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Articulo original

Actividad antimicrobiana de hongos endofitos
de las plantas medicinales Mammea americana
(Calophyllaceae) y Moringa oleifera (Moringaceae)

Wilmer Giovanny Mosquera', Libeth Yajaira Criado 2, Beatriz Elena Guerra'

"Grupo de Investigacion en Biotecnologia, Agroambiente y Salud - Microbiota; maestria en
Investigacion de Enfermedades Infecciosas, Universidad de Santander, Bucaramanga, Colombia

2 Grupo Salud Comunid-UDES, Escuela de Medicina, Universidad de Santander, Bucaramanga,
Colombia

Introduccidn. Las enfermedades infecciosas son una causa importante de muertes en el
mundo. La resistencia antimicrobiana es un problema global, por lo que es conveniente

la investigacion de nuevas fuentes de agentes antimicrobianos de origen natural
potencialmente efectivos.

Objetivo. Evaluar la actividad antimicrobiana de hongos endéfitos de Mammea americana
y Moringa oleifera en la cepa sensible (ATCC 29213) y en la cepa resistente (USb003) de
Staphylococcus aureus, asi como en la cepa sensible (ATCC 25922) y la cepa resistente
(USb007) de Escherichia coli.

Materiales y métodos. Se aislaron 14 hongos endofitos de las hojas, semillas y tallos de
las dos plantas en estudio. Se evalué su actividad antimicrobiana mediante la formacion
de halos de sensibilidad por ensayo dual in vitro y pruebas con extractos etandlicos crudos
provenientes de los enddfitos a los que se les evalud la concentracién minima inhibitoria
(CMI), la concentracion bactericida minima (CBM) y la citotoxicidad.

Resultados. Tres extractos etanélicos de Penicillium sp., Cladosporium sp. (001) y
Cladosporium sp. (002) presentaron mayores halos de inhibicion en cepas sensibles y
resistentes de E. coliy S. aureus. La CMI y la CBM halladas fueron estadisticamente
significativas (p<0,05), comparadas con el control de gentamicina. Las pruebas de
citotoxicidad (concentracién citotoxica, CC,>1.000) demostraron que los hongos endéfitos
poseen caracteristicas bactericidas y no ocasionan dafio alguno.

Conclusion. Se hallé una fuente de metabolitos secundarios activos con propiedades
antimicrobianas y no téxicas en los hongos endéfitos de M. oleifera y M. americana; estos
hallazgos son importantes para continuar con la identificacién quimica de los compuestos
y el estudio de sus mecanismos de accién en estas plantas en las que el aislamiento de
enddfitos ha sido escaso.

Palabras clave: farmacorresistencia microbiana; endéfitos; plantas medicinales;
Escherichia coli; Staphylococcus aureus.

Antimicrobial activity of endophytic fungi from the medicinal plants Mammea
americana (Calophyllaceae) and Moringa oleifera (Moringaceae)

Introduction: Infectious diseases represent one of the leading causes of death worldwide.
Considering the growing global challenge of antimicrobial resistance, research into

new sources of potentially effective antimicrobial agents from natural origins is of great
importance for world health.

Objective: To evaluate the antimicrobial activity of endophytic fungi from Mammea
americana and Moringa oleifera upon Staphylococcus aureus (ATCC 29213), S. aureus
(resistant strain USb003), Escherichia coli (ATCC 25922), and E. coli (resistant strain
USb007).

Materials and methods: We isolated endophytic fungi from the leaves, seeds, and stems
of the two plants under study. We evaluated their antimicrobial activity through the formation
of sensitivity haloes in dual tests in vitro, as well as in trials using crude ethanolic extracts
from the endophytes. The minimum inhibitory concentration (MIC), minimum bactericidal
concentration (MBC), and cytotoxicity o the substances were analyzed.

Results: Three ethanolic extracts of Penicillium sp., Cladosporium (001), and
Cladosporium (002) exhibited the greatest inhibition halos in sensitive and resistant
strains of E. coliand S. aureus. The MIC and CBM found were statistically significant
(p=0.05) compared with the gentamicin control. Furthermore, the cytotoxicity test results
of CC50>1,000 demonstrated that the endophytic fungi studied exhibit bactericidal
characteristics without causing unintended damage.

Conclusion: The endophytic fungi M. oleifera and M. americana represent a source of
active secondary metabolites with antimicrobial and non-toxic properties. In light of these
findings, further research should proceed with chemical identification of the compounds and
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the study of their mechanisms of action, especially given the paucity of current scientific
knowledge concerning the isolation of endophytes in these plants.

Keywords: Drug resistance, microbial; endophytes; plants, medicinal; Escherichia coll,
Staphylococcus aureus.

La resistencia a los antibiéticos es uno de los temas mas importantes
en salud publica a nivel mundial y su incremento incide en la prevalencia
de las enfermedades infecciosas. La resistencia a los antibidticos ocurre ya
sea por mutaciones o por adquisicion de genes que la confieren mediante
transferencia horizontal, siendo esta ultima el factor més importante (1). Se
sabe que, histéricamente, las plantas han tenido un papel importante como
fuente natural de compuestos con actividad antimicrobiana; sin embargo,
se estima que solo se ha investigado entre el 10 y el 15 % de las especies
de plantas superiores que la exhiben (2). Hoy se reconoce que un gran
numero de los compuestos bioactivos de las plantas son producidos por las
comunidades microbianas endéfitas albergadas en sus tejidos (3).

La presencia de hongos endéfitos se reportd por primera vez en 1898,
aungue el concepto de ‘enddfito’ ya se habia descrito en 1866 (4), sin que en
ese momento se reconociera su importancia. Afios mas tarde comenzaron a
ser objeto de investigacién y se registrd su capacidad para colonizar tejidos
de plantas sin causar enfermedad (5).

Estas comunidades de microorganismos enddfitos constituyen un
importante campo de investigacion farmacolégica por la produccién de
metabolitos secundarios, agentes antimicrobianos que contribuyen a la
disminucién de las infecciones causadas por agentes patdgenos adyacentes.
En la relacion entre los hongos enddfitos y las plantas se ha verificado una
produccién activa de metabolitos secundarios segregados por los dos tipos
de organismos: asi, el vegetal proporciona defensas y el hongo fomenta la
produccién de metabolitos de caracteristicas virulentas como los fitotéxicos,
y algunas enzimas dafinas como las exoenzimas. Esta relacién se conoce
como endofitica y, si no es equilibrada, el hongo actiia como agente
patégeno, dada su capacidad virulenta (6,7). Se ha subrayado que las
interacciones entre los endéfitos y las plantas que los alojan contribuyen a la
produccién conjunta de diversas moléculas bioactivas (8).

En un nimero considerable de publicaciones, se ha dado a conocer la
importancia de estos microorganismos en la agricultura y en la medicina. Aunque
muchos de ellos no se han estudiado a fondo, si han evidenciado su condicion
de portadores de agentes productores de metabolitos bioactivos Utiles para la
defensa de sus huéspedes frente a los agentes patégenos y como reservorios
de diversidad genética, habiéndose comprobado que sus metabolitos se activan
al interactuar con las vias metabdlicas de su huésped (9).

Se ha demostrado que los metabolitos secundarios biosintetizados por
hongos endéfitos poseen una gran actividad biolégica, o que evidencia su
relevancia como agentes fitotdxicos y antimicrobianos, y amerita que se siga
explorando e investigando sobre nuevos metabolitos activos producidos por
los diferentes microorganismos endéfitos de tejidos vegetales, en especial de
plantas tropicales.

Mammea americana L se conoce en América como una planta medicinal.
Se cultiva en las Bahamas y, en menor escala, en Venezuela, Guyana,
Surinam, Guyana Francesa, Ecuador y el norte de Brasil. En Colombia, se
encuentra en los bosques seco tropical, himedo tropical, himedo premontano
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y muy humedo premontano (10), y se la conoce como mamey de Cartagena
de Indias, o como Mammee-apple (11). La madera es de beneficio econémico
y sus frutos, de buen sabor y gran valor nutricional, se consumen en varias
regiones, y se componen de 18 % de cascara, 20 % de semillay 62 %

de pulpa. Mammea americana se usa en la medicina alternativa para el
tratamiento de las parasitosis, la flema, el exceso de acido urico, la fiebre, la
hipertensién arterial, las infecciones de la piel, el raquitismo y la pérdida de
cabello, entre otros. Posee compuestos cumarinicos (cumarinas de Mammea),
a los que se les han atribuido propiedades antioxidantes, antimicrobianas,
insecticidas, anticancerigenas, antitumorales y antifungicas (12), a pesar de lo
cual poco o0 nada se han estudiado y aislado sus hongos enddfitos.

Otra planta medicinal de importantes propiedades es Moringa oleifera
Lam, originaria de Kerala, India, que ha sido introducida en varias partes del
mundo y en Suramérica desde México hasta Perl, Paraguay y Brasil (13). Se
le considera un arbol capaz de adaptarse bien a diferentes climas, aunque es
mas frecuente en climas templados y tolera menos las bajas temperaturas.
Es muy resistente a los diferentes agentes patdégenos que la puedan afectar
y sus hojas poseen una gran cantidad de proteinas, vitaminas, minerales
y aminoacidos (14). El aceite de sus semillas se utiliza mucho por su
contenido de acido oleico (73 %), similar al de la oliva. En sus semillas
se han encontrado coagulantes naturales, y se utilizan para la limpieza y
aclaramiento de aguas, por lo que se emplea para mejorar las condiciones
sanitarias en algunos paises menos desarrollados (15).

Moringa oleifera ha sido objeto de estudios por la actividad antimicrobiana
de sus enddfitos, aislados de diferentes partes de la planta, los cuales se
encuentran en comunidades fungicas (16,17) y en comunidades bacterianas.
En varios estudios se ha propuesto su utilizacién con fines nutricionales
y medicinales, sin embargo, poco se sabe de ellos y de la obtencién de
metabolitos activos potencialmente Utiles como antimicrobianos. Los
metabolitos secundarios que mas se han obtenido de M. oleifera han sido los
flavonoides, los flavonoles, las antocianinas, los polifenoles, los alcaloides y
los taninos (18), todos de gran importancia en la agricultura y en la medicina.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha incluido a Escherichia coli
y Staphylococcus aureus en el grupo mas importante de bacterias causantes
de infecciones y resistencia a farmacos. Escherichia coli coloniza el sistema
gastrointestinal de seres humanos y otros animales, y esta implicada en
una serie de enfermedades que incluyen infecciones de las vias urinarias,
septicemia, neumonia, meningitis neonatal, peritonitis y gastroenteritis (19).
Es agente causal de un porcentaje importante de la enfermedad diarreica
en el mundo y se estima que ocasiona, aproximadamente, 775.000 muertes
al ano, principalmente entre la poblacion infantil de los paises menos
desarrollados (20). Por su parte, las infecciones de las vias urinarias afectan
a pacientes sintomaticos y asintomaticos (21), con gran prevalencia en
mujeres y nifas.

Las cepas patdgenas de E. coli han demostrado su capacidad de
resistencia a diversos fdrmacos de los empleados para combatirla (22).
Se han descrito varios mecanismos de resistencia (entre ellos, desvio
de una etapa metabdlica, alteracidén de blancos, inactivacion enzimatica
y disminucién de la acumulacién intracelular del antimicrobiano) a
medicamentos como la tetraciclinas, los betalactdmicos, el cloranfenicol, las
sulfonamidas, el trimetoprim y los aminoglucésidos (23).
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Staphylococcus aureus se encuentra principalmente en los tejidos de
la piel sanay, por lo general, no provoca dafio alguno; sin embargo, puede
generar infecciones en pacientes inmunosuprimidos cuando se pierden las
barreras naturales o en caso de trauma, siendo una de las principales causas
de infeccidn en sitios quirdrgicos y en infecciones asociadas con la atencién
en salud (24). Varias cepas de S. aureus han evolucionado gradualmente
y sobreviven a la accion de los betalactamicos, como oxacilina, meticilina
y nafcilina, y de otro tipo de antibiéticos (25). En algunos estudios se ha
demostrado que dicha resistencia esta regulada y codificada por casetes
genéticos cromosomicos.

En los paises desarrollados, se considera que la concentracion inhibitoria
minima (CMI) de la vancomicina es de 216 pg/ml; si esta es de 2 a 8 pg/ml, la
resistencia es moderada, y hay sensibilidad si la CIM es de 2 pyg/ml o menor
(26), en tanto que el mecanismo de resistencia a los aminoglucésidos, las
tetraciclinas y la eritromicina se da mediante plasmidos. La resistencia a la
meticilina es una de las més importantes, pues para los pacientes infectados
representa una probabilidad de mortalidad del 64 % (27).

El problema de la resistencia bacteriana ha incentivado la investigacién de
nuevas fuentes de antibiéticos de origen natural. En dicho contexto, el objetivo de
este trabajo se centr6 en el analisis de la actividad antibacteriana de los hongos
enddfitos aislados de dos plantas medicinales, M. oleiferay M. americana, siendo
la primera vez que la actividad antimicrobiana de esta Ultima se reporta.

Materiales y métodos

Se llevaron a cabo la blsqueda, el aislamiento y la caracterizacion a
nivel de morfoespecie de hongos endofitos en hojas, tallos y semillas de M.
americana y M. oleifera. Se procesaron, en promedio, 60 muestras vegetales
para aislarlos y determinar su actividad antimicrobiana en las cepas sensibles
(ATCC 29213) de S. aureusy (ATCC 25922) de E. coli, asi como en las
cepas resistentes (USb003) de S. aureus'y (USb007) de E. coli. Se hicieron
pruebas de concentracién inhibitoria minima (CMI), concentracién bactericida
minima (CBM) y citotoxicidad en las cepas sensibles.

Recoleccion de muestras vegetales

La recoleccion de tejidos vegetales (hojas, semillas y tallos) de M.
americanay M. oleifera se hizo totalmente al azar en 20 arboles visiblemente
sanos. Las muestras de M. americana se obtuvieron en el municipio de
Turbaco, departamento de Bolivar (10°19°30”00 Ny 1°17°29” O), en la
Costa Atlantica colombiana vy, las de M. oleifera, en plantaciones de la
finca Manzanares, localizada en el municipio de Floridablanca, Santander
(07°06’35,6”N y 73°05’58"E).

Aislamiento de hongos endodfitos

Las muestras de los diversos tejidos de las dos plantas se cortaron en
segmentos de 1 cm, se lavaron y desinfectaron superficialmente utilizando el
método descrito por Unterseher, et al. (28), con algunas modificaciones en los
porcentajes y tiempos de accién del alcohol y el hipoclorito.

Cuatro segmentos vegetales se transfirieron de forma aséptica al medio de
cultivo micolégico agar de papa y dextrosa (APD) con suplemento de cloranfenicol
a 100 ppm; luego se colocaron de forma equidistante y se incubaron a 30 °C
durante 20 dias. El crecimiento de los enddfitos se registr6 diariamente.
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Para el aislamiento de colonias puras, se procedié a hacer repiques en
nuevos medios micologicos a partir de las puntas de las hifas de las colonias
fungicas visiblemente diferentes y a sembrar en medio APD por triplicado
con suplemento de 16 pg/ml de cloranfenicol a 25 °C, durante 15 dias hasta
obtener cultivos puros.

Prueba de preseleccion de enddfitos

La preseleccion de los enddfitos con posible actividad antimicrobiana se
determind utilizando cepas sensibles de S. aureus (ATCC 29213) y de E.
coli (ATCC 25922) y cepas de origen clinico resistentes a antibidticos de la
coleccién de bacteriologia de la Universidad de Santander: S. aureus (USb003)
y E. coli (USb007). Se tomaron porciones de cada uno de los hongos enddéfitos
aislados previamente en cultivos puros de agar papa-dextrosa y con ayuda
de la punta de pipetas estériles, las porciones se transfirieron a la superficie
de distintas placas de Petri que contenian el medio de cultivo Maller-Hinton.
Estos medios de cultivo fueron previamente inoculados y sembrados con
cada una de las bacterias en estudio, utilizando el método de Kirby-Bauer. Los
cultivos duales (bacteria-hongo) se dejaron a 37 °C durante 12 a 18 horas para
favorecer el crecimiento bacteriano; y la bioactividad de los hongos se evallo
seleccionando aquellas cepas que produjeron mayor halo de actividad.

Todas las pruebas se hicieron por triplicado para comparar el valor de las
medias de los halos de cada uno de los enddfitos aislados.

Identificacion de los enddfitos

Los hongos endofitos que mostraron actividad en la prueba de
preseleccién con base en los halos, se identificaron hasta el nivel de
morfoespecie segun sus caracteristicas macroscépicas (color y aspecto de las
colonias tanto en el reverso como el anverso, presencia de pigmentos que se
difunden en el medio) y caracteristicas microscopicas, tales como estructuras
de reproduccién asexual, aparicién de conidias, y tamafio, forma y color de las
esporas, observadas con un microscopio Nikon (Eclipse-Ni-u)™ a 10X y 40X.

Se utilizaron claves internacionales (29,30) disponibles en linea para la
identificacién de los endéfitos hasta el nivel de morfoespecie.

Obtencion de extractos etandlicos flngicos y pruebas de actividad
antimicrobiana

Siguiendo los protocolos estandarizados para la obtencién de biomasa de
hongos enddfitos utilizados en el Laboratorio de Micologia de la Universidad
de Santander, se considerd un promedio de 30 cultivos en APD y un
crecimiento del micelio de 15 a 20 dias, para obtener biomasa de cada una
de las cepas flngicas preseleccionadas.

Para la preparacién inicial de soluciones madre de extracto etandlico crudo
de enddfitos, se considerd una relacion entre peso y volumen (P/V) de 1:1
de biomasa y etanol; posteriormente, se agitd durante las primeras 24 horas,
al cabo de las cuales se detuvo la agitacion y los extractos se llevaron a tres
partes de etanol y una de biomasa fungica (3:1) para, luego, continuar la
agitacion durante 48 horas mas. A continuacién, se mantuvieron refrigerados
en frascos de vidrio ambar durante 15 dias hasta su separacién con el método
de filtracion a través de una membrana Millipore de 22 pm. Posteriormente,
el filtrado se llevd al evaporador rotativo (Rotavapor R-300™ - Buchi). Los
extractos secos se pesaron y almacenaron a 4 °C hasta su posterior utilizacion.
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Determinacion de la actividad antibacteriana de los extractos de hongos
crudos

La actividad antibacteriana de los metabolitos secundarios extraidos de
los hongos enddfitos de M. americana y M. oleifera, se analiz6 frente a las
bacterias sensibles y resistentes a antibiéticos mediante el método de difusion
del pozo de agar. Los cultivos bacterianos se extendieron en placas de agar
Muller-Hinton, luego se perforaron los pozos en las placas de agar y se
vertieron en microplacas tres concentraciones del extracto crudo de 35 pl, 70
ply 105 pl. La actividad antibacteriana se detect6é después de una incubacion
de 24 a 48 horas a 37 °C. La presencia de una zona de aclaramiento en las
placas, se us6 como indicador de la naturaleza antibiética y bioactiva de los
extractos de enddfitos fungicos. Como control positivo se us6 gentamicina
y, como control negativo, dimetilsulféxido (DMSQO). Se llevaron a cabo tres
réplicas de cada prueba de actividad antibacteriana.

Determinacion de las concentraciones inhibitoria y bactericida minimas

Las concentraciones minimas, inhibitoria (CIM) y bactericida (CBM), de
los extractos etandlicos crudos, se determinaron mediante microdilucion
segun las normas del National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS, 2004), y se evaluaron en las cepas E. coli (ATCC 25922) y S.
aureus (ATCC 29213), siguiendo lo sugerido por el Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI).

Después de la incubacidn bajo condiciones apropiadas, la concentracion
mas baja de extracto que inhibio el crecimiento visible de cada una de las
bacterias en estudio, se registré6 como la CIM, en tanto que la concentracion
bactericida minima (CBM) se hallé a partir de las pruebas de CIM mediante
dilucion en caldo de cultivo secundario en placas de agar. La gentamicina se
us6 como agente antibacteriano estandar.

Los experimentos se hicieron por duplicado en cada placa y en tres
momentos diferentes con los extractos etandlicos de los hongos que
presentaron mayores halos de inhibicion en las bacterias evaluadas.

Pruebas de citotoxicidad

Los extractos fungicos con mayor actividad inhibitoria en cada una
de las bacterias evaluadas in vitro, se sometieron a las pruebas de
citotoxicidad utilizando la linea celular VERO (células de rinén de mono
verde: Cercopithecus aethiops, ATCC: CCL-81). Los cultivos se mantuvieron
con medio esencial minimo de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) y
suero fetal bovino al 5 %, y se incubaron a 37 °C en 5 % de CO, en cajas de
cultivo celular Nunc™ de 25 ml. Se trasladaron a una placa de 96 pozos de
4,0 x 105células por pozo y se agregaron 100 pl de los extractos fungicos
en concentraciones de 4.000 pg/ml en DMSO al 10 % v/v y en dilucion
seriada hasta los 400 pg/ml, y se mantuvieron en iguales condiciones
de suplementos e incubacién durante 72 horas, al cabo de las cuales se
contaron las células viables por exclusién con azul de tripano. En cada
caso se determind la concentracion citotoxica media (CC,)), la cual indica la
reduccién del niumero de células viables al 50 %.

Como control negativo, se utilizd el cultivo celular sin adicion de
la muestra, al cual también se le hizo conteo celular como punto de
comparacién del crecimiento logaritmico a las 72 horas.
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Todas las pruebas se llevaron a cabo por duplicado. En el analisis de
los datos de citotoxicidad, se utilizd el programa estadistico MsxIfitTM
(ID Business Solution, Guildford, UK) para calcular, mediante analisis de
regresion sigmoidea, la concentracion citotoxica media (CC,,) de cada uno de
los extractos etandlicos de hongos endéfitos de M. americana 'y M. oleifera.

Los experimentos se realizaron por triplicado en tres momentos
independientes y con tres extractos de hongos enddfitos seleccionados, y la
toxicidad se evalu6 en las cepas ATTCC en estudio.

Datos estadisticos

La actividad antimicrobiana de los extractos se evalu6 con el programa
estadistico Stata 14™, para determinar promedios, medianas, rangos
y comparacién de halos de sensibilidad en las bacterias (sensibles y
resistentes) utilizadas en las pruebas. La prueba estadistica t de Student se
empled para comparar los halos de inhibicion en la preseleccion mediante
ensayo dual, y las de Mann-Whitney y de Kruskal-Wallis, para comparar los
halos de inhibicion con cada uno de los extractos fungicos, utilizando como
control la gentamicina y considerando como referencia los datos de halos de
sensibilidad y resistencia descritos en la literatura especializada.

Resultados
Porcentajes de aislamientos de enddfitos

En M. oleifera se aislaron endoéfitos de los tres tejidos vegetales, con un
porcentaje mayor en hojas (58 %); en los tallos fue de 34 % y en las semillas,
de 8 %. En M. americana, por el contrario, la mayoria (65 %) de los endofitos
se obtuvieron de la semilla, y el resto se obtuvo de las hojas (figura 1).

Pruebas de preseleccion por ensayo dual

Las pruebas de preseleccion por ensayo dual in vitro con base en la
formacién de halos de inhibicion del crecimiento bacteriano por parte de los
hongos enddfitos, se analizaron mediante la prueba t de Student, la cual
permitié preseleccionar los 14 hongos enddfitos (cuadro 1) aislados de los
diferentes tejidos vegetales con los mayores halos de inhibicién del crecimiento
bacteriano en cepas sensibles y resistentes a antibiéticos de E. coliy S. aureus.
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Figura 1. Porcentaje de hongos endofitos aislados en Moringa oleifera y Mammea americana
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Actividad antibacteriana de extractos crudos de enddfitos segtin halos
de inhibicion

En los cuadros 2 y 3, se comparan los halos de inhibicién del crecimiento
bacteriano de las cepas sensibles y resistentes de S. aureusy E. colicon
diferentes concentraciones de extractos etandlicos de hongos enddfitos y el
control de gentamicina (prueba estadistica de Mann-Whitney).

Siete de los extractos de enddfitos flngicos estudiados como
antibacterianos presentaron halos de inhibicién para las cepas sensibles y
resistentes de S. aureus (cuadro 2), en tanto que 11 cepas de E. coli (cuadro
3) mostraron actividad antimicrobiana, segun se evidencié con la formacién
de halos de inhibicion del crecimiento.

La actividad antimicrobiana de los extractos etandlicos flngicos de los
enddfitos fue diferente para las cepas de S. aureus sensibles y para las
resistentes, con un rango de halos de inhibicion de 13 a24 mmy de 12 a 25
mm, respectivamente, siendo estos valores estadisticamente significativos
con relacion al control de gentamicina (cuadro 2).

Un comportamiento similar se observé en las pruebas de inhibicién del
crecimiento bacteriano en las cepas de E. coli con los diferentes extractos
fingicos de los enddfitos, los cuales presentaron halos de inhibicidén en
rangos similares a los observados para las cepas de S. aureus (cuadro 3).

En cuanto a la actividad antimicrobiana de los extractos fungicos de
los endofitos en las cepas de S. aureus, los extractos HEHMa6, HESMo8,
HETMo9 y HESMa10 evidenciaron actividad inhibitoria frente a las cepas
sensibles y a las resistentes. En cuanto a E. coli, el endéfito HEHMa6 presentd
un halo de inhibicién significativamente mayor (p=0,0339) en las dos cepas: la
sensible y la resistente, en comparacion con el control de gentamicina.

Por otro lado, al comparar los halos de inhibicion de los tres tipos de
concentraciones de cada hongo mediante la prueba estadistica de Kruskal-
Wallis, se observé que, frente a la cepa sensible de E. coli (ATCC 29213),

Cuadro 1. Preseleccién por ensayo dual de la actividad antimicrobiana de hongos endéfitos de Mammea americana'y Moringa
oleifera en cepas de Escherichia coliy Staphyloccocus aureus sensibles y resistentes

Hongos ) Teiic_!o de E. coli sensible ) E. coli resistenﬁe S. aureus sensible_ S. aureus resiste~nte
endofitos alslamler’lt_o de (ATCC 29213)Tamaio (USb007) Tamafo (ATCC 29213) Tamafio (USb003) Tamafo
los enddfitos de halos (mm)** de halos (mm)** de halos (mm)** de halos (mm)**
HESMa1 Semilla 25 13,6 25 24,3
HEHMo2 Hojas 28,3 13,3 28,3 25,3
HEHMo3 Hojas 24,3 17,6 25 23,6
HEHMa4 Hojas 23,3 16,3 23,6 23,6
HESMa5 Semilla 30,6 22,3 24,6 25
HEHMa6 Hojas 30,3 19 23,3 23,3
HETMo7 Tallo 25 11,6 29 28,6
HESMo8 Semilla 27,6 18,6 28,6 28
HETMo9 Tallo 27 17,3 26,3 26,6
HESMa10 Semilla 20,6 16,3 27,6 27,6
HEHMo11 Hojas 25,6 22,6 32,6 32
HEHMo12 Hojas 31,3 19,6 29 25,6
HESMa13 Semilla 30 21,6 25,6 25,6
HEHMa14 Hojas 14 12,6 26 26
Valor promedio 22 19 26,8 27,75

HE: hongo endéfito; H: hoja; T: tallo; S: semilla; Mo: M. oleifera; Ma: M. americana;

mm**: promedio del valor de halos en tres réplicas. Control de gentamicina en cepas sensibles de S. aureus: 22 mm. Control de gentamicina en cepas
sensibles de E. coli: 23 mm. Control de gentamicina en cepas resistentes de E. coliy S. aureus: 00 mm
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Cuadro 2. Inhibicién del crecimiento de las cepas sensibles y resistentes de Staphylococcus aureus con extractos de hongos endoéfitos, comparada
con el control de gentamicina

Codificacion Extracto S. aureus S. aureus Valor de p Valor de p Valor de p Resistente
fangica de ’h_OngOS (AT_CC 292_1 3) mm (pr003_) mm Sensible Vs. resistente Sensible Vs_. <_:ontro| Vs. co_nt_rol
enddfitos (ul) mediana (min.-max.) mediana (min.-max.) (gentamicina) (gentamicina)**
HESMat 35 0 0 - 0,0253 0,0253
HESMat 70 0 0 - 0,0253 0,0253
HESMat 105 0 0 - 0,0253 0,0253
HEHMo2 35 0 0 - 0,0253 0,0253
HEHMo2 70 0 0 - 0,0253 0,0253
HEHMo2 105 0 0 - 0,0253 0,0253
HEHMo3 S5 13 (13—-13) 0 0,0253 0,0253 0,0253
HEHMo3 70 22 (22—-22) 0 0,0253 = 0,0253
HEHMo3 105 22 (22—-22) 12 (12-12) 0,0253 0,0143 0,0253
HEHMa4 35 0 0 - 0,0253 0,0253
HEHMa4 70 0 0 - 0,0253 0,0253
HEHMa4 105 0 0 - 0,0253 0,0253
HESMa5 35 0 0 - 0,0253 0,0253
HESMa5 70 15 (15— 16) 15 (15—15) 0,3173 0,0339 0,0253
HESMa5 105 17 (17 —23) 20 (20—21) 0,6531 0,1213 0,0339
HEHMa6 35 12 (12—-12) 11 (11 —11) 0,0253 0,0253 0,0253
HEHMa6 70 18 (18 —19) 18 (18—18) 0,1138 0,0339 0,0253
HEHMa6 105 22 (22—-22) 21 (21 -21) 0,0253 - 0,0253
HETMo7 35 0 0 - 0,0253 0,0253
HETMo7 70 0 0 - 0,0253 0,0253
HETMo7 105 0 0 - 0,0253 0,0253
HESMo8 35 15 (15—16) 12 (12—-13) 0,0431 0,0339 0,0339
HESMo8 70 18 (18—19) 17 (17—-18) 0,0431 0,0339 0,0339
HESMo8 105 20 (20—21) 21 (19-21) 0,3458 0,0339 0,0369
HETMo9 86 20 (20 —20) 15 (16 —15) 0,0339 0,0253 0,0339
HETMo9 70 23 (23—24) 24 (23 —24) 0,0431 0,0339 0,1138
HETMo9 105 24 (24 —24) 25 (18 —25) 1 0,0253 0,4867
HESMa10 35 19 (19—-19) 15 (15—16) 0,0339 0,0253 0,0339
HESMa10 70 20 (20 —20) 21 (18—21) 1 0,0253 0,0369
HESMa10 105 20 (20 —20) 20 (19 —20) 0,3173 0,0253 0,0339
HEHMo11 35 0 0 - 0,0253 0,0253
HEHMo11 70 16 (16 —16) 15 (15— 15) 0,0253 0,0253 0,0253
HEHMo11 105 18 (18 —-18) 15 (15—15) 0,0253 0,0253 0,0253
HEHMo12 35 0 0 - 0,0253 0,0253
HEHMo12 70 0 0 - 0,0253 0,0253
HEHMo12 105 0 0 - 0,0253 0,0253
HESMa13 35 0 0 - 0,0253 0,0253
HESMa13 70 0 0 - 0,0253 0,0253
HESMa13 105 0 0 - 0,0253 0,0253
HEHMa14 35 0 0 - 0,0253 0,0253
HEHMa14 70 0 0 - 0,0253 0,0253
HEHMa14 105 0 0 - 0,0253 0,0253

He: hongo enddfito; S: semilla; T: tallo; H: hoja; Mo: M. oleifera; Ma: M. americana

* Control de gentamicina en cepas sensibles: 22 mm; ** Control de gentamicina en cepas resistentes: 0,0. Los valores se hallaron por triplicado
(prueba estadistica de Mann-Whitney)
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Cuadro 3. Inhibicién del crecimiento de cepas sensibles y resistentes de Escherichia coli con extractos de hongos enddfitos, comparada con el control
de gentamicina

Cadigo Extracto E. coli sensible E. coliresistente Valor de p Valor de p Valor de p
de hongo etanélico (pl) (AT(}C 2921'3) (mm) (U'Sb007).(mm)' Sensible Vs. resistente Sensible Vs. control Resistente Vs. control
endofito Mediana (min.-max.) Mediana (min.-max.) : (gentamicina)* (gentamicina)**
HESMa1 35 0 0 - 0,0495 -
HESMa1 70 16 (16 —16) 16 (16 —16) - 0,0495 0,0253
HESMa1 105 18 (17 —18) 17 (17 —=17) 0,11 0,0495 0,0253
HEHMo2 35 0 0 - 1 -
HEHMo2 70 0 0 - 1 -
HEHMo2 105 0 0 - 1 -
HEHMo3 35 0 0 - 1 -
HEHMo3 70 0 0 - 1 -
HEHMo3 105 0 0 - 1 -
HEHMa4 35 12 (11-12) 0 0,0339 0,0339 -
HEHMa4 70 16 (15—16) 17 (16 —-17) 0,099 0,0339 0,0339
HEHMa4 105 20 (15—20) 18 (18 —18) 0,48 0,0339 0,0253
HESMa5 35 0 0 - 0,0253 -
HESMa5 70 0 0 - 0,0253 -
HESMa5 105 9(19-19) 9(18—19) 0,32 0,0253 0,0339
HEHMa6 35 17 (17 —18) 7(17-17) 0,32 0,0339 0,0253
HEHMa6 70 3 (22 —23) 0 (20 —22) 0,07 0,32 0,0339
HEHMa6 105 4 (24 — 25) 4 (23 —24) 0,20 0,0339 0,0339
HETMo7 35 0 0 1 -
HETMo7 70 0 0 1 -
HETMo7 105 0 0 1 -
HESMo8 85| 12 (12-12) 12 (11-12) 0,32 0,0253 0,0339
HESMo8 70 20 (19—20) 21 (17-21) 0,32 0,0339 0,0339
HESMo8 105 22 (22 —-22) 2 (20 —22) 0,32 0,0253 0,0339
HETMo9 35 14 (13 — 14) 4 (12—14) 0,80 0,0339 0,0339
HETMo9 70 1(21-21) 1(20—21) 0,32 0,0253 0,0339
HETMo9 105 23 (23 23) 2 (22 —22) 0,0253 = 0,0253
HESMa10 35 7(17-17) 2(12—13) 0,0339 0,0253 0,0339
HESMa10 70 20 (20 —20) 0 (17 —21) 1 0,0253 0,0369
HESMa10 105 20 (20 —20) 0 (19—20) 0,32 0,0253 0,0339
HEHMo11 B5) 20 (20— 20) 8 (18—18) 0,0253 0,0253 0,0253
HEHMo11 70 21 (21 -21) 0 (20 —20) 0,0253 0,0253 0,0253
HEHMo11 105 22 (22 22) 2 (22 —22) 1 0,0253 0,0253
HEHMo12 35 2(12-12) 0 0,0253 0,0253 -
HEHMo12 70 18 (18—-18) 12 (11-12) 0,0253 0,0253 0,0495
HEHMo12 105 18 (18 —18) 15 (14 —15) 0,0253 0,0253 0,0495
HESMa13 35 0 0 0,0253 -
HESMai3 70 14(14—-14) 14(13—14) 0,32 0,0253 0,0339
HESMa13 105 21(21—-21) 20(20—21) 0,11 0,0253 0,0339
HEHMa14 35 0 0 0,0253 -
HEHMa14 70 12(12—-15) 0 0,0253 0,339 -
HEHMa14 105 16(15—16) 0 0,0253 0,0339 -

He: hongo endéfito; S: semilla; T: tallo; H: hoja; Mo: M. oleifera; Ma: M. americana

* Control de gentamicina en cepas sensibles: 23 mm **Control de gentamicina en cepas resistentes: 0. Los valores se hallaron por triplicado (prueba estadistica de
Mann-Whitney)

los extractos etanolicos fungicos de los endéfitos tendieron a incrementar la
inhibicién al aumentar la concentracién del extracto en la prueba (p=0,0563
y p=0,0672, respectivamente). Un comportamiento similar se observé al
aumentar la concentracion de los extractos fungicos en las pruebas de
inhibicion del crecimiento de las cepas de S. aureus.
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Actividad antimicrobiana y citotoxicidad de los extractos etandlicos
crudos derivados de hongos endodfitos

Teniendo en cuenta los resultados arrojados por el analisis estadistico,
se consideré continuar con las pruebas de concentracion inhibitoria minima
(CIM), concentracion bactericida minima (CBM) y citotoxicidad de los
extractos fungicos de los enddfitos identificados como HEHMa6, HESMo8
y HESMa10, correspondientes, respectivamente, a las morfoespecies
Penicillium spp., Cladosporium sp., aislamiento 001, y Cladosporium sp.,
aislamiento 002. Todos los valores hallados en las repeticiones fueron
coherentes, ya que arrojaron el mismo valor de CIM. La CIM y la CBM
registraron los mismos valores absolutos, con lo que se pudo evidenciar que
los extractos tuvieron una capacidad bactericida importante (cuadro 4).

El control con gentamicina se considerd éptimo segun los estandares del
CLSI. La CIM requerida por las cepas microbianas con cada uno de los tres
extractos etandlicos crudos registr6 diferencias significativas (p<0,05), lo que
indica que el extracto HEHMa6 (Penicillium spp.) tuvo mejor bioactividad
frente a E. coli. Por el contrario, el extracto HESMo8 (Cladosporium spp.)
tuvo mejor bioactividad en S. aureus, lo que podria obedecer a factores tales
como la composicion quimica de los extractos y su actividad selectiva para
microorganismos Gram positivos y Gram negativos. La CBM coincidié con la
prueba de CIM, para la cual se consider6 una CBM de tres o0 menos unidades
formadoras de colonia (UFC) por caja.

La citotoxicidad de los extractos evaluados en células de mamifero presentd
concentraciones CC; superiores a 1.000 pug/ml (cuadro 4), lo que indico que los
extractos HEHMa6, HESMo8 y HESMa10, obtenidos de los hongos Penicillium
spp., Cladosporium sp. 001 y Cladosporium sp.002, respectivamente, no
produjeron ningun tipo de dafo celular, lo que confirma su utilidad para identificar
posibles moléculas bioactivas de interés para su uso en el ser humano.

Identificacion de hongos enddfitos

Los 14 hongos filamentosos aislados de los tejidos de M. americanay M.
oleifera que presentaron actividad antimicrobiana contra E. coliy S. aureus,
se identificaron por sus caracteristicas macroscopicas y microscopicas
como miembros de las divisiones Ascomycota y Deuteromycota. Un alto
porcentaje (85 %) de ellos se clasific6 como miembro de Ascomycota y, de
estos, un 75 % presenté pigmentos intrinsecos en sus hifas y esporas, por

Cuadro 4. Actividades antimicrobianas y citotoxicidad de extractos etandlicos crudos derivados de
hongos endofitos (CIM, CMB y CC,,; pg/ml)

Endofitos S.aureus E. coli S. aureus E. coli Células
CiMm CIM CMB CcMB Vero (CC,*SD)

Extracto 2.000 pl/ml 1.000 pl/ml 2.000 pl/ml 1.000 pi/ml >1.000

HEHMa6

Penicillium ssp.

Extracto 1.000 pl/ml 2.000 pl/ml 1.000 pl/ml  2.000 pl/ml >1.000

HESMo8

Cladosporium (001)

Extracto 1.000 pl/ml 2.000 pl/ml~ >4.000 pl/ml  1.000 pl/ml >1.000

HESMa10

Cladosporium (002)

Gentamicina 1000 pl/ml 0,250 I/ml 0,125 pl/ml 0,250 pl/ml

Los resultados se expresan en pg/mly son el promedio de tres experimentos independientes.
S. aureus (ATCC 29213), E. coli (ATCC 25922)
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lo cual se clasificaron como Dematiaceos. El 25 % correspondi6 a hongos
de hifas hialinas (cuadro 5). Los hongos clasificados como Deuteromycota
se catalogaron como de micelio estéril, ya que sus géneros pertenecen a
hongos imperfectos que no presentan esporulacion y representaron solo el
15 % de los 14 hongos aislados con actividad antimicrobiana contra las dos
bacterias ensayadas (cuadro 5 y figura 2).

Discusion

Se aislaron 14 hongos endéfitos de M. americana'y M. oleifera con
capacidad de inhibir el crecimiento de E. coliy S. aureus, lo que evidencid
su capacidad de sintetizar una amplia variedad de compuestos naturales
bioactivos. En otros estudios de diferentes especies de plantas, se han
aislado hongos enddéfitos con capacidad para inhibir agentes patégenos de
animales y plantas, asi como de producir diversos antimicrobianos (31-35). El
35 % de los enddfitos reportados con actividad antimicrobiana se ha aislado
de plantas medicinales (36), como las especies utilizadas en este estudio.

El ensayo dual (hongo-bacterias) realizado preliminarmente permitié una
preseleccion de los hongos endéfitos a partir de su capacidad de formar
halos de inhibicion del crecimiento de S. aureusy E. coli, tanto en cepas
ATCC sensibles como en cepas clinicas resistentes a antimicrobianos.
Todos los hongos preseleccionados evidenciaron actividad antimicrobiana; el
promedio del tamafio de los halos de inhibicién fue igual o mayor de 22 mm,
excepto contra la cepa resistente de E. coli (USb007), con un promedio de
tamario de halo de 19 mm (cuadro 1).

Sin embargo, a diferencia de las pruebas del ensayo dual in vitro, no en
todas las pruebas de actividad antimicrobiana con extractos etandlicos crudos
se presentaron halos de actividad (cuadros 2 y 3). Las diferencias halladas
con las pruebas de preseleccion dual podrian estar relacionadas con el hecho
de que no todos los metabolitos con actividad antimicrobiana presentes en los
hongos enddfitos se extraen facilmente con etanol, por lo cual es necesario
extraerlos con otros disolventes orgénicos para recuperar todas las fracciones
biolégicamente activas. La baja actividad antimicrobiana también podria
relacionarse con las concentraciones de los compuestos activos debidas
a la cantidad de biomasa. Los extractos crudos filtrados podrian producir
compuestos mas potentes una vez se sometan a alguna purificacién (37).

La identificacién hasta el nivel de morfoespecie de los hongos enddfitos
fingicos, permitié aislar e identificar en M. americana a Bipolaris spp.,
Aspergillus spp., Penicillium spp., Cladosporium spp. y Mycelia sterilia,
las cuales se reportan por primera vez para esta especie vegetal en este
trabajo. Algunos de los hongos enddfitos aislados en M. oleifera han sido
reportados previamente en otros estudios (29,38). Los hongos endofitos,
como Aspergillus spp., Cladosporium spp. y Mycelia sterilia, cominmente
son aislados tanto en M. oleifera como en M. americana (cuadro 4). Los
extractos flngicos de los endofitos HEHMa6 (Penicillium spp.), HESMo8
(Cladosporium sp., 001) y HESMa10 (Cladosporium sp., 002), presentaron
mayor actividad antibacteriana y, de forma coincidente, los dos aislamientos
de los géneros Cladosporium se hicieron a partir de las semillas en las dos
plantas utilizadas en este estudio.

En otras especies de plantas, se han aislado especies de Cladosporium
spp.como hongos enddfitos y se han reportado como fuente importante de
antimicrobianos. Los metabolitos de Cladosporium oxiosporum, aislado de
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Cuadro 5. Morfologia de los hongos endofitos aislados de Mammea americana 'y Moringa oleifera

Codigo de aislamiento, clasificacion
por presencia o ausencia de Género fungico Caracteristicas macroscopicas y microscopicas
pigmento en estructuras fungicas

HESMat Bipolaris spp. Colonias: color gris a café negruzco Reverso: negro
(Dematiaceo) Conidiéforos: raquis ramificados, cortos, geniculados o en zigzag
Conidios: elipsoidales, redondeados en ambos extremos y lisos
HEHMo2 Mycelia sterilia Morfologia similar a la de muchos hongos que se caracterizan por no producir
(Dematiaceo) ningun estado de conidios, sexual o asexual, reconocible en el cultivo.

A nivel microscépico se observan hifas tabicadas con pigmentos oscuros; por
conveniencia, se clasificaron como Mycelia sterilia.
HEHMo3 Curvularia spp. Colonias: de crecimiento rapido, parecidas a la gamuza, de color marrén a marrén
(Dematiaceo) negruzco con reverso negro
Conidiéforos de forma recta, tabicados, conidios en sucesién simpodia
Conidios de forma semilunar, redondeados en los extremos, de color marréon
pélido, de 3 tabiques

HEHMa4 Aspergillus spp. 001  Colonias: color verde claro con presencia de cleistotecio marrén rojizo oscuro

(Hialino) Reverso: oliva a marrén puarpura Conidiéforos: cortos, parduscos y lisos
Conidios: globosos y de paredes rugosas

HESMa5 Mycelia sterilia A nivel microscopico, se observan hifas con pigmentos oscuros, tabicadas y sin

(Dematiaceo) esporulacién. Por conveniencia, se clasificaron como Mycelia sterilia.

HEHMa6 Penicillium spp. Colonias: verdes con periferia blanca

(Hialino) Reverso: pardo a marrén Conidioforos: hialinos, lisos o de paredes rugosas

Conidios: forman largas cadenas globosas en sucesion basipeta de una célula
conidiégena especializada llamada fialide.

HETMo7 Alternaria spp. Colonias: de color negro a olivaceas.

(Dematiaceo) Reverso: pardo oscuro
Conidiéforos: ramificados, cortos Conidios multicelulares, oblicuos, café claro de
paredes lisas

HESMo8 Cladosporium sp. 001 Colonias: verde oliva a negro

(Dematiaceo) Reverso: olivaceo a negro
Conidios y conidiéforos pigmentados, formandose en cadenas simples y
ramificadas

HETMo9 Aspergillus sp. 002  Colonias granulares, amarillo-marrones

(Hialino) Reverso: marrén

Conidi6foros largos, vesicula globosa
Fidlides que surgen en circunferencia, biseriadas
Conidios redondos y pequefios que forman largas cadenas

HESMa10 Cladosporium sp. 002 Colonias: grises que se tornan negras, de aspecto similar a la gamuza
(Dematiaceo) Reverso: olivaceo-negro

Conidios en cadenas acropetales ramificadas, equinuladas, de una a cuatro células
HEHMo11 Nigrospora sp. 001 Colonias: blancas al principio y, al cabo del tercer dia, pardas a negras
(Dematiaceo) Reverso: negro

Conidiéforos: ramificados, incoloros a pardos
Conidios: negros brillantes, solitarios, simples y esféricos

HEHMo12 Acremonium spp. Colonias: de color blanco a gris
(Hialino) Hifas: delgadas, hialinas

Conidios: unicelulares (ameroconidios), hialinos, alargados y algunos cilindricos que

forman agregados en cabezas viscosas en el apice de cada filamento o conidi6foro
HESMa13 Nigrospora sp. 002  Colonias: blancas al principio y, al cabo del tercer dia, de color pardo a negro
(Dematiaceo) Reverso: negro

Conidiéforos: ramificados, incoloros a pardos

Conidios: negros, solitarios, simples y esféricos
HEHMa14 Mycelia sterilia Morfologia similar a muchos hongos que se caracterizan porque no producen
(Dematiaceo) ningun estado de conidios, sexual o asexual, reconocible en el cultivo

A nivel microscopico, se observan hifas con pigmentos oscuros, tabicadas.

Por conveniencia, se clasificaron como Mycelia sterilia.
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Fuente: BEG (2017)
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Figura 2. Estructuras microscépicas de hongos endéfitos aislados de Moringa oleifera 'y
Mammea americana: a) Mycelia sterilia. b) Cladosporium sp. (001). €) Penicillium spp.

d) Bipolaris spp. e) Nigrospora spp. f) Aspergillus spp. g) Curvularia spp. h) Alternaria spp.
i) Acremonium spp. j) Cladosporium sp. (002). k) Mycelia sterilia.

Aglaia odorata en Indonesia, exhibieron actividad antimicrobiana contra

E. coli, S. aureus y Candida albicans (39). En otro estudio, Cladosporium
uredinicola, aislado de la fruta Psidium guajava, present6 actividad
antimicrobiana contra E. coli, S. aureus, Pseudomonas aeruginosay Bacillus
subtillis (40). Estos hallazgos demuestran la importancia de Cladosporium
spp.como un hongo endoéfito de amplio espectro antimicrobiano.

Se ha aislado Penicillium spp. como enddfito en otras especies de plantas,
y se ha reportado su actividad antimicrobiana contra E. coliy S. aureus (41),
con halos de inhibicion de 12 mm, siendo estos tamafos mas pequefios
que los hallados en el presente estudio. Penicillium spp. también se ha
reportado como un hongo endofito de M. oleifera (42), aunque ni su actividad
antimicrobiana en cepas sensibles y resistentes de E. coliy S. aureu,s ni su
aislamiento en la planta M. americana, se habian reportado antes.

En Colombia, la identificacion y el aislamiento de hongos enddfitos han
sido escasos. Sin embargo, este tipo de estudio es de mucha relevancia
debido a la gran biodiversidad de plantas medicinales del pais, las cuales
albergan un sinnimero de comunidades microbianas endéfitas con un
gran potencial como fuentes naturales de antimicrobianos para el eventual
desarrollo de farmacos.

Los resultados obtenidos en este estudio demostraron la diversidad de los
géneros fungicos de endoéfitos en M. americanay M. oleifera, y su potencial
para la produccion de nuevos antibiéticos. La complejidad de la identificacién
de los hongos enddfitos, las posibles variaciones morfoldgicas segun los
medios de aislamiento micolégico y el gran nUmero no cultivable, exigen la
utilizacion de técnicas moleculares para seguir explorando la diversidad de
los enddfitos en estas plantas medicinales y continuar con el estudio de sus
metabolitos como fuentes nuevas de antimicrobianos.
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