SC’ENHAFUNG%RUM DOI: 10.33885/s.2022.53.1407

(2022)Vol. 53:e1407

Original Paper

Hongos endéfitos aislados de Manilkara zapota
y su actividad antibacteriana y antifiungica

Endophytic fungi isolated from Manilkara zapota
and their antibacterial and antifungal activity
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RESUMEN

Antecedentes: Los hongos endofitos aislados de plantas medicinales son una fuente importante de metabolitos secun-
darios con potencial biotecnolégico.

Objetivos: Identificar los hongos presentes en hojas y frutos de Manilkara zapota y evaluar la actividad antimicrobiana
de sus extractos.

Métodos: Se aislaron hongos endéfitos de frutos y hojas de M. zapota y se cultivaron en medios de cultivo. Se evaluaron
extractos crudos, obtenidos con una mezcla 1:1 de clorofomo-metanol, en ensayos de actividad antibacteriana con mi-
croorganismos patégenos. La concentraciéon minima inhibitoria, bactericida y el porcentaje de inhibicién de crecimiento
con bacterias patégenas, asi como el porcentaje de inhibicién flingica frente a hongos fitopatégenos, fue evaluado para
el extracto que arrojé6 la mayor actividad antibacteriana.

Resultados y conclusiones: Se obtuvieron 20 aislados y se identificaron nueve géneros de hongos enddfitos en M. zapo-
ta: Curvularia, Daldinia, Diaporthe, Epicoccum, Geotrichum, Neopestalotiopsis, Pestalotiopsis, Sistotremay Stereum. El
extracto de la biomasa de Curvularia sp. CIMA-116B mostré los mejores resultados de actividad antibacteriana, presenté
actividad inhibitoria con Clavibacter michiganensis, Enterococcus faecalis y Escherichia coli y baja actividad antifingica
con Colletotrichum musae, Lasiodiplodia theobromae y Fusarium solani. Estos resultados evidencian la importancia de
los hongos endéfitos como productores de metabolitos bioactivos con actividad antimicrobiana.
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ABSTRACT

Background: Endophytic fungi isolated from medicinal plants are an important source of secondary metabolites with
biotechnological potential.

Objectives: To identify the fungi present in the leaves and fruits of Manilkara zapota and to evaluate the antimicrobial
activity of their extracts.

Methods: Endophytic fungi were isolated from fruits and leaves of M. zapota and cultivated in growth media. Antibacte-
rial activity of 1:1 chloroform-methanol crude extracts was evaluated in antibacterial assays with pathogenic microorga-
nisms. The minimum inhibitory and bactericidal concentrations and the percentage of growth inhibition with pathogenic
bacteria were calculated for the extract that showed the highest activity, as well as the percentage of fungal inhibition
against phytopathogenic fungi.

Results and conclusions: Twenty endophytic fungal isolates were obtained, and nine different genera were identified
associated with M. zapota: Curvularia, Daldinia, Diaporthe, Epicoccum, Geotrichum, Neopestalotiopsis, Pestalotiopsis,
Sistotrema and Stereum. The biomass extract of Curvularia sp. CIMA-116B showed the best results of antibacterial activi-
ty. Moreover, it showed inhibitory activity with Clavibacter michiganensis, Enterococcus faecalis and Escherichia coli and
low antifungal activity with Colletotrichum musae, Lasiodiplodia theobromae and Fusarium solani. These results show the
importance of endophytic fungi as a bioactive metabolites source with antimicrobial activity.
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INTRODUCCION

Las plantas de uso medicinal se han convertido en
una importante fuente de metabolitos secundarios
con propiedades bioactivas de interés para la indus-
tria farmacéutica, la agricultura y la medicina (Joseph
y Priya 2011, Gouda et al. 2016), lo que ha llevado en
algunos casos, a la explotaciéon masiva de los recursos
y la consecuente pérdida de biodiversidad (Yin y Sun
2011, Ran et al. 2017). La produccién de compuestos
bioactivos por parte de las plantas se ve afectada por
diversos factores como los antecedentes genéticos,
los requerimientos nutricionales y las condiciones
ambientales (Jia et al. 2016). Ademas, la presencia
de hongos enddfitos influye en la calidad y cantidad
de metabolitos que producen las plantas, siendo en
muchos casos los responsables de la produccién de
dichos compuestos bioactivos (Faeth y Fagan 2002,
Jia et al. 2016). Los hongos enddfitos son ubicuos y
establecen complejas interacciones bioldgicas con la
planta huésped, que pueden ser mutualistas o anta-
gonistas pero muy rara vez parasiticas (Joseph y Priya
2011, Sanchez-Fernandez et al. 2013, Gouda et al.
2016). Los hongos endéfitos pasan todo o gran parte
de su ciclo biolégico colonizando los espacios inter e
intracelulares de las plantas sin causar sintomas apa-
rentes de enfermedad y generalmente interactlan
otorgandole beneficios significativos al huésped al
producir metabolitos secundarios que sirven para
adaptarse mejor a condiciones de estrés producidas
por factores bidticos y abidticos (Petrini 1991, Gou-
da et al. 2016, Jia et al. 2016, Ratnaweera y de Silva
2017). Stierle et al. (1993) aislaron un compuesto con
actividad anticancerigena conocido como taxol, pro-
ducido por la planta Taxus brevifolia y por el hongo
endéfito Taxomyces andreanae aislado de la misma.
A partir de ese descubrimiento, surgié un interés ge-
neralizado por la busqueda de nuevos compuestos
producidos por hongos enddfitos presentes en las
plantas medicinales (Strobel y Daisy 2003, Ran et
al. 2017). Estudios posteriores han demostrado que
los hongos endéfitos pueden producir metabolitos
secundarios con actividad biolégica similar a los del
huésped (Strobel y Daisy 2003, Sanchez-Fernandez et
al. 2013, Gouda et al. 2016), incluso se ha indicado
que en muchas ocasiones son los responsables de la
actividad que se le atribuia a la planta (Stierle et al.
1993, Ran et al. 2017). Este escenario ha generado
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que los hongos endoéfitos hayan adquirido actual-
mente un rol importante en la busqueda de nuevos
compuestos bioactivos como productores de fenoles,
quinonas, alcaloides, esteroles, saponinas, terpenoi-
des y taninos con diversas actividades como antimi-
crobiana, antioxidante, antifebril, antifingica, insec-
ticida y antiproliferativa, entre otras (Cui et al. 2011,
Chen et al. 2014, Gouda et al. 2016).

El chicozapote, Manilkara zapota (L.) P. van Royen (Sa-
potaceae) es un cultivo tropical originario del sur de
México y Centroamérica (Vazquez-Yanes et al. 1999),
conocido mundialmente por su valor nutritivo y por
sus amplias propiedades medicinales (Tulloch et al.
2020). Sus frutos, flores, semillas y corteza son utili-
zadas etno-farmacolégicamente por sus actividades
antimicrobiana, antifingica, antiinflamatoria, antioxi-
dante y anticancerigena, entre otras (Kaneria et al.
2009, Chanda y Nagani 2010, Osman et al. 2011,
Khalek et al. 2015, Mewara et al. 2017). A pesar de
esta evidencia, actualmente ninglin estudio ha ex-
plorado la diversidad de hongos endoéfitos que se
encuentran asociados a este cultivo. Algunos traba-
jos previos Unicamente han descrito la presencia de
hongos fitopatégenos tales como Aspergillus niger,
Cercospora sp., Colletotrichum gloeosporioides, Elsi-
noe lepagei, Fusarium solani, Geotrichum candidum,
Penicillium italicum, Pestalotia spp., Pestalotiopsis
mangiferae, Phomopsis sp., Phyllosttica sapoticola,
Phymototrichum omnivorum, Phytophthora palmivo-
ra, Rhizoctonia solani, Scopella sapotae, Septoria sp.
y Uredo sapotae (CONAFOR s/f, Irigoyen 2005, Peiris
2010, Bhale et al. 2013, Crane y Balderi 2015, Madani
et al. 2018). Bajo la evidencia de la actividad biologi-
ca que presenta este cultivo, los objetivos de este tra-
bajo fueron: identificar los hongos presentes en frutos
y hojas de M. zapota y evaluar la actividad antimicro-
biana de los extractos crudos obtenidos a partir de su
crecimiento en condiciones de laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

Recolecta de muestras

Se realiz6 un muestreo dirigido en dos huertos pro-
ductores de M. zapota ubicados en la regién central
del estado de Veracruz, México, uno en la localidad
de Apazapan (19°20'16.49"N, 96°43'53.52"0) y otro
en Plan de Rio (19°24'5.83"N, 96°38'49.2"0). Se
recolectaron muestras de frutos y hojas durante los




meses de mayo-junio de 2017. Durante ese mismo
periodo también se obtuvieron frutos en un mercado
local en Coatepec, Veracruz. Las muestras se etique-
taron y se llevaron al laboratorio del Centro de Inves-
tigacion en Micologia Aplicada (CIMA) de la Universi-
dad Veracruzana, para el aislamiento e identificacion
de los hongos.

Aislamiento micelial

La superficie de los frutos y las hojas de chicozapo-
te se lavaron con agua y se cortaron en cuadritos de
aproximadamente 0.5 cm?, los cuales se desinfectaron
mediante inmersién en hipoclorito de sodio al 2 % du-
rante 30 s y se lavaron dos veces con agua destilada
estéril. Cinco muestras fueron depositadas sobre la
superficie de placas de Petri con agar papa dextrosa
(PDA) (Dibico) y 0.2 g/L de cloranfenicol. Las placas
fueron incubadas durante 72-96 h a 25 + 2 °C hasta el
desarrollo del micelio.

Cultivos monospéricos

Para asegurar la pureza de los aislados flingicos se rea-
lizaron cultivos monospéricos a partir de micelio fres-
co. Se cortaron las puntas de las hifas con la ayuda
de un bisturi y una lupa estereoscopica (Leica EZ4), se
cultivaron en una nueva placa de Petri con PDA y se
incubaron durante 7 dias a 25 = 2 °C. En algunos ais-
lamientos en los que no fue posible separar una sola
hifa, se homogenizé el micelio en 90 mL de agua desti-
lada estéril y se transfirid 1 mL a un tubo de ensayo con
9 mL de agua destilada estéril, considerdndose esta
como la primera dilucién (10). A continuacién, se rea-
lizaron una serie de diluciones seriadas hasta comple-
tar 10°°-10. Un volumen de 100 uL de las muestras ho-
mogeneizadas se sembraron en placas Petri con PDA'y
se incubaron en las mismas condiciones mencionadas
anteriormente. Todos los aislados se preservaron a 4
°C hasta su identificacién.

Caracterizacion morfoldgica

La identificacion morfoldgica a nivel de género se lle-
v6 a cabo mediante la comparacién de las estructu-
ras reproductivas con las reportadas en las claves ta-
xonémicas descritas por Barnett y Hunter (1998). Las
muestras de micelio se colocaron en un portaobjeto
con una gota de azul de lactofenol y se observaron en
un microscopio 6ptico (Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Oberkochen, Alemania).
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Extraccion de ADN, amplificacion por PCR y secuenciacién

El ADN gendmico se extrajo del micelio fresco utilizan-
do el protocolo estandar descrito por Liu et al. (2000).
La identificacién molecular se llevé a cabo mediante
la amplificacion por PCR directa (Reaccién en Cadena
de la Polimerasa) de la regién espaciadora interna del
ADN ribosomal nuclear (ITS por sus siglas en inglés),
utilizando los cebadores ITS1F (CTTGGTCATTTAGA-
GGAAGTAA) e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC)
(White et al. 1990, Gardes y Bruns 1993). Las amplifi-
caciones se realizaron en un termociclador (SureCycler
8800, Agilent Scientific Instruments) utilizando 5 uL de
ADN molde en un volumen final de reaccién de 50 pL
con las siguientes condiciones: desnaturalizacién ini-
cial a 94 °C durante 3 min, seguido de 34 ciclos a 94
°C por45s, 53 °C durante 45 sy 72 °C por 1 min, final-
mente un ciclo de extensién final a 72 °C por 10 min.
Los productos de PCR se analizaron mediante electro-
foresis en un gel de agarosa al 1 % a 95 V durante 60
min, seguido por una tincién con bromuro de etidio y
revelado en un fotodocumentador con luz UV (Gel Doc
XR+ Gel Documentation System, Bio Rad). Los ampli-
cones se purificaron con el kit Wizard® SV Gel and PCR
System Clean-Up (Promega, Madison, WI) y se envia-
ron al servicio de secuenciacién Labsergen (Irapuato,
México), donde se analizaron con un BigDye Termina-
tor v.3.1 con sistema automaético multicapilar de elec-
troforesis en un analizador genético AB3770 con tec-
nologia Sanger. Las secuencias se compararon con la
base de datos de nucleétidos del GenBank (Benson
et al. 2013), utilizando el software de busqueda Blast
para confirmar el género y el porcentaje de identidad.
Las secuencias se depositaron en la base de datos del
GenBank bajo los nimeros de acceso proporcionados
en la seccién de resultados.

Obtencion de extractos para ensayos de bioactividad

Con la finalidad de obtener un preinéculo de cada ais-
lado fungico, se cortaron muestras de micelio fresco
(Tcm?) cultivados en placas Petri con PDA durante 7
dias a 25 = 2 °C. Este micelio se inoculé en matra-
ces Erlenmeyer (250 mL) con 50 mL de caldo de papa
dextrosa (PDB) (Dibico), los cuales crecieron durante
10 dias a 25 = 2 °C en un agitador orbital (AGO 60-60)
a 100 rpm. A continuacién, 3 mL de este preindculo
previamente homogeneizado fue inoculado en matra-
ces Erlenmeyer de 500 mL con 100 mL de PDB, incu-
bédndose durante 7 dias a 25 + 2 °C en un agitador



https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sa=X&biw=1920&bih=966&sxsrf=ALeKk00KgUnMNa5Th26jTRNB-yWdMYTXiQ:1595190381898&q=Oberkochen&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEwutChWAjNNTTPMy7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYufyTUouy85MzUvN2sDICAP8BmH9UAAAA&ved=2ahUKEwinob-gk9rqAhWHGs0KHc0qDV8QmxMoATAPegQIEhAD

orbital (100 rpm), seguidos de 7 dias de crecimiento
estético. Se realizaron cinco réplicas de cada uno de
ellos para obtener un cultivo a pequefa escala (Trigos
et al. 2006).

Transcurridos los 14 dias de crecimiento, la biomasa (B)
fue separada del caldo de cultivo (C) mediante un siste-
ma de filtracion al vacio con un papel de filtro Whatman
grado uno. Ambeas fases se congelaron por separado y
se deshidrataron en un liofilizador (Labconco FreeZone
6, Kansas City, MI) durante aproximadamente 4 dias.
Los liofilizados de la biomasa y el caldo de cultivo se
maceraron tres veces con una mezcla de disolventes
cloroformo-metanol (1:1) durante 2 dias a temperatura
ambiente. Los extractos crudos se concentraron en un
evaporador rotatorio a presién reducida (BUCHI Oibath
B-485) a 45 + 2 °C para utilizarlos posteriormente en los
ensayos de bioactividad (Trigos et al. 2006).
Adicionalmente, extractos de frutos sanos de M. za-
pota (E-121B, E-121C) se obtuvieron a partir de 100
g de la pulpa sin epicarpio, homogeneizados en una
licuadora con 100 mL de agua estéril, siendo procesa-
dos siguiendo la metodologia descrita anteriormente.

Evaluacion de la actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana se llevd a cabo por el mé-
todo de dilucién en caldo establecido por el Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI 2012), con el
protocolo M07-A9 con algunas modificaciones (Coyle
2005, Trigos et al. 2006). Inicialmente se realiz6 una
bioprospeccion de la actividad de los extractos fungi-
cos y de los frutos obtenidos a partir de la biomasa y el
caldo de cultivo a 1000 pg/mL, concentracién de cor-
te establecida por el CLSI. La evaluacién se realizé en
placas estériles de 96 pozos de poliestireno con fondo
redondo de 6.4 mm de didmetro (Corning-Costar). A
cada pozo se le afadié 50 puL de medio de cultivo Ii-
quido Mueller-Hinton (Dibico) y 50 pL de una solucién
stock de cada extracto crudo a una concentracién de
3000 pg/mL, disuelto en dimetilsulfoxido (DMSO) y
agua desionizada (1:9). Finalmente se agregd 50 pL de
un cultivo bacteriano crecido en medio Mieller-Hinton
ajustado a una concentracién de 1.5 x 10¢ UFC/mL,
tomando como referencia el tubo 0.5 de la escala de
Mc Farland (1.5 x 108 UFC/mL). De este modo, los ex-
tractos fueron ensayados a una concentracién final de
1000 pg/mL.

Los extractos crudos se evaluaron con bacterias paté-
genas de humanos Gram negativas: Escherichia coli
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(ATCC 25922), E. coli (ATCC 35218) y Gram positiva:
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) y Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), pertenecientes a la coleccion del
Centro de Investigacion en Micologia Aplicada (CIMA).
También se evaluaron las bacterias fitopatégenas Cla-
vibacter michiganensis (ID/46), Pseudomonas syringae
(ID/17), Rhizobium radiobacter (ID/70) y Xanthomonas
albilineans (ID/28), proporcionadas por el Centro Na-
cional de Referencia Fitosanitaria (SENASICA-SADER)
y con P. putida proveniente de coleccion del CIMA.
Cada placa conté con sus respectivos controles posi-
tivos (CP) de crecimiento bacteriano, control negativo
(CN) y control del extracto (CE). Las placas inoculadas
con bacterias patégenas de humano se incubaron du-
rante 20 h a 37 £ 2 °Cy las fitopatdgenas durante 44 h
a 25 = 2 °C. Posteriormente, se agregé a cada pozo 30
uL de una solucion de Cloruro de Trifenil Tetrazolium
(TTC) al 2.0 % (p/v) y las placas se incubaron durante
30 min a 37 = 2 °C. Mediante una reaccién colorimétri-
ca, el TTC mostré una coloracién roja intensa en aque-
llos pozos donde las bacterias permanecieron metabo-
licamente activas. Los pozos en los que no se observé
color rojo, fue indicativo de la inhibicién de crecimien-
to de las bacterias a esa concentraciéon del extracto.
Todas las muestras fueron evaluadas por duplicado en
cada ensayo y se realizaron tres repeticiones.

Concentracion minima inhibitoria (CMI)

El extracto que resulté bioactivo a 1000 pg/mL, fue
posteriormente ensayado a diferentes concentracio-
nes (1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25 ug/mL) para de-
terminar la minima concentracién capaz de inhibir el
crecimiento bacteriano (CMI). Los resultados se inter-
pretaron siguiendo los intervalos de corte establecidos
por Popiotek et al. (2015) para extractos crudos, con-
siderando como inactivo si la CMI fue >1000 pg/mL,
actividad leve con valores de CMI entre 501-1000 pg/
mL, moderada entre 126-500 pg/mL, buena de 26-125
ug/mlL, fuerte de 10-25 pg/mL y CMI muy fuerte con
valores < 10 pg/mL.

Concentracion minima bactericida (CMB)

A continuacién, las placas de 96 pozos se incubaron
nuevamente durante 4 h a 37 o 25 + 2 °C para bacte-
rias patégenas de humanos o fitopatégenas respecti-
vamente. De aquellos pozos que permanecieron inco-
loros en el ensayo de CMI, se tomé una alicuota de
10 pL y se sembré en una placa Petri con medio de




cultivo Mieller-Hinton. Se incubaron durante 24 h en
las condiciones indicadas anteriormente y se determi-
nd la menor concentracion en la cual no se observé
crecimiento bacteriano (CMB).

Porcentaje de inhibicion del crecimiento bacteriano

El porcentaje de inhibicién se evalué a diferentes con-
centraciones (1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25 pg/mL)
mediante la comparacién de la absorbancia de la placa
de 96 pozos a una longitud de onda de 620 nm segun

la férmula:
Inhibicién (%) =100 x [ A, ©-A,, ™ /A, - A, (]
donde A,,, es la absorbancia a 620 nm, CP corres-

ponde al crecimiento bacteriano (bacteria + medio de
cultivo), M es la muestra (bacteria + medio de cultivo
+ extracto crudo) y CE es el control del extracto (me-
dio de cultivo + extracto crudo) (Lozano y Cuca-Suérez
2008). El porcentaje de inhibicién bacteriana del ex-
tracto se realizé por triplicado para cada una de las
bacterias que fueron susceptibles a concentraciones
inferiores a 1000 pg/L.

Evaluacién de la actividad antiftingica

La actividad antifingica solo se llevd a cabo con el ex-
tracto del hongo que mostré resultados positivos en
la determinacién de la CMI. Se utilizaron tres especies
de hongos fitopatégenos de importancia agronémica,
Colletotrichum musae, Lasiodiplodia theobromae y
Fusarium solani, pertenecientes a la coleccién de la en-
tidad académica CIMA. El ensayo bioldgico se realizd
siguiendo el método de dilucién en caldo (Coyle 2005,
Salhi et al. 2017) con modificaciones. Se preparé una
solucién stock del extracto crudo a una concentracion
de 5000 pg/mL, utilizando como disolvente DMSO y
agua desionizada en relacién 1:9. Se agregd 1 mL de
esta solucién a 4 mL de PDA y se vacié en una placa
Petri de 60 mm de didmetro, quedando el extracto a
una concentracion final de 1000 pg/mL. Con la ayuda
de un sacabocados se cortaron discos de micelio fres-
co de 6 mm de didmetro, se sembraron en el centro de
la placa y se incubaron durante 4 dias a 25 = 2 °C. El
didmetro de los hongos se midié en mm con la ayuda
de un vernier a los 2, 3 y 4 dias de crecimiento. Como
control, C. musae, L. theobromae y F. solani se sem-
braron en placas Petri con PDA sin el extracto fungico.
Se realizaron un total de 15 repeticiones.

El porcentaje de inhibicién fingica se calculé segun la
férmula:
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Inhibicion (%) = 100 x (DC-DT) / DC

donde DC es el promedio del didmetro del control y
DT es el promedio del didmetro del tratamiento (Salhi
et al. 2017).

Andlisis estadisticos

La comparacién del porcentaje de inhibicion de cre-
cimiento bacteriano entre especies, y a diferentes
concentraciones del extracto, fue realizada de mane-
ra independiente mediante analisis no paramétrico de
Kruskal Wallis, seguido de una comparacién de medias
con Dwass-Steel-Critchlow-Fligner (DSCF). Un anélisis
similar se utilizé para comparar la inhibicién de creci-
miento fungico entre las diferentes especies y entre los
diferentes dias para cada especie. Se utilizé el Softwa-
re libre Jamovi v. 1.2.27 (2020) basado en R.

RESULTADOS

Caracterizacion morfoldgica y molecular de los hongos aislados
de M. zapota

Se aislaron un total de 20 hongos de hojas y frutos
de M. zapota, de los cuales siete se obtuvieron en el
huerto de Apazapan, 11 en Plan del Rio y dos fueron
aislados de frutos provenientes del mercado de Coa-
tepec (Tabla 1). Los hongos provenientes de cultivos
monospéricos se identificaron morfolégicamente utili-
zando claves taxondémicas y genéticamente mediante
la comparacion de las secuencias ITS del ADN riboso-
mal nuclear con las presentes en la base de datos del
GenBank. Los hongos identificados correspondieron a
7 géneros diferentes de ascomicetos: Curvularia, Dal-
dinia, Diaporthe, Epicoccum, Geotrichum, Neopes-
talotiopsis y Pestalotiopsis y dos géneros de basidio-
micetos: Sistotrema y Stereum (Tabla 1) Seis aislados
(CIMA-103, 105, 110, 112, 114, 115) no fueron identifi-
cados morfolégicamente a nivel de género debido a la
ausencia de estructuras reproductivas. Estos cultivos,
al no presentar actividad bioldgica, no se consideraron
finalmente para su identificacion molecular.

Con base en las caracteristicas morfolégicas y compa-
rando las secuencias con la base de datos del Gen-
Bank, se identificaron los aislados: CIMA-101 como
Neopestalotiopsis saprophytica (MT576586, 99.80 %
de identidad), CIMA-102 con el género Epicoccum
(KX928749, 97.29 % de identidad), CIMA-107 con el
género Daldinia (MK752790, 98.68 %), CIMA-109 con
la especie G. candidum (KY103456, 99.17 % de identi-




dad)y CIMA-118 con el género Sistotrema (GQ411514,
100 % de identidad). CIMA-106 fue identificada con el
género Diaporthe (MH465233, 95.18 % identidad) y
CIMA-113 con el género Stereum (MH268105, 94.54
%). Los aislados CIMA-108, CIMA-117 y CIMA-120 fue-
ron identificados morfolégicamente como Pestalotiop-
sis por sus conidios caracteristicos del género. CIMA-
111 y CIMA-119 se identificaron morfolégicamente
dentro de los géneros Geotrichum. y Epicoccum res-
pectivamente (Tabla 1).

Los aislados CIMA-104 y CIMA-116 se identificaron
dentro del género Curvularia por su crecimiento rapi-
do, superficie lanosa aterciopelada, micelio de color
blanco al principio, que posteriormente se volvié de
color gris oscuro (CIMA-104) o marrén-grisaceo oscuro
con tonalidades blancas (CIMA-116). Ambos presen-
taron los fragmoconidios tipicamente curvos de color
marrdén, con una célula central mas ancha y de color
oscuro distintivos de este género. CIMA-104 fue iden-
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tificada como Curvularia lunata (MK623264, 98.59 %
de identidad) y CIMA-116 como Curvularia cymbopo-
gonis (LT631338, 99,82 % de identidad). No obstante,
para esta Ultima especie se observaron pequefias dife-
rencias morfolégicas en sus estructuras reproductivas
que sugieren que podria tratarse de una especie dife-
rente, por lo que CIMA-116 fue considerada en este
trabajo como Curvularia sp.

Evaluacion de la actividad antibacteriana

Se evaluaron un total de 40 extractos crudos corres-
pondientes tanto a la biomasa (B) como el caldo de
cultivo (C) de cada uno de los 20 hongos aislados.
Ademas, se incluyeron dos extractos provenientes de
frutos sanos de chicozapote (E-121By E-121C). Los en-
sayos de bioprospeccion de la actividad antibacteria-
na a una concentracién de 1000 pg/mL, indicaron que
solo la biomasa de Stereum sp. (CIMA-113B) y ambos
extractos de Curvularia sp. (CIMA-116B y CIMA-116C)

Tabla 1. Referencia, origen, fuente de aislamiento e identificacion de los hongos enddfitos aislados de Manilkara zapota. Se muestran los

numeros de acceso de las secuencias subidas al GenBank

Aislamientos Origen Fuente Género identificado Referencia en GenBank
CIMA-101 Apazapan Fruto Neopestalotiopsis MZz517177
CIMA-102 Apazapan Fruto Epicoccum MZ517178
CIMA-103 Apazapan Fruto No identificado -
CIMA-104 Apazapan Hoja Curvularia MZ517179
CIMA-105 Apazapan Hoja No identificado -
CIMA-106 Apazapan Hoja Diaphorte MZ517180
CIMA-107 Apazapan Hoja Daldinia MZ517181
CIMA-108 Mercado Fruto Pestalotiopsis -
CIMA-109 Mercado Fruto Geotrichum MZ517182
CIMA-110 Plan del Rio Fruto No identificado -
CIMA-111 Plan del Rio Fruto Geotrichum -
CIMA-112 Plan del Rio Hoja No identificado -
CIMA-113 Plan del Rio Hoja Stereum MZ517183
CIMA-114 Plan del Rio Hoja No identificado -
CIMA-115 Plan del Rio Fruto No identificado -
CIMA-116 Plan del Rio Fruto Curvularia MZ517184
CIMA-117 Plan del Rio Fruto Pestalotiopsis -
CIMA-118 Plan del Rio Fruto Sistotrema MZ517185
CIMA-119 Plan del Rio Fruto Epicoccum -
CIMA-120 Plan del Rio Fruto Pestalotiopsis -




y de Sistotrema sp. (CIMA-118B y CIMA-118C) fueron
activos, inhibiendo el crecimiento bacteriano de E. coli
(ATCC 35218) y E. faecalis. No obstante, estos fueron
inactivos frente a E. coli (ATCC 25922) y S. aureus (Ta-
bla 2). Los extractos de Curvularia sp. (CIMA-116B y
CIMA-116C) fueron los Unicos que inhibieron el creci-
miento de C. michiganensis (Tabla 2). El resto de los
extractos fungicos, incluidos los obtenidos de frutos
de M. zapota E-121B y E-121C fueron inactivos con-
tra las bacterias patégenas de humanos E. coli (ATCC
25922 y ATCC 35218), S. aureus y E. faecalis, y con las
fitopatégenas C. michiganensis, P. putida, P. syringae,
R. radiobacter y X. albilineans.
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Determinacion de la CMly CMB

Por su actividad antibacteriana, el extracto crudo de
la biomasa de Curvularia sp. CIMA-116B fue seleccio-
nado para continuar con la determinacién de la CMI,
CMBy los porcentajes de inhibicién bacteriana. La CMI
del extracto CIMA-116B varié entre 125y 1000 pg/mL,
mostrando buena actividad contra E. faecalis, mode-
rada con C. michiganensis y leve bioactividad con E.
coli (ATCC 35218) (Tabla 3). La CMB del extracto fue
de 500 pg/mL contra C. michiganensisy E. faecalis, sin
embargo, fue inactiva frente a E. coli

(ATCC 35218) a la concentracién mas alta evaluada
(1000 pg/mL) (Tabla 3, Figura 1).

Tabla 2. Actividad antibacteriana de los extractos crudos cloroformo-metanol de hongos endéfitos aislados de Manilkara zapota frente a

bacterias patégenas

Actividad antibacteriana a 1000 pg/mL

A|slado Gram - Gram +
fungico
E. E. P. P. R. X. C. E. S.
coli'  coli? syringae putida radiobacter albilineans michiganensis faecalis aureus
ciMA- B - + - - - - - +
m3 e ) ) ; ] . ; ;
ciMA- B - + - - - - + +
116 C - + - - - - + +
ciMa- B - + - - - - - +
118 C - + - - - - - +

TE. coli (ATCC 25922), 2E. coli (ATCC 35218).

(-) inactivo, (+) activo.

Los extractos de la biomasa (B) y el caldo (C) de los aislados fungicos CIMA-101, CIMA-102, CIMA-103, CIMA-104, CIMA-105, CIMA-106, CIMA-107, CIMA-
108, CIMA-109, CIMA-110, CIMA-111, CIMA-112, CIMA-114, CIMA-115, CIMA-117, CIMA-119 y CIMA-120, asi como los extractos de frutos E-121B y E-121C,

fueron inactivos a 1000 pg/mL frente a todas las bacterias Gram + y Gram - evaluadas.

Tabla 3. Concentracién minima inhibitoria (CMI) y bactericida (CMB) del extracto crudo clorofomo-metanol de Curvularia sp. CIMA-116B

Bacterias CMI (pg/mL) CMB (pg/mL)
125 500
Enterococcus faecalis
250 500
Clavibacter michiganensis
1000 >1000*

Escherichia coli (ATCC 35218)

* La mayor concentracién utilizada resulté no ser bactericida para E. coli.




Porcentaje de inhibicidn de crecimiento bacteriano

El extracto crudo de la biomasa de Curvularia sp. Cl-
MA-116B arrojé porcentajes de inhibicién de creci-
miento que variaron entre un 73 % y un 100 % a una
concentracién de 1000 ug/mL contra C. michiganensis,
E. coli (ATCC 35218) y E. faecalis (Figura 2). El por-
centaje de inhibicion disminuyd un 49-56 % a 500 pg/
mL, no observandose diferencias significativas entre
las tres especies evaluadas (x?=1.31; df=2; p=0.519)
(Figura 2). Sin embargo, cuando el extracto crudo se
evalué a una concentracién de 250 pg/mL, la inhibi-
cién de crecimiento fue mayor en E. faecalis y C. mi-
chiganensis en comparacién con E. coli (y>=11.6; df=2;
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p=0.003) (Figura 2). Cuando el extracto se utilizéd a 125
pug/mL, la inhibicion de E. faecalis fue significativamen-
te mayor que en C. michiganensis 'y E. coli (y*=1.12;
df=2; p=0.002) (Figura 2). A concentraciones de 62.5
y 31.25 pg/mL del extracto, solo se observé actividad
inhibitoria superior al 10 % con E. faecalis, motivo por
el cual estos resultados no fueron comparados estadis-
ticamente.

Comparando la respuesta de las diferentes concen-
traciones del extracto de Curvularia sp. CIMA-116B
contra una misma especie bacteriana se observa una
disminucién en el porcentaje de inhibicién de creci-
miento bacteriano a medida que disminuye la concen-

Figura 1. Concentracién minima bactericida (CMB) del extracto crudo de Curvularia sp. CIMA-116B con Enterococcus faecalis (a), Clavibacter
michiganensis (b) y Escherichia coli (ATCC 35218 (c) a: 1= 1000 pg/mL, 2=500 pg/mL, 3=250 pg/mLy 4=125 pg/mL.

100 4

S

70 1

60 -

Porcentaje de inhibicion

AB B B

50 -
B
40
30 C
20 B
B c

10 C B i B
- h M

1000 pg/mL 500 pg/mL

@ Enterococus faecalis

250 pg/mL

O Clavibacter michiganensis

125 pg/mL 62.5 pg/mL 31.25 pg/mL

O Escherichia coli

Figura 2. Promedio del porcentaje de inhibicion (EE) del crecimiento bacteriano a diferentes concentraciones del extracto crudo de Cur-
vularia sp. CIMA-116B frente a Enterococcus faecalis, Clavibacter michiganensis y Escherichia coli. Las letras mayusculas diferentes indican
diferencias significativas (p<0.05) para las diferentes concentraciones utilizadas con cada especie. Las letras mintsculas indican diferencias

significativas entre especies (p<0.05) a una determinada concentracion.




tracion de éste, siendo significativa en C. michiganen-
sis (x?=33.1; df=5; p<0.001), E. coli (y>=27.9; df=5; p<
0.001) y E. faecalis (x*=29.6; df=5; p< 0.001) (Figura
2). Sin embargo, E. faecalis fue la especie que mos-
tré mayor susceptibilidad frente al extracto crudo de
Curvularia sp. CIMA-116B, inhibiendo el crecimiento
bacteriano aproximadamente un 50 % a 500, 250y 125
pg/mL (Figura 2).

Actividad antifuingica

La actividad antifungica del extracto Curvularia sp. Cl-
MA-116B a una concentracién de 1000 pg/mL fue di-
ferente en las tres especies flngicas evaluadas a los 2
(x?=26,1; df=2; p<0.001) y a los 3 dias (x*=11.3; df=2;

90 A
80 4
70 +

60 -

Porcentaje de inhibicion
i
(=}
.
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p<0.003) después de la inoculacién, siendo en ambos
casos mayor el porcentaje de inhibicion de crecimiento
en C. musae y F. solani en comparacién con L. theo-
bromae (Figuras 3 y 4). Aunque L. theobromae parece
inicialmente mas resistente al efecto inhibitorio del ex-
tracto, el porcentaje (29-35 %) se iguala en el dia 4 con
C. musae y F. solani (y>= 3.92; df=2; p=0.141) (Figura
3). La comparacion del efecto inhibitoria del extracto
a 1000 pg/mL para cada especie flngica, fue similar a
los dos, tres y cuatro dias en C. musae (x?= 5.72; df=2;
p=0.057) y F. solani (y>= 1.51; df=2; p=0.471), sin em-
bargo, fue estadisticamente diferente entre el dia 2 y
los dias 3 y 4 para L. theobromae (y?>= 19.4; df=2; p
<0.001) (Figura 3).

1 12 N

Dia 2

@ Fusarium solani

O Colletotrichum musae

Dia 3 Dia 4

O Lasiodiplodia theobromae

Figura 3. Promedio del porcentaje de inhibicién de crecimiento fangico (+EE) de Fusarium solani, Colletotrichum musae y Lasiodiplodia
theobromae, expuestos a 1000 pg/mL del extracto crudo de Curvularia sp. CIMA-116B. Las letras mayusculas diferentes indican diferencias
significativas (p<0.05) entre los dias para cada especie. Las letras minusculas indican diferencias significativas entre especies (p<0.05) en un

determinado dia de evaluacion.

Figura 4. Crecimiento de Fusarium solani (a), Colletotrichum musae (b) y Lasiodiplodia theobromae (c). En la parte superior se observa
el crecimiento de los hongos en placas Petri con PDA (control) y en la inferior con el extracto crudo de Curvularia sp. CIMA-116B a

1000 pg/mL.




DISCUSION

Los hongos enddfitos estan presentes en una gran
variedad de ecosistemas, principalmente en bosques
tropicales y templados (Suryanarayanan et al. 2009,
Sénchez-Fernandez et al. 2013, Gouda et al. 2016).
La mayoria de estos hongos pertenecen al Phylum As-
comycota, aunque algunas especies de hongos endé-
fitos han sido también incluidas dentro de Basidiomy-
cota, Zygomycota y Oomycota (Sdnchez-Fernandez et
al. 2013). En este trabajo se obtuvieron 20 aislados di-
ferentes y se identificaron por primera vez nueve géne-
ros de hongos enddfitos aislados de hojas y frutos de
M. zapota, pertenecientes al Phylum Ascomycota: Cur-
vularia, Daldinia, Diaporthe, Epicoccum, Geotrichum,
Neopestalotiopsis y Pestalotiopsis, y al Phylum Basi-
diomycota: Sistotrema y Stereum. Los Unicos géneros
identificados en este estudio, previamente reportados
en la literatura en el cultivo de M. zapota son, Geotri-
chum y Pestalotiopsis responsables de la pudricion aci-
day la podredumbre blanda de frutos respectivamente
(Peiris 2010, Bhale et al. 2013, Madani et al. 2018), sin
embargo, en este trabajo las muestras no mostraron
sintomas aparentes de enfermedad. Un estudio previo
reporté la presencia de los hongos enddfitos C. cras-
sipes, F. solani, P. versicolory Xylaria spp. en hojas de
Manilkara bidentata (Lodge et al. 1996). No obstante,
este es el primer estudio que evalla la presencia de
enddfitos en M. zapota, a pesar de la evidente activi-
dad biolégica registrada previamente para este cultivo
(Mewara et al. 2017, Vandana-Garg et al. 2018).

La mayoria de los aislamientos fungicos en este tra-
bajo fueron identificados a nivel de género y solo tres
de ellos se lograron identificar la especie, con base
a sus caracteristicas morfologicas y el porcentaje de
identidad superior al 98.5 % con las secuencias ITS
depositadas en el GenBank. El hecho de que muchos
hongos enddfitos presentan un crecimiento lento y no
produzcan estructuras reproductivas en condiciones
de laboratorio, dificulta muchas veces su identificacion
(Gamboa-Gaitan 2006). Ademas, la complejidad en la
determinacién a nivel de especie y la falta de datos
moleculares para su comparacién, ponen en eviden-
cia la problematica existente a la hora de identificar
muchas especies de hongos endéfitos (Gamboa-Gai-
tdn 2006, Marin-Felix et al. 2020). En este estudio seis
aislados fungicos no fueron identificados morfolégica-
mente por no presentar estructuras reproductivas, ni
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genéticamente por ser inactivos frente a los microor-
ganismos evaluados. Por este motivo, es posible que
existan otros géneros adicionales en M. zapota que no
fueron incluidos en este trabajo y abre la posibilidad
de ampliar la diversidad de hongos enddfitos presen-
tes en el cultivo de chicozapote.

Con base en los resultados de actividad antibacteria-
na realizados inicialmente con los 20 hongos aislados
en este cultivo, sélo el extracto de la biomasa de Cur-
vularia sp. CIMA-116B fue activo contra tres especies
de bacterias. La CMI de este extracto (125 pg/mL y
49 % de inhibicién de crecimiento en E. faecalis) es
comparable con otros estudios previos realizados con
diferentes especies del género Curvularia como C. pa-
pendorfii (Khiralla et al. 2020) y C. tsudae (Nischitha et
al. 2020). No obstante, el extracto de la biomasa de
Curvularia sp. CIMA-116B resulté ser inactivo contra
las bacterias patégenas de humanos, E. coli (ATCC
25922) y S. aureus y con las fitopatdgenas P. putida,
P. syringae, R. radiobactery X. albilineans. A diferencia
de nuestros resultados, extractos de acetato de etilo
extraido de C. lunata, reportaron alta efectividad con-
tra S. aureus (Avinash et al. 2015) al igual que extractos
de C. oryzae evaluados con bacterias Gram + y Gram
-, como: Bacillus sphericus, S. aureus, P. aeruginosa 'y
P. oleovorans (Busi et al. 2009). Extractos de Curvularia
sp. aislados de Rauwolfia macrophylla fueron también
activos contra E. coli, Micrococcus luteus, P. agariciy S.
warneri (Kaaniche et al. 2019).

El extracto de Curvularia sp. CIMA-116B obtenido con
cloroformo-metanol mostrd baja actividad antifingica
contra C. musae, F. solaniy L. theobromae, inhibiendo
un 29-35 % a 1000 pg/mL, aunque estudios previos
han demostrado actividad antifingica en los extractos
de hongos del género Curvularia. El extracto de aceta-
to de etilo de C. lunata inhibié el crecimiento de Chry-
sosporium merdarium, Trichophyton rubrum, al igual
que el extracto hexanico el crecimiento de Candida al-
bicans (Avinash et al. 2015, Mensah et al. 2016). Igual-
mente, el extracto metandlico de C. tsudae presentd
de moderada a alta actividad con A. flavus, A. niger
y F. oxysporum (Nischitha et al. 2020). Estos resulta-
dos evidencian que los extractos crudos de diferentes
especies del género Curvularia, presentan actividad
antibacteriana y antifingica, ademas, también mues-
tran otras actividades biolégicas como antioxidante,
fitotdxica, antilarvaria, antipaludismo, antiproliferativa
y leishmanicida (Busi et al. 2009, Avinash et al. 2015,




Samanthi et al. 2015, Couttolenc et al. 2016, Khiralla et
al. 2018, 2020, Kaaniche et al. 2019).

Si bien los metabolitos secundarios especificos res-
ponsables de la actividad reportada por Curvularia
sp. CIMA 116 no han sido estudiados, otros autores
han reportado en este género compuestos bioactivos
pertenecientes a diversos grupos quimicos, entre los
cuales se mencionan 46 policétidos, 13 alcaloides, 5
terpenos y 3 quinonas (Khiralla et al. 2018). Estos me-
tabolitos pueden variar dependiendo del tipo de di-
solvente utilizado en la extraccion, como ejemplo, se
extrajeron terpenoides y cumarinas de extractos hexa-
nicos de C. lunata, mientras que alcaloides, taninos,
flavonoides, glucdsidos, esteroides, antraquinonas,
terpenoides y saponinas han sido aislados de extrac-
tos de acetato de etilo de la misma especie (Mensah et
al. 2016). Cabe destacar también que los extractos de
frutos sanos de chicozapote no fueron activos frente
a las bacterias patégenas evaluadas. Estos resultados
difieren con estudios previos en donde se menciona a
este cultivo como fuente de produccién de cumarinas,
esteroides, flavonoides, glucésidos, terpenos, 4cidos
grasos, lignanos, antraquinonas y compuestos alifati-
cos con actividad biolégica (Pingale y Dash 2015).
Este estudio refuerza la importancia del estudio de
hongos enddfitos asociados a plantas de uso medici-
nal, no solo con la finalidad de profundizar en el co-
nocimiento de estas asociaciones hongo-planta, sino
también como posibles productores de estructuras
quimicas novedosas y con potencial bioactivo en las
dreas agricola, industrial y farmacéutica.

CONCLUSIONES

En este trabajo se obtuvieron 20 aislados fungicos di-
ferentes y se identificaron nueve géneros de hongos
enddfitos presentes en hojas y frutos de M. zapota. Los
géneros Curvularia, Daldinia, Diaporthe, Epicoccum,
Geotrichum, Neopestalotiopsis, Pestalotiopsis, Sisto-
trema y Stereum, son reportados como endofitos por
primera vez en este cultivo. De todos ellos, solamente
el extracto cloroformo-metanol de Curvularia sp. Cl-
MA-116B exhibié buena, moderada y leve actividad
antibacteriana con E. faecalis, C. michiganensis y E.
coli (ATCC 35218) y baja actividad antifungica con C.
musae, F. solaniy L. theobromae. Finalmente, este tra-
bajo nos permitié seleccionar aislamientos de hongos
enddfitos bioactivos presentes en M. zapota y abre la
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posibilidad de continuar con estudios quimicos de és-
tos para aislar e identificar a los metabolitos respon-
sables de dicha actividad, asi como profundizar en su
identificacion taxonémica a nivel de especie y con ello
resaltar la importancia de las asociaciones hongo-plan-
ta en la busqueda de nuevos farmacos.
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