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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo e irreversible que
afecta principalmente a personas de edad avanzada. Actualmente 50 millones de personas
viven con demencia alrededor del mundo, dos tercios padecen la EA. La Huperzina A (Hup
A) es un alcaloide natural que se aislé por primera vez de la planta medicinal china Huperzia
serrata y ha sido ampliamente utilizado para el tratamiento de la EA. Hup A es un inhibidor
reversible, potente y selectivo de la acetilcolinesterasa, tiene mayor efecto inhibitorio que los
farmacos comerciales. Debido a la demanda de este alcaloide y a la sobreexplotacion de las
poblaciones silvestres de las especies de la familia Huperziaceae, es importante encontrar
nuevas estrategias para la obtencién de este alcaloide. Se colectaron plantas silvestres de
Phlegmariurus taxifolius, los hongos enddéfitos se aislaron de hoja, tallo y raiz en cuatro
medios diferentes: agar dextrosa y papa (PDA), agar harina de maiz (AHM), agar extracto
de malta (AEM) y agar agua (AA). Las muestras se esterilizaron por lavado en etanol al 75%
(v/v) 1 min, con NaClO 3.4% 10 min y etanol al 75% 30 seg y 4-5 lavados con agua destilada
estéril. Se obtuvieron un total de 22 aislados flngicos, en el analisis de los extractos
alcaloideos fungicos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE), 6 mostraron un
pico en el tiempo de retencion del estandar de Hup A. El analisis por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas (CL-EM) confirmd la presencia de Hup A en el extracto
alcaloideo de la cepa C17, la cual tuvo un rendimiento de 2.3 pg/g de micelio en peso seco.
La cepa C17 fue identificada morfologicamente por las caracteristicas de la colonia y por la
presencia de macroconidios y microconidios. El analisis del ADN a través de la amplificacion
y secuenciacion con los primers universales ITS1 e ITS4 (Internal Transcribed Spacer)
confirmaron que la cepa C17 pertenece a una especie del género Fusarium. Es el primer
reporte de Fusarium como productor de Hup A. EIl aislamiento de hongos endéfitos
productores de Hup A ofrece una alternativa para la produccion de este alcaloide. Aunque el
rendimiento de Hup A por parte de la cepa C17 es bajo, la optimizacion en los procesos de

fermentacion puede mejorar la produccion de este alcaloide en futuros estudios.

VIl



ANTECEDENTES

1.1 Demencia y enfermedad de Alzheimer

La demencia corresponde a un trastorno de las capacidades cognitivas, acompafado de
alteraciones conductuales y de disminucion de la autonomia. Dos criterios fundamentales la
caracterizan: la persona ha experimentado un deterioro de su nivel previo de funcionamiento
cognitivo Yy ii) hay interferencia significativa con el trabajo o actividades sociales habituales
(Knopman et al., 2003). Desde el punto de vista de salud publica, las demencias constituyen
uno de los grandes desafios actuales y futuros, debido a su elevada frecuencia y a la enorme
repercusion economica que provocan, transformandose en la tercera enfermedad mas
costosa, después de las enfermedades cardiovasculares y el cancer (Dartigues et al., 2002;

Leifer, 2003).

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma mas comun de demencia que causa problemas
con la memoria, el pensamiento y el comportamiento. Los sintomas generalmente se
desarrollan lentamente y empeoran con el tiempo, hasta que son tan graves que interfieren
con las tareas cotidianas. La EA es responsable de entre un 60 y un 80% de los casos de
demencia. EI Alzheimer no es una caracteristica normal del envejecimiento. El factor de
riesgo conocido mas importante es el aumento de la edad, la mayoria de las personas con
Alzheimer son mayores de 65 afios. Pero el Alzheimer no es solo una enfermedad de la vejez,
también se presenta en personas menores de 65 afios la cual es llamada Alzheimer de inicio

precoz (también conocida como Alzheimer de inicio temprano) (Alzheimer’s Association).



Hasta el momento, no se ha determinado el inicio del proceso fisiopatolégico de la EA, sin
embargo, la disfuncién neurotransmisora se propaga a medida que la enfermedad progresa.
Este proceso se enfoca en estructuras de memoria cruciales, que incluyen la corteza entorrinal
y el hipocampo, cortezas asociadas y redes neuronales por defecto, causando atrofia, pérdida
neuronal regional y posteriormente difusa y atrofia (Selkoe y Schenk, 2003; Greicius et al.,

2004).

1.2 Déficit de Acetilcolina

La acetilcolina (ACh) esta implicada en varios procesos de memoria, existiendo en la
enfermedad de Alzheimer una disminucion de la concentracion de este neurotransmisor en
varias regiones cerebrales, tales como el nicleo de Meynert, el hipocampo y cortex parietal
y frontal (Aigner, 1995; Herholz et al., 2004). El déficit colinérgico ha sido correlacionado
con la severidad de la enfermedad (Howes y Houghton, 2003). La disminucién de la
transmision colinérgica, puede mejorarse con inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChE) o
mediante la modulacion de los receptores de acetilcolina nicotinicos y muscarinicos. (Klein,

2007).

1.3 Proteina BAy Tau
Los dos rasgos patologicos caracteristicos de la EA son los depdsitos de placas extracelulares
del péptido 3-amiloide (AR) y las marafas neurofibrilares (NFTs por sus siglas en inglés) de

la proteina Tau hiperfosforilada (Xu et al.,2013).

El péptido AR es el principal componente de los depositos amiloides en el cerebro de
pacientes con EA. El péptido AR es el producto de la digestion proteolitica de la proteina

precursora del amiloide (APP). A pesar de que aln no se esclarece en su totalidad la funcién



de APP, se ha producido informacion acerca del procesamiento del péptido AR y como éste
es posteriormente eliminado en el cerebro, o puede ser también transportado hacia la periferia
(Mazzitelli et al., 2016). Los factores genéticos y ambientales pueden cambiar el balance
entre el AR y el APP e incrementar la produccion del AR4; toxico, los mecanismos exactos
de esta alteracion son desconocidos. La acumulacion del AR42 es seguido por su agregacion,
oligomerizacion, formacién de fibrillas y protofibrillas y la deposicién en forma de placas
amiloides. Luego se produce una cascada de eventos que incluyen una respuesta inflamatoria,
formacion de radicales libres, estrés oxidativo e hiperfosforilacién de la proteina Tau para
formar NFTs. Estos procesos contribuyen a la disfuncion sinaptica y del neurotransmisor,

excitotoxicidad y eventualmente a la muerte neuronal (Cummings, 2004; Rosenberg, 2005).

1.4 Factores genéticos

El mayor factor de riesgo en la EA es la vejez, como lo demuestra claramente su
epidemiologia. Sin embargo, aproximadamente en el 3% de los casos, la EA es causada por
mutaciones genéticas relacionadas con la sintesis y el metabolismo del AR (Bertram y Tanzi,

2008).

Un factor de riesgo adicional es la apolipoproteina E e4 (ApoE e4). Esta es una de las tres
formas del gen ApoE, el cual codifica un importante transportador de colesterol en la sangre
y el sistema nervioso central. Aquellos que heredan uno de los genes ApoE e4 tienen un
riesgo tres veces mayo de desarrollar la EA, mientras que aquellos con dos genes ApoE e4

tienen un riesgo de 12 a 15 veces mayor (Raber et al., 2004).



1.5 Tratamiento de la enfermedad de Alzheimer

La Administracién de Medicamentos y Alimentos de Estados Unidos de América (FDA por
sus siglas en inglés) ha aprobado dos tipos de medicamentos: inhibidores de la colinesterasa
(ChE) (Aricept®, Exelon®, Razadyne®) y memantina (Namenda®), para tratar los sintomas
cognitivos (pérdida de memoria, confusién y problemas con el pensamiento y razonamiento)

de la EA (Alzheimer’s Association).

Los inhibidores de la ChE retrasan la inactivacion de la acetilcolina después de su liberacién
sinéptica, y representan el Unico tratamiento aprobado que resulta en un beneficio clinico
significativo (Figura 1) (Greg at al., 2001). Hay cuatro inhibidores de la ChE disponibles
para el tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer: tacrina, donepezilo, galantamina y

rivastigmina (Cuadro 1).
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Figura 1 Representacion del modo de accién de los inhibidores de la AchE

(Dall’Acqua, 2013).



Cuadro 1. Farmacos utilizados para el tratamiento del Alzheimer (Mangialasche et al., 2010).

, Actividad
Farmaco Estado de la enfermedad sintomatica
Donepezil Todos los estados AChEI
Rivastagmina Leve o moderada AChEIl y BChEI

AChEI

(modulacién  en
los receptores
nicotinicos)

Galantamina  Leve o moderada

Aprobado en China para
etapa leve a moderada;
suplemento dietético en
algunos paises.

Huperzina A AChEI

Actividad neuroprotectora
potencial

Posible decremento en la
toxicidad inducida por ARy en
la produccion de AR; modula
la expresion de isoformas de
AChE; incrementa la
expresion  de  receptores
nicotinicos.

Modula el procesamiento del
APP al potenciar la secresion

soluble del APPa;
antioxidante, efectos anti-
apoptoticos, proteccion
mitocondral.

Antagonistas del receptor NMDA: mejoran la cognicién, el comportamiento y el estado

funcional.

No competitivo,
receptor
Antagonista
NMDA
dependiente  de
voltaje

Memantina Moderada a severa

Disminuye la toxicidad por
AR; previene la
hiperfosforilacion de la
proteia Tau; disminute la
microglia asociada a la
inflamacion, aumenta la
liberacion de factores
neurotropicos de la astroglia.

Los efectos adversos mas frecuentes consisten en una extension de los efectos colinérgicos

en los diferentes 6rganos; aparecen con mayor frecuencia al aumentar rapidamente las dosis

de los medicamentos. Se podrian observar fasciculaciones musculares, palidez, sudoracion,

miosis, salivacidn, constriccion bronquial, vomitos, diarrea y debilidad muscular, hasta el

punto de que se podria confundir con una crisis miasténica (Flores, 1997). En el caso de los

farmacos que son selectivos para el sistema nervioso central, los efectos son mucho menos

frecuentes.



1.6 Huperzina A

1.6.1 Descubrimiento

El alcaloide de licopodio Hup A (Figura 2) fue aislado por primera vez de la planta medicinal
china Huperzia serrata (Thunb.) Trev., por Liu et al. (1986). Este helecho ha sido usado en
China para el tratamiento de contusiones, esguinces, inflamaciones, esquizofrenia, miastenia

gravis y envenenamiento por organofosforados (Bai, 2007).

Cientificos chinos seleccionaron nuevos farmacos de especies de licopodios de la medicina
tradicional China para el tratamiento de miastenia gravis, sin embargo, se observaron
diferentes grados de efectos secundarios colinérgicos durante las aplicaciones y ensayos
clinicos. Por lo que se llevaron a cabo investigaciones para encontrar los compuestos
quimicos responsables de dicho efecto. Yu et al. (1982a, 1982b) aislaron tres alcaloides de
licopodio (lycodoline, lycoclavine y serratinine) de Lycopodium serratum (Thunb. EX
Murray), un sinénimo de H. serrata. Estos tres alcaloides no mostraron un efecto relajante

muscular marcado.

Asi es como Hup A fue aislada por primera vez de H. serrata, un miembro de la familia
Huperziaceae. Asi mismo, las estructuras de Hup Ay B y su marcada actividad AChE fueron
demostradas por Liu et al. (1986a, 1986b). El primer ensayo clinico de Hup A para el
tratamiento de pacientes de edad avanzada con deterioro de la memoria fue reportado por
Zhang et al. (1986). Asimismo, un estudio farmacolégico in vivo del efecto de Hup A sobre
el proceso de aprendizaje y recuperacion de la conducta discriminatoria en ratas fue reportada
por Tang et al (1986) y por Wang et al. (19686a). Wang et al. (1986b) también reportaron el
primer ensayo farmacoldgico in vitro sobre la actividad anticolinesterasa de Hup A. Después

de que se revelara que Hup A era un inhibidor de la AChE, atrajo la atencién mundial,
6



derivandose todo tipo de estudios desde la sintesis quimica, relacion actividad-estructura,

farmacologia y estudios relacionados.

V/ —_

Figura 2 Estructura de Huperzina A ([5R-(5_,9_,11E)]-5-amino-11-ethylidene5,6,9,10-
tetrahydron-7-methyl-5,9-methanocycloocta[b]pyridine-2-(1H)-one).
1.6.2 Antecedentes farmacoldgicos
Hup A es un inhibidor potente, reversible y selectivo de la AChE, el cual tiene un mecanismo
de accion similar al donepezil, rivastagmina y galantamina (Wang et al., 1986), este alcaloide
presenta alta especificidad a la enzima y un elevado tiempo de vida media (Wang y Tang,

1998; Liu et al., 1986).

Los ensayos clinicos realizados con Hup A han demostrado que produce mejoras
significativas en las deficiencias de memoria en pacientes ancianos y con EA. La mayoria de
estos estudios se han realizado en China, donde se estima que 100,000 personas han sido
tratadas con HupA. Los resultados de estos estudios indican que Hup A es un farmaco

efectivo y seguro que mejora la funcién cognitiva (Chiu and Zhang, 2000).

Se evaluo la actividad anticolinesterasa in vivo de Hup A en ratas, se observé una inhibicion
significativa de la AChE en la corteza, el hipocampo y el cuerpo estriado, asi como una

inhibicion dependiente de la dosis de la AChE por HupA en la region cerebral. A diferencia



del donepezilo y la tacrina, Hup A presentd una mayor biodisponibilidad oral (Cheng y Tang,

1998; Wang y Tang, 1998).

Los estudios que utilizan la técnica de microdialisis en ratas mostraron que HupA elevaba de
forma dependiente de la dosis el nivel de ACh en la corteza. El curso temporal de la inhibicion
cortical de AChE por HupA se correlaciona positivamente con el aumento de ACh. De
acuerdo con las dosis de inhibidores, Hup A fue 8 y 2 veces mas potente que donepezil y
rivastigmina, respectivamente, en niveles crecientes de ACh cortical con un efecto de mayor

duracion (Liang y Tang, 2004).

El efecto de mejora de HupA en los deficits de memoria es mas potente en la memoria de
trabajo que en la memoria de referencia comparado con donepezil y tacrina. Este efecto puede
ser beneficioso en el tratamiento de la EA, porque los déficits cognitivos en los pacientes con
EA son severos para la memoria de corto plazo (Xiong et al., 1998; Ou et al., 2001; Wang y

Tang, 1998).

Estudios farmacologicos han demostrado que Hup A posee diferentes bioactividades ademas
de la inhibicion de la AChE. Estos efectos no colinérgicos, incluidos el efecto antagonista
sobre el receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), la proteccion de las células neuronales
contra la citotoxicidad y la apoptosis inducida por B-amiloide, radicales libres e isquemia
hipdxica, también podrian ser importantes en el tratamiento de la EA (Jiang et al., 2003).
Curiosamente, el efecto neuroprotector de HupA no esta correlacionado con la inhibicion de
AChE, lo que sugiere que el efecto terapéutico de HupA puede ejercerse a través de un

mecanismo de multiples blancos (Wang y Tang, 1998; Bai et al., 2005).



HupA tiene una mejor penetracion a través de la barrera hematoencefélica, una mayor
biodisponibilidad oral y una mayor duracién de la inhibicion de la AChE en comparacién
con otros inhibidores de AChE conocidos. Los ensayos clinicos han demostrado que Hup A
produce mejoras significativas en los déficits de memoria en pacientes ancianos y con EA

(Bai, 2007).

1.6.3 Fuente de obtencion

La planta fuente original de Hup A, H. serrata pertenece a la familia Huperziaceae de acuerdo
al sistema taxondmico de Ching (1978). Huperziaceae fue separada taxonémicamente de
Lycopodium (s. L.) por Rothmaler (1944) y comprende dos géneros, Huperzia y
Phlegmariurus, con un total de alrededor de 150 especies en todo el mundo. Este sistema
taxonomico se utiliza en muchos paises, por ejemplo, en China, y esta respaldado por analisis
quimiotaxondémicos (Ma et al., 1998). Lycopodium (s. L.) es un grupo grande con alrededor

de 500 especies que se conocen comunmente como club de helechos (Ching, 1978).

Sin embargo, un sistema taxonémico comun de Lycopodium (s.l.) no se ha adoptado en todo
el mundo. Se han propuesto tres sistemas taxondmicos para Lycopodium (s.l.) incluyendo el

de Ching (Ching, 1978), el de Holub (Holub, 1985) y Ollgaard (Ollgaard, 1989) (Cuadro 2).

Hup A no solo se produce en H. serrata, sino también en otras especies de Huperziaceae que
tienen una estrecha relacion taxondmica con H. serrata (Ma et al., 1998). La distribucion de
esta familia de plantas es global, pero estas plantas se encuentran en relativamente mayor
abundancia en los hébitats tropicales de América. En China, se distribuyen principalmente
en el area a lo largo del rio Yangtze y en todo el sur. Sin embargo, estas plantas no son

abundantes y solo se encuentran en habitats muy especializados. También crecen lentamente,



normalmente requieren de 15 a 20 afios desde la germinacion de las esporas hasta la madurez.
Debido a los grandes beneficios para la salud que proporcionan estas plantas, H. serrata ha
sufrido una extensa sobreexplotacion en los ultimos afios, lo que pronto puede llevarla a la

extincion (Ma and Gang, 2004).

Cuadro 2. Clasificaciones taxondmicas mas utilizadas de los Licopodiales (Ma et al., 2007).

Ching (1978) Holub (1985) Ollgaard (1989)
Familia Huperziaceae Familia Huperziaceae Familia Lycopodiaceae
Género Huperzia Género Huperzia Género Huperzia
Género Phlegmariurus Género Lycopodium
Familia Lycopodiaceae Familia Lycopodiaceae Género Lycopodiella
Genero Lycopodium Genero Lycopodium Género Phylloglossum
Género Diphasiastrum Género Lycopodiella

Género Palhinhaea Género Lycopodiostrum

Género Lycopodiella Género Diphasiopsis

Género Lycopodiostrum Género: Pseudolycopodium

Genero Diphasium

Genero Diphasiastrum

Género Palhinhaea

Genero Lateristochys

Genero Phylloglossum
1.7 Phlegmariurus taxifolius
El género Phlegmariurus es por mucho, el mas rico en especies en la familia Lycopodiaceae
(segun la clasificacion de Olgaard, 1989), exhibe una excepcional diversidad morfologica y
ecoldgica, especialmente en el clado neotropical. A pesar del extenso estudio taxonémico,

las relaciones entre muchas especies y grupos de especies han permanecido inciertas,

especialmente entre la taxa andina de gran altitud (Testo et al., 2018).

Las plantas son terrestres, saxicolas o epifiticas, producen sus raices a lo largo del tallo,

migrando por la corteza para emerger en las zonas de contacto con el sustrato. Tiene tallos
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erectos a pendulos, ramificados o raramente simples. Tallos con licofilos monomorfos, con
esporofilos y trofofilos similares, o subdimorfos, con los esporofilos muy reducidos
dispuestos en ramificaciones terminales. Esporangios axilares, reniformes, isovalvados.
Esporas con la linea ecuatorial convexa a casi plana entre las lesuras y angulos obtusos o
agudos. Gametofito micorricico, ramificado, con pelos pluricelulares entre los gametangios

(Arana y Ollgaard, 2012).

Recientemente, Testo et al. (2018) reconocid la subfamilia Huperzioideae, de la familia
Lycopodiaceae, que estd formada por tres géneros: Phlegmariurus, Huperzia y
Phylloglossum (Figura 3). El género Phlegmariurus estd compuesto por aproximadamente
250 especies y es el mas numeroso de la familia Lycopodiaceae. En el caso particular de
Huperzia taxifolia, se ha reclasificado como Phlegmariurus taxifolius. Por lo que, para fines

de este trabajo de investigacion se referird a H. taxifolia como P. taxifolius.

. Lycopodium s.1.

— LICOPODIOIDEA —

—— Lycopodiellas.|

LICOPODIACEAE ~ |
—— Phlegmariurus

~ HUPERZIOIDEAE —— Phylloglossu

| Huperzias.s.

Figura 3. Clasificacion taxonémica de la subfamilia Huperzioideae.
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1.8 Hongos endofitos

La palabra “end6fito” proviene de la palabra griega “endon”, que significa dentro y “phyton”
que significa planta, es decir “dentro de la planta”. Los hongos endofitos son un grupo
ecoldgico que colonizan el interior de las plantas sin causarles sintomas de enfermedad. Son
ubicuos, comparten con su hospedero relaciones simbioticas, mutualistas, comensalistas y

trofobidticas (Tan y Zhou, 2001; Zhang et al., 2006).

El término endofito se referia a cualquier organismo que colonizara el interior de los tejidos
de las plantas, sin embargo, Wilson (1995) restringié el término Unicamente a bacterias y
hongos que no provocan dafio aparente a la planta hospedera. En la actualidad, el termino
endofito engloba a bacterias, hongos, algas e insectos (Tan y Zou, 2001; Strobel et al., 2004;

Schulz y Boyle, 2005; Rodriguez et al., 2009).

Los hongos endofitos de pastos fueron observados por primera vez a finales del siglo XIX,
En semillsa de Lolium temulentum, Lolium arvense, Lolium linicolum y Lolium remotum
(Guerin, 1898; Hanausek, 1898; Vogl, 1898). Desde su primer descubrimiento,
investigadores se plantearon la hipdtesis de que habia un vinculo entre los cuadros toxicos
que experimentaban los animales que consumian pastos infectados con hongos endofitos. Sin
embargo, esta hipdtesis se comprobd hasta que Bacon et al. (1977) vincularon al endofito
Neotyphodium coenophialum con la alta incidencia de una intoxicacion del ganado
denominada “sindrome de verano” debida al consumo de pastos de la especiec Festuca

arundinaceae, la cual, no presentaba sintomas de enfermedad.

Posteriormente Clay (1988) propuso que los hongos endofitos son mutualistas defensivos de

los pastos. A medida que esta hipdtesis se hizo ampliamente conocida, las investigaciones
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sobre historia natural, evolucion, ecologia y fisiologia de los hongos endéfitos continud

(Rodriguez et al., 2009).

1.8.1 Clasificacion de los hongos enddfitos

Los hongos endéfitos pueden ser divididos en dos grandes grupos: clavicipitaceos y no-
clavicipitaceos. Los clavicipitaceos generalmente estan distribuidos en pastos hospederos,
muchas especies de clavicipitaceos son transmitidos verticalmente de forma sistémica a la
siguiente generacion a través de las semillas de su planta hospedera (ejemplos de hongos
clavicipitaceos: Epichloe sp. y Neotyphodium sp.). Los hongos no-clavicipitaceos estan
compuestos por una amplia gama de especies de varias familias, todas ellas del subreino
Dikarya (Ascomycota o Basidiomycota). No se distribuyen sistémicamente, pero estan

presentes en casi todas las especies de plantas, incluidos los pastos (Padhi et al., 2013).

Rodriguez et al. (2009) clasificaron a los hongos endofitos tomando en cuenta su taxonomia,
su planta hospedera, su evolucion y sus funciones ecologicas. De igual manera, los
clasificaron en clavicipitaceos y no-clavicipitaceos, basados en su filogenia e historia de vida

(Cuadro 3).
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Cuadro 3. Clasificacion de los hongos enddfitos segun Rodriguez et al., 2009.

. Clavicipitaceos No Clavicipitaceos
Criterio
Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4
Rango de Reducido Extenso Extenso Extenso
hospederos
Teiidos que Tallos, hojas,
J1d0s g Tallo y rizomas Tallo, hojas y rizomas  corteza, flores, Raices
colonizan f
rutos
Colonizacion in Extensiva Extensiva Limitada Extensiva
planta
Biodiversidad in Baja Baja Alta Desconocida
planta
Transmision* Vertical y horizontal Vertical y horizontal Horizontal Horizontal
Inducen resistencia
Incrementan la a las enfermedades,

Inhiben el
crecimiento de
patégenos y

biomasa de la planta, proteccién contra

Incrementan la biomasa . . .
confieren toleranciaal  los herbivoros y

de la planta, confieren

- . estrés biotico modifican la
Funcién ecoldgica tolerancia a la seaUlay - bistico y pro%/egen sensibilidad al producen
producen metabolitos RPN metabolitos
secundarios toxicos congra los hongos L estreés abidtico secundarios
para los herbivoros patogenos por accion medlantglla téxicos para los
de los metabolitos produccion de los herbivoros
secundarios metabolitos

secundarios
*Transmision de hongos endoéfitos en las plantas: vertical, a través de semillas, y horizontal, se adquieren del
medio ambiente.

1.8.2 Relaciones planta-endofito

La hipotesis “antagonismo balanceado” (Schulz et al., 1999) propone que la colonizacién
asintomatica es un balance de antagonismos entre el hospedero y el endéfito. Los endofitos
y los patdgenos poseen muchos factores de virulencia que son contrarrestados por los
mecanismos de defensa de la planta. Si la virulencia del hongo y la defensa de la planta estan
balanceadas, la asociacion permanece aparentemente asintomatica y avirulenta. Esta fase es
solo un periodo transitorio donde los factores ambientales juegan un papel importante para
desestabilizar el delicado balance de antagonismo. Si los mecanismos de defensa de la planta
contrarrestan por completo los factores de virulencia fungica, el hongo perecera. Por el
contrario, si la planta sucumbe a la virulencia del hongo, una relacion planta-patogeno

conduciria a la enfermedad de la planta. Debido a que muchos endéfitos podrian ser
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patdgenos latentes, podrian estar influenciados por ciertos factores intrinsecos o ambientales
para expresar factores que conducen a la patogenicidad (Arnold, 2008). Recientemente, se
reveld que la interaccion planta-endéfito podria no ser solo el balance entre virulencia y
defensa, sino una interaccion mucho méas compleja y controlada con precision (Kusari et al.,

2012).

Metabolitos—
secundarios
asociados a plantas

& ? ]

Figura 4. Interpretacion de las interacciones planta-hongo (Kusari et al., 2012).

Se ha observado que los hongos endofitos pueden contribuir a la proteccion de su planta
hospedera contra factores bidticos (patdgenos y herbivoros) y abioticos (estrés salino,

térmico, presencia de metales, etc.), Sanchez et al. (2013) describe tres mecanismos:

1) Directos: por medio de enzimas y/o metabolitos secundarios con actividad anti-patégeno,

producidos directamente por el hongo endofito.
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2) Indirectos: consisten en la induccion o incremento de la expresion de mecanismos de

defensa quimicos o fisioldgicos intrinsecos a su planta hospedera.

3) Ecoldgicos: se llevan a cabo por ocupacion del nicho ecoldgico, hiperparasitismo y
predacion.

1.8.3 Produccién de compuestos bioactivos por hongos endéfitos

La estrecha relacion que existe entre el end6fito y su planta hospedera se considera de gran
importancia, ya que el hongo es capaz de producir metabolitos bioactivos, asi como modificar
los mecanismos de defensa de su hospedera, permitiendo e incrementando la sobrevivencia
de ambos organismos. Estudios recientes demuestran la enorme capacidad que tienen los
hongos enddéfitos para producir compuestos activos que le confieren proteccion a su
hospedera contra el ataque de patdgenos y herbivoros, constituyendo una nueva via para la
obtencién de diversos precursores 0 moléculas novedosas de utilidad en la agricultura y en

la medicina (Sanchez et al., 2013).

En las ultimas dos décadas, se han descubierto con éxito compuestos bioactivos valiosos, con
actividades antimicrobianas, insecticidas, citotdxicas y anticancerigenas a partir de hongos
endofiticos. Durante el largo periodo de coevolucién, se desarrollé una relacion amigable
entre el endofito y su planta hospedera. Algunos endofitos tienen la capacidad de producir
compuestos bioactivos iguales o similares a los producidos por su planta hospedera (Zhao et
al., 2010). En el cuadro 4 se muestran algunos ejemplos de compuestos bioactivos de interes

farmacéutico producidos por hongos endofitos.
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HONGO ENDOFITO

Alternaria sp.
Alternaria alternata

Aspergillus fumigatus

Alternaria sp.
Fusarium oxysporum

Penicillium sp.

Entrophospora infrequens

Fusarium solani

Neurospora sp.

Alternaria sp.

Fusarium oxysporum

Cuadro 4. Compuestos bioactivos producidos por hongos endoéfitos.

COMPUESTO ACTIVIDAD
PLANTA HOSPEDERA .
BIOACTIVO BIOLOGICA
Taxus cuspidata
Taxus chinensis var. Mairei . L
Paclitaxel (taxol) Anticancer

Podocarpus sp.

) Anticancer, antiviral,
Sinopodophyllum hexandrum o
] antioxidante,
Sabina recurva ] ) ) ]
] Podofilotoxina antibacterial,
(=Juniperus recurva) ] .
] antireumatico,
Sinopodophyllum hexandrum ) ]
inmunoestimulador

Nothapodytes foetida

Camptotheca acuminata — Camptotecina Antineopléasico

Nothapodytes foetida

Catharanthus roseus ) ) o
Vinblastina Anticancer

C. roseus

REFERENCIA

Strobel et al., 1996.

Kim et al., 1999.
Tian et al., 2006.

Yang et al., 2003.
Kour et al., 2008.

Puri et al., 2005.

Rehman, et al 2008.

Kusari et al., 2009

Guo et al., 1998.
Zhang et al., 2000.
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1.8.4 Produccién de Hup A por hongos endofitos

Un antecedente inmediato respecto a la produccién de Hup A por hongos endofitos es el
trabajo realizado por Wang et al. (2011), donde aislaron 127 hongos endéfitos de la planta
Huperzia serrata. A nivel in vitro, 39 aislados mostraron inhibicion de la acetilcolinesterasa
(AChE), de los cuales 9 fueron capaces de producir Hup A. El hongo identificado como
Shiraira sp. mostré el mayor rendimiento en la produccion de Hup A, con 142 ug/g PS en
caldo papa dextrosa (PDB). Zhang et al. (2011) también aislaron de hojas de H. serrata el
hongo endoéfito Cladosporium cladosporioides, el cual produjo 56.84 pg/L de Hup A en
PDB. A nivel in vitro la actividad inhibitoria de la acetilcolinesterasa producida por la Hup
A de C. cladosporioides (78%) fue muy similar a la auténtica Hup A (79%). Sin embargo, el
extracto metandlico fungico exhibié mayor actividad inhibitoria (90%) que la propia Hup A,
esto sugiere que existen otros inhibidores de la AChE en adiccion a la Hup A gue confieren
un efecto sinérgico o aditivo a la actividad inhibitoria. En los ltimos afios ha aumentado el
interés por el aislamiento de hongos endofitos productores de Hup A, en el siguiente cuadro

se muestran los hongos endoéfitos productores de dicho alcaloide.
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Cuadro 5. Hongos endéfitos aislados de especies de la familia Huperziaceae productores de

Hup A.

Hongo

Shiraia sp.
Ceriporia lacerata

Trichoderma sp.

Colletotrichum
gloeosporioides ES026

Colletotrichum
gloeosporioides ES026

Paecilomyces tenius YS-
13

Alternaria brassicae
AGF041

Botrytis sp.

Blastomyces sp.

Planta hospedera
Huperzia serrata
H. serrata

Phlegmariurus
phlegmaria

H. serrata

H. serrata

H. serrata

H. serrata

H. serrata

P. cryptomerianus

*PS: Peso seco de micelio.

Rendimiento Hup A Referencia

182.6 pg/g PS*
142 pg/g PS

40.53 pg/L PS
37.63 pg/g PS

32.75 ugl/g PS

1 ng/g PS

21 pg/g PS

42.89 ug/g PS

20-30 ug/g PS

Ma et al., 2005.
Zhu et al., 2010.

Zhang et al,
2015.

Dong et al., 2014.

Zhao et al., 2013.

Shu et al., 2014.

Suy Yang, 2015

Zaki et al., 2019

Zan et al., 2009.
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JUSTIFICACION

Las plantas han sido usadas por miles de afios en la medicina tradicional y todavia son usadas
para beneficiar la salud. En nuestros dias, las plantas medicinales se explotan para el
aislamiento de medicamentos derivados de plantas, ya que son muy efectivas y tienen efectos
secundarios relativamente menores. Sin embargo, los recursos naturales de las plantas
medicinales se agotan gradualmente y el acceso a los compuestos bioactivos de las plantas
se ve desafiado por los bajos niveles de estos productos que se acumulan en las plantas
medicinales nativas (Venieraki et al., 2017). En el caso especifico de las plantas de la familia
Huperziaceae, tienen un contenido muy bajo de Hup A, distribucion limitada y crecimiento
extremadamente lento. Estas especies de helechos actualmente se encuentran en peligro de
extincion debido a la sobreexplotacion y los métodos de propagacion in vitro ain no han sido
exitosos para generar una fuente de Hup A, ademas la sintesis quimica de este compuesto es

econdmicamente inviable.

La Hup A es un compuesto con alto valor agregado y ampliamente utilizado para el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer en China. Una de las grandes ventajas que
representa la disponibilidad de un sinnGmero de microorganismos endofitos capaces de
sintetizar un farmaco o un agroquimico potencial, es evitar la necesidad de cultivar o colectar
especies vegetales silvestres, asi como reducir el costo de produccion de los principios
activos. Por tales motivos los hongos endofitos representan una nueva fuente para el
aislamiento de moléculas bioactivas como la Hup A. El medio de cultivo para organismos
fungicos (comparado con el de células vegetales) es simple, sin abundantes suplementos y el

costo de produccion es relativamente bajo, el periodo de fermentacion es corto y las
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condiciones del cultivo pueden ser controladas. También muchas estrategias podrian ser
adoptadas para aumentar la eficiencia en la produccién de compuestos bioactivos, tales como
alimentacion de precursores, adicion de elicitores bidticos o abioticos, asi como inhibidores

y otras substancias a través de investigacion de ingenieria metabdlica.

Los resultados de este trabajo aportardn datos Utiles que encaminaran el desarrollo de
estrategias biotecnoldgicas, que podran permitir la produccién sustentable y racional de Hup

A y/o de compuestos relacionados con la actividad anticolinesterasica.
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HIPOTESIS

Los hongos endoéfitos aislados de la especie vegetal Phlegmariurus taxifolius producen Hup

A
OBJETIVO GENERAL

Aislar hongos endéfitos productores de Hup A, a partir de muestras vegetales de la especie

Phlegmariurus taxifolius.
OBJETIVOS PARTICULARES

a) Aislar los hongos endofitos en medios selectivos.

b) ldentificar y cuantificar la produccion de Hup A de los aislados mediante
Cromatografia de Alta Eficiencia (CLAE).

c) Evaluar a nivel in vitro la actividad inhibitoria de la acetilcolinesterasa de la cepa
seleccionada.

d) Identificar morfol6gicamente y mediante técnicas moleculares la cepa productora de

Hup A seleccionada.
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METODOLOGIA

Obtencion del material vegetal

Aislamiento de hongos endoéfitos

Anélisis por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia

Seleccidn de la cepa
productora de Hup A

Identificacion morfoldgica y Actividad inhibitoria de la
molecular acetilcolinesterasa
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2.1 Materiales y métodos

2.1.1 Colecta del material vegetal.

P. taxifolius se obtuvo en el mercado del municipio de Coatepec, Veracruz, en julio de 2012
y fue identificada por el Mtro. Aniceto Mendoza Ruiz del Laboratorio de Pteridofitas de la
Universidad Auténoma Metropolitana, 1ztapalapa. Una exicata de la muestra fue depositada

en el Herbario HUMO de la UAEM, con el nimero de voucher 39243.

Figura 5. Plantas de P. taxifolius
2.1.2 Aislamiento de los hongos enddfitos.

Para la esterilizacion del material vegetal se siguié la metodologia descrita por Bayman et
al., (1996). Las plantas se lavaron con agua de la llave y se tomaron muestras de hoja, tallo
y raiz, que fueron sumergidas en etanol al 75% por 1 min, NaCIlO al 3.4% por 10 min, etanol
al 75% por 30 s, seguido de 5-6 lavados con agua destilada estéril. Para el aislamiento de los
hongos endofitos se siguid la metodologia descrita por Wang et al. (2011) con algunas
modificaciones. Las raices y tallos se cortaron en piezas de 0.5 cm de largo y las hojas en
piezas de 0.5 cm?, las cuales se transfirieron a cajas Petri con distintos medios: agar dextrosa
y papa (PDA), agar extracto de malta (AEM), agar harina de maiz (AHM) y agar agua (AA).

A estos medios se les adiciond 60 pg/mL de estreptomicina y 100 pg/mL de ampicilina. Las
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cajas Petri se incubaron a 28 °C en oscuridad al menos 10 dias. Cuando fue visible el
crecimiento fungico, se tomaron muestras por el método de punta de hifa y se pasaron a cajas

con nuevo medio de cultivo.

Esterilizacion:

Lavado con 1 min etanol (75%)

aniia

Medio de Crecimiento Alslamiento en Incubacion
cultivo: PDA, flngico medio de 28°C

A A Al IRNA

Figura 6. Metodologia para el aislamiento de hongos endofitos.
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2.1.3 Fermentacion y preparacion de los extractos fungicos.

Se llevo a cabo la metodologia descrita por Wang et al. (2011) con algunas modificaciones.
Los aislados fangicos se inocularon en matraces de 250 mL con 100 mL de caldo papa
dextrosa (PDB) por triplicado, y se cultivaron a 120 rpm a 28-29 °C por 14 dias en una
incubadora-agitadora orbital. Posteriormente el medio liquido se elimind por filtracién con
gasas esteriles y se cosech6 el micelio, el cual se sec6 en una estufa a 45 °C durante 15 horas.
El micelio seco (1 g) se pulveriz6 con ayuda de un mortero y se le adicion6 50 mL de etanol
al 75%. La extraccion se realiz6 por triplicado en un sonicador a 40 °C durante 30 minutos.
El extracto fangico se filtrd y concentré en un rotaevaporador a 40 °C. El residuo seco se
disolvio en 50 mL de &cido clorhidrico al 2.5%, que se extrajo por agitacion tres veces con
cloroformo. A la fase acuosa se le adiciono una solucion de hidroxido de amonio al 25 %
(pH 9) y después se extrajo exhaustivamente con cloroformo, posteriormente el extracto

cloroférmico se evaporo a sequedad.
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Filtracion del
micelin

orhital

Obtencion del micelio Secado del micelio

245°C. 16 h Pulverizacion del

micelin

Sonicacion 50 mL
EtOH 75%. 30 min Concentracion Extraccion de
alcaloides

Extracto alcaloideo

Figura 7. Obtencion de los extractos fungicos alcaloideos.
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2.1.4 Identificacion quimica de Hup A mediante CLAE y CL-EM

El extracto alcaloideo se disolvié en 1 mL de metanol y se pasé a través de un filtro de 0.45
pum antes del analisis cromatografico. Se utilizé una columna fase reversa ODS-Cis. (C18
MGIIS-5 4.6 mm X 250 mm). Se inyectaron 20 uL del extracto alcaloideo, a una velocidad
de flujo de 1.0 mL/min. La fase movil estuvo compuesta por agua (modificada con acido
trifluoroacético 100:0.0125 v/v): acetonitrilo (85:15 v/v). La deteccion de los compuestos fue
monitoreada a 310 nm. Para la cuantificacion se usé una curva del estandar de Huperzina A
((-)-huperzine A, Sigma Aldrich) en un intervalo de concentraciones de 0.1-50 pg/mL,

siguiendo los parametros de resolucion de Rs> 2 y una linealidad de r?=0.9955.

Para el analisis por CL-EM se uso el equipo Performance de Agilent (1290 Infinity I1) el cual
fue equipado con un Columna Agilent Eclipse Plus C18 RRHD (2.1 x 50 mm, tamafio de
particula 1.8 um). El volumen de inyeccion fue de 10 pL del extracto alcaloideo de C17 (3
mg/ml en metanol). La columna se eluyé usando agua desionizada con acido férmico al
0,025% y acetonitrilo, grado UHPLC, a 85:15 v /v, con una velocidad de flujo de 0,25 ml/
min. El analisis de espectrometria de masas se realizd en el equipo Agilent 6545 QTOF

equipado con una fuente de ionizacién por electropulverizacion, en modo positivo.

2.1.5 Identificacion morfoldgica

El aislado C17 previamente seleccionado por la presencia de Hup A mediante el analisis por
CLAE se inoculd en una caja Petri con medio PDA y se mantuvo a 28 °C por 10 dias en
oscuridad. Para la observacion de esporas, el hongo se inoculé en agar hoja de clavel (CLA
por sus siglas en inglés) como lo describe Leslie et al (2006) (Figura 7). Se prepararon cajas
Petri con agar al 2% y se colocaron sobre la superficie hojas de clavel estériles (3-5 mm?), el

hongo se inoculd cerca de las piezas de las hojas de clavel y se incubo a 28°C por 10 dias a
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luz constante. Las esporas y otras estructuras se observaron con un microscopio Optico

(LEICA DM500) con una ampliacién de 100x usando aceite de inmersion.

Esterilizacion de y -
hojas de clavel con Preparacion de Inoculacion de C17

NaClO al 0.5% CLA en CLA

Figura 8. Preparacion del medio CLA para inoculacion de las esporas de C17.
2.1.6 Identificacion molecular

Para la identificacion molecular, el aislado C17 se inocul6 en matraces de 250 mL con 100
mL de caldo papa dextrosa (PDB) a 120 rpm a 28-29 °C por 14 dias en oscuridad. El micelio
se filtro con gasas estériles y se llevo a cabo la extraccion de ADN gendmico (ADNg) con el
kit Quick-gDNA™MiniPrep (No. Catalogo D3007) de Zymo Research siguiendo el
protocolo de manufactura. EI ADNg fue visualizado en un gel de agarosa al 1% para verificar
su calidad. La concentracién del ADNg se determind en un Nano Drop One (Thermo
Scientific). La muestra de ADN se envié a Macrogen Inc. para su amplificacién y
secuenciacion con los primers universales ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e

ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3").

A partir de las secuencias obtenidas se determind una secuencia consenso, la cual se depositd

en el Gen Bank con niimero de acceso MK560083. La identificacion se realizd utilizando
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Blast en la base de datos de Gen Bank (http: //www.ncbi. nlm.nih.gov/genbank/), teniendo
en cuenta las secuencias de hongos con las puntuaciones mas altas de identidad. Se
seleccionaron secuencias de otros hongos para llevar a cabo el anélisis filogenético, las
secuencias se alinearon usando Clustal W con los parametros predeterminados y el analisis
filogenético se realizd6 mediante el programa MEGA 7.0. El arbol filogenético se generd

usando el método Neighbor Joining y se edité con el programa iTOL (http://itol.embl.de/).
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2.1.7 Ensayo in vitro de la actividad inhibitoria de la AChE.

La actividad in vitro de la AchE del extracto fungicos alcaloideo se compar6 con el estandar
de Hup A (Figura 8). Se sigui6 la metodologia descrita por Ellman et al. (1961) con algunas
modificaciones. Un volumen de preincubacion de 190 uL de bufer de fosfatos (100 mM, pH
8), conteniendo 10 uL del extracto fungico o 10 pL de (-)-huperzine A (Sigma-Aldrich), 10
pL de &cido 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoico 0.5 mM (DTNB) (Sigma-Aldrich) y 10 pL de
AChE (EC 3.1.1.7 Type VI-S, Sigma, 0.16 U/mL), la mezcla se incubd por 30 min a 25°C.
Seguida de la preincubacién se afiadieron 10 pL del substrato acetiltiocolina 20 mM para
iniciar la reaccién enzimatica. Después de 5 min de iniciada la reaccion la hidrolisis del
substrato se monitore6 a 412 nm por la formacion de acido 5-thio-2-nitrobenzoico. Se
utilizaron placas de 96 pozos y un espectrofotometro (SpectraMax® iD3). El porcentaje de

inhibicién fue calculada usando la férmula:

(absorbancia del control-absorbancia de la muestra) /absorbancia del control x 100.

Figura 9. Ensayo in vitro de inhibicién de la AChE.
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RESULTADOS

3.1 Aislamiento de hongos endofitos.

Después de 15 dias a partir de la siembra de las muestras vegetales se obtuvieron 22 aislados
fungicos de diferentes partes de la planta, asi como en diferentes medios (Figura 9). Se
observd que en medio PDA se aisld el mayor nimero de hongos, principalmente de raiz. En
los medios AEM y AHM se aisl6 el mismo nimero de hongos, sin embargo, en el medio
AEM no se aislaron hongos de tallo y en medio AHM sélo se obtuvieron hongos de hoja
(Cuadro 6). Respecto a la produccion de micelio y rendimiento de alcaloides, la cepa C4
mostré el mayor rendimiento micelial en peso seco, mientras la cepa C15 mostré el mayor
rendimiento de alcaloides (Cuadro 7). A nivel macroscépico los aislados presentaron micelio
algodonoso o pionatal, con pigmentacion variada (naranja, verde, rosa, negro, blanco, gris).
A nivel microcopico algunos aislado presentaron micelio hialino y cenocitico, sin embargo,
también se observaron estructuras caracteristicas de algunos géneros de hongos como

Penicillium, Fusarium y Aspergillus (Figura 10).

Cuadro 6. Numero de aislamientos de P. taxifolius de diferentes partes de la planta en
distintos medios.

No. de aislamientos

Material vegetal PDA AEM AHM AA
Hoja 1 1 2 1
Tallo 1 0 0 1
Raiz 11 2 0 2
Total 13 3 2 4
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Figura 10. Hongos endéfitos aislados de P. taxifolius
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Cuadro 7. Rendimiento de micelio en peso seco de las cepas inoculadas en medio PDB y

rendimiento de alcaloides.

N° aislado Y micelio (gPS/L) Y alcaloides (mg/g PS)
C1 0.82 2.2
C2 1.5 52
C3 9.0 33.6
C4 8.5 31.6
C5 8.1 33.6
C6 0.66 1.7
C7 0.69 2.8
C8 1.2 1.4
C9 2 1.3
C10 2.4 41.2
Ci11 2.4 35.6
C12 2.3 43.2
C13 2.9 1.1
Cl4 - -
C15 8.4 106.4
C16 4.1 53.3
C17 3.0 1.6
C18 7.2 1.3
C19 2.6 29.6
C20 2.9 66.7
C21 2.5 35.53
C22 5.0 6.2
C23 1.18 5.8

*El rendimiento es el promedio de la suma del micelio de tres matraces.

PS: Peso seco de micelio.
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o

Figura 11. Vistas macroscépicas y microscépicas de algunos aislado de P. taxifolius. Se observaron

diferentes tipos y pigmentaciones de micelio a nivel macroscépico, asi como micelio cenocitico y
hialino a nivel microscopico (C6, C1, C8). También se observaron estructuras caracteristicas de
algunos géneros de hongos como Penicillium, Fusarium y Aspergillus (C7, C17, C24). Vistas a

100X.
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3.2 Identificacion quimica y cuantificacion de Hup A mediante CLAE y LC-MS.
La curva de calibracion del estdndar de Hup A mostrd una relacion lineal con el area y la

altura del pico. Con un tiempo de retencion Tr = 6.64 min.

800000
600000
400000
200000
y = 67343 + 14000
R?=0.9943
0 T T T T T 1
0 02 04 06 08 1 1.2

Figura 12. Curva de calibracion del estandar (R?=0.9943).

De los 22 extractos fungicos alcaloideos analizados, solo 6 mostraron un pico en el tiempo
de retencion del estandar Hup A. Las cepas C8, C10, C12, C16, C17 y C23 sugieren la

presencia de este alcaloide (Figura 12).

La cepa C17 se selecciond para la identificacion morfoldgica y molecular, asi como para
llevar a cabo el ensayo de inhibicidn in vitro de la AChE debido a que presentd el pico mas

alto y definido en el perfil cromatogréfico.
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Figura 13. Cromatogramas de los extractos alcaloideos en los que se observo un pico en el

tiempo de retencién del estandar Hup A.
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3.3 ldentificacién morfoldgica del aislado C17

El aislado C17 se inoculé en medio PDA a 28°C, la colonia se caracterizd por presentar un
color puarpura al centro y rosa palido en el contorno, con micelio blanco y ligeramente
algodonoso (Fig. 1a). Para la descripcidbn microscopica se observd la presencia de
macroconidios, estos fueron hialinos y septados, fusiformes con una célula apical alargada y
una célula basal pedicelada (Fig. 1b). Los microconidios presentaron forma ovalada con uno
0 dos septos, hialinos, individuales o en monofialides (Fig. 1c). No se observo la presencia
de clamidosporas. Las caracteristicas antes descritas revelaron que el aislado C17 podria

pertenecer a una especie del género Fusarium.

Figura 14. Morfologia de la cepa C17: a) Cepa C17 en PDA; b) Macroconidios y

microconidios (100x); ¢) Monofialides in situ en CLA (100x).
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3.4 ldentificacién molecular del aislado C17.

Para confirmar los resultados del anlisis morfoldgico del aislado C17. Los fragmentos de
561 pb se amplificaron y secuenciaron (nimero de acceso de GenBank MK560083). Se
establecié una relacion filogenética a través del andlisis cladistico y el alineamiento de
secuencias de nucledtidos homdlogas entre especies del género Fusarium (Fig. 14). El

aislado C17 mostro estar estrechamente relacionada al género Fusarium.

Hongo enddfito cepa C17 MK560083.1
Fusarium sp. 2 DoF9 JQ388254.1
Fusarium sp. 2 DoF7 JQ388252.1
%Y Fusarium sp. Y1117 AY902245.1
Fusarium tricinctum cepa ORE22 KR011974.1
Fusarium sp. Pol3 AY513951.1
Fusarium sp. TA-60 AY924269.1
Gibberella sp. 43351 KF574882.1
Gibberella sp. 1-16 JF502432.1
Gibberella sp. p62 LC169802.1

Aschersonia sp. aislado 1 MH368145.1
G Penicillium sp. cepa B4E5 BVS KX874648.1
Ophiocordyceps sinensis clona 2015GM1-3-2013 KX237742.1
5 Cordyceps sp. CC-1 HQ008716.1

rConicium salmonicolor aislado BNR-BRVT-05 EU435009.1
mq-Thana\tephorus cucumeris cepa Rs clona 4 DQ339103.1
Auricularia polytricha aislado J209 MH151043.1

Figura 15. Arbol filogenético que muestra la relacion del aislado C17 con otras especies

fungicas en funcidn de su homologia de secuencias ITS, obtenidas del GenBank.
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3.5 Inhibicion de la AchE por el extracto alcaloideo de C17

La actividad de inhibicion in vitro de la AChE del extracto fungico alcaloideo de la cepa C17
fue comparada con el estandar de Hup A (0.16 pg/mL). El porcentaje de inhibicion in vitro
de la AChE del extracto fungico alcaloideo mostr6 moderada (41.6%) y baja (16.6%)

actividad inhibitoria a 100 y 50 pg/mL, respectivamente (Cuadro 8).

Cuadro 8. Porcentaje de inhibicion in vitro de la AchE por C17

Muestra Concentracion (ug /mL) Inhibicion de la AchE
Estandar Hup A 0.16 50%

50 16.6%
C17

100 41.6%
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DISCUSION

Wang et al (2011) aislaron 127 hongos endofitos de raices, tallos y hojas de H. serrata de los
cuales nueve produjeron Hup A. El grupo de Zhang (2011) también aislé 53 hongos endéfitos
de hojas de H. serrata, entre ellos Cladosporium cladosporioides, productor de Hup A. En
comparacion con las cepas obtenidas en este trabajo el nimero de aislados es bajo, sin
embargo, Hyde y Soytong (2008) mencionan que el nimero de cepas y especies de endéfitos
aislados varian considerablemente, y generalmente dependen del tratamiento de
desinfeccion. Ademas, mencionan que las plantas de clima templado producen diferentes
comunidades de enddfitos que las de clima tropical, y que también los diferentes tipos de
tejidos vegetales varian en la produccién de endofitos. Los resultados son influenciados por
la metodologia, como es el tiempo de esterilizacion (los diferentes organos de la planta
requieren de tiempos diferentes de esterilizacion), el tipo de esterilizante, asi como el medio
de cultivo. Si el método de esterilizacion no es efectivo se tendran un gran nimero de hongos
contaminantes de la superficie, por el contrario, si se aislan muy pocos endofitos el método
es efectivo. Lo descrito anteriormente puede responder al bajo nimero de hongos aislados de

P. taxifolius y considerar que el método de esterilizacion utilizado fue efectivo

El analisis por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) mostrd que sélo seis cepas
presentaron un pico con tiempo de retencion correspondiente a Hup A. En los ultimos afios
se han reportado hongos endofitos productores de Hup A, aislados de distintas especies de
Huperziaceae y con diferentes rendimientos en la produccion de este alcaloide. Zhu et al.
(2010) aislaron el hongo endo6fito Shiraia sp. el cual produjo 142.6 pg/gdcw, la produccion

mas alta de Hup A por un hongo endoéfito reportada hasta el momento. Si bien, la cepa C17
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tuvo un rendimiento bajo (3.2 pg/gdcw) en comparacion con los ya reportados, la
optimizacion de los procesos de fermentacion, combinados con inductores efectivos parecen
prometedores en la produccién de Hup A. Zhao et al. (2013) probaron varias condiciones de
fermentacién para optimizar la produccion de Hup A a partir del hongo enddéfito
Colletotrichum gloeosporioides ES026 aislado de H. serrata. La optimizacion de estos
pardmetros dio como resultado un aumento del 25,58% en el rendimiento de Hup A. Es bien
sabido que la fermentacién de microorganismos se ha utilizado ampliamente en muchas
ocasiones durante un largo periodo de tiempo. La penicilina, la avermectina, la validamicina
y otros antibiéticos conocidos se han desarrollado con éxito a traves del proceso de
fermentacion. EI medio de cultivo para células fungicas (comparado con el de células
vegetales) es simple, sin abundantes suplementos y el costo de produccion es relativamente
bajo, el periodo de fermentacion es corto y las condiciones del cultivo pueden ser controladas
(Zhao et al., 2010). Tomando las ventajas que ofrece la fermentacion de células fangicas,
creemos que la produccion de Hup A de la cepa C17 puede incrementarse y poder ofrecer
una fuente segura de este alcaloide sin tener que sobre explotar las especies de Huperziaceae,

que cada dia se encuentran mas amenazadas.

Como se menciond anteriormente la cepa C17 fue uno de los 22 hongos aislados de P.
taxifolius la cual se identifico como una especie del género Fusarium, con referencia en las
caracteristicas morfologicas y el analisis filogenético mediante la homologia de secuencias
ITS y se designé como Fusarium sp. El género Fusarium fue introducido por Link en 18009,
los miembros de este género pueden provocar enfermedades en plantas, humanos y animales
(Leslie et al., 2006). Sin embargo, aparentemente en ciertos contextos, los hongos

fitopatdgenos pueden comportarse como colonizadores asintomaticos (Eberl et al., 2019) o
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puede que esta especie en particular no sea un fitopatdgeno. EI género Fusarium representa
un complejo de muchas especies estrechamente relacionadas (Domsch et al., 1980), por lo
que se necesitard un andlisis mas detallado (con marcadores especificos) para determinar si
se trata de una especie recientemente descrita, ya que se agrupa con especies de Fusarium
spp no descritas. Diversos estudios han reportado especies endofitas del género Fusarium las
cuales producen alcaloides con actividades antibacterianas y anti cancer (Tsuchinari et al.,

2007; Wen et al., 2015; Nenkep et al., 2016; Kumara et al., 2012)

Este es el primer reporte de una especie de Fusarium capaz de producir Hup A, de acuerdo a
los resultados de HPLC que mostro un pico en el mismo tiempo de retencion del estandar de

Hup A.

La actividad in vitro de inhibicion de la AChE del extracto fungico alcaloideo de la cepa C17
mostrd actividad moderada (41,6%) y baja (15,6%) a 100 y 50 pg / mL, respectivamente. El
estandar de Hup A se utilizé como control positivo y mostré un 50% de inhibicion de AChE
a 0,16 pug / mL. La baja produccion de Hup A por la cepa C17 (3,2 pg / gDCW) explicé la

débil inhibicion de la AChE que mostrd el extracto fungico alcaloideo a 100 pg / mL.
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CONCLUSIONES

1. Se aislaron 22 cepas fungicas de tallo, hoja y raiz del helecho P. taxifolius de las
cuales la mayoria fueron obtenidas en medio PDA.

2. En las vistas macroscépicas de las cepas fungicas se observaron diferentes tipos de
micelio, presentando coloraciones naranjas, verdes, rosas, grises, negros y blancos.
Algunas cepas desarrollaron micelio pionatal o algodonoso.

3. A nivel microscépico se observaron estructuras caracteristicas de algunos géneros de
hongos como Penicillium, Fusarium y Aspergillus. También se observd micelio
hialino y cenocitico, sin presencia de esporas lo que dificultd la identificacion
morfologica de algunas cepas.

4. Los extractos alcaloideos de las cepas C8, C10, C12, C16. C17 y C23 mostraron un
pico en el tiempo de retencion del estandar de Hup A, lo que sugiere que pueden ser
productoras de dicho alcaloide. La cepa C17 mostro el pico mas alto y definido
respecto a las demas cepas, los analisis de CL-MS confirmaron la presencia de Hup
A en el extracto fangico alcaloideo de la cepa C17.

5. La cepa C17 fue identificada a nivel molecular y morfolégico como una especie del
género Fusarium, es el primer reporte de esta especie como productora de Hup A.

6. La produccion de Hup A de la cepa C17 fue baja, comparada con otros hongos
productores de Hup A reportados, la cual se vio reflejada en el ensayo in vitro de
inhibicion de la AchE, en donde a una concentracién de 50 y 100 pg/mL del extracto
alcaloideo presentd una inhibicion del 16.6% y 41.6% respectivamente.

7. La utilizacién de herramientas biotecnoldgicas permitira aumentar la produccién de

Hup A de la cepa C17. Ademas, la produccién de Hup A por hongos endéfitos,
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evitaria la sobreexplotacion de especies de la familia Huperziaceae, contribuyendo a

la conservacion de estas plantas.
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PERSPECTIVAS

1.

4.

Producir mayor cantidad de micelio de las cepas que mostraron un pico en el tiempo
de retencion del estandar de Hup A para obtener una mayor cantidad de alcaloides y
evaluar el porcentaje de inhibicién de la AchE.

Evaluar el extracto alcaloideo de las cepas que no producen Hup A en el ensayo in
vitro de inhibicion de la AChE para evaluar si alguna cepa no productora de Hup A
produce otros alcaloides inhibidores de dicha enzima.

Inducir el aumento en la produccion de Hup A de la cepa C17 bajo diferentes
condiciones de crecimiento, como luz, temperatura, agitacion, asi como,
modificacion del medio del cultivo, adicion de elicitores o precursores.

Identificar a nivel molecular y morfologico todas las cepas aisladas de P. taxifolius.
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