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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo principal, realizar el estudio
quimico preliminar de los metabolitos secundarios producidos por hongos
endofiticos aislados de las hojas de Piper elongatum “matico” y evaluar su
actividad antibacteriana. La investigacion es de tipo basica, nivel descriptivo y
disefié transversal. La investigacion se realizé en los laboratorios de la Facultad
de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristdbal de
Huamanga. La toma de muestras se realizé recolectando las hojas de Piper
elongatum “matico” de los jardines de la Universidad Nacional de San Cristébal
de Huamanga, las mismas que fueron desinfectadas con alcohol al 70% vy lejia al
3,5%, sembrados en agar papa dextrosa y agar Sabouraud e incubados a 25°C
por 7 dias, las colonias de hongos, fueron identificadas mediante sus
caracteristicas macroscopicas y microscépicas. Se realizaron las fermentaciones
en 100 mi de caldo de cultivo papa glucosa sulfato de amonio, a 25°C/ 15 dias
en agitador horizontal, para la produccion de metabolitos secundarios. A los
metabolitos producidos por fermentacién se les realizaron pruebas para
determinar su actividad antibacteriana frente a bacterias patégenas, Escherichia
coli INS- 4672 y Staphylococcus aureus ATCC- 6538. A partir del caldo
fermentado se realizaron las extracciones de los metabolitos con AcOEt,
concentrados en rotavapor y separados con CCF utilizando dos tipos de
solvente, CH;CI-CHOH y BAW los que fueron leidos con luz ultravioleta (CAMAG
366-254 nm) y leidos con espectrofotdmetro a una longitud de onda de 200-500
nm revelados con vainillina sulfurico y un tamizaje quimico. Encontrandose que a
partir de Piper Elongatum “matico” se aislaron 69 cepas flingicas de los géneros
Alternaria, con 44 cepas, Penicillium, con 22 cepas, Aspergillus con 3 cepas y 10
cepas no identificadas, de los cuales mostraron actividad antibacteriana los
metabolitos producidos por 3 cepas de los géneros Penicillium (E4APP3),
Alternaria (E4SAS5) y Aspergillus (E4SX2) frente a Escherichia coli INS- 4672 y
Staphylococcus aureus ATCC- 6538. Se identifico 8 compuestos quimicos para
Penicillium,6 compuestos de Alternaria y 4 compuestos de Aspergillus,
identificandose estos como; terpenos, sesquiterpenos, azucares reductores,
glicosidos cardioténicos, triterpenos esteroideos, compuestos saturados. Se
concluye que a partir de hongos endofiticos aislados de Piper elongatum
“‘matico” se pudo encontrar metabolitos secundarios con actividad antibacteriana.

Palabras clave: hongo endofitico, metabolitos secundarios, actividad
antimicrobiana y Piper elongatum “matico”



. INTRODUCCION

Los organismos endofitos; bacterias, actinomicetos, levaduras y hongos
filamentosos, han recibido una creciente atencion en los afios recientes. Estos
microorganismos viven asintomaticamente dentro de tejidos vegetales sanos, los
que, durante parte o todo el ciclo de vida se establecen en los tejidos vegetales,
y se ha demostrado que poseen un gran potencial econémico en areas como la
medicina, agricultura, entre otras.

Por esta razon la busqueda, explotacién de los metabolitos y de sus propiedades
a partir de microorganismos endéfitos de plantas medicinales son de interés
continuo en la investigacion biotecnolégica.’

Las evidencias disponibles indican que el descubrimiento de nuevos productos
naturales se ha incrementado como consecuencia de la aplicacion de estrategias
de busqueda y de procesos microbiolégicos innovadores. El conocimiento de las
diversas rutas biosintéticas en plantas, hongos y bacterias han proporcionado
una amplia variedad de sistemas que se pueden usar en la produccion de
farmacos y otros metabolitos de interés. Los microorganismos y en especial los
hongos, constituyen dentro de las fuentes de productos naturales una de las
menos estudiadas, que sin embargo, ofrece grandes posibilidades para la
obtencién de nuevos metabolitos con actividades biolégicas potentes.? Ante el
aumento de resistencia por parte de bacterias patégenas en el tratamiento
tradicional, se ha visto la necesidad del uso de sustancias terapéuticas
combinadas, en la que se emplea mas de un antibacteriano para lograr el
objetivo, de esta manera se aumenta los problemas de toxicidad que acompanan
al tratamiento; situacion que se agrava si se trata de un paciente
inmunosuprimido.®

En la presente investigacion se realizé un estudio quimico preliminar de los

metabolitos secundarios de hongos enddfitos aislados de Piper elongatum



“matico” y se evalud la capacidad antibacteriana de éstos. El trabajo se realizé
en los laboratorios de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga, considerandose una investigacion
basica, de nivel descriptivo, con disefo transversal analitico en condiciones de
laboratorio que forma parte esencial para el desarrollo de posteriores proyectos
para encontrar nuevos metabolitos aplicados al campo de la salud, agricultura
entre otras sustancias, producidos por hongos endofiticos de Piper elongatum
“matico”. Teniendo en cuenta estas consideraciones, se plantearon:

Objetivo general
e Realizar el estudio quimico preliminar de los metabolitos secundarios
producidos por hongos endofiticos de Piper elongatum “matico”.

Objetivos especificos

» Aislar e identificar hongos endofiticos de Piper elongatum “matico”.

e Evaluar la actividad antibacteriana de los metabolitos secundarios producidos
por hongos enddfitos aislados de Piper elongatum “matico” frente a bacterias
patégenas.



Il. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

Bacon ef al,* en la investigacion realizada sobre metabolitos fangicos con
potencial biotecnolégico menciona que son muchos los hongos endofiticos que
todavia no se conocen, asi como los metabolitos producidos por éstos, sin
embargo describe que los compuestos descritos hasta el momento son; toxinas,
agentes fungicidas y bacteriocidas, sustancias importantes asociadas a
tratamientos antitumorales, antivirales, entre otras.

Poca sangre et al, ® en la investigacion realizada en hongos endofiticos como
manejo alternativo de fitonematodos en banano, lograron aislar hongos para ser
usados para el control de agentes biolégicos de fitonematodos, Radopholus
similis del banano en fincas del Brasil, llegando a la conclusién de que las
plantas protegidas con hongos endofiticos presentan mejor sanidad vegetal.
Barrios,® en la investigacién realizada en Costa Rica sobre hongos endofiticos
como inductores de resistencia para el control de Mycosphaerella fijiensis en
platano, sefala las alternativas de control de la enfermedad producida por este
hongo se realiza mediante el uso de hongos endofiticos los cuales son
promotores de crecimiento e inductores de resistencia.

Chavez, ” en la investigacion realizada, utilizando hongos y bacterias endofiticos
en el control biolégico del nematodo barredor Radopholus similis en Costa Rica,
llegé a la conclusibn de que plantas protegidas con hongos y bacterias
endofiticos presentan mejor sanidad vegetal.

Ramirez et al, ® mediante la investigacion sobre la actividad antagénica de
hongos enddfitos de plantas medicinales del Ecuador, sobre bacterias
patoégenas, aisladas de las hojas de plantas de los géneros Baccharis, Piper,
Borreira, Chuquiragua y Bidentifolia. Encontraron que, las taxas flingicas mas
frecuentes fueron: Alternaria, Aspergillus, Epicoccum, Fusarium y Nigrospora, las



que fueron evaluadas en la actividad antagénica frente a bacterias patégenas. La
mayoria de las cepas flingicas estudiadas (56,3%) presentaron actividad, los
mejores resultados se evidenciaron en un aislado de hongo de Mycelia sterilia.
Makowiecky,’? en la universidad de Brasil investigé a la comunidad de hongos
endofiticos como: Cladosporium, Epicocum, Fusarium, Guignardia,
Pestalotiopsis e Xilaria, asociada a la “cafia de azucar” convencional y
genéticamente modiﬁéada llegando a la conclusion que tienen actividad frente a
fitonematodos y presentan una mejor sanidad.

Sayuri, '° en la Universidad de Sao Paulo (Brasil) trabajo en la diversidad y el
potencial biotecnoldgico de los hongos endofiticos del “cacao” Theobroma cacao
como: controlador biblégico de Crinipellis perniciosa aislado de cepas fungicas
como Fusarium, Gibberella, Lasiodiplodia, Pestalotiopsis, Phomopsis y
Verticillum.

Chapaval,'" trabajé en Floresta, Brasil, en el aislamiento de hongos endofiticos a
partir de las hojas de “hierba-mate” llex paraguriensis nativas y cultivadas,
obteniendo resultados de la existencia de una gran diversidad flingica en hojas
adultas en comparacion a las hojas jovenes, del mismo modo existe gran
diversidad de hongos endofiticos en las hojas de la “hierba-mate” nativas en
comparacion a las que son cultivadas, entre los hongos endofiticos destacan los
generos: Acremonium, Aspergillus, Colletotrichum, Dendrophoma, Fusarium,
Penicillum, Rhizoctonia, Scopulariopsis, Trichoderma, Verticillum y trece hongos
adn no identificados.

Castillo ef al, *? en la investigacion realizada sobre seguridad y toxicidad de
farmacos fingicos publican que, los problemas de seguridad y toxicidad de los
farmacos antifingicos o de aparicion de resistencias microbiolégicas hacen
imprescindible el desarrollo de nuevos y mejores antibiéticos y antimicéticos que
aporten unas ventajas apreciables respecto a los existentes.

Arnold et al, *® aislaron 418 morfo especies de endofiticos (aproximadamente 347
taxa genéticamente distintas) de 83 hojas sanas de Heisteria concinna vy
Ouratealucens en |a tierra del bosque tropical de Panama y planteé la posibilidad
que los mismos enddfitos tropicales pudieran ser diversos.

Schwarz et al,'* en el trabajo realizado sobre el acido-3-hidroxidopropionico
como nematicida concluyen que, los hongos endofiticos producen sustancias
con propiedades farmacolégicas muy importantes, que abarcan un amplio
espectro de actividades funcionales, que han dado un resultado prometedor en



el tratamiento clinico de una serie de patologias a nivel humano y animal e
incluso ofreciendo la posibilidad de aplicaciones agricolas potenciales.

Sohrab, '° en su trabajo sobre aislamiento y descripcion de estructuras de
metabolitos secundarios de hongos endofiticos publica que los hongos
endofiticos se ven como una excelente fuente de productos naturales bioactivos,
" que inhiben o matan una amplia variedad de microorganismos, como las
bacterias, hongos, virus y protozoarios que afectan a humanos y animales,
ademas de proporcionar a las plantas proteccién contra fitopatégenos.

16

Salgado et al.”® en su trabajo sobre aislamiento de hongos endofiticos de rosas
manifiestan que en algunos casos, los hongos endofiticos confieren beneficios a
la planta que pueden resultar mutuos; utilizan los nutrientes que sintetiza la
planta y esta se beneficia de los metabolitos bioactivos que ellos producen.

Trigos et al, 77 en el trabajo sobre la evaluacion antibacteriano de hongos
microscopicos de suelo y restos vegetales concluye que los principios activos
ocupan un lugar importante dentro de los recursos terapéuticos; asi mismo estas
sustancias se utilizan ampliamente para tratar enfermedades bacterianas en

plantas y animales.

2.2. Aspectos botanicos

2.2.1. Clasificacion Sistematica dé Piper elongatum “matico”

Determinado en el Herbarium Huamanguensis de la Universidad Nacional de
San Cristébal de Huamanga segun el Sistema de Clasificacion de Cronquist. A.
1988. (Blga. Laura Aucasime Medina) y es como sigue:

Divisién : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Subclase : Magnolidae

Orden : Piperales

Familia ' : Piperaceae

Género : Pipér

Especie : Piper elongatum

Nombre Vulgar : “matico”, “cardoncillo”, “yerba del soldado”.

2.2.2. Descripcion botanica:
El “matico” es una planta arbérea iberoamericana que alcanza de 2 a 3 metros
de alto de ramas articuladas, hojas cortante pecioladas oblongas, agudas,



nerviadas, irregularmente redondeadas en la base, asperas en el haz, algo
pubescentes en el envés, de flores bisexuales aclamideas o desnudas
protegidas Unicamente por una pequefia bractea y dispuestas en espiga densas
terminales, androceo, formado por 2 estambres, gineceo de ovario supero,
unilocular, con un sélo évulo ortétropo, fruto baya drupiforme, las semillas
poseen perispermo y endospermo con un embrién muy pequefo. En todos los
érganos de esta planta se encuentran células oleicas ricas en aceites que se

emplean en la medicina tradicional, esta planta se propaga mediante semillas.

2.2.3. Distribucion y habitat

El “matico” es comun en muchas partes de América tropical y especialmente en
el Perti y Ecuador de donde es oriundo, Piper elongatum “matico”. Crece en la
sierra baja abrigada, valles interandinos, valles calidos generalmente se
encuentra en huertos, bordes de acequias y caminos, entre 2 600 a 2 700 msnm,
que se encuentran en los departamentos de Cajamarca, Junin, Lima, Cusco y
Ayacucho. En el Departamento de Ayacucho se encuentra distribuido en la
provincia de La Mar, Huanta y Huamanga. '

El nombre clasico para el género, provino originalmente del Pipali de Sanscrit
“matico” es el nombre de soldado que accidentalmente descubrid las
propiedades de las hojas cuando sufrié heridas luego de una batalla en el Peru.
Esta planta crece como silvestre en muchos lugares del Perd, siendo
aprovechado por menos del 5% de la poblacién, por desconocimiento de sus
propiedades medicinales o simplemente, falta de costumbre o por no tener
confianza en la planta natural y tener preferencia por los productos ya
elaborados naturales o sintéticos. Esta idiosincrasia popular ha orientado a
pequenios inversionistas y cientificos a preparar productos a base de esta planta.
Un ejemplo es el jabon antiséptico de matico. El género Piper abarca mil

especies propias del trépico del Perti se conocen 531."°

2.2.4. Usos medicinales

Su principal propiedad medicinal es la de ayudar a la cicatrizacion en todo tipo
de heridas, ya sea externas o internas, las hojas se preparan en cocimiento
como carminativo en lavados vaginales, también en forma de infusion o de
cocciéon se usan via oral para tratar afecciones digestivas como anti ulcerosas.
Las hojas en infusion aplicadas directamente sobre la zona dafiada en forma de



emplasto como un poderoso analgésico y antiinflamatorio. Las hojas tiernas
machacadas se utilizan por via oral como astringente y ténico. El uso en bafios
se preconiza en las hemorroides, trastornos reumaticos y para el tratamiento de
las ulceras. La infusién acuosa al 15% de estas hojas frescas machacadas se
aplica en las heridas menores picaduras de insectos 0 mordida de sanguijuelas,
sirve como enjuague bucal, astringente, dtil para areas inflamadas de la piel. Las
hojas secas actian como un poderoso hemostatico. Su acciéon sobre la mucosa
gastrointestinal es tonica, estimulante; si se toma en exceso puede ser irritante y
producir perturbaciones digestivas. Puesto en contacto con heridas o llagas
recientes, disminuye y detiene los derrames sanguineos y acelera la
cicatrizacién. Sobre las mucosas ejerce una accién constructiva muy favorable
para curacion de flujos o hipersecreciones cronicas, cura llagas y heridas de la
nariz, encias. Es aconsejado en ulceras sencillas del estomago y cancer de este

érgano.™

2.2.5. Componentes activos:

La popularidad de esta planta no trascendié fuera de nuestro pais, por lo que la
informacién quimica y farmacolégica existente, es casi exclusivamente de origen
nacional. La familia Piperaceas, contiene: aceites etéreos, amidas picantes,
mono y sesquiterpenos, fenilpropanoides, pirones, polifenoles y lignanos,
alcaloides, ésteres, ésteres fendlicos, alcaloides, pirrolidinicos y esencias.®

El componente mas importante, al cual se le atribuyen las virtudes vulnerarias,
es el tanino. Contiene taninos (5,7%), ademas de alcaloides y numerosos
glucésidos especialmente del tipo flavonoides. En las flores se encuentra
acaetina-7-a-rutinésido, apigenina-7-0 glucoésido; quercitina-3-0- rutindsido,
mientras que en las hojas: luteolina-7-0-glucésido e hidroxi-luteolina-7-0-

glucésido.™

2.3. Los hongos

Constituyen un grupo muy numeroso de organismos que presentan una amplia
distribucién en la naturaleza, contribuyendo a la descomposiciéon de la materia
organica y participando en los ciclos biolégicos; un pequefio nimero son
patégenos de animales y plantas. Son organismos eucariotas tipicos y poseen
un nicleo que contiene varios cromosomas delimitado por una membrana
nuclear, con nucléolo rico en ARN y organulos citoplasmaticos como;



mitocondrias, vacuolas, reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi y ribosomas
80S. El citoplasma se encuentra limitado por la membrana citoplasmatica, que es
una doble capa de lipidos que contiene proteinas y esteroles y que controla la
permeabilidad celular y participa en la sintesis de la pared celular.?'

Los hongos presentan basicamente dos tipos de morfologias: una multicelular
denominada filamentosa y otra unicelular denominada levaduriformes. Los
hongos filamentosos (miceliares o mohos), representan el crecimiento mas tipico
de los hongos microscépicos.?

Los hongos obtienen los nutrientes por absorcién y tienen un metabolismo
quimioheterétrofo, ya que obtienen la energia y el carbono de compuestos
organicos sintetizados por otros organismos. Este hecho condiciona su modo de
vida, ya que en la naturaleza se encuentran asociados a la materia organica en
descomposicion, participando en los ciclos naturales de reciclado del carbono y
otros elementos naturales o como patégenos oportunistas de los animales y
plantas. Los hongos pueden degradar una gran cantidad de componentes, para
lo que disponen de potentes exoenzimas que en algunos casos pueden servirles
como factores de virulencia en el hospedador.?

La mayoria de los hongos presentan reproduccion sexual y asexual. El estado
sexual se denomina teleomorfo o meiospérico y el asexual anamorfo o
mitospérico. Es relativamente comin que un mismo hongo tenga dos nombres,
el del estado anamorfo y el del estado teleomorfo, ya que suelen haberse
descubierto y nombrado de forma independiente. En un grupo importante de
hongos solamente se conoce la reproduccién asexual, porque no se conocen las
condiciones adecuadas para que se desarrolle la forma sexual o porque esta se
ha perdido a lo largo de la evolucién. La reproduccion asexual puede lograrse
por fragmentacién de las hifas, ya que cada fragmento puede producir una nueva
colonia. Los hongos producen millones de esporas, cada una con la capacidad
para desarrollar una nueva colonia. Las esporas sexuales se producen tras la
fusién de los nucleos de dos hifas sexualmente compatibles o de dos levaduras y
posterior meiosis. La morfologia de las esporas sexuales es muy variada y tiene
gran interés para la identificacion fangica, ya que presentan diferentes
caracteristicas. Los hongos del Phylum Basidiomycota producen basiodiosporas
en el exterior de una estructura denominada basidio, los Ascomycota producen
ascosporas en el interior de una estructura en forma de saco denominada asco y

los Zygomycota producen zigosporas.?



Las esporas asexuales generalmente se producen en hifas especializadas y se
denominan de diferente forma segin su morfologia; los Zygomycota producen
esporangiosporas en el interior de una estructura en forma de saco denominada
esporangio; los Ascomycofa y en menor grado los Basidiomycota, producen
esporas asexuales denominadas conidios que se desarrollan a partir de una
estructura denominada conidiéforo. Segin su tamafo se diferencian en
microconidios y macroconidios.??

En el laboratorio, los hongos crecen facilmente en la mayoria de los medios de
cultivo, necesitando una fuente de carbono organica e iones amonio o nitrato
como fuentes de nitrogeno. Esta facilidad para crecer en cualquier medio de
cultivo y la presencia de conidios en el aire hace que sean contaminantes
habituales en el laboratorio, los hongos filamentosos son aerobios y los
levaduriformes, anaerobios facultativos. Sus requerimientos de temperatura y de
pH son poco exigentes y la mayoria crecen en unrangode pHde 2 a9y a
temperaturas entre 10 y 40 °C. Las células flingicas se observan bien por
microscopia convencional, aunque pueden requerir tinciones especiales para

facilitar su visualizacion.?

2.4. Hongos endofiticos

Los hongos endofiticos forman parte de la microbiota del suelo y el aire,
interactian con la planta y se definen como organismos no patogénicos, los
cuales durante algin momento de su ciclo de vida colonizan o no los tejidos
internos en la planta sin causar ningun tipo de sintoma.”

Los hongos endofiticos son organismos que viven en asociacién con plantas, se
encuentran en las hojas y en los tallos de muchas plantas. Son simbiontes, no
producen sintomas de enfermedad en la planta, aunque algunas veces pueden
presentar un grado de patogenicidad leve estando relacionados
taxondmicamente con los hongos fitopatégenos. Viven en los espacios
intercelulares y algunas veces intracelularmente en hojas, tallos y flores,
absorbiendo nutrientes de la planta. En algunos casos, los hongos endofiticos
confieren beneficios a la planta que pueden resultar mutuos; utilizan los
nutrientes que sintetiza la planta y esta se beneficia de los metabolitos bioactivos
que ellos producen.?

Casi todas las especies de plantas vasculares revisadas hasta la fecha se
encuentran como refugio a bacterias y/o hongos enddfitos. Ademas, la



colonizacion de endofiticos en algas marinas, musgos y helechos también ha
sido registrada, en realidad los endéfitos son componentes importantes de la
biodiversidad microbiana. Comuinmente, los varios de cientos de especies de
enddéfitos pueden ser aislados de una sola planta, al menos una especie exhibe
especificidad por el hospedero. Las condiciones ambientales bajo las que el
huésped esta creciendo también afectan a la poblacién de endofiticos y el perfil
del endodfito puede ser mas diversificado en areas tropicales. Estos hongos
promueven el crecimiento, mejoran la capacidad de adaptacién ecolégica del
huésped aumentando su tolerancia estrés (biético y abiético) e incrementan la
resistencia a enfermedades y plagas.?®

Las plantas infectadas con endofiticos crecen a menudo mas rapido que las
plantas no infectadas. Este efecto es por lo menos en parte a los endofiticos
debido a la produccién de fitohormonas como indole-3-acido acético (IAA),
citoquininas y otras sustancias promotoras del crecimiento de las planta y/o en
parte debido al hecho de que los endofiticos podrian aumentar el consumo de
elementos nutritivos como nitrégeno y fésforo de los huéspedes.”

La promocién de crecimiento se atribuye a ciertos grupos de microorganismos,
capaces de producir compuestos quimicos (antibiéticos y/o metabolitos
secundarios), grupos ciano (HCN supresor de bacterias patégenas), sideroforos,
quelatantes de hierro y hormonas reguladoras de crecimiento, tales como;
auxinas, citoquininas, acido giberélico, acido absicico etileno, entre otros. En
algunos casos esta promocién de crecimiento resulta como consecuencia de la
reduccion de microorganismos patégenos mediante un modo de accién
antagénico contra el agente causal, dando como resultado un efecto positivo en
el crecimiento de la planta.”

Los endofiticos se encuentran en todas las plantas, son sumamente abundantes
y son a menudo muy diversos. La mayoria de estos enddfitos constituyen
infecciones internas localizadas en follaje, raices, tallos y corteza son
transmitidos horizontalmente via esporas, una fraccion mucho mas pequefia es

transmitida verticalmente via crecimiento en semillas.?®

2.5. Metabolismo secundario
Los metabolitos secundarios son aquellos compuestos organicos sintetizados
por el organismo que no tienen un rol directo en el crecimiento o reproduccién

del mismo. A diferencia de lo que sucede con los metabolitos primarios, la
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ausencia de algun metabolito secundario no le impide la supervivencia, si bien se
vera afectado por ella, a veces gravemente.”

2.5.1. Metabolismo secundario microbiano

Los metabolitos secundarios de los Hongos endofiticos son compuestos que
poseen estructura quimica muy diferente a la de los metabolitos primarios, como:
azucares, aminoacidos y acidos organicos. Los metabolitos secundarios no son
esenciales para el crecimiento en el cultivo de produccién, pero sirven en
diversas funciones para la supervivencia en la naturaleza. Estos metabolitos
secundarios, en contraste a la naturaleza general de los metabolitos primarios,
son producidos por especies de un género y para algunas especies por
determinadas cepas, Unicamente. Muchos de los microorganismos que producen
metabolitos secundarios poseen una compleja diferenciacién morfolégica.”

En el caso de los microorganismos, los metabolitos secundarios mejor conocidos
son los antibiéticos. En la trofofase fase de crecimiento de los microorganismos
no se producen metabolitos secundarios; es en la idiofase, fase en la que el
microorganismo no crece, pero sigue metabdlicamente activo, es cuando
normalmente se producen. Para que se produzca el metabolito secundario,
primero hay que asegurar unas condiciones 6ptimas durante la trofofase. Como
mecanismo de defensa, la produccién de metabolitos secundarios no se produce
inmediatamente después de la conclusion de la trofofase. Primero, al comienzo
de la idiofase, deben hacerse resistentes a sus propios antibiéticos.?®

No se conocen bien los factores que disparan la produccién de metabolitos
secundarios. Se sabe que el paso de trofofase a idiofase se produce cuando
algin nutriente del medio es limitante. Suele tratarse de C, N o P. Al faltar
algunos de estos factores, se altera la produccién de metabolitos primarios y se
originan inductores de enzimas que daran lugar a metabolitos secundarios.?

2.5.2. Caracteristicas del metabolismo secundario microbiano

La actividad metabdlica microbiana no tiene siempre como consecuencia la
proliferacién celular. Si se considera la actividad metabdlica de un cultivo
microbiano a lo largo de toda la curva de crecimiento, se diferencian aquellos
procesos metabdlicos asociados al crecimiento celular {(metabolismo primario) de
aquellos que tienen lugar en la fase estacionaria, una vez que ha cesado el
crecimiento de la biomasa (metabolismo secundario). Como resultado del
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metabolismo secundario se producen diferentes tipos de compuestos que
reciben, todos ellos, la denominacién de metabolitos secundarios.?

En el crecimiento no balanceado, el aumento no balanceado, el aumento del
numero de células puede tener lugar en una o dos fases. En el primer caso,
tenemos unas curvas de aumento de la biomasa y del crecimiento del numero de
bacterias como se representa en (a) y en el segundo, como en (b) de la figura 1.

5 Crecimiento
Crecimiento
Log g/ml de
biomasa Log g/ml de
biomasa
Log g/ml de
células Log glml de
células

(b)
Figura 1. Relacién entre las dos fases de crecimiento®

Esto permite distinguir dos fases de crecimiento; la trofofase (proliferacion
celular) y la idiofase (no proliferacion celular). El diagrama (a) puede
corresponder a una trofofase supérpuesta a la idiofase. Cuando son sucesivas,
como en (b), la actividad metabélica no participa directamente en el desarrollo
celular. El acimulo de reservas suele tener lugar de conformidad con el
diagrama (a), pero pueden ser reutilizadas después del agotamiento del sustrato
exterior. En cambio, (b) puede representar formacion de polisacaridos
extracelulares que se arrastran con las células, pero que pueden luego
separarse por lavado. Otros casos como el del diagrama (b), o intermedios entre
(a) y (b), pueden ser a diferenciacién celular o produccién de pigmentos.?

2.5.3. Rutas metabdlicas de los metabolitos secundarios

En la figura 2, se muestra la interconexion que existente entre el metabolismo
primario y secundario, en este caso los metabolitos secundarios se dividen a
grandes rasgos Y considerando unicamente los grupos de mayor importancia en

tres grupos; compuestos terpénicos, fenélicos y compuestos con nitrégeno.?
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Figura 2. Interconexién existente entre el metabolismo primario y secundario.”®

En la misma figura también puede distinguirse; la rutas: ruta del MEP (metil
eritritol fosfato), ruta del MVA (acido mevaldnico), ruta del acido malénico y la
ruta del acido siquimico. Es igual de importarte la participacion de aminoacidos
tanto alifaticos como aromaticos, ya que son la fuente biosintética principal de
nitrogeno. Cada una de estas vias esta relacionada de la siguiente manera con
el metabolismo primario: La ruta del acido siquimico, es originada por el
fosfoenol piruvato y la eritrosa-4-fosfato, a su vez este acido es precursor de los
aminoacidos aromaticos; la ruta MEP se origina del piruvato y del gliceraldehido-
3-fosfato; los aminoacidos alifaticos son obtenidos a partir del ciclo de Krebs
(ciclo del acido citrico); Las rutas malénica y mevalonica, a partir de la Acetil-CoA
y la ruta MEP se origina del piruvato y del gliceraldehido-3-fosfato.?

Las relaciones existentes entre estas rutas y los grupos de metabolitos
secundarios son las siguientes; los compuesto terpenocides se biosintetizan por
las rutas MEP o MVA, los compuestos fendlicos por la ruta del acido siquimico, a
partir de los aminoacidos al actuar solas o combinadas de las siguientes
maneras; ruta del acido siquimico-aminoacidos aromaticos, ruta acido maldnico y
los compuestos de nitrégeno fundamentalmente provienen de los aminoacidos

aromaticos ylo alifaticos.?

2.6. Fermentaciones
La fermentaciones, se pueden definir en sentido estricto como procesos

metabdlicos donde el oxigeno no se utiliza como aceptor final de la cadena de
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transporte electronica, por lo tanto, un sustrato organico se utiliza generalmente
como aceptor final, llevando a la acumulacion de moléculas reducidas, tales
como lactato, etanol u otras moléculas simples. Mas ampliamente, una definiciéon
general de fermentacion es "un proceso productivo que supone la utilizacién de

células (microbianas)".*

2.6.1. Fermentacion microbiana

Un proceso de fermentacion se lleva a cabo en un fermentador o biorreactor,
mediante el cual determinados sustratos que componen el medio de cultivo son
transformados por accidon microbiana en metabolitos y biomasa. El
microorganismo va aumentando en su concentracion en el transcurso del
proceso al mismo tiempo que el medio se va modificando y se forman productos
nuevos como consecuencia de las actividades catabdlicas y anabdlicas. Los dos
fenomenos crecimiento y formacién de producto tienen lugar durante el

desarrollo del proceso simultadneamente o no segun los casos.*

2.6.2. Requerimientos fisiolégicos del crecimiento microbiano en las
fermentaciones

a) Medio acuoso

Todas las reacciones biolégicas se realizan en presencia de agua. Esta ultima es
por lo general el principal componente del medio de cultivo. Incluso aquellos
microorganismos que crecen en un medio sélido como granos de cereales, pajas
o heno, necesitan que estos sustratos estén humedecidos para poder
colonizarlos.™

b) Temperatura de crecimiento

Las temperaturas entre las cuales se puede desarrollar una célula microbiana
varian entre 10 y 60 °C. Segun el rango de temperatura en el cual el crecimiento
es posible podemos distinguir microorganismos sicréfilos (4-25 °C), mesdfilos
(30-40 °C) y terméfilos (40-65 °C y mas).™

c) Acidez

El pH de crecimiento de los microorganismos varia entre 3,0 y 8,0. En forma
general, las bacterias crecen a pH cercanos a la neutralidad (pH 7,0) con la
importante excepcién de las bacterias lacticas que resisten pH acidos. Por el

contrario, la mayoria de los hongos filamentosos y levaduras prefieren pH acidos
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(alrededor de 5,0). Este acido tolerancia otorga una ventaja importante a las
fermentaciones con hongos, ya que el riesgo de contaminacion es baja.*'

d) Presion parcial de oxigeno

Se distinguen dos tipos de microorganismos en funcién de su requerimiento en
oxigeno, los microorganismos aerobios, para los cuales la disponibilidad del
oxigeno es indispensable y los microorganismos anaerobios, para los cuales el
oxigeno es toxico. Existen por dltimo algunos microorganismos capaces de
adaptar su metabolismo a las condiciones de oxigenacion imperantes en el
medio y que son por lo tanto aerobios facultativos (este es el caso de
Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, entre otros).'

2.6.3. Nutrientes requeridos para el crecimiento de microorganismos en un
fermentador

En primer lugar, el microorganismo requiere de una fuente de carbono de la cual
extrae la energia necesaria para su metabolismo. Las fuentes de carbono mas
comunes son los hidratos de carbono, tales como almidén y azicares. En la
bdsqueda de nuevas fuentes de carbono se esta estudiando desde hace poco la
utilizacién de recursos lignocelulosicos (pajas de cereales, arboles y sus
residuos, etc.), principal fuente de biomasa renovable.?'

Muchas de estas fuentes de carbono requieren un pre tratamiento previo a su
utilizacion; es el caso, por ejemplo; el almidén, que debe ser cocido e hidrolizado
hasta glucosa antes de ser trasformado en etanol por los microorganismos que
realizan esta transformacién. Es también el caso de la celulosa y de los
substratos lignocelulosicos en general, los cuales necesitan drasticos
tratamientos fisicos y/o quimicos antes de ser utilizables con este fin. Otros
nutrientes que son necesarios en cantidades importantes para el crecimiento
microbiano son: nitrégeno, fosforo y azufre.*'

Estos elementos son incorporados en las moléculas estructurales y funcionales
de la celula. El nitrégeno, en particular, debe ser provisto de proporciones
variables bajo la forma de nitrégeno proteico obtenido a partir de subproductos
de la Industria del maiz, extracto de levadura u otros y no proteico (sales de
amonio, urea, etc.). Los otros dos elementos son entregados como sales de
fosfato y sulfato, respectivamente. Por uitimo, una serie de micronutrientes
(vitaminas, hierro, cobalto, cobre, zinc, etc.), los que deben ser suministrados al

medio.*' .
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2.6.4. Etapas para la obtencion de un producto microbiano, en un
fermentador

a) Preparacién del inéculo. Viene a ser la propagacion de cultivo que se realiza
en el laboratorio y que comienza generalmente en un tubo de ensayo que
contiene un repique' reciente del microorganismo seleccionado. Una forma de
realizar este objetivo es reciclar las células microbianas y las enzimas.”

b) Preparacion del medio de cultivo. Un medio de cultivo debe tener los
elementos necesarios como carbono y nitrégeno. Se debe adicionar nutrientes
como oligoelementos y vitaminas, luego ajustar el pH, entre otros parametros
para conseguir la produccién de metabolitos.®’

c) Esterilizacién del medio de cultivo. Para evitar la contaminacién del medio por
microorganismos indeseables, es necesario esterilizarlo y mantener condiciones
asépticas durante la fermentaciéon (aireacion estéril, adicion de nutrientes
estériles, etc.). Esto se debe a que la mayoria de los productos bioldgicos
obtenidos hasta hoy son producidos en cultivo puro, es decir, por un solo
microorganismo. *'

d) Sintesis del producto. En funcién del producto y del microorganismo empleado
se determina la modalidad de funcionamiento del fermentador; continua o
discontinua. En los procesos discontinuos o batch, el aporte de nutrientes es
unico, el ‘tiempo de fermentacion es limitado y el producto es recuperado
integramente al final de la fermentacion por vaciado de la cuba del fermentador.
Este método actualmente, es el mas utilizado para los productos que necesitan
condiciones de esterilidad muy estrictas. En los procesos continuos, el aporte de
nutrientes es renovado regularmente y el producto es removido al mismo
tiempo®'.

La maxima velocidad de crecimiento de un microorganismo es el resultado de las
caracteristicas inherentes de éste, mas que la consecuencia de la disponibilidad
de las mejores condiciones, el crecimiento es exponencial. Una disminucién en
la velocidad de crecimiento puede operarse limitando la disponibilidad de
cualquier nutriente esencial. En esta nueva situacion el crecimiento se encuentra
desequilibrado y los nutrientes divergen hacia otras rutas metabdlicas que no
son aparentemente indispensables para el crecimiento. El tipo de metabolito
secundario que sera sintetizado dependera del microorganismo involucrado y del
nutriente limitante en el medio de cultivo (carbono, nitrégeno, fésforo, azufre,

etc.).”
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e) Separacion del medio y del metabolito. EI metabolito puede encontrarse
dentro de la célula o en el exterior en el medio de cultivo para ello se utilizan una
gran diversidad de técnicas para la separacion de metabolitos tanto primarios y
secundarios como: floculacién, filtracién, centrifugacién y las técnicas de
cromatografias, etc.*'

f) Purificacion del metabolismo. Si el producto es extracelular, se encontrara
relativamente puro, pero diluido en un gran volumen de agua. Si es intracelular
estara mezclado con todos los constituyentes celulares y sera necesario que
separarlo de ellos. Para obtener un producto intracelular, se debe romper las
paredes de los microorganismos, quedando mezclado con todos los
constituyentes celulares. Para separarlo se utilizan diversos métodos, tales
como: precipitacién con sales o alcohol y/o cromatografias, (que separan las
moléculas por su tamafo, carga eléctrica o por su afinidad por algun reactivo

quimico).*'

2.7. Antagonismo microbiano

Existe un grupo importante de hongos y bacterias que presentan efectos
antagonicos con otros microorganismos y esta accién puede ser aprovechada
como una forma de control bioldégico de patdégenos vegetales. En el mundo
biolégico existe una interaccién continua entre los patégenos potenciales y sus
antagonistas, de forma tal que estos ultimos contribuyen a que en la mayoria de
los casos no se desarrollen la enfermedad.*

2.7.1. Mecanismos de accion

No es facil determinar con precision los mecanismos que intervienen en las
interacciones entre los antagonistas y los patégenos en la planta. En general los
antagonistas no tienen un Unico modo de accién y la multiplicidad de éstos es
una caracteristica importante para su seleccion como agentes de control
biolégico. Si el antagonista posee varios modos de accion reduce los riesgos de
desarrollo de resistencia en el patégeno. Este riesgo de resistencia también se
reduce mediante el uso de combinaciones de antagonistas con diferentes modos
de accion.*? Se han descrito varios mecanismos de accién de los antagonistas

para controlar el desarrollo de patégenos:
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a) Antibiosis

Se refiere a la produccién por parte de un microorganismo de sustancias toxicas
para otros microorganismos, las cuales actian en bajas concentraciones
(menores a 10 ppm.). La antibiosis es el mecanismo de antagonismo entre
microorganismos mas estudiado. Es deseable que la antibiosis no sea el
principal mecanismo de accién de un antagonista. Esto se debe a que, al igual
que cuando se usan microbiocidas sintéticos, existe el riesgo de aparicién de

cepas del patogeno resistentes al antibiético.*

b) Competencia

Se puede definir competencia como el desigual comportamiento de dos o mas
organismos ante un mismo requerimiento siempre y cuando la utilizaciéon del
mismo por uno de los organismos reduzca la cantidad disponible para los
demas. Un factor esencial para que exista competencia es que haya "escasez"
de un elemento, si hay exceso no hay competencia. La competencia mas comun

es por nutrientes, oxigeno o espacio, asi como también por espacio.*®®

c) Interaccion directa con el patégeno

c.1) Parasitismo

El término parasitismo se refiere al hecho de que un microorganismo parasite a
otro. Puede ser definido como una simbiosis antagénica entre organismos.

El parasitismo consiste en la utilizaciéon del patégeno como alimento por su
antagonista. Generalmente se ven implicadas enzimas extracelulares tales como
quitinasas, celulasas, -1-3-glucanasas y proteasas que rompen las estructuras
de los hongos parasitados.®

c.2) Predacién

En el caso de la Predacion el antagonista se alimenta de materia organica entre
la cual ocasionalmente se encuentra el patégeno. No ha sido un mecanismo de
accion muy importante en el desarrollo de agentes de biocontrol. Los reportes
mas conocidos citan la presencia de amebas en suelos supresores de
enfermedades las cuales se alimentan de las hifas de hongos patégenos entre
otras fuentes de alimento.*®
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d) Induccion de resistencia.

Los hongos como otros seres vivos del planeta han pasado por un proceso
evolutivo desde su aparicion sobre la tierra lo que les llevé a desarrollar
mecanismos de defensa muy poderosos contra sus invasores. De esta forma se
acostumbra a postular que la resistencia es la regla mientras que la
susceptibilidad es la excepcidn. Al elegir una planta cualquiera y comparamos el
inmenso numero de microorganismos que existe en su entorno sobre la tierra
con el limitado nimero de microorganismos patégenos de ella debemos concluir
que esto es asi. Los hongos presentan entonces mecanismos bioquimicos y
fisicos o estructurales de resistencia. Todos ellos gobernados genéticamente. **

2.8. Otras definiciones

2.8.1. Bacterias patégenas

Casi 200 especies de bacterias son patdégenas para el ser humano, es decir,
causantes de enfermedades. El efecto patogeno varia mucho en funcion de las
especies y depende tanto de la virulencia de la especie en particular como de las
condiciones del organismo huésped.*

Los efectos de los patégenos provocados por las bacterias en los tejidos pueden
agruparse en cuatro clases: efectos provocados por la accién directa local de la
bacteria sobre los tejidos, efectos de respuesta del organismo ante ciertas
infecciones bacterianas en los tejidos como las cavidades formadas en los
pulmones en la tuberculosis o la destrucciéon de tejido en el corazén por los
propios anticuerpos del organismo en las fiebres reumaticas y el efectos
provocados por toxinas producidas por las bacterias, sustancias quimicas que

resultan toxicas.*

2.8.2. Principio activo

Principio activo, es la sustancia importante desde el punto de vista farmacolégico
y es responsable de la accién farmacolégica del hongo y planta. Ejemplo, la
morfina y codeina en el opio. La alta calidad de un principio activo droga es de
importancia fundamental y se debe tratar de alcanzar y mantener ese nivel de

calidad.*®

a) Triterpenos y esteroides
Compuestos de Cjy, procedentes de la ciclacion del escualeno, los triterpenos
poseen una estructura siempre policiclica normalmente tetra o pentaciclica, Casi
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siempre hidroxilados en el carbono 3 presenta al contrario de los demas
terpenos, una unidad estructural bastante fuerte, siendo excepcionales las
modificaciones profundas del esqueleto basico. No existe una diferencia
fundamental entre los triterpenos y esteroides, considerandose estos Ultimos
triterpenos tetraciclicos que han perdido, como minimo tres metilos. Se ha
demostrado la actividad antiinflamatoria de la fraccién triterpenica aislada del
Crataegus monologada. Cuyo componentes principales el ciycloartenol. La
fraccion triterpenica aislada de Scoparia dulcis también presenta actividad
analgésica y antiinflamatoria que ha sido demostrado y comparada con el
triterpeno glutinol.*®

b) Flavonoides

Los flavonoides son compuestos fendlicos, en su mayoria pigmentos
responsables de la coloracion de numerosas flores y de algunos frutos. El
término se aplica a estructuras muy diversas como, 2-fenil cromonas, flavonas y
flavonoles. Son pigmentos amarillos que se hallan ampliamente distribuidos en
los vegetales superiores. Entre los constituyentes mejor conocidos de los
flavonoides figuran; rutanina, quercitina y los bioflavonoides citricos. A la rutina y
al hespéridana se las denomina vitamina P o factores de permeabilidad. Desde
la antigledad se utilizaron en el tratamiento de diversos estados que se
caracterizan por hemorragias y excesiva fragilidad capilar. Las actividades
farmacoldogicas han sido atribuidas a algunos flavonoides, particularmente

relacionados a sus propiedades antiinflamatorias y analgésicas.*®

c) Taninos

Son productos naturales de estructura polifenélica, que se caracterizan por curtir
la piel, tienen la propiedad de precipitar a los alcaloides, gelatina y otras
proteinas en soluciéon y se combinan con ellas, dan coloraciones con las sales
férricas, los cuales varian desde azul negruzco, negro, hasta verde. Muchos de
los metabolitos obtenidos de plantas medicinales contienen taninos, ratania,
gambir y quino, como también los taninos parcialmente purificados (acido tanico)
los cuales se emplean en medicina como astringentes del tracto gastrointestinal
y de las excoriaciones de la piel. La acciéon protectora e inhibidora de las
secreciones y exudaciones, la accién antiinflamatoria hace utiles a los taninos en
las heridas.*
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Il. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion de zona de estudios

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en los ambientes de los
laboratorios de Biotecnologia de la Escuela de Formacion profesional de Biologia
y laboratorio de Farmacognosia de la Escuela de Formacion Profesional de
Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad
Nacional de San Cristobal de Huamanga, Distrito de Ayacucho, Provincia de
Huamanga, Departamento de Ayacucho a una altitud de 2 760 msnm con una
temperatura promedio de 15,5°C y una humedad relativa promedio de 46%,
durante los meses de noviembre del 2013 a setiembre del 2014.

- 3.2. Muestra y sistema de muestreo

¢ Se realiz6 el muestreo de dieciséis unidades, cada uno conteniendo 5 a 10
hojas de Piper elongatum “matico”, tomados de las cuatro zonas de muestreo
determinado previamente por el método no probabilistico o por conveniencia.

e |los criterios de inclusion para la toma de muestra fueron, por ser una zona
cercana al lugar de la investigacion, asi como un menor tiempo de traslado

para su procesamiento.

3.3. Metodologia para la recoleccion de datos

3.3.1. Muestreo de la planta medicinal

¢ Se colectaron entre 5-10 hojas de Piper elongatum “matico”, entre las 8:00-
9:00 am con 5 repeticiones, de los jardines de la Escuelas de Formacion
Profesional de Biologia, Medicina Veterinaria, Enfermeria y de la Facultad de
Derecho, de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga,
Ayacucho, entre los meses de Noviembre -Diciembre de 2013 a una altitud de
2 760 msnm.
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o Se cortaron las ramas y hojas sanas, aquellas que no presentaron manchas

ni dafios por insectos u otro factor mecanico, se colocaron en bolsa de
polietileno, se codifico y luego se trasladaron al laboratorio de Biotecnologia

microbiana. ®

3.3.2. Limpieza y desinfeccion

Se lavaron las hojas con agua corriente para retirar los residuos externos.

Las hojas fueron sumergidas en etanol al 70% por un minuto, hipoclorito de
sodio 3,5% por tres minutos, en etanol al 70% por 30 segundos, luego los
fragmentos se enjuagaron con agua destilada estéril entre 5 a 6 veces.®

3.3.3. Control de esterilidad

El agua del ultimo enjuague, fue sembrado por agotamiento en superficie
usando un asa de Kolle sobre agar nutritivo y medio TSA. Luego se incubé en
una estufa a 25°C por 48 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacién se verificd la ausencia de crecimiento,
ésto demostrd6 una buena desinfeccidn, garantizando que los
microorganismos que se desarrollaron de los fragmentos de la planta sean
endofiticos.”’

3.3.4. Aislamiento de hongos endofiticos

]

Se cortaron las hojas de Piper elongatum “matico” en trozos de 0,5x0,5 cm.
Se trabajé considerando condiciones de esterilidad para lo cual se usaron;
hojas de bisturis asépticas, placas Petri estériles. Asi como la cdmara de flujo
laminar y mecheros de alcohol.

Se colocaron 8 trozos de hojas sobre placas Petri estériles conteniendo
medios de cultivos; agar Sabouraud y agar papa dextrosa. Se incubaron en
estufas a temperatura de 25°C por 7 a 15 dias.

Al formarse las colonias, éstas fueron transplantadas a viales conteniendo
agar Sabouraud, se incub6 a 25°C, se guarddé como cepario para su
identificacion y produccién de sus metabolitos secundarios.'®
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3.3.5. Caracterizacion e identificacion de hongos endofiticos

a) Caracteristicas macroscopicas

e Las colonias formadas sobre agar Sabouraud fueron observadas a los 7 dias
de crecimiento. Se describieron sus caracteristicas.

b) Caracteristicas microscoépicas

b.1. Técnica de microcultivo

e Usando un bisturi estéril, se corté un pequefio cubo de agar Sabouraud, se
colocé sobre una lamina portaobjeto estéril.

e Se sembré por picadura superficial la colonia seleccionada, se cubrié con una
laminilla cubreobjetos estéril.

e Se colocd la lamina con cultivo en una placa de Petri conteniendo la varilla de
vidrio en “V” 0 “U” y se adicion6é agua destilada estéril con la finalidad de
mantener la humedad y se Incubé a 25 por 5§ a 7 dias.

e Se separ6 la laminilla de la lamina, se colocd en forma invertida sobre una
lamina portaobjetos nueva y se dejé secar por 15 minutos.

e Las estructuras se fijaron usando metanol y luego se colorearon con
lactofenol azul de tripan.

e Se observé al microscopio para su identificacion, se usé claves

taxonémicas.*®

3.3.6. Cultivo de hongos y mantenimiento de cepas

e Las cepas se mantuvieron a corto y mediano plazo mediante resiembras en
placas de Petri con agar papa dextrosa (APD), incubadas a temperatura
ambiente durante 7 a 10 dias (hasta observar desarrollo de la colonia) luego
transplantados en viales con APD y conservadas a 4°C. *°

3.3.7 Produccion de metabolitos por fermentacion

a. Esporulacion de los hongos

e Los hongos endofiticos fueron sembrados en una placa conteniendo APD
incubados a 25°C por 7-15 dias hasta observar completa esporulacién.*

b. Inéculo

e Se coseché los conidios, en 5 ml de solucién salina fisiologica (SSF), hasta
tener una densidad comparable con el tubo N°5 de la escala de Mc Farland,

lo que equivale aproximadamente a una concentracién de 1x10”conidios/ml.
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Luego se inoculé 1 ml de la suspension de esporas en frascos conteniendo 9
ml de medio caldo papa sulfato de amonio, se incubé a 25°C en agitacién
constante de 120 rpm; por 3 dias.*°

. Proceso fermentativo

La fermentacién se llevo cabo en frascos de 500 ml, conteniendo 90 ml de
caldo papa dextrosa sulfato de amonio a los que se inoculé 10 ml de hifas
formadas en el proceso anterior.

Los frascos inoculados se incubaron a 25°C por 15 dias (264 horas) en
agitador horizontal.

El medio de cultivo -caldo papa sulfato de amonio conteniendo la biomasa y
los metabolitos, fueron filtrado utilizando papel filtro con la finalidad de separar

la biomasa, del extracto de caldo crudo.*

3.3.8. Evaluacion de la actividad antimicrobiana

Actividad antibacteriana

Se realizaron, pruebas de sensibilidad; por difusién en agar, donde fueron
evaluadas las siguientes bacterias: Staphylococus aureus ATCC-6803,
Escherichia coli INS 4672.

Se sumergié un hisopo estéril en suspension de las células bacterianas
Staphylococus aureus ATCC-6803, Escherichia coli INS-4672 de 18 horas de
crecimiento en caldo nutritivo (pH 6.5+/-0.2 a 37°C) en un tubo conteniendo
5ml de SSF estéril comparando la turbidez con el tubo N°5 de la escala de
Mac Farland, que equivale a una concentracién aproximada de 10 8
UFC/m|.*!

Se cultivé en la superficie seca de la placa de agar Muller Hinton, segun la
metodologia y criterios de la OPS, usando el hisopo para cubrir toda la placa
de forma uniforme. Por duplicado*'

Antes de colocar los discos de papel se embebieron con los metabolitos
producidos y se dejoé secar a temperatura ambiente durante 3 a 5 minutos
para evaporar el exceso de humedad.*'

Los discos de papel conteniendo los metabolitos flingicos y controles
positivos (cefalexina para Staphylococus aureus, norfloxacino para
Escherichia coli ), se colocaron sobre la superficie del agar Muller Hinton con
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la ayuda de una pinza estéril presionando suavemente sobre cada disco de
papel para asegurar el contacto completo con la superficie del medio.*'
Se incubaron las placas en posicion invertida a 37°C por 24 a 48 horas.

Se midieron los halos de inhibicién formados. *?

3.3.9. Estudio quimico preliminar de los metabolitos secundarios

Extraccion y aislamiento de metabolitos

El extracto de caldo crudo fue sometido a un sistema de extraccion liquido-
liquido, con acetato de etilo (AcOEt) y luego fue concentrado en un rota vapor;
obteniendo extracto de caldo.*®

Se realizaron cromatografias de capa delgada con silica gel 60G, en vidrio y
aluminio para observar la separacion de metabolitos secundarios, usando
como fase mévil dos sistemas de solventes como cloroformo-metanol 9,0:1,0
y butanol-agua-acido acético glacial (4:1:5) y se observaron las manchas
fluorescentes utilizando una Lampara de luz ultravioleta CAMAG (366 — 254
nm) y reveladas con vainillina- sulftrico.*

Los componentes separados por cromatografia fueron leidos por
espectrofotometria a una longitud de onda de 200-500nm para su

identificacion.*

. Tamizaje (screenig) quimico de los extractos liquido de caldo

La caracterizacién quimica se basé en el agrupamiento de metabolitos
estructuralmente semejantes, para identificarlos por su comportamiento
quimico frente a reacciones estandarizadas. Se realizaron las pruebas de

coloracién y precipitacion.*

3.4. Analisis de datos
Con los datos obtenidos en los procedimientos antes mencionados, se realizaron

un analisis estadistico del tipo descriptivo, para luego presentar en forma de

tablas.

25



IV. RESULTADOS
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Tabla 1. Hongos endofiticos aislados de las hojas de Piper elongatum “matico”

en las cuatro zonas de muestreo. Ayacucho, 2013.

N° DE
N° MUESTREO MEDIO cODIGO COLONIAS GENERO
APD V1GA6 6 Alternaria
1 APD V1GP3 3 Penicillium
AS V1CP1 1 Penicillium
AS V1CA3 3 Alternaria
APD B2LAS 5 Alternaria
APD B2LX1 1 Aspergillus
2 _ APD B2LP4 4 Penicillium
AS B2SA4 4 Alternaria
AS B2SP3 3 Penicillium
APD D3APA5 5 Alternaria
APD D3DPAS 5 Alternaria
3 APD D3PDP2 2 Penicillium
AS D3SP2 2 Penicillium
AS D3SA3 3 Alternaria
APD E4APA4 4 Alternaria
APD , EAGPA4 4 Alternaria
APD E4APP3 3 Penicillium
4 APD E4APAP2 2 Penicillium
AS E4SAS 5 Alternaria
AS E45P2 2 Penicillium
AS E4SX2 2 Aspergillus
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Tabla 2. Frecuencia de géneros de hongos endofiticos aislados de Piper

elongatum “matico”. Ayacucho, 2013.

CEPA N° FRECUENCIA (%)
Alternaria 44 63,77 %
Penicillium 22 31,88 %
Aspergillus 3. 4,35 %
TOTAL 69 100
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Tabla 3 Actividad antibacteriana de los metabolitos secundarios de hongos
endofiticos aislados de Piper elongatum “matico” frente a la cepa de
Escherichia coli INS-4672 y a la cepa Staphylococcus aureus ATCC-
6803. Ayacucho, 2013.

GENERO cODIGO ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA
E. coli norfloxacino S.aureus  cefalexina

Penicillium V1GP3 23 32 - 18
Alternaria B2LAS 27 40 | - -
Penicillium B2LP4 21 35 - 14
Alternaria D3APAS 29 37 - -
Penicillium D3PDP2 48 50 16 38
Penicillium E4APP3 33 40 - -
Alternaria EASAS 42 48 9 42
Aspergillus E4SX2 35 42 11 32
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Tabla 4. Compuestos obtenidos por cromatografia de capa fina de los extractos
de caldo liquido producidos por tres cepas de hongos endofiticos
aislados a partir de las hojas de Piper elongatum “matico”. Ayacucho,

2013.
NUMERO DE COMPUESTOS QUIMICOS
Penicillium  Alternaria Aspergillus
SISTEMA DE SOLVENTES TOTAL
E4AAPP3 E4SAS E4SX2

CHCl,: CH3;OH (9:1) 5 3 2 10
BAW (4:1:5)

8 6 4 18
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Tabla 5. Metabolitos secundarios analizados del extracto de caldo producidos
por el hongo endofiticos del género E4APP3 (Penicillium) aislado de
Piper elongatum “matico. Ayacucho. 2013.

METABOLITO

ENSAYOS RESULTADOS OBSERVACIONES
SECUNDARIO
Alcaloides Dragendort ne hay cambio
Alcaloides Mayer no hay cambio
Compuestos grasos Sudan no hay cambio
Lactonas y camarinas Baljet no hay cambio

Triterpenos y esteroides

Flavonoides

Glicosidos cardiotonicos

AzUcares reductores

Saponinas

fenoles

Liberman Burchard

Shinoda

Kedde

Fehling

Espuma

Cloruro férrico

verde tenue

no hay cambio

violeta claro

rojo claro

no hay cambio

No hay cambio
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V. DISCUSION

En las tablas 1 y 2, observamos los hongos endofiticos aislados a partir de las
hojas de Piper elongatum “matico” identificado por sus caracteristicas
macroscopicas y microscopicas predominando el género Alternaria con 63,77% y
el género Penicillium con 31,88% y en menor porcentaje el género Aspergillus
con 4,35%.

La proporcion reportada de los géneros aislados e identificados se puede
atribuirse a la predisposicién que tienen estos hongos por la planta y las
condiciones ambientales, el tipo de suelo, pH en que se encuentren.

Las bacterias, hongos y actinomicetos estan indisolublemente asociados a las
plantas como patogénicas, epifitas, endéfitas, simbiéticas y antagonicas. Muchas
veces forman asociaciones intimas con las plantas asi como también forman
grupos filogenéticamente representados por especies pertenecientes a los
principales taxones. Las bacterias, hongos y actinomicetos asociados a las
plantas intercambian sefiales con su hospedero y poseen diversos mecanismos
para su adaptacion y colonizacién. Los aspectos importantes de la diversidad de
bacterias, hongos y actinomicetos en el ecosistema incluyen en los diferentes
procesos que éstos realizan, la complejidad de la interaccién y el nimero de
niveles tréficos que lo componen.™

Los hongos son microorganismos con gran capacidad de influir el destino y la
disponibilidad de los nutrientes en un ecosistema, por lo que es viable pensar
que su presencia tenga repercusiones fisiologicas en el hospedero. Por ejemplo
las especies de endofiticos puede afectar diferencialmente la tasa de uso de
fotosintatos, ya que las especies varian en su requerimiento y preferencias
nutritivas. *°

Podemos afirmar también que cepas fungicas endofiticos como el Aspergillus,
Alternaria y Penicillium fueron encontrados y reportados por otros investigadores
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al realizar sus estudios en una gran diversidad de plantas medicinales
observandose la existencia de éstos y otros géneros de hongos como:

Cisneros, * en su trabajo de investigacion sobre el aislamiento e identificacion de
hongos y actinomicetos endofiticos aislados a partir de Piper elongatum “matico”,
realizado en Ayacucho, logré obtener 56 cepas flngicas en las que los géneros
mas frecuentes fueron; Penicillium, Alternaria y Aspergillus, (67,86%, 28,57% y
3,57%).

Ramirez et al, ® en su investigacion referida a la actividad antagénica de hongos
endofiticos de plantas medicinales del Ecuador sobre bacterias patégenas, logfé
aislar hongos endofiticos asociados a Baccharis latifolia, Baccharis obtusifolia
Piper barbatum, Borreira laevis. Identificando a los hongos; Alternaria,
Aspergillus, Epicoccum, Fusarium, Nigrospora.

Chapaval,'" trabajé en Floresta en el aislamiento de hongos endofiticos a partir
de hojas de la hierba-mate llex paraguariensis nativas y cultivadas, obteniendo
resultados de la existencia de una gran diversidad de hongos endofiticos en
mayor proporcion en hojas nativas que en las cultivadas, entre los hongos
endofiticos aislados destacan; el Acremonium, Aspergilius, Colletotrichum,
Dendrophoma, Fusarium, Penicillium, Rhizoctonia, Scopulariopsis, Trichoderma,
verticillum y 13 cepas aun no identificadas. .

Rivera et al,*’ publicaron su trabajo de investigacion del aislamiento e
identificacion de hongos endofiticos productores de taxol a partir de muestras
mexicanas y europeas en la que lograron la obtencién de 30 cepas diferentes de
hongos,; 22 de las muestras de Taxus globosa y 8 de Taxus baccata.
Makowiecky,? en el Brasil investigé la comunidad de hongos endofiticos como
Cladosporium, Eppicocum, fusarium, Guignaria, Pestalotiopsis y Xylaria;

asociada a la cafia de azucar convencional y genéticamente modificada.
0

Sayuri,"® en la Universidad de Sao Paulo (Brasil) trabajé la diversidad y el
potencial biotecnolégico de los hongos endofiticos del cacao Theobroma cacao
L. como controlador biolégico de Crinipellis perniciosa, aislando cepas flingicas
como Fusarium, Gibberella, Lasiodiplodia, Pestalotiopsis, Phomopsis vy
Verticillum.

En tabla 3 se observa la actividad antibacteriana de los metabolitos secundarios,
producidos mediante fermentacion de ocho hongos endofiticos aislados de Piper
elongatum “matico” frente a cepas de bacterias patégenas, Escherichia coli INS-

4672 y Staphylococcus aureus ATCC-6803, de los metabolitos secundarios
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producidos, las que tuvieron mayor actividad fueron los metabolitos producidos
por las cepas de los géneros Penicillium, Alternaria y Aspergillus E4PP3, E4SAS5
y E4SX2, con diametros de halos de inhibicion de 48 mm, 42 mm y 35 mm
respectivamente que mostraron actividad antibacteriana frente a Escherichia coli
INS- 4672.

Y frente a Staphylococcus aureus ATCC-6803, las que tuvieron actividad
antibacteriana fueron las cepas de los géneros Penicillium, Alternaria,
Aspergillus, identificadas como con cédigos E4PP3, E4SA5 y E4SX2, con
didmetros de halos de inhibicion de 16 mm, 9mmy 11 mm respedivamente

Se puede atribuir esta capacidad antibacteriana de los metabolitos secundarios
por las tres cepas los géneros Penicillium , Alternaria y Aspergillus E4PP3,
E4SA5 y E4SX2, debido a que estas fueron las que mayor cantidad de conidios
formaron, al momento de realizar las fermentaciones, asi como poseen
metabolitos secundarios con actividad antibacteriana.

Se ha descrito en la literatura que los metabolitos secundarios flngicos tienen
una accioén protectiva contra los insectos herbivoros en gramineas y coniferas y
un buen numero de ellos son potenciales antimicrobianos. Resulta de interés
considerar que dentro de los beneficios medicinales de algunos de las cuatro
muestras analizadas, se mezcla su accidon analgésica, antiinflamatoria y
antimicrobiana, se espera que los endéfitos fungicos puedan contribuir en sus
efectos benéficos en la farmacopea popular. ®

Chaparro,*® en su trabajo de investigacion titulado aislamiento e identificacién de
metabolitos secundarios producidos por una cepa nativa SPG 321 y
posteriormente la evaluacion de su capacidad antimicrobiana, realiz las pruebas
antimicrobianas a partir del extracto totales de caldo y micelios frente a bacterias
Gram positivas Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Gram negativas
- Escherichia coli ATCC 25922, llegando a la conclusidén que, la fraccion CHCI; en
biomasa mostré actividad frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
resistente para Escherichia coli ATCC 25922.

Torrenegra,” en su trabajo de investigacion sobre la Determinacion de
metabolitos secundarios a partir de una cepa nativa de Penicillium sp. 28 aislada
del paramo de guasca, reporté que los antibiogramas realizados a las bacterias
Gram positivas permitieron concluir, que el metabolito secundario J1, con una
concentracion de 200 ug/ml, presenta sensibilidad frente Bacillus subtilis con un
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halo de 20 mm y contra Staphylococcus aureus y Streptococcus mutans con un
halo de inhibicién de 18 mm.

De igual manera podemos decir que un estudio similar realizado por Cisneros*®
sobre el aislamiento e identificacion de hongos endofiticos aislados de hojas y
tallos a partir de Piper elongatum “matico”, con capacidad antimicrobiana de
cuatro cepas de bacterias patégenas expreso sus resultados y formé un halo con
mayor diametro el género Penicillium (4AT2b), Alternaria (1PH1) mostré una
capacidad inhibitoria frente a Staphylococcus aureus ATCC — 6538, de la misma
forma para la cepa de Aspergillus (2PT1) que presenta como capacidad
inhibitoria frente a Salmonella paratyphi MOR.

Segun Ramirez, ® en su trabajo de investigacion titulado actividad antagénica de
hongos endofiticos de plantas medicinales del Ecuador sobre bacterias
patégenas realizado en la Universidad Particular de Loja — Ecuador publico a
cerca de la evaluacion de la interacciéon antagénica entre los aislados flngicos y
bacterias patégenas las cepas con las que se evalud la interaccion fueron
Staphylococcus auerus ATCC-25923, Klebsiella pneumoniae sub sp,
pneumoniae, ATCC-9997, Pseudomonas aeruginosa ATCC-25853, Escherichia
coli ATCC- 25922. Encontrando que existe la interaccién antagénica de algunas
de las cepas de hongos aislados que mostraron actividad frente a las bacterias;
Escherichia coli. Staphylococcus auerus, Klebsiella pneumoniae sp,
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, donde la mayor actividad se detecté
con Mycelia sterilia frente a klebsiella Pneumoniae.

En la Tabla 4 se muestra el nimero de compuestos obtenidos por cromatografia
de capa fina (silica gel 60G) en soporte de aluminio usando dos tipos de
sistemas de solventes (fase mavil), a partir de los extractos de caldo de cultivo
producidos por fermentacién de las tres cepas de hongos endofiticos con mayor
actividad antimicrobiana aisladas de Piper elongatum “matico”, las que fueron
extraidas por una fraccién de acetato de etilo (v/v), se lograron separar; para el
primer extracto de la cepa del género Penicillium cinco compuestos, para el
segundo extracto del género Alternaria tres compuestos y para el tercer extracto
del género Aspergillus sélo dos compuestos. Mientras que al utilizar como fase
movil al sistema butanol &cido acético glacial y agua se pudieron separar, para el
primer extracto del género Penicillium ocho compuestos, para el segundo
extracto del género Alternaria seis compuestos y para el tercer extracto del
género Aspergillus sélo cuatro compuestos. Los compuestos fueron separados y
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leidos en espectrofotometro a una longitud de onda de 200-500 nm para su
identificacion, se observé que existe diferencia entre los compuestos pues cada
uno de ellos presenta diferente curva de absorcion.

Cabe resaltar que también se hizo un revelado con vainillina acido sulflrico
sobre los compuestos separados con el solvente cloroformo metanol
encontrandose en estas coloraciones caracteristicas de posibles terpenos,
sesquiterpenos y fenilpropanoides porque son recurrentes en los hongos
filamentosos, que pueden ser observados en el anexo. **'*

Los resultados obtenidos se puede atribuir a que este es un estudio quimico
preliminar de los metabolitos secundarios de hongos endofiticos aislados de
Piper elongatum “matico”, es decir que se realizaron ensayos basicos para
determinar a los metabolitos presentes, asi también como existen una asociacion
simbiética con la planta que se confieren beneficios mutuos.

Gutiérrez, *° en la investigacién realizada sobre metabolitos secundarios
producidos por hongos fitopatégenos con capacidad antimicrobiana, reporta que
los cultivos se extrajeron con acetato de etilo. De estos microorganismos logré
aislar 14 metabolitos secundarios los cuales fueron, Caracterizados por métodos
espectroscopicos, logrando aislar y reportar los siguientes compuestos coletorina
B, coletoclorina B, ilicicolina C, ilicicolina E, ilicicolina F y a,B-dehidrocurvularina.
Asi como; sesquiterpeno acido condrosterpurico, que corresponde a un nuevo
esqueleto quimico, los sesquiterpenos sterepolido, dehidrosterepolido, 8-
hidroxidihidrosterepolido (descrito por primera vez), entre otras.

Chaparro, *' en su trabajo de investigacion sobre aislamiento e identificacién de
metabolitos secundarios producidos por una cepa nativa SPG 321, mediante la
técnica de gases acoplados a masas CG-EM, concluye que las cepas producen
acidos grasos insaturados. A partir del micelio se obtuvo un esterol, que
corresponde a un ergosterol compuesto denominado M.cB3. se presentaron dos
acidos grasos insaturados en dos mezclas M.cB1 y M.cB2.

Nieto, *° en la investigacién sobre acidos grasos, ésteres y esteroles del cuerpo
fructifero del hongo Laccaria laccata, obtuvo extracto utilizando acetato de etilo,
luego identificé 3 acidos grasos, 6 ésteres etilicos, 5 esteroles y un triterpeno
ergostanico.

Torrenegra, *° en su trabajo de investigacién sobre la Determinacién de
metabolitos secundarios a partir de una cepa nativa de Penicillium spg 28.

aislada del paramo de guasca. Reporté que l|a cepa de Penicillium verrucosum
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sp. 28, produjo metabolitos secundarios a partir de un medio de cultivo liquido
papa glucosa sulfato de amonio, y el medio quimicamente definido de
biotransformacioén alfa; obtuvo la sustancia J1, y determiné que corresponde a un
metabolito de tipo lactona y acido 6- ( 4- hidroxi-6-metoxi7-metil-3-oxo-ftalan-5-
il)-4-metil-hexen-4-oico.

En la tabla 5 se muestra el tamizaje quimico, con la finalidad de identificar
metabolitos secundarios realizado a partir del extracto de caldo de cultivo
producido por la cepa del género Penicillum E4PP3, se identificd; azlcares
reductores, triterpenos esteroides, glicésidos cardioténicos.

De los resultados obtenidos podemos decir que los ensayos realizados a los
extractos de caldo para identificar a los metabolitos secundarios, se puede decir
que estan estandarizados para plantas mas no para hongos es por ello que no
se pudo identificar. Asi como también no se encontraron trabajos que se
aplicaran estos enséyos para determinar a los metabolitos secundarios
producidos por los hongos.
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VL. CONCLUSIONES

Del analisis quimico preliminar de los metabolitos secundarios producidos
por fermentacion de tres hongos endofiticos aislados de Piper elongatum
“matico” con actividad antibacteriana, se encontré ocho compuestos a
partir de Penicillium (E4APP3), seis compuestos de Alternaria (E4SA5) y
cuatro compuestos de Aspergillus (E4SX2), identificando estos metabolitos
secundarios como: terpenos, sesquiterpenos, fenilpropanoides,
compuestos saturados, azucares reductores glicésidos cardiotonicos,
terpenos esteroideos.

Las 69 cepas de hongos endofiticos identificadas de Piper elongatum
“matico”, correspondieron a: 44 cepas de Alternaria (63,77%), 22 cepas de
Penicillium (31,88%) y 3 cepas de Aspergillus (4,35%).

Los metabolitos secundarios producidos por fermentacion a partir de las
cepas de “matico”; el género Penicillium (E4APP3), Alternaria (E4SA5) y
Aspergillus (E4SX2), tuvieron actividad antibacteriana frente a cepas de
Escherichia coli INS- 4672 y Staphylococcus aureus ATCC-6803

39



Vil. RECOMENDACIONES

En posteriores investigaciones se debe tener en cuenta la optimizacion de
parametros como concentracion de inéculos evaluacion de los nutrientes y
sustratos, pH y temperatura con la finalidad de incrementar la producciéon
de metabolitos.

Realizar las pruebas de antibiosis usando un nimero mayor de cepas de
bacterias patdégenas. '

Probar una mayor cantidad de solventes para la extraccion y separacion de

metabolitos secundarios.
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Anexo 1. Flujograma del aislamiento e identificacién de hongos endofiticos de
las hojas de Piper elongatum ‘“matico”, en el laboratorio de
Biotecnologia de la Facultad de ciencias Bioldgicas. Ayacucho 2013

Seleccién de hojas de ‘ Lavar las hojas con agua
corriente de grifo

Piper efongatum “matico”

3.5% por 2 minutos 70% por 1 minuto

Nuevamente desinfectar con ‘ Lavar con agua estéril
de 6 a7 veces

Alcohol al 70% por 2 minutos

[ Desinfectar con lejia al — Desinfectar con alcohol al

Medio de cultivos
/ \_

r
i ~
Incubar a 25°C por ‘ Reaislar las cepas vy

7 a 15 dias hacer microcultivo
\

b s
Siembra de las hojas en — Trozado de las hojas con
bisturi nuevo y estéril
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Anexo 2. Crecimiento de las colonias de hongos endofiticos aislados de las

hojas de Piper elongatum “matico” Ayacucho 2013
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Anexo 3. Observacion microscopicas de hongos endofiticos aislados de las

hojas de Piper elongatum “matico” Ayacucho 2013

L ¥

54



Anexo 4. Flujograma para la produccion y separacién de metabolitos
secundarios de los hongos endofiticos aislados de las hojas de Piper
elongatum “matico”, en el laboratorio de Biotecnologia de la Facultad

de ciencias Biolégicas. Ayacucho 2013

PREPARACION DEL INOCULO

Resuspender esporas

Cultivo joven

Cepa VO } en 5ml SSF

hongo (crecimiento en “ Escala de Mc Farland
ong tapete) N° 5

d

inocular 1 ml en 9ml de

Incubar 25°C a 120 rpm —
caldo papa sulfato de

por 3 dias

PROCESO FERMENTATIVO

0
, - Inocular 10ml en - Incubar a 25°Cen
Indeulo 90ml caldo papa agitador horizontal

sulfato de amonio por 15 dias

EXTRACCION Y SEPARACION DE METABOLITOS

Concentrar en — Tratar con _ Metabolito
Acetato de secundario

rotavapor
etilo (V/V)

l ] [ Prueba de actividad ]

Extracto
srudototalde » Separar con CCF leer siinficroblany
con espectro

¥

G Observar bajo
Revelado con vainillina -
.. luz UV
sulfurico
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Anexo 5. Flujograma de la actividad antibacteriana de los discos con

metabolitos secundarios de hongos endofiticos. Ayacucho 2013

PREPARACION DEL INOCULO
Cepas de bacterias Inocular las colonias en
ATCC caldo nutritivo
r I
Inéculo de
cultivo joven _ Incubar a
\. 37°C/18horas

Tomar un hisopado - Resuspender en SSF
del inéculo Escala de Mc Farland N

7

B

- -

Sembrar las bactérias
ATCC en agar Mdller

Hintan

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANO

Embeber los discos en la Secar los discos de 5
solucion de Metabolito y .
a 10 minutos

Control
Incubar a 37°C/24h Colocar los discos sobre
Miiller Hinton con

1 bacterias ATCC
Leer los diametros de
halos

56



Anexo 6. Formacion de halos de inhibicion de los metabolitos secundarios
producidos por hongos endofiticos frente a bacterias patégenas;
Escherihia coli INS — 4672 y Estaphylococcus aureus ATCC- 6803,

prueba de difusién en discos. Ayacucho 2013
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Anexo 7. Tamizaje fitoquimico seglin el modelo de miranda (2002)

Metabolito Prueba o

Resultados

secundario ensayo
Alcaloides dragendorff
Alcaloides Mayer Formacién de precipitados
Alcaloides Wagner
Lactonas y ) _ L

) Baljet Formacién de coloracion roja
camarinas

, ) Coloracién amarilla, naranja, carmelita o roja en
Flavonoides  Shinoda »
la fase amilica

Quinonas Borntrager Fase amilica es de color rojizo o rosada

Coloracién verde carmelita a luz UV indica
Catequinas  Catequinas »
ensayo positivo

Saponinas Espumas Formacion de espuma en la superficie
Azucares . B . _ )

Fehling Formacién de precipitado rojo ladrillo
reductores
Taninos y Cloruro B B

. Formacion de coloracién negruzca

fenoles férrico
aminas o » o

Ninhidrina Coloracién azul violaceo

(aminoacidos)
Cardenolidos Keede Coloracion violaceo

Resinas Resinas Formacioén de precipitado
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Anexo 8. Fermentaciones (a) y formacién de conidios (b) de hongos

endofiticos, aislados de Piper elongatum “matico” con actividad

antimicrobiana frente a bacterias patégenos Ayacucho, 2013

(b)

59



Anexo 9. Comparacion de las cepas bacterianas patégenas con:la Escala de
Mac Farland. Ayacucho 2013

- i el BURU——— U
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Anexo 10. Muestra de controles (a) y metabolitos (b), utilizados para la prueba

de difusién de discos. Ayacucho 2013
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Anexo 11. Concentracién en rotavapor para extraccién de metabolito en AcOEt,

realizado en el laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de

ciencias Biolégicas. Ayacucho 2013
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Anexo 12. Sistema de solvente butanol acido acético glacial agua (4:5:1) (a),
Inyeccidn de los metabolitos sobre cromatografia de capa fina silica
gel G 60 en soporte de aluminio (b), Separacion de los metabolitos

utilizando BAW como sistema de solvente realizado en el laboratorio

de Farmacognosia de la Facultad de ciencias Biolégicas. Ayacucho
2013.

(b)
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Anexo 13. Observaciéon en lampara UV de la Separaciéon de los compuestos
utilizando BAW como sistema de solvente realizado en el laboratorio
de Farmacognosia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas. Ayacucho
2013
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Anexo 14. Observacion en lampara UV de la Separacion de los compuestos
utilizando CHCI;.CHOH como sistema de solvente realizado en el
laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas.
Ayacucho 2013
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Anexo 15. Observacion del revelado con vainillina sulfirico de la Separacion de
los compuestos utilizando CHCI; CHOH como sistema de solvente
realizado en el laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de

Ciencias Biolégicas. Ayacucho 2013
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Anexo 16. Curva espectral al ultra violeta de los compuestos separados por

cromatografia. Ayacucho 2013

Spectrum: Fraccién 3.dsp
Description: P3
Operator: user/FARMACOGNOSIA
Created: 12/09/2014 12:55:53 p.m.
Spectrophotometer: GENESYS 6
Serial number: 2M6H070001
Firmware: 1.200
A
06
0.5
04
03
02
o1t
0.0 1
200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

nm

Fraccdn 1.dsp P1
Fracaén 2.dsp P2
——— Fraccidon 3.dsp P3

Fraccién 1.dsp Pl
Maxima Threshold: 0.01 A
1 205 nm; 0.566 A
Fraccidén 2.dsp P2

Maxima Threshold: 0.01 A
1 204 nm; 0.325 A

Fraccién 3.dsp P3
Maxima Threshold: 0.01 A
1 204 nm; 0.254 A
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Continuacion del anexo 16. Curva espectral al ultra violeta de los compuestos

separados por cromatografia. Ayacucho 2013

[ SpectIumT FrECTISN 5.438p
Description: 10 - 5
Operator: user/FARMACOGNOSIA
Created: 12/09/2014 01:25:32 p.m,
Spectrophotometer: GENESYS 6
Serial number: 2M6H070001
Firmware: 1.200
A
05
04
03
0.2
PN ] d
0.0 " . " i
200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
nm

—— Fraccén 3dsp 10-3
—— Fraccdn 4.dsp 10-4
|——— Fraccn 5dsp 10-5

Fraccién 3.dsp 10 - 3
Maxima Threshold: 0.01 A
1 205 nm; 0.323 A

Fraccién 4.dsp 10 - 4
Maxima Threshold: 0.01 A
1 205 nm; 0.266 A

Fraccidén 5.dsp 10 - 5
Maxima Threshold: 0.01 A
1 205 nm; 0.470 A
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Continuacién del anexo 16.Curva espectral al ultra violeta de los compuestos

separados por cromatografia. Ayacucho 2013.

pectrum: Fraccidén 6.dsp
escription: P6
rator: user/FARMACOGNOSIA
ated: 12/09/2014 01:06:00 p.m.
trophotometer: GENESYS 6
erial number: 2M6H070001
irmware: 1.200
A
06T
051
04
|
0.3
0.2t l
01t S
—_—
0.0+t 4+ ——
200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

nm

Fraccién 4.dsp P4

Fraccién 5.dsp P5
Fraccion 6.dsp P6
[
Fraccién 4 .dsp P4
Maxima Threshold: 0.01 A

1 205 nm; 0.451 A

Fraccién 5.dsp P5

Maxima Threshold: 0.01 A
1 205 nm; 0.551 A

Fraccidn 6.dsp Pé6
Maxima Threshold: 0.01 A
1 205 nm; 0.530 A
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Anexo 17. Nimero de colonias y géneros de hongos endofiticos aislados de

Piper elongatum “matico”. Ayacucho 2013.

cODIGO N° DE CARACTERISTICA GENERO
COLONIAS CULTURAL
Blanco plomizo,
APD V1GAB 6 algodonoso inverso Alternaria

pardo oscuro

Color verde oscuro,
APD V1GP3 3 parte central bordes Penicillium
blancos

Borde blanco y con
AS V1CP1 1 centro de color verde Penicillium
pulverulento

Blanco plomizo,
AS V1CA3 3 algodonoso  inverso Alternaria
pardo oscuro

MEDIO CcODIGO N° DE CARACTERISTICA GENERO
COLONIA CULTURAL

APD B2LAS5 5 Alternaria
Blanco algodonoso inverso
negro.

APD B2LX1 1 Blanco algodonoso  Aspergillus
transparente inverso
blanco.

APD B2LP4 4 Penicillium

Verde central, con bordes
blanco inverso blanco.

AS B2SA4 4 Alternaria
Plomo algodonoso inverso
negro.

AS B2SP3 3 Verde pulverulento, con Penicillium
borde blanco inverso
blanco.
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Anexo 18. Porcentajes de aislamientos de hongos endofiticos en funcién de los
ndmeros de muestreos realizados a la planta del Piper elongatum

“matico” Ayacucho, 2013

N° TOTAL
MUESTRA %
DE COLONIAS

M1 13 18,84
M2 17 24,64
M3 17 24,64
M4 22 31,88
TOTAL 69 100
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Anexo 19. Numero de cepas de hongos endofiticos aislados a partir de hojas de

Piper elongatum “matico” en funciéon al tipo de medio de cultivo

utilizado. Ayacucho, 2013

N° DE
MEDIO MUESTRA CEPAS %
COLONIAS

M1 Alternaria/Penicillium 9 13.04
Agar  Papa

M2 Alternaria/Penicillium/Aspergillus 10 14.50
Dextrosa

M3 Alternaria/Penicillium 12 17.40

M4 Alternaria/Penicillium/Aspergillus 13 18.84

M1 Alternaria/Penicillium 4 5.80
Agar

M2 Alternaria/Penicillium 7 10.14
Sabouraud

M3 Alternaria/Penicillium 5 7.24

M4 Alternaria/Penicillium/Aspergillus 9 13.04
TOTAL 69 100
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Anexo 20. Composicion del medio de cultivo caldo papa sulfato de amonio.
Ayacucho - 2013

COMPOSICION g/! CANTIDAD
Extracto de papa 400 ml
glucosa 20¢g
sulfato de amonio 3g
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Anexo 21. Piper elongatum “matico”. Ayacucho -201 3L
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Anexo 22. Certificado de la identificacién taxonémica de Piper elongatum

“matico”

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA .

CERTIFICA

Que, el Bach. en Ciencias Biologicas, Sr. Luis Gonzalo, LA TORRE TORRES,
ha solicitado ia identificacién de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha side estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacion
de Cronguist. A. 1888. y-es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE : MAGNQLIIDAE
ORDEN : PIPERALES
FAMILIA : PIPERACEAE
GENERQO 3 Piper

ESPECIE : Piper elongatum L
N.V. : “matico”

Se expide la certificacion correspondiente a salicitud del interesado
para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 19 de Noviembre del 2013

ULAVERSISAD NACIGNAL DE
SAM CRISTOE UAMANG
?Ac:]{z. .45 AL DE FUAMANGA

HE CIENCIAS 25
; -c't“..*f»;m L CLDG(SCAS

AT 2.
Biga. Laura Aucasime tedina
JEFE
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