. Una vez transcurrido el
tiempo se separ6 el cubreobjetos y en un portaobjetos limpio se coloc6 una gota de azul
de lactofenol y en otro una gota de rojo Congo y se colocO el cubreobjetos, para
observarse a microscopio. Las preparaciones microscopicas se realizaron por la técnica
impronta de micelio usando cinta adhesiva, se toma la cinta y se coloc6 sobre el micelio
del hongo procurando que en la cinta se pegue el micelio, se coloc6 en un portaobjetos
con una gota de colorante rojo Congo y en otro portaobjetos otra cinta con micelio con
colorante azul de lactofenol dejando el micelio expuesto a los colorantes. Las
observaciones se realizaron en un microscopio 6ptico (MOTIC® modelo BA410) con los
objetivos de 10x y 100x y se tomaron diversas fotografias, registrdndose asi, las
caracteristicas de las hifas y la formacion de estructuras (Leslie & Summerell, 2008;

Sanchez-Fernandez, 2016).

4. Caracterizacidon molecular

Método de extraccion de ADN gendémico de hongos. Inicialmente, los hongos se
cultivaron en caldo papa dextrosa (PDA), a las hifas del hongo se les extrajo el ADN
(acido desoxirribonucleico) usando el Kit Promega, Wizard® (Isolating Genomic DNA
from Yeast, con modificaciones). Se describe la metodologia brevemente, un mL del
medio se recolectdé en microtubos y se centrifugé a 13,000 rpm durante 10 min y el
sobrenadante fue descartado. La biomasa obtenida se macero adicionando nitrogeno
liquido y se recolecté en un microtubo de 1.5 mL. Luego se agrego 293 uL de EDTA al
50 mM, se incubo 60 min a 37 °C, se dejo enfriar 3 min a temperatura ambiente y se
centrifugo a 13,000 rpm durante 2 min, el sobrenadante se descartd. A la pastilla de
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micelio obtenida se adiciono 300 uL de Nuclei Lysis Solution, se mezcl6 suavemente,
también se agregd 100 pL de Protein Precipitation Solution, se mezclé en vortex durante
30s, se incubd en hielo por 5 min y se centrifugo a 13,000 rpm por 3 min. El sobrenadante
se transfirié a un microtubo que contenia 300 pL de isopropanol a temperatura ambiente,
se mezcld por inversion y se centrifugd a 13,000 rpm por 2 min. El sobrenadante se
decantd y se adiciond 300 uL de etanol al 70% a temperatura ambiente, nuevamente se
centrifug6 a 13,000 rpm durante 2 min, el etanol se aspird y el precipitado se dejé secar.
Finalmente, el DNA se resuspendid en 20 uL de DNA Rehydratation Solution. La
presencia e integridad del DNA gendmico se verificO mediante electroforesis en gel de

agarosa al 1%.

Amplificacion de las regiones ITS de hongos. La identificacion molecular se llevé a
cabo por la amplificacion de los espacios transcritos internos (ITS) mediante PCR punto
final (Polymerase Chain Reaction). Para realizar la amplificacion de los ITS se utilizaron
los iniciadores ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITs4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"), con las concentraciones de reactivos y bajo las
condiciones de PCR mostradas en las Tablas 5y 6 (Souza et al., 2017). La visualizacion
de los fragmentos de DNA obtenidos se realiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa

al 2% (Tablas 5y 6).

Tabla 5. Reactivos de PCR utilizados para la amplificacion

Reactivo Volumen (uL)
Go Tag Green Master Mix 125
H,O milliQ estéril cbp 25
DNA 50 ng*
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Volumen total2 25

* cbp: cuanto basta para. Nota: GoTaq® Green Master Mix (M712) PROMEGA.

Tabla 6. Programa de temperatura y ciclos de PCR utilizadas para la amplificacion de

las regiones ITS

Pasos Temperatura °C Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 5 min 1
Desnaturalizacion 94 30s
Alineamiento 58 30s 35
Extension 72 1 min
Extension final 72 5 min 1

Purificacion y secuenciacion de los productos de PCR. Los productos de PCR
obtenidos de cada hongo se purificaron mediante el reactivo de limpieza de productos
de PCR Ex0SAP-IT™ EXOSAP-IT, donde por cada 10 pL de producto se adiciono 4 pL
del reactivo EXoSAP, la reaccion se llevo a cabo en microtubos de 0.2 pL. Las muestras
se colocaron en un termociclador bajo las siguientes condiciones de reaccion; un ciclo a
37 °C durante 15 min y a 80 °C por 15min. Las muestras se cuantificaron en el equipo
Thermo Scientific™ Nanodrop™ 2000/2000C Spectrophotometers y su concentracion se
ajustd entre 20 y 40 ng/uL, después, se enviaron a secuenciar a la empresa Eurofins

GTM Operon LLC (Louisvile KY, EE. UU.).

Alineamiento de secuencias nucleotidicas. Se obtuvieron las secuencias
nucleotidicas sentido y antisentido de cada producto de PCR secuenciado, a partir de
ellas se construydé una secuencia consenso usando el programa SegMan-Pro, las

secuencias consenso en la base de datos BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
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de la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information) y mediante

su alineamiento local se determiné el género y especie de cada hongo secuenciado.

5. Cultivo a mediana escala de hongos enddfitos

5.1 Cultivo en caldo papa dextrosa (CPD)

El cultivo a mediana escala de cada hongo aislado se realizé utilizando un matraz
Fernbach con capacidad de 2.8 L para cada uno de los hongos, y como medio de cultivo
CPD. A cada matraz se le adicion6 1000 mL de CPD y se inoculo con 10 cortes de 1 cm?
del micelio del hongo seleccionado, previamente incubado por 7 dias en cajas estériles
de 100 x 15 mm Papa Dextrosa Agar (PDA). Los cultivos se incubaron estaticamente a
temperatura ambiente durante 6 semanas, con fotoperiodo luz artificial-oscuridad 12:12

h (Sanchez Fernandez, 2010). Ver anexos la preparacion del medio de cultivo CPD.

5.2 Cultivo en Medio Arroz (MA)

El cultivo a mediana escala también se realiz6 utilizando un matraz Fernbach con
capacidad de 2.8 L para cada hongo aislado, y como medio de cultivo MA. A cada matraz
se le adicioné el MA y se inocularon con 10 cortes de 1 cm? del micelio del hongo
seleccionado, previamente incubado por 7 dias en cajas estériles de 100 x 15 mm de
diametro con PDA. Los cultivos se incubaron estaticamente a temperatura ambiente
durante 6 semanas, con fotoperiodo luz artificial-oscuridad 12:12 h (Sanchez Fernandez,

2010). Ver anexos la preparacion del MA.
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6. Obtencidn de extractos organicos

Una vez transcurrido el periodo de incubacion de seis semanas de los cultivos solidos y
liquidos se realizaron preparaciones microscopicas para verificar la pureza de los
cultivos, se realiz6é una tincion de Gram y se observé bajo el microscopio para descartar
contaminacion bacteriana. Posteriormente, en el caso de los cultivos en medio CPD se
separ6 el medio de cultivo del micelio mediante filtraciébn simple a través de gasa y a
través de papel filtro Whatman 42. Los extractos del micelio se obtuvieron mediante un
proceso de maceracion exhaustiva cortando el micelio en trozos pequefios y
posteriormente usando sonicacion con cloroformo/metanol (CHCIs/MeOH 1:1). Por otro
lado, los extractos de medio de cultivo se obtuvieron por particion liquido-liquido usando
Acetato de Etilo (AcOEt). Las fases organicas obtenidas de las extracciones por particion
liquido-liquido se secaron con Na2SOa. Posteriormente, este agente desecante se retird
por decantacion o filtracion y el extracto se destilo en un rotavapor al vacio a 40° C. Los
extractos libres de solventes se pesaron y se determind el rendimiento, luego se
guardaron en viales cerrados y se mantuvieron a -20 C°. Los extractos del medio de
cultivo y micelio se analizaran por cromatografia en capa fina (CCF) (Macias-Rubalcava

et al. 2014, Sandoval-Espinosa 2014).

En el caso el cultivo de MA se disgrego el arroz con varilla de vidrio para tener mas area
de contacto con el solvente. Luego se procedid a realizar una extraccién continua por
maceracion, para la obtencion de extractos sucesivos: primero se agregé Hexano se dej6
macerar a temperatura ambiente, después de 48 h se filtré a través de gasa y luego a

través de papel filtro Whatman 42. Se dej6 secar el arroz y se agregé CHCIs/MeOH 1:1
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y se dejoé reposar 48 h y después se filtr6 a través de gasa y a través de papel filtro
Whatman 42, repitiendo la extraccion nuevamente con CHCls/MeOH 1:1 y repitiendo el
proceso. A los extractos obtenidos se les adiciono sulfato de sodio anhidro y luego este
se separo por filtracion. Luego los extractos se destilaron por separado en un rotavapor
al vacio a 40 °C. Los extractos libres de solventes se pesaron y se determiné el
rendimiento, luego se guardaron en viales cerrados y se mantuvieron a -20 °C. (Macias-

Rubalcava et al. 2014; Sandoval-Espinosa 2014).

7. Actividad contra bacterias resistentes

La actividad de los extractos, control del medio de cultivo, control negativo
Dimetilsulfoxido (DMSO) y control positivo (Levofloxacino) se determiné por duplicado
por el método de microdilucién en microplacas de 96 pocillos (Zgoda & Porter, 2001).
Los extractos orgénicos y los controles se disolvieron en DMSO para preparar una
solucién stock. Las soluciones de trabajo 4x se diluyeron en caldo Mueller-Hinton (Difco,
Detroit, MI, EE. UU.), para lograr concentraciones de 200, 100, 50, 25, 12.5 ,6.25, 3.125
y 1.56 pyg/mL para extractos. Los controles de medio de cultivo, control positivo y negativo
se evaluaron a las siguientes concentraciones: 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12 y 1.56 pug/mL. El
rango de concentraciones de DMSO usado en el ensayo fue del 6% al 0.09% (v/v). Las
cepas que se utilizaron fueron 6: dos gram positivas: Staphylococcus aureus resistente
a meticilina (19-2095), Enterococcus faecium resistente a vancomicina (10-984) y, cuatro
gram negativas farmacorresistentes, Pseudomona aeruginosa resistente a
carbapenemicos (13-1391), Escherichia coli productora de BLEE (14-2081), Klebsiella

pneumoniae NMD-+1 (14-3335) resistente a carbapenemicos y Acinetobacter baumannii
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resistente a carbapenémicos (12-666). Cada cepa se inoculé por estria cruzada en
placas preparadas con agar sangre al 5% e incubadas durante 24 h a 37 °C. Se
seleccionaron de una a tres colonias de la placa de agar sangre y se transfirieron a un
tubo con 5 mL de solucion salina estéril. La suspension se ajusto utilizando un
densitometro al estandar 0.5 MacFarland (1.5 x 108 UFC). Luego, se transfirieron 10 pl
de esta suspension a 11 ml de caldo Mueller Hinton para lograr 1.5 x 108 UFC/ml. Se
afiadio 100 L de caldo Mueller Hinton a cada pocillo de la placa de 96 pocillos. Ademas,
100 pL de cada solucidén a evaluar se agregaron a los pocillos de la linea A por duplicado.
Luego, se realizd una dilucion seriada (1:2) a través de la placa hasta la linea G y se
descartaron los ultimos 100 pl al final de todas las diluciones. Luego, se agregaron 100
uL de suspension bacteriana (1.5 x 108 UFC) a todos los pozos excepto la linea H que
era el control de esterilidad. Las placas se incubaron a 37 °C durante 18 h. Después de
la incubacion, se evalud la turbidez o deposicion de fondo visualmente para determinar
la viabilidad del microorganismo. Los valores de MIC se determinaron como la
concentracion mas baja a la que las muestras evaluadas que inhiben el crecimiento de
microorganismos. Segun el Comité Nacional de Estandares de Laboratorio Clinico, los
extractos con valor de CMI 2200 ug/ml se consideré6 negativo para la actividad
antibacteriana (Murray et al., 1999). Este ensayo se realiz6 en el Laboratorio de
Infectologia medica en el departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina,

UANL.
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8. Actividad antimicobacteriana

Se utilizé el método azul de Alamar (Franzblau et al., 1998) aplicando las modificaciones
descritas por Favela-Hernandez et al., 2012. Las cepas probadas fueron la cepa ATTC
27294 sensible H37Rv (sensible a estreptomicina, rifampicina, isoniazida, etambutol y
pirazinamida) y la Cepa G117, (resistente a rifampicina, isoniazida y etambutol). Las
cepas de M. tuberculosis fueron almacenadas y manipuladas en el Laboratorio de
Infectologia medica en el departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina,

UANL, Monterrey, Nuevo Ledn, México.

Preparacion del in6culo bacteriano: Las cepas de M. tuberculosis se cultivaron en
medio Lowenstein-Jensen y se incubaron durante tres a cuatro semanas a 37 °C.
Después del tiempo de incubacion, se transfiri6 una colonia del medio Lowenstein
Jensen a un tubo que contenia 5 mL de caldo Middlebrook 7H9 enriquecido con 10 % de
OADC (oleico, albumina, dextrosa, catalasa), luego el tubo se incub6 durante 14 dias a
37 °C para obtener el indculo liquido. Después del tiempo de incubacion, el indculo
liguido debe tener una turbidez igual al estandar 1.0 McFarland para transferir
adicionalmente 1 volumen del inéculo liquido a 19 volumenes de caldo Middlebrook 7H9
enriquecido con 10 % de OADC, para obtener el in6culo de ensayo. Se prepararon stocks
de las muestras a evaluar en DMSO y de estas soluciones se prepararon las soluciones

de trabajo 4x.

Ensayo biologico: En una placa estéril de 96 pocillos con tapa se llenaron los pocillos

de lalinea Ay los pocillos H1, H2, H3, H10, H11 y H12 con 200 pL de agua desionizada
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estéril. Luego se agregaron a todos los deméas 100 pL de caldo Middlebrook 7H9
enriquecido con 10% de OADC a los pozos de la linea B a lalinea G, y a los pozos H4 y
H5. Los pocillos H6 y H7 se llenaron con 180 pL de caldo y los pocillos H8 y H9 con 200
pL respectivamente. El siguiente paso consistio en la adicion de 100 pL de las soluciones
de trabajo 4x de las muestras a evaluar en la linea B, cada concentracion se evalud por
duplicado (las concentraciones a evaluar fueron de 50 a 1.5625 pg/mL). Una vez
agregadas las soluciones de trabajo 4x, se realizaron diluciones seriadas (1:2)
transfiriendo 100 pL de cada pocillo de la linea B a la linea C, mezclando en la linea C y
repitiendo el procedimiento hasta llegar a la linea G y desechando los ultimos 100 L de
esta linea. Después de la dilucion en serie, se agregaron 100 pL de indculo de ensayo a
los pocillos en las lineas B a G y en los pocillos H4 y H5 (100 pL) y H6 y H7 (20 pL).
Luego la placa se sellé con su tapa y se incub6 adicionalmente durante 5 dias a 37°C.
Después del tiempo de incubacion, se agregaron 12 pL de Tween 80 (10 %) y 20 uL de
resazurina a los pocillos H4, H5, H6, H7, H8 y H9 (controles de crecimiento bacteriano),
luego se sell6 la placa y se incub6 24 h a 37°C. Después del tiempo de incubacién, los
pocillos H4 y H5 mostraron un color rosado (crecimiento bacteriano abundante), los
pocillos H6 y H7 mostraron un color violeta (crecimiento bacteriano deficiente) y los
pocillos H8 y H9 mostraron un color azul (ausencia de crecimiento bacteriano), lo que
indica que el crecimiento bacteriano fue apropiado para agregar Tween 80 y Resazurina
a todos los pocillos en las lineas B a G para sellar ain mas la placa e incubar 24 h a 37
°C. Después del tiempo de incubacion, se evalué visualmente la concentracion minima
inhibidora (CMI) para cada extracto probado, observandose como inhibicion del

crecimiento bacteriano los pocillos de color azul, mientras que el crecimiento bacteriano
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se observo en los pocillos de color rosa. La CMI para cada extracto se determiné como

la concentracion mas baja en la que se observé inhibicidén del crecimiento bacteriano.

9. Actividad citotdxica

La actividad citotoxica se realiz6 en las lineas celulares de cancer humano PC3
(prostata), MCF7 (mama), U251 (glioblastoma), HCT-15 (colorrectal), SKLU-1 (pulmaén),
y HaCaT: Células epiteliales humanas normales, obtenidas de la ATCC (American Type
Culture Collection, Manassas, VA, EE. UU.) (Basu et al., 2006). Se cultivaron células
PC3 en medio RPMI-1640 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.), y el resto en medio
DMEM (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, EE. UU.), suplementado
con suero fetal bovino al 10 % (SFB, Invitrogen) y con glutamina 2 mM. Todos los cultivos

se incubaron a 37 °C en una atmosfera de 5% de COo.

Metodologia de Cristal Violeta. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos a
una densidad de 5x102 células por pocillo en 200 yL de medio DMEM-F12. Después de
24 horas de pre- incubacién, las células se trataron con los extractos por 48 horas a una
concentracion de 50 uyg/mL para el rastreo de actividad citotoxica. Las células control
tratadas con el mismo volumen del vehiculo (dimetilsulfoxido) se utiliz6 para normalizar
cada condicion de cada una de las muestras. Después de las 48 horas de tratamiento,
se retiré el medio de cada pocillo y las células se lavaron con PBS. Después, las células
se tifieron con una solucion de Cristal violeta (50 pL) durante 30 minutos, se lavaron con
agua corriente y se secaron al aire. Después, el tinte unido se solubiliz6 mediante la
adicion de una solucion de sulfato de dodecilo sodico (SDS) al 1% (200 pl). Las placas

se colocaron en un agitador durante 5 minutos antes del andlisis. Las densidades épticas
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se determinaron con un lector de imagenes Cytation 5 (BIOTek Instruments, Inc.) a A =
570 nm. El porcentaje de viabilidad de las células del cultivo se calculé a partir de la
siguiente manera: % de viabilidad = (Densidad 6ptica de las células tratadas/Densidad

optica de las células no tratadas) x 100 (Feoktistova, et al., 2016).

10.  Analisis cromatograficos

10.1 Cromatografia en Capa Delgada (TLC)

Los extractos y la molécula pura se analizaron por cromatografia en capa fina (TLC)
sobre placas de aluminio SIGMA-ALDRICH® recubiertas de gel de silice con indicador
de fluorescencia Fzs4, y como fase movil una serie de solventes de diferente polaridad

para ver el perfil cromatografico de cada extracto y la pureza del compuesto aislado.

10.2 Cromatografia en Columna

Uno de los extractos bioactivos se analizé por cromatografia en columna usando como
fase estacionaria gel de silice SIGMA-ALDRICH® de alta pureza, con tamafio de poro
de 60A, mala de 70-230 y 63-20 pm y como fase movil una gradiente de hexano/acetato
de etilo. Las fracciones fueron analizadas por TLC y las fracciones con perfiles
cromatograficos similares se unieron para enriguecer los compuestos, con esta técnica

se logro aislar y purificar un compuesto.
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11.Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

La estructura quimica de los sdlidos se analiz6 mediante espectroscopia de RMN de
'H y 3C. Realizado en equipo BRUKER NMR 400 MHz utilizando como disolvente
cloroformo deuterado (CDCls). Para el procesamiento de los datos espectrales se
utilizo el software MestReNova version 12.0.2.

12.Espectroscopia de Infrarrojo

El compuesto aislado se analizé mediante Infrarrojo (ATR-FTIR), realizado con el

equipo Spectrum-One spectrophotometer.

13.Espectrometria de Masas

Se realizé la espectrometria de masas en el instituto de quimica de la Universidad

Auténoma de Nuevo Ledn, se realizé con modo de ionizacién ESI+.

14.Punto de fusion

Para la obtencién del punto de fusién se utilizé el aparato Fisher-Johns® Melting Point
Apparatus, calentado el dispositivo y observando a través de la lupa el rango de

temperatura desde el inicio al final de la fusién del cristal.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Aislamiento e identificacion de hongos endofitos de las hojas

de C. trifoliata

Se lograron aislar tres hongos enddfitos con diferentes caracteristicas macroscopicas y
microscoépicas las cuales se describen en las Tablas 7, 8 y 9. En la Tabla 7 se observan
las caracteristicas del primer hongo, el cual fue aislado el 6 septiembre del 2022, se le
dio la clave de AA-VI C3c (N) porque se aisl6 de agar-agua (AA) del cuadrante tres (C3)
de la parte central (c) y tuvo como caracteristica distintiva micelio de color negro (N) en
el anverso. De acuerdo con las caracteristicas previamente descritas y la secuenciacion
gendmica que se describira en la siguiente secciéon como el hongo enddfito el cual se

identificé como Colletotrichum siamense (Qiao, et al., 2021 & Weir, et al., 2012).

Tabla 7. Caracteristicas generales observadas del primer hongo aislado AA-VI C3c (N):

Colletotrichum siamense

Hongo AA-VI C3c (N) Colletotrichum siamense

Caracteristicas | A) Crecimiento radial uniforme, elevada, apariencia algodonosa,
hifas color grisaceo con hifas blancas en la periferia B) al anverso

Macroscopicas se observa un color obscuro en el centro (Figura 2)

Caracteristicas Hifas delgadas, septadas, conidios oscuros y simples
. .. tefliidas con azul de lactofenol 40x
Microscopicas (Figura 3)
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Tasa de 7.48 cm?/ dia (Figura 4)
crecimiento

Agar-Agua (AA), cuadrante tres (C3), de la parte central (c) y caracteristica distintiva

(Negro, N).

Figura 2. Caracteristicas macroscopicas del hongo AA-VI C3c (N): Colletotrichum
siamense. A) Haz B) Envés. Agar-Agua (AA), cuadrante tres (C3), de la parte

central (c) y caracteristica distintiva (Negro, N).
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Figura 3. Caracteristicas microscopicas del hongo AA-VI C3c (N): Colletotrichum
siamense con tincion azul de lactofenol. A) Hifas B) Hifas y conidios. Agar-Agua (AA),

cuadrante tres (C3), de la parte central (c) y caracteristica distintiva (Negro, N).

Tasa de crecimiento de hongo 1 AA-VI C3c (N)

en cm?2
60
y =7.4866x - 15.932/
RZ = 0.9337 5/

Area
Q
L

Dias

Figura 4. Tasa de crecimiento en (cm?/dia) del hongo AA-VI C3c (N): Colletotrichum
siamense. Agar-Agua (AA), cuadrante tres (C3), de la parte central (c) y caracteristica

distintiva (Negro, N).

En la Tabla 8 se observan las caracteristicas del segundo hongo, el cual fue aislado el
14 de septiembre de 2022, se le dio la clave de AA-IV C3 (F) porque se aisl6 de Agar-
Agua (AA) del cuadrante 3 (C3) y su caracteristica distintiva micelio en forma de flor (F).
Este hongo se identific6 por sus caracteristicas macroscopicas, microscopicas Yy

moleculares como del género Diaporthe sp. (Yang, et al., 2018).
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Tabla 8. Caracteristicas generales observadas del segundo hongo aislado AA-IV C3

(F): Diaporthe sp.

Hongo 2° AA-IV C3 (F) Diaporthe sp
Caracteristicas A) Crecimiento radial con bordes irregulares, de apariencia
Macroscopicas plumosa

color crema B) en el anverso de observa color mas obscuro en el
centro (Figura 5)

Caracteristicas Hifas delgadas, septadas,
Microscopicas | tefidas rojo Congo (A) y azul de lactofenol (B) respectivamente a
40x.
(Figura 6)
Tasa de 3.71 cm?/dia
crecimiento (Figura 7)

Agar-Agua (AA), cuadrante 3 (C3) y caracteristica distintiva (Flor, F)

Figura 5. Caracteristicas macroscopicas del hongo AA-IV C3 (F): Diaporthe sp. A) Haz

B) Envés. Agar-Agua (AA), cuadrante 3 (C3) y caracteristica distintiva (Flor, F).
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Figura 6. Caracteristicas microscopicas del hongo AA-IV C3 (F): Diaporthe sp. A)
Tefiido con rojo congo B) Tefido con azul de lactofenol. Agar-Agua (AA), cuadrante 3

(C3) y caracteristica distintiva (Flor, F).

Tasa de crecimiento de hongo 2 AA-IWV C3 (F)

en cm?
&0
50
g ¥ = 3.7164x - 11. :
40 RZ=0.B679 8 .
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v]
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Dias

Figura 7. Tasa de crecimiento en (cm?/dia) del hongo AA-IV C3 (F): Diaporthe sp. Agar-

Agua (AA), cuadrante 3 (C3) y caracteristica distintiva (Flor, F).
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En la Tabla 9 se observan las caracteristicas del tercer hongo, aislado el 28 de agosto
de 2022, el cual se le dio la clave de porque se aislé de Agar Papa
Dextrosa (PDA) del cuadrante 3 (C3) de la periferia (0) y su caracteristica distintiva
micelio de color blanco (B). De acuerdo a sus caracteristicas macroscopicas Yy
microscopicas, asi como la secuenciacion molecular se identificO el hongo como

Colletotrichum kahawae (Qiao, et al., 2021 & Weir, et al., 2012).

Tabla 9. Caracteristicas generales observadas del tercer hongo aislado PDA-IV C30

(B): Colletotrichum kahawae.

Hongo
Caracteristicas A) Crecimiento radial uniforme, elevada, de apariencia
Macroscopicas algodonosa. Hifas color blanco ligeramente grisaceo
B) en el anverso se observa en el centro color grisaceo.
(Figura 8)
Caracteristicas Hifas delgadas, septadas,
Microscopicas Tefiidas rojo Congo (A) y Azul de lactofenol (B) respectivamente
40x
(Figura 9)
Tasa de 9.04 cm?/dia (Figura 10)
crecimiento

Agar Papa Dextrosa (PDA), cuadrante 3 (C3), de la periferia (0) y caracteristica

distintiva (Blanco, B).
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PDA-VI C30
Dfa 7 Haz PDA-VI C30

Dia 7 Envés

Figura 8. Caracteristicas macroscoépicas del hongo Colletotrichum
kahawae. A) Haz B) Envés. Agar Papa Dextrosa (PDA), cuadrante 3 (C3), de la

periferia (0) y caracteristica distintiva (Blanco, B).

Figura 9. Caracteristicas microscépicas del hongo Colletotrichum
kahawae. A) Tefiido con rojo Congo B) Tefido con azul de lactofenol. Agar Papa
Dextrosa (PDA), cuadrante 3 (C3), de la periferia (0) y caracteristica distintiva (Blanco,

B).
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Tasa de crecimiento de hongo 2 PDA-IV C3o (B)

en cm?2
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Figura 10. Tasa de crecimiento en (cm?/dia) del hongo PDA-IV C3o0 (B). Agar Papa
Dextrosa (PDA), cuadrante 3 (C3), de la periferia (0) y caracteristica distintiva (Blanco,

B).

2. Caracterizacion genémica

De acuerdo con datos obtenidos de la base de datos BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) que a su vez toma la informacion del NCBI (National Center for
Biotechnology Information) y mediante su alineamiento local se determiné el género y
especie tomando en cuenta el query coverage (longitud de la secuencia objetivo que
coincide con las secuencias alineadas) y porcentaje de identidad. Los resultados de los
aislados AA-VI C3c (N), AA-IV C3 (F) y PDA-C30 (B) fueron los siguientes: El primer
resultado para la regién ITS1 arroj6 dos resultados muy similares: Colletotrichum
siamense, con un 100% de query coverage y 100% de identidad y su niumero de acceso
respectivo OR272065.1 y a Colletotrichum aenigma con un 100% de query coverage y
100% de identidad y su niumero de acceso respectivo OR879313.1 en este caso se toma

en cuenta el Accesion length (cantidad de nucleétidos identificados por el nUmero de
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acceso) es 540 y 546 respectivamente al solo tener una diferencia de 6 nucleétidos se
toma en cuenta que son 2 codones mas en el segundo resultado lo cual conlleva a que
posiblemente codifique a una proteina diferente (Biela, 2023) y por lo cual es una especie
diferente, para la regién ITS4 arrojo Colletotrichum siamense cepa LF760 con un 99%
de query coverage y 99.80% de identidad y su nimero de acceso respectivo KP703407.1
(Tabla 10, Figura 11 y 12), teniendo en cuenta los resultados anteriores se toma como la
especie C. siamense en el caso de este hongo por los resultados en conjunto de las dos
secuencias utilizadas para la caracterizacion. Sin embargo, al ser parte del complejo de
Colletotrichum gloeosporioides las especies C. siamense y C, aenigma estan muy
relacionados filogenéticamente entre si, se ha observado que solamente con la region
ITS no es posible identificar las diferentes especies del complejo, esto refleja el bajo
namero de cambios de base en todo complejo, la variaciéon es tal que dentro o entre

especies significa que algunas especies no se puede distinguir (Weir,2012).

Tabla 10. Resultados de la base de datos de NCBI BLAST de la muestra del primer

hongo aislado AA-VI C3c (N).

Aislado e Hongo Identidad Numero de
ITS acceso
AA-VI C3c ITS1 Colletotrichum siamense o
(N) cepa ZHKUCC 100 % OR272065.1
ITS4 Colletotrichum siamense 0
cepa LF760 99.80% KP703407 .1
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Description Scientific Name Max | Total | Query 3 per Ace. Accession
- - Score Score Cover value Ident Len
- v v - v -
Calletotrichum sp_JWC-2023e strain ZHKUCC 23-0841 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; inter . Collefotrichumsp... 942 942  100% 00 10000% 540 OR285939 ‘|
Calletotrichum siamense strain ZHKUCC 23-0832 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5 85 ribosomal ... Colletotrichum si... 942 942 100% 00 100.00% 540 OR2720651
Colletotrichum sp. isolate PapF2 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene and int... Collefotrichum sp. 942 942 100% 0.0 100.00% 561 OR739405.1
Calletotrichum sp_isolate PapF small subunit ribosomal RNA gene,_partial sequence; internal transcribed spacer 1. Collefofrichumsp. 942 942 100% 00 10000% 577 OR739404 1
Calletotrichum siamense isolate 22AGGTS internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5 8S ribosomal RNA ge...Colletotrichum si... 942 942 100% 0.0 100.00% 532 OR910650 1
Colletotrichum sp. isolate HBZXFH-SD7 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene... Colletotrichum sp. 942 942 100% 0.0 100.00% 557 OR898386.1
Colletotrichum siamense isolate EL-1 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5 88 ribosomal RNA gene a... Collefofrichumsi... 942 942 100% 00 10000% 535 OR888762 1
” Calletotrichum aenigma culture KACC 410583 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5 88 ribosomal RN .. Collefofrichuma... 942 942 100% 00 100.00% 546 OR879313 il
‘ Calletotrichum sp_isolate ZSP-CA-9 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5 88 ribosomal RNA gene an .. Collefofrichumsp. 942 942  100% 00 10000% 558 OR857522 ]
Caolletotrichum sp_isolate ZSP-CA-6 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spa... Colletotrichum sp. 942 942 100% 0.0 100.00% 559 OR857520.°
Colletotrichum siamense isolate GsYcCG22-1-11 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal tra... Collefofrichum si... 942 942 100% 0.0 100.00% 583 OR841004.1
Calletotrichum siamense isolate GwYwCG22-2-1 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal fra. .. Colletofrichumsi... 942 942  100% 00 10000% 583 OR840976 1

Figura 11. Resultados de la secuencia consenso ITS1 ingresada en la herramienta

BLAST y su porcentaje de identidad, asi como su numero de acceso del primer hongo

aislado AA-VI C3c (N): Colletotrichum siamense.

Description Scientific Name SMax Total | Quary 2 Por. | Acc. fETEssET

- - core Score Cover value Ident Len

- v v - v v
| ‘ Colletotrichum siamense strain LF760 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5. Colletotrichumsi... 937 937  99% 00 99380% 515 KP703407 1‘
‘ Colletotrichum sp. QZ-2022g voucher GUCC 12049 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; intemal tr... Colletofrichum sp... 937 937 99% 0.0 9961% 563 0P722995.1‘
Colletotrichum ligustri voucher GUCC 12111 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcrib .. Colletotrichum lig 937 937 99% 00 9961% 549 OP722988 1
Colletotrichum siamense isolate BL-2 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spa... Colletotrichumsi... 937 937  89% 00 9961% 588 MW186174 1
Colletotrichum siamense strain JX-S4 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spa... Colletotrichum si... 935 935 100% 0.0 99.42% 578 MT587807.1
Colletotrichum sp. isolate BB-4 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; intemal transcribed spacer 1 Colletotrichum sp. 935 935 100% 00 9942% 581 MI584826 1
Colletotrichum sp. strain JNTW22 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer ... Colletotrichumsp. 935 935 100% 0.0  99.42% 548 MT577036.1
Colletotrichum siamense strain CA-16 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spa.. Colletotrichum si... 935 935 100% 00 9942% 568 MI3937611
Colletotrichum siamense isolate CA-2 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spa... Colletotrichum si... 935 935 100% 0.0  99.42% 567 MT393757.1
Colletotrichum siamense strain WC91-1 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5 88 ribosomal RNAgene ... Colletotrichumsi... 935 935 100% 00 9942% 553 MI3558341
Colletotrichum gloeosporicides isolate MR3 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribe. .. Colletotrichum gl... 935 935 100% 0.0 99.42% 575 MN565960.1
Colletotrichum gloeosporicides isolate 8Y1 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribe... Collefotrichumgl... 935 935 100% 0.0 99.42% 575 MN565958 1

Figura 12. Resultados de la secuencia consenso ITS4 ingresada en la herramienta

BLAST y su porcentaje de identidad, asi como su numero de acceso del primer hongo

aislado AA-VI C3c (N): Colletotrichum siamense.
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El segundo resultado arrojo el género Diaporthe sp. aislado H23 con un query coverage
de 78% y con un porcentaje de identidad del 94.59% el porcentaje mas alto de las
secuencias alineadas y su numero de acceso respectivo MZ207909.1, en el caso de la
secuencia ITS4 arrojo como resultado a Diaporthe sp. aislado H23 query coverage de
100% y con un porcentaje de identidad del 99.62% su numero de acceso respectivo
MZ207909.1 (Tabla 11, Figura 13 y Figura 14), ambos resultados arrojaron la misma

secuencia por lo que solo se tiene el género del hongo.

Tabla 11. Resultados de la base de datos de NCBI BLAST de la muestra del segundo

hongo aislado AA-IV C3(F): Diaporthe sp.

Aislado Regién Hongo Identidad Numero de acceso
AA-VIC3 (F) ITS1  Diaporthe sp. aislado H23  94.59 % MZ207909.1
ITS4  Diaporthe sp. aislado H23  99.62% MZ207909.1
Description Scientific Name MBS | TRE @Ey | Tl s

Score Score Cover value Ident Len  Accession
v

=

| Jiaporthe sp. isolate H23 small subunit ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.85... Diaporthe sp AL 0.0 9459% 575 MZ207909.1

=

Jiaporthe caryae isolate ZJUED2T6 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.88 ribosomal RNA gene and... Diaporthe caryae 769 763 78% 0.0 9425% 559 ONO035561.1

(=]

liaporthe sp. RB-2018a strain CDA 728 183 ribosomal RNA gene. partial sequence: intemal transcribed spacer 1.... Diaporthe sp. RB... 767 767 77% 0.0 9457% 548 MG559537.1

liaporthe sp. CDA728 185 ribosonal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal ... Diaporthe sp. CD... 767 767 77% 0.0 9457% 548 KU7434731

=]

iaporthe sp. RB-2018a strain CDA 730 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; intemal transcribed spacer 1....Diaporthe sp. RB... 765 7656  77% 0.0 9473% 547 MG559538.1

Diaporthe sp. CDA730 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal ... Diaporthe sp. CD... 765 785 77% 0.0 9473% 547 KUT434741

(<< B M<H<B<N<
|FJ

Diaporthe sp. isolate B134.317 185 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spac. .. Diaporthe sp 781 761 80% 0.0 9355% 570 MG870443.1

Figura 13. Resultados de la secuencia consenso ITS1 ingresada en la herramienta
BLAST y su porcentaje de identidad, asi como su niumero de acceso del segundo

hongo aislado AA-IVC3 (F): Diaporthe sp.
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Description Scientific Name Max | Total | Query E Per. | Acc. Accession

Score Score Cover value Ident Len
-

Diaporthe sp. isolate H23 small subunit ribosomal RNA gene,_partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S... Diaporthe sp. 948 948 100% 0.0 9962% 575 MZ2079091
Diaporthe sp. RB-2018a strain CDA 730 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, . Diaporthe sp RB... 946 946 99% 0.0 9981% 547 MG559538.1
Diaporthe sp. CDA730 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal ... Diaporthe sp. CD... 946 946 99% 00 9981% 547 KUT7434741
Diaporthe sp. RB-2018a strain CDA 728 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; intemal transcribed spacer 1, . Diaporthe sp. RB... 944 944 99% 00 9981% 548 MG559537.1
Diaporthe sp. CDA728 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal ... Diaporthe sp. CD... 944 944  99% 00 9981% 548 KU7434731
Diaporthe sp. isolate B21 452 185 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed space. .. Diaporthe sp. 937 937 100% 0.0 9923% 549 MG870461.1
Diaporthe sp. isolate B54.454 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed space... Diaporthe sp. 937 937 100% 0.0 9923% 555 MG870463.1
Diaporthe helianthi isolate ECUG3 smaill subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed space... Diaporthe helianthi 931 931 100% 0.0 99.04% 578 MFE435111.1
Diaporthe sp_isolate B131 453 185 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spac. .. Diaporthe sp 931 931 100% 00 9904% 561 MG8704621
Diaporthe helianthi strain F97 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.88 ribos.. Diaporthe helianthi 931 931 100% 00 99.04% 578 KM979819.1
Diaporthe helianthi isolate ECU58 smaill subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed space. .. Diaporthe helianthi 931 931 100% 0.0 99.04% 575 MF435106.1

Figura 14. Resultados de la secuencia consenso ITS4 ingresada en la herramienta
BLAST y su porcentaje de identidad, asi como su numero de acceso del segundo

hongo aislado AA-IVC3 (F): Diaporthe sp

El tercer y dultimo resultado de la secuencia ITS1 arroj6 solamente el género
Colletotrichum sp. cepa JNTW12 con un query coverage de 100% y un porcentaje de
identidad del 99.81 % y su numero de acceso respectivo MT577044.1 y para la secuencia
ITS4 arrojé Colletotrichum kahawae aislado XSD2 con query coverage de 98% con
porcentaje de identidad de 98.2% y su respectivo numero de acceso MW202334.1 (Tabla
12, Figura 15 y 16). Weir en 2012 menciona que algunos taxones con secuencias ITS
muy similares incluyen C. clidemiae, C. tropicale, C. siamense; C. fructicola y algunos
aislados de C. siamense; y C. alienum, C. aenigma, por los cuales se necesitan genes
de proteinas especificas como un tipo de huella digital o codigo de barras para poder
identificar y separar con éxito las diferentes especies, algunos genes utilizados
previamente para hongos son: actina (ACT), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH), beta-tubulina 2 (TUB2), secuencias parciales de la quitina sintasa 1 (CHS-1),

calmodulina (CAL), histona H3 (HIS3), factor de alargamiento de traduccion 1-a (TEF1),
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tanto en especies de Colletotrichum como de Diaporthe.(Weir et al., 2012; Wang et al.,

2016; Zhu et al., 2024).

Tabla 12. Resultados de la base de datos de NCBI BLAST de la muestra del tercer

hongo aislado PDA-IV C3o0 (B): Colletotrichum kahawae.

Aislado  ooe" Hongo dentidad  umero de
IS acceso

PDA-IV C30 ITS1 Colletotrichum sp. cepa

0,
B) INTW12 99.81 % MT577044.1

ITS4 Colletotrichum kahawae

aislado XSD2 98.32% MW202334.1

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download Select columns v Show (2]
select all 700 sequences selecied GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Description Scientific Name Max = Total Query E Per  Acc.

Score Score Cover value Ident Len Accession

L 4

Colletotrichum sp. strain JNTW12 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and int... Colletofrichum sp 943 948 100% 0.0 99.81% 549 MT577044.1

pacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and int p. 948 948 100% 00 99.81% 551 MT577041.1

Caolletotrichum sp. strain JNTW11 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 58S ribosomal RNA gene and int... Collefofrichum sp. 948 948  100% 00 9981% 552 MT5770371
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Colletotrichum sp. strain LWYF82 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and int... Collefotrichum sp. 948 948 100% 00 9981% 552 MT570092.1

Figura 15. Resultados de la secuencia consenso ITS1 ingresada en la herramienta
BLAST y su porcentaje de identidad, asi como su niumero de acceso del tercer hongo

aislado PDA-IV C3o (B): Colletotrichum kahawae.
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_ Max = Total Query E Per. Acc.
Description Scientific Name Accession
v - Score Score Cover wvalue Ident Len
- - - - v -

Colletotrichum kahawae isolate XSD2 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed sp... Colletotrichum ka 1038 1245 98% 0.0 98.32% 621 MWZOZBZQI’

Colletotrichum gloeosporicides strain PHC 161753 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; intemnal ir... Callefotrichum gl... 1035 1691 98% 0.0 98.00% 1074 MH156758 1

Colletotrichum fragariae strain BF51 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal tfranscribed spacer 1, 5.8 .. Caolletotrichum fr. .. 1027 1274 98% 0.0 9767% 671 KC4119111

Colletotrichum siamense isolate CSSA 1 small subunit rbosomal RNA gene, partial sequence; intemal transcribed ... Colletotrichum si... 1026 1411 97% 0.0 97.98% 1176 MWA474103.7

Colletotrichum gloeosporioides strain PHC 161739 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal fr... Colletotrichum gl... 1024 1534 98% 0.0 97.82% 859 MH156769.1

Colletotrichum gloeosporioides strain PHC 161774 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal tr._. Colletotrichum gl... 1014 1627 98% 0.0 97.34% 1045 MH156760.1

Colletotrichum gloeosporioides isolate L7_BA 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spa... Colletotrichum gl... 1013 1265 95% 0.0 98.44% 599 KX098303.1
Colletotrichum gloeosporioides strain PHC 161768 small subunit ribosomal RNA gene,_partial sequence; internal tr... Colletofrichum gl... 1009 1625 99% 0.0 97.02% 1044 MH156753 1

Colletotrichum gloeosporicides isolate F3 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed. .. Collefotrichum gl... 1007 1337 98% 00 9717% 694 MK7872421

<E<N<N<N<N<N<N<NI<

Colletotrichum gloeosporiocides strain PHC 161766 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal tr. . Colletotrichum gl. .. 1007 1427 98% 0.0 97 17% 1010 MH156750 1

Figura 16. Resultados de la secuencia consenso ITS4 ingresada en la herramienta
BLAST y su porcentaje de identidad, asi como su nimero de acceso del tercer hongo

aislado PDA-IV C3o (B): Colletotrichum kahawae.

los tres hongos aislados

3. Cultivo en mediana escala de hongos endofitos

Los tres hongos endofitos aislados, se cultivaron en dos diferentes medios de
crecimiento, caldo papa dextrosa y medio arroz bajo condiciones de incubacion estaticas
6 semanas a temperatura ambiente con fotoperiodo luz oscuridad (12:12h). Se observa
el crecimiento de los Colletotrichum siamense, Diaporthe sp. y Colletotrichum kahawae,

en las Figuras 17, 18 y 19, respectivamente.
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Figura 17. Cultivo en pequefia escala de Colletotrichum siamense, A) En medio CPD

B) En medio MA, semana 3 de incubacion.
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Figura 18. Cultivo en pequefia escala de Diaporthe sp, A) En medio CPD B) En medio

MA, semana 3 de incubacion.
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Figura 19. Cultivo en pequefia escala de Colletotrichum kahawae, A) En medio CPD B)

En medio MA, semana 3 de incubacion.

Se lograron aislar tres hongos endéfitos de las hojas de C. trifoliata: el hongo enddfito
etiquetado como AA- VIC3c (N) y el etiquetado como PDA-IVC3o (B) se identificaron
como los hongos enddfitos Colletotrichum siamense y C. kahawae, de acuerdo con sus
caracteristicas similares entre ambos y lo reportado en la literatura. Qiao en 2021
menciona que el género Colletotrichum se caracteriza por colonias con margen completo,
micelio aéreo de color gris medio a beige palido en el centro, de gris claro a blanco
grisaceo en el margen. Conidioforos cilindricos, no ramificados o ramificados, rectos o
flexuosos, septados, hialinos, ramificados. Células conidibgenas monofilidicas,
subuladas, integradas, determinadas, terminales, hialinas. Conidias acrogénicas,
oblongas, a veces ligeramente constreilidas en el medio, microgutuladas, hialinas,

unicelulares, de paredes lisas. Sin embargo, no solo por las caracteristicas morfologicas
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es suficiente para identificar exitosamente las especies ya que estas estan muy
relacionadas filogenéticamente y se necesitan estudios en secuencias genémicas para
separar filogenéticamente e identificar exitosamente cada especie. Weir y colaboradores
en 2012 y Wang en 2016 mencionan que 22 especies entre ellas C. gloeosporioides,
kahawae subsp. kahawae, C. siamense, C. aenigma entre otras forman parte del
complejo de Colletotrichum gloeosporioides forma en conjunto un clado fuertemente

sustentado en el Arbol genético ITS de Colletotrichum.

Las caracteristicas macroscopicas y microscopicas para el hongo endoéfito AA-IV C3 (F)
coinciden con lo reportado por Sessa y colaboradores en 2018, que reportan aislados de
Diaporthe sp. Ademas, que se identific6 molecularmente con un 94.59% como género
Diaporthe sp. Este género a menudo ha sido reportado como importante patégeno de
plantas, saprofitos y endéfitos en una amplia gama de plantas hospederas, se reporta

més como saprofito como en China que infectan a los arboles (Yang, et al., 2018).

4. Obtenciodn de extractos organicos

Los hongos se cultivaron en un medio liquido (CPD) y un medio sélido (MA). Del medio
CPD se prepararon extractos de diferente polaridad tanto del caldo como del micelio, en
el caso del MA se obtuvieron también extractos de diferente polaridad. De este
procedimiento se obtuvieron un total de 18 extractos totales. En la Tabla 13 se puede
apreciar la polaridad del extracto, de que hongo se obtuvo, medio de cultivo y su
rendimiento en base a la cantidad usada de cada uno de los medios de crecimiento del

hongo.
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Tabla 13. Rendimiento de extractos totales obtenidos de los tres hongos endéfitos

aislados de las hojas de C. trifoliata.

Hongo Cantidad inicial de medio Extracto Rendimiento (g)
1.- AcOEt-CPD 2.3498
1 L de caldo papa Dextrosa
2.- AcOEt- Micelio 0.2098
) 3.- CHCl3/MeOH- Micelio 0.6458
Colletotrichum
siamense
4.- Hexano 0.0844
5.-CHCly/MeOH- (FS1) 1.2722
300 gr de arroz
6.-CHCIl3/MeOH- (FI{) 2.4334
7.-AcOEt-CPD 0.1382
1L de caldo papa dextrosa
8.-CHCl3/MeOH- Micelio 0.4638
Diaporthe sp.
9.- Hexano 0.6171
10.- CHCIl3/MeOH-(FS?1) 0.2189
300 gr de arroz 11.- CHCIs/MeOH (F1}) 4.9805
1 L de caldo papa dextrosa 12.- AcOEt-CPD 0.0267
13.- CHCI3/MeOH- Micelio 0.88
Colletotrichum
kahawae 14.- CHCIy/MeOH(FST) 7.69
15.- CHCIl/MeOH (F1}) 2.6181
300 gr de arroz
1L de caldo papa dextrosa 16.- AcOEt-CPD 0.0062
CONTROL
17.- CHCI3/MeOH (FSt) 0.0846
1L 300 gr de arroz
18.- CHCI3/MeOH (Fl1}) 1.2808




Los Extractos de CHCI3/MeOH del MA formaron dos fases y se opto6 por separarlas para
optimizar el destilado del extracto. Fase superior (FS1) y fase inferior (F1|). El rendimiento
de los 18 extractos crudos obtenidos de los tres hongos enddfitos aislados fue en un
rango de 0.0267 a 4.9805 g. El extracto 11 fue el extracto que se obtuvo con el mayor
rendimiento el cual fue obtenido del MA extraido con CHCls/MeOH del hongo Diaporthe
sp. Mientras que el extracto 12 obtenido del CPD extraido con AcOEt del hongo

Colletotrichum kahawae fue el que se obtuvo en menor rendimiento.

5. Actividad antibacteriana

Los 18 extractos obtenidos fueron evaluados contra seis aislados clinicos de bacterias
resistentes, los resultados se muestran en la Tabla 14. Los resultados indican que dos
extractos del hongo del género Colletotrichum siamense, mostraron una deébil actividad
antibacteriana (CMI de 200 pg/mL), estos extractos fueron el extracto 1 (AcOEt-CPD) y
el extracto 5 (CHCIls/MeOH- MA (FS?)) que mostraron débil actividad contra cuatro y
cinco cepas de bacterias resistentes, respectivamente. Mientras la cepa de P. aeruginosa
resistente a carbapenémicos fue la bacteria mas sensible a todos los extractos evaluados
de este hongo (CMI 200 pg/mL). Por otro lado, todos los extractos del hongo del género
Diaporthe sp., fueron también débilmente activos (CMI 200 pug/mL) contra P. aeruginosa
resistente a carbapenémicos. Los extractos 10 y 11 obtenidos de la extraccién con
CHCI3/MeOH del MA tuvieron una CMI de 200 pg/mL en todas las cepas evaluadas a
excepcion de S. aureus resistente a meticilina y E. faecium resistente a vancomicina con
una CMI >200 pg/mL. En el caso del hongo Colletotrichum kahawae, las bacterias P.
aeruginosa resistente a carbapenémicos y E. faecium resistente a vancomicina fueron
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las bacterias mas sensibles para todos los extractos de este hongo teniendo una CMI de
200 pg/mL. Ademas, se puede observar que el extracto 13 (CHCIls/MeOH-Micelio) y 14
(CHCI3s/MeOH-MA) fueron débilmente activos (CMI 200 pug/mL) contra cinco y cuatro
bacterias resistentes de las seis bacterias resistentes ensayadas, de los resultados de

este Ultimo hongo se destaca el extracto 11 (AcOEt-CPD) con una CMI de 100 pg/mL

contra E. faecium resistente a vancomicina.

Tabla 14. Actividad antibacteriana (CMI pg/mL) de los extractos obtenidos de los

hongos enddfitos aislados de las hojas de C. trifoliata.

Gram (+) Gram (-)
SARM 19-2095 EFRV-10984 PARC- 13-1391 ECBLEE- KPRC NMD+1 ABRC- 12666
ACTERIA Pseudomona 152624 14-335
Staphylococcus | Enterococcus | aeruginosa Acinetobacter
aureus faecium resistente a Escherichia | Klebsiella baumannii
resistente a resistente a carbapenemicos | coli pneumoniae resistente a
meticilina vancomicina productora resistente a carbapenemicos
de BLEE carbapenemicos
EXTRACTO
Colletotrichum siamense
1. AcOEt- >200 200 200 >200 200 >200
CPD
2.AcOEt- >200 200 200 >200 >200 >200
Micelio
3.
CHCly/MeOHR-
MA (FS?) >200 >200 200 >200 >200 200
4.- Hexano-
Medio Arroz
>200 200 200 >200 200 200
5.-
CHCl3/MeOH-
MA (FST) >200 200 200 >200 200 200
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6.-
CHC|3/M€OH'
MA (FIY)

>200

>200

200

>200

200

>200

Diaporthe sp

7.- ACOEt-
CPD

>200

200

200

>200

200

>200

8
CHCl3/MeOH-
Micelio

>200

>200

200

>200

200

>200

9.- Hexano
MA

>200

>200

200

>200

>200

200

10-
CHCI;/MeOH-
MA (FS?)

>200

>200

200

>200

200

200

11.-
CHCIls/MeOH-
MA (F1})

>200

>200

>200

>200

>200

200

0

olletotrichum kahawae

12.- AcOEt-
CPD

>200

100

>200

>200

>200

>200

13.-
CHCIl3/MeQOH-
Micelio

>200

200

>200

200

200

>200

14.-
CHCls/MeOH-
MA (FS?)

>200

200

200

>200

200

200

15.-
CHCly/MeOHR-
MA (FIY)

>200

200

200

>200

>200

>200

16.- AcOEt-
CPD
CONTROL

>200

>200

>200

>200

>200

>200

17-
CHCly/MeOH-
MA (FS?)

CONTROL

>200

>200

>200

>200

>200

>200

18.-
CHCIls/MeOH-
MA (FI})

CONTROL

>200

>200

>200

>200

>200

>200
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DMSO >200 >200 > 200 >200 >200 >200

Levofloxacino 6.25 50 0.78 12.25 50 6.25

Los resultados obtenidos de una CMI de 200 ug/mL de los 18 extractos evaluados contra
las 6 cepas bacterianas resistentes se pueden comparar con estudios previamente
realizados: tal es el caso de Méndez-Lopez que en 2020 obtuvo extractos del tallo de C.
trifoliata y evaluados contra 15 diferentes cepas bacterianas incluyendo sensibles y MDR
con una CMI de =500 ug/mL, podemos decir que nuestros resultados son favorables al
obtener una CMI menor y al tratarse de extractos totales. Aunque se obtuvieron con un
valor de CMI de 200 pg/mL, podemos destacar otros estudios como el realizado por
Nocedo-Mena en 2020 a partir del extracto CHCIls/MeOH 1:1 obtenido de las hojas de C.
trifoliata aislé un &cido graso el cual mostro una CMI de 100 pug/mL contra A. baumannii
resistente a carbapenémicos. Podemos observar que el compuesto aislado del extracto
obtuvo una CMI menos favorable para su posterior investigacién. Se destaca del mismo
género el trabajo realizado por Singh en 2021 que a partir de C. quadrangularis aislé el
hongo Fusarium proliferatum y su extracto de AcOEt obtenido mostré una CMI 70 pg/mL
contra S. aureus sensible, observando que el género Cissus es una fuente potencial de
extractos o compuestos con actividad antibacteriana sobresaliente. Arivudainambi y
colaboradores en 2011 evaluaron extractos del hongo Colletotrichum gloeosporioides
contra cepas farmacorresistentes de S. aureus, en donde obtuvieron dos resultados
diferentes: una CMI de 31.25 pug/mL contra una cepa resistente a penicilina, vancomicina
y meticilina, y para las cepas sensibles a vancomicina y resistentes a meticilina y

penicilina una CMI de 250 pg/mL.
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En 2021 Dhakshinamoorthy y colaboradores realizo la evaluacion del extracto del hongo
endofito Diaporthe caatingaensis contra 6 diferentes cepas MTCC, reportando una CMI

de 12.5 pg/mL para S. aureus, E. coliy L. lactis y 25 pg/mL para K. planticola.

Cabe mencionar que los extractos evaluados con las seis bacterias farmacorresistentes
mostraron cierta actividad con valores de CMI promedio de 200 pg/mL. Estos resultados
coinciden con los autores anteriormente mencionados y como resultados favorables ya
gue se tiene como antecedente que el género Colletotrichum y el género Diaporthe son

fuente potencial para la obtencion de compuestos antibacterianos.

6. Actividad antimicobacteriana

En la Tabla 15 se observan los resultados de la evaluacion de los extractos obtenidos de
los tres hongos contra dos cepas de M. tuberculosis la cepa sensible H37Rv y la cepa
multirresistente G117. Los resultados indican que el extracto 7 (AcOEt- CPD) del hongo
Diaporthe sp presento una CMI de 50 ug/mL, en dos ensayos independientes. Por lo que
se decidié preparar el extracto 7 a mayor escala usando las mismas condiciones que los

cultivos a mediana escala.

Tabla 15. Actividad antimicobacteriana in vitro (CMI ug/mL) de los extractos obtenidos

de los hongos enddfitos aislados de las hojas de C. trifoliata.

Hongo Cepa H37RV Cepa G117
Extracto CMI CMI
1.- AcOEt- CPD >50 >50
2.- AcOEt- Micelio > 50 >50
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3.- CHCI3/MeOH- > 50 >50

Micelio
4.- Hexano-MA > 50 > 50
5.- CHCI3/MeOH- > 50 >50
Medio Arroz (FS?)
6.- CHCI3/MeOH- Colletotrichum siamense >50 > 50
Medio Arroz (F1])
7.- AcCOEt- CPD 50 >50
8.- CHCI3/MeOH- > 50 >50
Micelio
9.- Hexano-MA >50 >50
10.- CHCI3/MeOH- ) > 50 >50
Medio Arroz (FST) Diaporthe sp
11.- CHCI3/MeOH- > 50 > 50
Medio Arroz (F1])
12.- AcOEt-CPD > 50 >50
13.- CHCI3/MeOH- no se disolvié (ni calentando) no se disolvié (ni calentando)
Micelio
Colletotrichum kahawae
14.- CHCI3/MeOH- > 50 > 50
Medio Arroz (FSt)
15.- CHCI3/MeOH- > 50 >50
Medio Arroz (F1])

Rifampicina 0.0625 2.5
Isoniazida <0.3125 >10
Etambutol 3.125 3.125

Levofloxacino 0.25 5.0

Bungihan y colaboradores en el 2011, reportaron dos benzopiranonas: Diaportheona A
y B aisladas de Diaporthe sp. Este hongo se obtuvo de las hojas de Pandanus
amaryllifolius. Los compuestos se evaluaron contra la cepa sensible M. tuberculosis
H37Rv y obtuvieron una CMI de 101 uM (22.918 pg/mL) y 3.5 pyM (0.77 pg/mL),

respectivamente (Figura 20).
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H
Diaportheona A Diaportheona B
CMI=101uM (22.918 pg/mL) CMI= 3.5 uyM (0.77 pg/mL)
(H37RV) (H37RV)

Figura 20. Estructura de Diaportheona A y B con su respectiva CMI para M. tuberculosis.

Swaroop y colaboradores en el 2012, realizaron un estudio con Diaportheona B,
realizaron por primera vez la sintesis y la obtencion de la configuracién absoluta. En este
estudio se modificé la molécula original, Diaportheona B, sus isdmeros y analogos
sintetizados se evaluaron para determinar su actividad antimicobacteriana en la cepa
H37Rv. Los resultados indicaron, que el isobmero natural (+), su enantidmero (-)
mostraron una actividad muy similar (10-12.5 pg/mL). De todos los analogos probados,
el analogo metoxi 24 mostré una actividad superior (6.25 ug/mL) en comparacion con la

Diaportheona B (Figura 21).

OMe O H

Figura 21. Estructura del analogo metoxi 24 de Diaportheona B

Los resultados obtenidos. son favorecedores para decir que el extracto obtenido de

Diaporthe sp es fuente potencial de compuestos antimicobacterianos.
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7. Actividad citotoxica

Se determiné el porciento de viabilidad celular de los extractos obtenidos de los tres
hongos contra cinco lineas celulares cancerigenas y una linea celular normal por 48
horas, a una concentraciéon de 50 pug/mL. Los resultados de la Tabla 13 muestran el
promedio de cada concentracion por triplicado y fueron obtenidos de tres experimentos
independientes. Se utilizé el DMSO como control negativo y como control positivo se uso
podofilotoxina. Cabe mencionar que se observl que varios extractos tienen valores de
viabilidad celular por arriba del 100%, lo que indica que el extracto estimula el crecimiento
de la linea celular comparado con el control sin tratar. Sin embargo, también puede
deberse a un fenémeno llamado hormesis en el cual bajo estimulos de estrés la célula
puede proliferar mas de lo normal esto ya que esta en los limites de la plasticidad
biolégica para criterios biolégicos integradores como la proliferacion celular (Calabrese,
et al., 2023). Los resultados de la Tabla 16 indican que el extracto 1 (AcOEt- CPD) de
Colletotrichum siamense (AA-VI C3c (N) mostré 64.82 % de viabilidad celular contra la
linea celular de cancer de mama MCF-7 a 50 ug/mL, mientras que la linea celular normal
mostro una viabilidad celular de 103.5%, indicando cierto grado de selectividad para la
célula cancerigena. Mientras que el extracto 9 (Hexano-MA) del hongo del género
Diaporthe sp., (2 AA-IV C3 (F)) tuvo un 53.28% de viabilidad celular en la linea de
carcinoma de pulmon SKLU-1, mientras que la viabilidad en las células normales fue de

92.79 %, indicando cierto grado de selectividad.
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Tabla 16. Porcentaje (%) de viabilidad celular de los extractos obtenidos de los hongos

endofitos aislados de las hojas de C. trifoliata evaluados a 50 pug/mL.

Extracto PC-3 MCF-7 U251 HCT-15 SKLU-1 HaCaT
Colletotrichum siamense
1.- AcOEt- CPD 90.01+2.03 64.82+5.62 71.35+8.64 94.2614.34 86.19+8.31 103.5+8.79
2.-AcOEt- Micelio 83.96+4.82 65.62+2.16 76.06+8.54 104.44+2.1 92.13+5.63 83.92+5.15
3.- CHCl3/MeOH- 78.58+8.28 52.33+8.05 75.94+3.84 90.97+5.33 76.13+8.24 70.75+1.91
Micelio
4.- Hexano- MA 91.08+9.32 61.57+0.86 82.25+6.27 91.56+6.79 82.00+5.75 67.03+2.20
5.- CHCIl3/MeOH- 115.194+9.6 113.07+2.38 | 104.36+7.67 | 97.22+7.86 75.5045.82 119.09+9.44
MA (FS?)
6.- CHCl3/MeOH- 104.97+7.8 110.564£5.38 | 104.24+2.00 | 91.57+6.00 70.21+2.82 88.37+11.29
MA (F1})
Diaporthe sp
7.- AcOEt- CPD 72.59+15.6 55.88+17.1 71.10+9.6 87.16+14.0 111.24+17.9 59.69+8.4
8.- CHCl3/MeOH-
Micelio
80.46+3.5 93.78+14.0 91.90+10.7 106.32+14.3 81.28+12.2 52.46+2.63
9.- Hexano- MA 83.75+4.19 102.29+8.55 89.66+9.46 96.45+6.80 53.28+4.78 92.79+0.21
10.- CHCI3/MeOH-
MA (FS?)
112.32+10.9 92.71+4.06 99.81+8.0 105.41+0.83 78.42+4.68 82.15+5.68
11.- CHCI3/MeOH-
MA (F1})
105.72+6.15 | 110.49+4.09 | 102.75+10.3 | 128.15+6.24 | 92.50+1.45 93.3716.04
Colletotrichum kahawae.
12.- AcOEt- CPD
69.17+4.18 84.09+0.91 71.21+0.84 81.20+3.7 84.18+8.77 68.71+4.21
13.- CHCI3/MeOH-
Micelio
82.82+9.69 114.44+2.07 93.61+3.3 75.90+6.1 94.03+£3.15 57.98+1.98
14.- CHCl3/MeOH-
Medio Arroz (FS?)
77.51+15.3 125.7445.7 93.26+0.13 88.66+7.29 129.94+10.3 67.01+14.8
15.- CHCIs/MeOH-
Medio Arroz (FI})
77.98+7.25 107.324+6.33 97.14+3.23 82.72+7.96 113.57+12.3 79.8815.62
16.- AcOEt- CPD 78.6315.35 112.96+£12.3 82.99+2.29 87.54+15.2 92.65+£12.8 84.86+3.31
CONTROL
17.- CHCl3/MeOH-
Medio Arroz (FS?)
87.96+3.20 110.304£9.63 78.57£1.77 86.33+£14.0 112.52+6.39 84.36x£1.5
CONTROL

84




18.- CHCls/MeOH-

Medio Arroz (FI})
93.91+14.3 106.43+4.75 | 112.62+0.15 | 105.97+12.2 117.60+8.4 109.03+0.39

CONTROL
DMSO 100.66 * 9.48+2.38 98.41+3.18 95.50+2.06 99.59+7.53 95.71+3.26
2.42
ICso de estandar positivo para las lineas cancerigenas

Etopdsido 4.88 31 pg/mL 1 pg/mL 2.79 29.59 33.94 yg/mL

Mg/mL pg/mL pg/mL

PC-3: células de cancer de prostata, MCF-7: células de cancer de mama, U251: células
de glioblastoma, HCT-15: células de cancer colorrectal, SKLU-1: células de céancer de
pulmén. HaCaT: Células epiteliales humanas normales. FI (Fase superior formada del

extracto), FS (Fase superior formada del extracto)

Méndez-Lbpez et al., 2020 reportd que los extractos de hexano y acuoso de las ramas
de C. trifoliata tuvieron una alta actividad anticancerigena in vitro (ICso < 30 yg/mL) en
contra células de hepatocarcinoma (Hep3B, HepG2) y cancer de mama (MCF7). En
contraste los extractos obtenidos de los hongos endoéfitos no se observé ninguna

actividad relevante en MCF7.

Rai en 2023 reportdé que el extracto de acetato de etilo de C. gloeosporioides mostro
actividad citotoxica contra las células de cancer de mama humano MDA-MB-231 y MCF-
7 con ICso de 62.09 and 270.70 pg/mL, pero no contra las células no cancerosas
HEK293T. Lin y colaboradores en 2005, lograron aislar el hongo Diaporthe sp. de las
hojas de Kandelia candel y obtuvieron un nuevo compuesto llamado Diaporthelactona
(Figura 22), que mostré actividad citotoxica contra 2 lineas celulares: la KB (formadora
de células tumorales de la linea HelLa) y Raji (Linfoma de Burkitt humano) con ICso de

6.25y 5.51 pg/mL, respectivamente.
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CHj
Diaporthelactona

Figura 22. Estructura de Diaporthelactona reportada por Rai en 2023.

Ambos géneros de hongos aislados Colletotrichum sp. y Diaporthe sp., se han
encontrado compuestos con actividad anticancerigena, lo cual da un precedente a los

resultados favorables que se obtuvieron anteriormente descritos en sus extractos.

8. Analisis del extracto AcOEt-CPD de Diaporthe sp. por columna

cromatografica

Se analiz6 596.4 mg del extracto de AcOEt de CPD del hongo endoéfito Diaporthe sp
mediante una columna cromatografica, como fase estacionaria se utilizé 12 g de gel de
silice, como fase mdvil un gradiente de hexano/acetato de etilo y acetato de
etilo/metanol. Se emple6 una relacion 1:20 de la fase estacionaria, utilizando 0.6 g de
del de silice para adsorber la muestra, con un volumen muerto de 20 mL y un volumen
de 5 mL de las fracciones colectadas, se colectaron un total de 620 fracciones, los

resultados se resumen en la Tabla 17.
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Tabla 17. Fraccionamiento del extracto de AcOEt (CPD) del hongo Diaporthe sp.

Fracc_lones Polaridad dela FM en CC | Polaridad dela FM en TLC Rendimiento Observaciones
reunidas mg
1-30 Hexano 100% Hexano: Hexano 100% Hexano: 314
31-47 AcOEt 95: 5 AcOEt 95:5 ) Oleoso verde
48-55 Hexano: AcOEt 95:5 Hexano: AcOEt 95:5 2.9 Solido blanco-amarillento
56-77 Hexano: AcOEt 95:5 Hexano: |[Hexano: AcOEt 95:5 Hexano:
78-130 AcOEt 90:10 Hexano: AcOEt |AcOEt 90:10 Hexano: AcOEt 19.4 Oleoso color amarillento
85:15 85:15 0SCcuro
. . . . Cristales Cristales marrén solubles en
131-135 Hexano: AcOEt 85:15 Hexano: AcOEt 85:15 25 g cloroformo
Hexano: AcOEt 85:15 Hexano: AcOEt 85:15 Cristales Cristales blancos solubles en
136-140
18.7 cloroformo
Hexano: ACOEt 85:15 Hexano: ACOEt 85:15 Cristales Cristales blanco-amarillentos
141-145 ) ) ’ ) 28.3 solubles en cloroformo
. . . . Cristales .
Hexano: AcOEt 85:15 Hexano: AcOEt 85:15 Cristales blancos solubles en
146-150 26.2
cloroformo
. . . . Cristales Cristales blanco-amarillentos
151-160 Hexano: ACOEL 85:15 Hexano: ACOEL 85:15 32.5 solubles en cloroformo
Hexano: AcOEt 85:15 Hexano: AcOEt 85:15 Cristales cristales blancos solubles en
161-163 4
cloroformo
Solido
164-168 . . . . 4 Solido blanquecino
169-170 Hexano: AcOEt 85:15 Hexano: AcOEt 85:15 NO SE OBSERVAN
BAJO LUZ UV
171-190 Hexano: AcOEt 80:20 Hexano: AcOEt 80:20 Solido Solido amarillento
30.6
191-221 Hexano: AcOEt 80:20 Hexano: AcOEt 80:20 15.5 Aspecto oleoso color marrén
222-256
257-270 Aspecto oleoso amarillo-
Hexano: AcOEt 75:25 Hexano: AcOEt 75:25 oscuro
6
271-290 Cristales marrones, forma de
291-320 Hexano: AcOEt 75:25 Hexano: AcOEt 75:25 26.7 luma '
321-346 : P
347-360 . . . . . .
361-390 Hexano: AcOEt 70:30 Hexano: AcOEt 60:40 4.5 Sélido color marrén
391-430 . .
Hexano: ACOEt 65j35 Hexano: AcOEt 60:40
Hexano: AcOEt 60:40 . .
7.3 Solido color marrén
431-464 Hexano: AcOEt 60:40 Hexano: AcOEt 40:60 71 Laminas color marrén,
) aspecto oleoso
465-470 Hexano: AcOEt 50:50 Hexano: AcOEt 50:50 10.2 Laminas color_amarlllo
blanquecino
471-487 Hexano: AcOEt 50:50 Hexano: AcOEt 50:50 Aspecto oleogo amaillo-
marrén
488-502 Hexano: AcOEt 40:60 Hexano: AcOEt 40:60 .
45 Aspecto oleoso amarillo-
i marrén
503-560
Hexano: AcOEt 30:70 Hexano: AcOEt 30:70
97 Aspecto oleoso marrén
561-600 AcOEt 100% AcOEt: MeOH |Hexano: AcOEt 10:90 AcOEt: .
80:20 MeOH 80:20 19.4 Aspecto oleoso color marrén
601-620 AcOEt: MeOH 50:50 AcOEt: MeOH 50:50 33.3 Aspecto oleoso marrén

MeOH 100%

MeOH 100%

oscuro
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Los resultados que se muestran en la Tabla 17 indican la presencia de varios cristales y
solidos. Los cristales obtenidos de las fracciones 131-163 son un solo compuesto, por lo
qgue se decido analizar los cristales mas puros que se encontraban en la fraccién 146-
150, estos cristales se etiquetaron como D (Diaporthe) y el nUmero de fraccion 146-150
(D146-150). Estos cristales se mandaron a analizar para obtener sus espectros de
Infrarrojo, Resonancia Magnética Nuclear y Espectrometria de Masas y de estos cristales
se determiné su estructura como se discute mas adelante. De las fracciones 164-190 se
obtuvo un sdlido blanquecino, pero resulto una mezcla de compuestos por analisis de
TLC, lo mismo que los solidos de las fracciones 271-430. Por lo que en otro estudio se
obtendra mas cantidad de extracto para lograr purificar estos compuestos y determinar

sus estructuras quimicas.

Los cristales puros obtenidos de la fraccién 146-150 (D 146-150) se obtuvieron en una
cantidad de 6.3 mg, tienen aspecto de cristales transparentes en forma de agujas,
solubles en cloroformo y punto de fusién de 65-68 °C. Estos cristales se identificaron
como el acido 3-nitropropionico (Figura 23) de acuerdo con el andlisis de sus espectros

de IR, RMN y EM que se muestran a continuacion.

Figura 23. Estructura del acido 3-nitropropionico.
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9. Andlisis por Infrarrojo del compuesto D146-150 (acido 3-
nitropropionico)

En la Figura 24 se observa el espectro de Infrarrojo de los cristales obtenidos de la

fraccion D146-150, en la cual se observan las bandas caracteristicas del acido

{ 6sia
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1241.77 -
| fle~ e
1424 14
;
% 7 le-c ()
H i/ 1211.64 _
b “! l 1241 47 |
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C=0 (s N s
® 1 ~o, ) ssdss
§ D OH (1)
512 v . . . v . y . v . v )
20000 3800 3200 2800 2400 000 1300 1600 1400 1200 1000 00 6500

carboxilico como son el OH de estiramienEB'que abarca de 3200-2400 cm, el C=0 de
estiramiento que se observa aproximadamente a 1680 cm™ , C-O de estiramiento con
dos bandas aa 1264.63 cm* y 1241.7 cm™ y el O-H de deformacién en 938 cm™. Por
otro lado, se observan las dos bandas caracteristicas del grupo NO: las bandas de
estiramiento en 1556.54 y 1375.55 cm™, asi como la banda de C-N de estiramiento de
C-N en 851.31 cm™. Finalmente, se observan bandas de C-H (Sp3) de estiramiento y de
deformacién en 2913.11, 2683.12 y 2587.02 cm y 1424 cm?, respectivamente, ademas

de C-C de estiramiento a 121.64 cm™.
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Figura 24. Espectro de infrarrojo de D-146-150: acido 3-nitropropionico.

10. Anadlisis de Resonancia Magnética Nuclear de D146-150
(acido 3-nitropropionico)

En las Figuras 25 y 26, se observan los espectros de RMN 'H y RMN 23C,
respectivamente, destacando que en el espectro de RMN H presenta dos tripletes en
3.08 ppm (J=5.73 Hz) y 6 4.67 ppm (J= 6.4Hz), de dos metilenos unidos cada uno a dos
grupos desprotectores, uno corresponde al acido carboxilico y el otro al grupo nitro.
Mientras que en el espectro de RMN 13C se presentan dos carbonos de metileno en &
71.43 ppm y 32.37 ppm, que corresponden al carbono C2 (vecino al grupo nitro) y C3
(vecino al grupo carbonilo), respectivamente, y un grupo carbonilo de acido carboxilico
(C1) en & 174.72 ppm. Los datos espectroscopicos coinciden con los previamente

reportados por Gustine et al., 1974.
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Figura 25. Espectro de *H RMN (400 MHz, CDCIlz) de D146-150: &cido 3-

nitropropionico.
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Figura 26. Espectro de **C RMN (100 MHz, CDCI3) de D146-150: &cido 3-

nitropropionico
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11.

(acido 3-nitropropionico)

Analisis de Espectrometria de Masas de D146-150:

En la figura 27 se muestra el espectro de masas de alta resolucion (HRMS) del

compuesto etiquetado como D-146-150, el cual se observa un pico unico de relacion m/z

de 120.03020 (M + 1), esto comparando con 119.08 g/mol calculado por PubChem 2.2

(version de PubChem 2021.10.14)

INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM
LAEORATORIO DE ESPECTROMETRIA DE MASAS

Data:2761 146-150

Sample Name:Dr Rodriguez Braulio / Operador Javier Perez

Description:

lonization Mode:ESI+

History:Determine miz[Peak Detect[Centroid, 30 Area], Correct Base[5.0%]], Correct Base[5.0%];Average(MS[1] 1..1)
Charge number:1 Tolerance:5.00({mmu)
Element:'2C:0 .. 18, H:0 .. 19, *N:0 2 18010 . 4

Relative Intensity

Acquired: 10/24/2024 2:00:25 PM

Operator-AccuTOF

Mass Calibration data:CAL_PEG_600_JEQL_8-OCT-2...
Created:10/25/2024 8:04.55 AM

Created by-AccuTOF

Unsaturation Number:0.0 .. 20.0 (Fraction:.5)

10—
120.03020
5
o T T T T T T T T T T T T T
119.80 120.00 12020 120.40
miz
Mass Intensity | Calc. Mass Mass[g:;fs;enoe Mass{g;frf:;enoe Possible Formula Unsaturation Number
120.03020 50440 120.02968 0.52] 4321204 He "N, 50, 1.5

Figura 27. Espectro de masas de alta resolucion de D146-150: acido 3-nitropropionico
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Esta molécula con el nombre de acido 3-nitropropionico también conocida como acido f3-
nitropropionico fue reportada del hongo enddfito Diaporthe citri G-01 (Genbank:
KJ934221.1), previamente aislado de hojas de la planta medicinal Mikania glomerata
Spreng. (Asteraceas) (ver Polonio y colaboradores en 2016). Se incub6 el hongo en
medio de caldo papa dextrosa y después del tiempo de incubacién se realiz6 una
extraccion liquida: liquido con acetato de etilo y se obtuvo el extracto, esto coincide con
la metodologia empleada para la obtencion de extracto de AcOEt-CPD del género
Diaporthe sp. aislado de las hojas de Cissus trifoliata. Polonio et al., 2016 concluyeron
gue la concentracion de acido 3-nitropropionico (3-NPA) aument6 después del consumo
inicial de azucares reductores, lo que indica que el compuesto se produce después de la
fase de produccién de alta energia del hongo, este estudio demuestra la produccion de
este compuesto por plantas y hongos endéfitos, o que indica que el acido 3-
nitropropionico puede estar involucrado en los sistemas de defensa y nutricion de
endofitos y plantas hospedantes, y también podria participar en el ciclo biogeoquimico
del nitrégeno. Nagarajan y colaboradores en 2021 recopila compuestos activos y
menciona al acido 3-nitropropionico por su actividad contra las larvas de Diatraea

saccharalis (barrenador de la cafia de azucar).

En el caso de la molécula etiquetada como D-146-150 obtenida del extracto de AcOEt-
CPD del hongo Diaporthe sp., identificada posteriormente como acido 3-nitropropionico
se determin0 su actividad antimicobacteriana, obteniendo una CMI de 50 pg/mL para la
cepa H37Rv y CMI de >50 pg/mL para la cepa G117. Estos resultados coinciden con lo
obtenido por Ganihigama y colaboradores en 2014, evaluaron la molécula acida 3-
nitropropionico obteniendo una CMI de 12.5 y 50.0 pg/mL para la cepa H37Rv y la cepa
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H37Ra respectivamente. Songsiriritthigul y colaboradores en el 2021 evaluaron el &cido
3- nitropropionico para conocer el mecanismo por el cual inhibe el crecimiento de la
micobacteria. Estos investigadores demostraron que la proteina transportadora 2-trans-
enoil-acil reductasa (InhA) se inhibe a un valor de ICs0 de 71 uyM (8.45 pg/mL). El
complejo contiene el bucle de unién al sustrato InhA en una conformacion abierta y
ordenada con Tyrl58. Este es un residuo cataliticamente importante cuya orientacion
define diferentes conformaciones del complejo sustrato/inhibidor de InhA, en la posicion
"fuera". La molécula ocupa un sitio de unién hidréfobo adyacente al cofactor NAD+ y
cercano al utilizado por el difeniléter triclosan, pero se une predominantemente a través
de interacciones de enlaces de hidrogeno electrostaticas y mediadas por agua con la

columna vertebral de la proteina y el cofactor NAD+.

La exposicidon humana al acido 3-nitropropionico aparentemente se ha producido durante
siglos a partir de nueces de arbol en Nueva Zelanda, donde las tribus maories las
consumian como alimento basico, y de los hongos Aspergillus y Penicillium utilizados en
la produccion de alimentos basicos orientales, incluido el miso (pasta de soja fermentada)
y katsuobushi (atun seco fermentado). Se han reportado envenenamientos accidentales
por la exposicién con acido 3-nitropropionico con nueces de karaka sin procesar y cafia

de aztcar enmohecida en China (Burdock, et al., 2001)

El &cido 3-nitropropionico es una toxina fungica que altera la actividad del complejo I
(succinato deshidrogenasa) de las mitocondrias actuando como un inhibidor reversible
de la fumarasa y la aspartasa y un inhibidor irreversible, no competitivo (“suicida”) de la
deshidrogenasa del acido succinico, ademas reduce la sintesis de ATP, lo que lleva a

una produccion excesiva de radicales libres que resulta en la degeneracion de las
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neuronas espinosas medias (MSN) GABAérgicas en el cuerpo estriado. Esto se
caracteriza por alteraciones motoras, una manifestacion clinica clave de la enfermedad
de Huntington. El acido 3-nitropropionico tiene el potencial de alterar varios procesos
celulares, incluidas las funciones mitocondriales, el estrés oxidativo, la apoptosis y la
neuroinflamacién que imitan condiciones patdgenas similares a las de la EH (enfermedad

de Huntington) en animales. (Upadhayay, et al., 2023)

Hay reportes de pacientes con casos leves de intoxicacion por el acido 3-nitropropionico
los cuales presentan vomito, sienten nauseas y agotamiento, y tienen diarrea, dolor de
estbmago y dolor de cabeza, y la mayoria se recupera después de unos dias, los casos
graves tienen mas sintomas graves, que generalmente desarrollan distonia y coma

(Skogvold et al., 2021)

El acido 3-nitropropionico tiene potencial de uso en modelo animal al ser no genético es
mas facil de manejar, adquirir y controlar, todo esto para el descubrimiento y desarrollo
de nuevos farmacos para la enfermedad de Huntington debido a su neurotoxicidad,
alterando el metabolismo mitocondrial. La toxicidad del 3-NPA afecta a la microglia, los
astrocitos y las neuronas, y causa excitotoxicidad secundaria al hacer que las neuronas
sean mas vulnerables a los niveles basales endégenos de glutamato, al tiempo que
provoca una reduccién de la disponibilidad de ATP. Este escenario provoca el alivio del
bloqueo de Mg?* dependiente del voltaje en el poro del NMDA-R (receptor de N-metil-D-
aspartato). A su vez, la activacion de estos receptores conduce a la entrada masiva de
Ca?* al citoplasma y a una mayor activacion de varias enzimas dependientes del calcio,
incluidas las calpainas. En conjunto, estos eventos conducen a la muerte celular por

diferentes vias: necrosis y/o apoptosis, dependiendo de la intensidad del dafio y el tipo
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de célula (Tunez, et al 2010). Las lineas de investigacion en base a este modelo pueden
ser. su interaccion con biomoléculas para producir proteinas oxidadas o nitradas
aberrantes, asi como las posibles acciones protectoras de diferentes antioxidantes. Su
uso en modelos transgénicos, explorando la sefializacion transcripcional y
transducciones asociada con su toxicidad inducida, o la caracterizacion de su patron de
expresion de genes y proteinas a través de estudios gendmicos y protedmicos. También
se observan alteraciones de comportamiento evocadas por acido 3-nitropropionico, y su
uso con otros modelos para tener un modelo mas complejo y preciso para la enfermedad

de Huntington (Tunez, et al., 2010; Upadhayay et al., 2023).
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6. CONCLUSIONES

Se realiz6 el primer estudio de hongos endofitos de las hojas de C. trifoliata con
potencial actividad antibacteriana y citotoxica.

De las hojas frescas de C. trifoliata se lograron aislar dos especies de hongos del
género Colletotrichum: Colletotrichum siamense y Colletotrichum kahawae y un
hongo del género Diaporthe sp., identificadas de acuerdo con sus caracteristicas
macroscopicas, microscopicas y su secuencia gendmica.

El rendimiento de los 18 extractos totales obtenidos de los tres hongos endéfitos
aislados fue en un rango de 0.0267 a 4.9805 g. El extracto 12 obtenido del CPD
extraido con AcOEt del hongo Colletotrichum kahawae (B) fue el que se obtuvo
en menor rendimiento (0.0267 g) y el extracto 11 obtenido del Medio Arroz
extraido con CHCIs/MeOH del hongo Diaporthe sp. fue el extracto que se obtuvo
con el mayor rendimiento (4.9805 Q).

P. aeruginosa resistente a carbapenémicos fue la bacteria que mostr6 mayor
sensibilidad a todos los extractos evaluados con una CMI de 200 pg/mL. El
extracto 11 (AcOEt-CPD) obtenido del hongo Colletotrichum kahawae presento,
una CMI de 100 pg/mL contra E. faecium resistente a vancomicina. El extracto 5
(CHCI3/MeOH- MA (FS1)) obtenido del hongo Colletotrichum siamense fue el que
mostré mayor espectro antibacteriano contra las 6 cepas farmacorresistentes con
una CMI de 200 pg/mL, a excepcion de S. aureus resistente a meticilina que

mostro una CMI >200 pg/mL.
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El extracto 7 (CPD-AcOEt) obtenido del hongo Diaporthe sp. fue el Unico extracto
gue mostro actividad contra M. tuberculosis teniendo una CMI de 50 pg/mL contra
la cepa H37Rv.

El extracto 1 (AcOEt- CPD) obtenido de Colletotrichum siamense mostré 64.82 %
de viabilidad celular contra la linea celular de cancer de mama MCF-7 a 50 pug/mL,
mientras que en la linea celular normal mostro una viabilidad celular de 103.5%.
El extracto 9 (Hexano-MA) obtenido del hongo del género Diaporthe sp., tuvo un
53.28% de viabilidad celular en la linea de carcinoma de pulmén SKLU-1, mientras
gue la viabilidad en las células normales fue de 92.79 %.

Se aisld y caracterizo estructuralmente el compuesto acido 3-nitropropionico del
extracto de AcOEt de CPD del hongo del género Diaporthe sp.

El acido 3-nitropropionico obtenido del extracto AcOEt de CPD del hongo del
género Diaporthe sp., mostré una CMI de 50 pg/mL contra M. tuberculosis H37Rv.
La hipotesis se acepta ya que se logré aislar un metabolito secundario del hongo
enddfito Diaporthe sp. que mostré débil actividad antimicobacteriana, por lo que
es probable que existe en el extracto otros metabolitos secundarios mas activos
gue no se lograron aislar y caracterizar estructuralmente debido a que se obtuvo

una cantidad pequefia de extracto.
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/. PERSPECTIVAS

Evaluar los extractos obtenidos a concentraciones mayores a 200 pg/mL contra
las 6 cepas bacterianas resistentes y sensibles, por el método de microdilucion.
Evaluar otras células cancerigenas como las células hepaticas y de rifidn para dar
una perspectiva mas amplia del potencial de los extractos obtenidos.

De los sdlidos obtenidos se tiene poca cantidad y estan impuros por lo cual se
puede optar por tratar de purificar por medio de HPLC y poder caracterizar los
compuestos aislados.

Identificar la especie del hongo aislado del género Diaporthe sp.
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9. ANEXOS

1. Medios de cultivo utilizados:

e Medio Agar Papa Dextrosa

o Se necesitan 39gr de medio en polvo para disolver en 1000mL de agua

destilada

o Esterilizar a 121°C, a 15 Ibs de presion durante 15 min.
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e Medio Agar Agua
o Se necesitan 20 gr de agar en polvo para disolver en 100 mL de agua
destilada
o Esterilizar a 121°C, a 15 Ibs de presion durante 15 min.
e Cultivo Caldo papa dextrosa
o Pelary cortar 200 gr de papa fresca, hervir la papa con 1000ml de agua
destilada, filtrar con gasa y conservar el caldo y desechar la papa, agregar
20gr de dextrosa en polvo y homogenizar la mezcla, aforar a 1It con agua
destilada esterilizar a 121°C, a 15 Ibs de presion durante 15 min.

Medio Arroz

o Pesar 300 gr de arroz blanco y lavar una vez con agua corriente y una vez
con agua destilada, colarlo y colocarlo en el matraz, agregar 300ml de agua
destilada y esterilizar a 121°C, a 15 Ibs de presion durante 15 min.

Etanol 75%

Antibiético: Cloranfenicol

o Pesar 50mg de cloranfenicol en polvo y disolver en 1000 mL de medio de
cultivo, ajustar a las cantidades necesarias.

Clorox 64%

o Medir 640 mL de clorox y aforar a 1000 mL con agua destilada

Acido tartarico 10%

o Pesar 1 g de acido tartarico y aforar a 10 mL con agua destilada.
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2. Anélisis por TLC de los extractos obtenidos de los hongos endofitos

aislados de las hojas de C. trifoliata:

Onda larga 365 nm
<)

Revelado con yodo

Figura A2.1. TLC del hongo nimero uno AA-VIC3C (N): Colletotrichum siamense (extractos del 1 al 6),
reveladas con A) Onda larga B) Onda corta C) Yodo; de izquierda a derecha se observan los extractos
obtenidos del cultivo de caldo papa dextrosa (CPD) y por separado los extractos obtenidos del cultivo de

Medio Arroz esto para las tres imagenes.
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Onda corta 254nm

Onda larga 365nm

Q)

Revelado con yodo

Figura A2.2. TLC del hongo nimero dos AA-VIC3 (F): Diaporthe sp. (extractos del 7 al 11), reveladas
con A) Onda larga, B) Onda corta y C) Yodo; de izquierda a derecha se observan los extractos
obtenidos del cultivo de caldo papa dextrosa (CPD) y por separado los extractos obtenidos del cultivo

de Medio Arroz esto para las tres imagenes.
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B) rf;;("lrj[(ﬂ 12 .
—————————

il
C Ext7
Onda corta 254nm Revelado con Yodo

Figura A2.3. TLC del hongo nimero dos AA-VIC3 (F), Diaporthe sp., (Extracto 7),

reveladas con A) UV Onda corta y B) Yodo.
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Onda larga 245nm

Onda larga 365nm
o)

Revelado con yodo

Figura A2.4. TLC del hongo nimero tres PDA-IVC3o (B)(Colletotrichum kahawae) (extractos del 12 al
15), reveladas con A) Onda larga, B) Onda corta y C) Yodo; de izquierda a derecha se observan los
extractos obtenidos del cultivo de Medio Arroz (MA) y por separado los extractos obtenidos del cultivo de

caldo papa dextrosa (CPD) esto para las tres imagenes.
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3. Analisis por TLC de las fracciones obtenidas

FM: Hexano: AcOEt 60:40
con 6 gotas de Ac. acético

C1: F131-135

C2: F136-140

C3: F141-145
Revelado con Yodo

Figura A3.1. TLC de las fracciones 131-145, se puede observar mas de una mancha

en la TLC lo que significa que hay mas de un compuesto presente en la muestra.
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FM: Hexano: AcOEt 50:50
con 6 gotas de Ac. acético

Cl1: F151-160
C2: F161-163
Revelado con yodo

Figura A3.2. TLC de la fraccién 151-163, se observan dos manchas, lo cual sugiere

gue la muestra esta semipura y hay mas de un compuesto presente.
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FM: Hexano: AcOEt 60:40 con
6 gotas de Ac. acético

FM: Hexano: AcOEt 60:40
con 6 gotas de Ac. acético

Cl1: F146-150

Uv onda corta 254
nm

Cl: F146-150
Uv onda larga 356 nm

FM: Hexano: AcOEt 60:40
con 6 gotas de Ac. acético

C1: F146-150

Revelado con yodo

Figura A 3.3. TLC del compuesto puro aislado (Acido 3-Nitropropionico), su
comportamiento bajo Luz UV de onda corta 254nm, onda larga 356nm y revelado con

yodo.
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4. Disposicion de Residuos

La disposicion de residuos de la metodologia anteriormente descrita se realiz6 conforme
a la Facultad de Ciencias Quimicas, en los laboratorios de Quimica de Productos
Naturales: se utiliz6 de mayor manera el recipiente tipo C para los solventes usados en
la obtencidn de los extractos, asi como el recipiente tipo A para la disposicion de la silica
que se utilizé en la columna cromatogréfica, y la basura industrial para el deshecho de
placas de TLC, guantes, material impregnado con solventes entre otros y en el
Laboratorio de Biotecnologia I, se utilizo el recipiente tipo Colorantes y lugol, basura
industrial y en el manejo de material biolégico tanto en este laboratorio como en la
Facultad de Medicina en el Laboratorio de infectologia Molecular Il fue conforme a la
NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002-  Proteccion  ambiental-Residuos  peligrosos
biolégico-infecciosos, donde los cultivos y cepas de agentes infecciosos e desecharon
en bolsas de polietileno rojas, y el material punzocortante desechable se dispuso en

material rigido de color rojo.

a FACULTAD DE CIENCIAS Quisicas | |0 & a’ FACULTAD DE CENCIAS Quiticas £ a FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS £}
M A AN
: N NI

Vidrio Impregnado | PLASTICO Basura (1 Facultag e Cincis Quimicas
7 i e
con Sustancias HIMPREGNADO CON Industrial Reciplente Tipo:
Peligrosas SUSTANCIAS
! * Asernin Impregnado con Residuos Peligroscs do
o Cotsmodrwo s sisssovirsoa | PELIGROSAS
cOntuyioron reactivos o reskiuas paligrosos, i ) X (saaltan. DApeS magitel) mragrado
lv’-:;cvvos © residucs peligrosos, e ' * Ab an 3
5 " OXIDANTES
o esrer REPARTAVENTO R NERIQ AMBIENTE Y SEGURRAD. ..o uvversrn CETARTAMENTO DE MEQIO AMBIENTE ¥ SEGURIOAD |
rI ! Facultad de Ciencias Quimicas ='-"- Facultad de Ciencias Quimicas |F‘! Facultad de Ciencias Quimicas ".‘-‘ Facultad de Ciencias Quimicas l.’.' Facultad de Ciencias Quimicas
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Reciplente Tipo: Reclplente Tipo: Reciplente Tipo: Reclplente Tipo: Reclplente Tipo:
A B (( ; @ Colorantes
SOLUGON SALINA phe 63 TOXICOS € INFLAMASLES TONCOS £ INFLAMABLES y uu@n
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