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1. Introduccién

La Tierra es un planeta organico, ecolégicamente heterogéneo y vivo, capaz de
sostener diversos organismos, estableciendo gran variedad de relaciones
dependientes entre especies, lo que ha permitido, la evolucion biologica y la
continuidad de la vida por un gran periodo de tiempo (Falcdo, Dattilo & 1zzo,
2015). La flora a nivel mundial es de gran interés y ampliamente estudiada por
botanicos, taxénomos, quimicos y farmacologos, permitiendo esto, el
descubrimiento de nuevos farmacos y fitoterapicos, siendo una tarea muy
valorada, debido a la aparicion de numerosas enfermedades y la transformacion
de las variantes patogenas farmacorresistentes (Joly et al., 2011).
Tradicionalmente, las plantas fueron usadas empiricamente por el hombre para
el tratamiento de enfermedades, proporcionando conocimientos de la mayor
fuente de metabolitos bioactivos descubiertos actualmente (Brader, Compant,
Mitter, Trognitz & Sessitsch, 2014). Sin embargo, recientemente se han hecho
hallazgos donde los microorganismos de origen endofitico son causantes de
dicha actividad bioldgica, como por ejemplo, Zaiyou, Li & Xigiao (2017) aislaron
un hongo endofitico que produce eficientemente Paclitaxel comercialmente
conocido como Taxol, un farmaco quimioterapéutico que presenta actividad
antiproliferativa y que es aceptado por la FDA (Food and Drug Administration
US) para el tratamiento de cancer de ovario, que histéricamente dicha sustancia
era atribuida al género de planta Taxus sp. (Ismaiel et al., 2017; Venugopalan et
al., 2015).

La familia Gesneriaceae que incluye al género Sinningia sp., es una tribu
caracterizada por su adaptabilidad a diversos ambientes y por la variabilidad de
sustratos que utilizan (Ferreira, Chautems & Waechter, 2016), asimismo, es un
microecosistema ideal para el establecimiento de diversos microorganismos con
un amplio potencial metabodlico, que pueden ser usados directamente como
farmacos o funcionar como estructuras sustitutas en la fabricacion de antibioticos
(Kusari et al., 2014). Brader et al. (2014) describen en su trabajo que los
microorganismos son una fuente primordial de mas de 20 mil compuestos
biolégicamente activos, derivados de la asociacion con otros organismos, por
ejemplo, las plantas. Los microorganismos endofiticos son altamente
interesantes debido a sus estrechas relaciones simbidticas en su ecosistema,
cuya caracteristica principal es su ecologia con organismos vegetales. Estas
interacciones proporcionan ventajas al organismo hospedero, entre estos
tenemos: aprovechamiento de los recursos del suelo, resistencia herbivora,
resistencia ante fitopatbgenos, resistencia a estrés abidtico, entre otras
(Gongalves & Diniz, 2008; Selosse, Baudoin & Vandenkoornhuyse, 2004), de alli
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la importancia de conocer la vida microbiana asociada a las plantas. Sin
embargo, la interaccion microorganismo endofitico-planta ha sido poco
estudiada especialmente en el area de biociencias, puesto que, los nichos
ecologicos se mantienen equilibrados bajo estos sistemas y resultan siendo
utiles por la infinidad de rutas y sustancias metabdlicas que se producen (Kusari
et al., 2014). De ese modo, el presente trabajo busca analizar quimica y
biolégicamente la interaccién microorganismo endofitico-planta (S. magnifica),
buscando generar nuevos conocimientos sobre el grado de influencia que
realizan estas interacciones en el metabolismo vegetal.
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2. Objetivos

2.1 General

Analizar quimica y biolégicamente la interaccion microorganismo endofitico-
planta en Sinningia magnifica.

2.2 Especificos

- Caracterizar fenotipica y genéticamente las cepas de microorganismos
cultivables aislados de S. magnifica.

- Determinar las condiciones de crecimiento de los microorganismos
endofiticos cultivables aislados de S. magnifica.

- Analizar quimicamente mediante TD-GC/MS los co-cultivos entre los
microorganismos endofiticos y las plantulas de S. magnifica.

- Evaluar la actividad antioxidante y actividad antimicrobiana, de los
extractos metanolicos obtenidos a partir de los co-cultivos de S. magnifica.
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3. Justificacion

La farmacorresistencia es una problematica de salud publica mundial, que coloca
en riesgo los sistemas de prevencion y tratamientos de enfermedades
infecciosas causadas por bacterias, hongos y parasitos, etc. Aumentando los
costos sanitarios de los pacientes, puesto que, es necesario disponer de
tratamientos con medicamentos mas dispendiosos y agresivos para la salud
(Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2016). No obstante, las sustancias
bioactivas representan una fuente de farmacos, ademas, desempefian un rol
importante en el suministro de la diversidad quimica en las industrias
farmacéuticas, dirigiendo perspectivas hacia el desarrollo de nuevos productos
bioactivos (Monciardini et al., 2014).

La busqueda de sustancias bioactivas actualmente esta focaliza en los
microorganismos, englobando diversos ecosistemas, como: acuaticos,
terrestres, entre otros, facilitando el descubrimiento de nuevos metabolitos
biol6gicamente activos (Brader et al., 2014). Asimismo, recientes investigaciones
referentes a metabolitos microbianos, se concentran especialmente en los
endofitos de plantas tropicales, representando un amplio y promisorio campo de
investigacién, esto se debe en gran medida a que los microorganismos que viven
asociados a estos vegetales desempefian roles importantes, como, aumento de
captaciéon de nutrientes y la proteccion contra agentes bioldgicos, fisicos y
quimicos (Garcia, Knaak & Fiuza, 2015). También, se tiene en cuenta que, las
interacciones entre microorganismos endofiticos y plantas supone un
sostenimiento del equilibrio en los diferentes ecosistemas, siendo asi importante
la continuidad de estudios para especificar la dindmica de las diferentes
asociaciones (Garcia et al., 2015). Entre tanto, para que esto sea una realidad
algunos aspectos todavia deben ser evaluados, tales como: el desarrollo de
estrategias aplicadas a la biotecnologia y las biociencias, la obtencién de
conocimientos fundamentales sobre enddfito-endofito y los mecanismos de
comunicaciéon enddfito-planta usando los sistemas de co-cultivos acoplados a
herramientas biotecnol6gicas disponibles y emergentes.

16



4. Marco Tebrico

La biodiversidad del planeta es el resultado de la evolucion bioldgica de muchos
afos, siendo ésta la garantia para la preservacion de la vida, ocasionando que
los sistemas biologicos interaccionen entre si, generando dinamismo en la
asociacion entre diferentes especies de organismos (Falcdo et al., 2015). La
biodiversidad de Brasil es una de las mas completas de la tierra; reune cerca del
15-25% de todas las especies vegetales descritas, entre ellas algunas con alta
tasa de endemismo biolégico. Su importancia biofarmacoldgica radica en que se
han obtenido una amplia variedad de metabolitos macromoleculares y
micromoleculares, impulsando el desarrollo de farmacos, cosmeéticos,
agroquimicos y suplementos alimenticios (Joly et al., 2011). Por consiguiente,
existe un especial interés en las plantas, debido a que, al ser organismos con
alta plasticidad fenotipica utilizan una amplia variedad de sustratos (moléculas)
disponibles en su entorno y de esa manera realizar su metabolismo (Berg, 2009).
De igual modo, los microorganismos son responsables de la mayor parte de la
biodiversidad y de las caracteristicas presentes en las plantas; no obstante, la
mayoria de estudios se centran en la manipulacion de la diversidad de plantas y
no en el enfoque de los microorganismos como elementos causales de la
relacion entre la biodiversidad y los ecosistemas (Goncgalves & Diniz, 2008).

4.1 Generalidades especies de Sinningia sp.

El género Sinningia hace parte de la familia pantropical Gesneriaceae que
comprende 150 géneros y 3000 especies, estas plantas han sido utilizadas para
el tratamiento de ciertas enfermedades en el hombre, como son: la fiebre,
espasmos respiratorios, heridas en la piel e inflamaciones (Zaitlin, 2012), existen
pocos estudios de su constitucion quimica, sin embargo, existen algunas
tendencias en el nimero de metabolitos aislados y su aplicacion a la salud, como
los descritos por Verdan & Stefanello (2012) quienes destacan los flavonoides,
terpenos, esteroides, glucosidos fendlicos y quinonas, entre otros.

4.1.1 Sinningia magnifica (SM)

Sinningia magnifica es una especie de planta silvestre y rupicola, es decir, crece
sobre zonas rocosas (gedfita), recibié este nombre por Hans Joachim Wiehler en
1975 (Centro Nacional de Conservacao da Flora [CNCFlora], 2012). Es nativa
de Brasil distribuida a lo largo de la mata atlantica de los estados de S&o Paulo,
Minas Gerais, Rio de Janeiro y Espiritu Santo (Figura 1), crece en ambientes
hamedos cercanos a corrientes de agua en alturas desde 1.000-2.100 msnm,
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presenta un ecotipo en lugares sombrios que se caracteriza principalmente por
el habito pendiente. Formadora de tubérculos globosos adheridos a la superficie
de la raiz, de diametro entre 8-10 cm; su tallo entre 30-100 cm, hojas opuestas,
con inflorescencias de color rojo vivo o naranjas axilares pudiéndose encontrar
entre 2-12 flores en las axilas de las hojas progresivamente. La recoleccién de
sus flores se da de febrero a mayo (Chautems et al., 2003).

Oceano Atiantico

Legenda
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B srepa megneca
Anemnetria
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Figura 1. Mapa de distribucion de S. magnifica en Brasil Fuente: CNCFlora, 2012
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Para los cultivos in vitro de este género se han descrito dos vias, una de ellas es
la regeneracion de los brotes (organogénesis) y la embriogénesis somatica (Park
et al.,, 2012). La primera, pueden inducir brotes o raices (es decir, 6rganos) y
existe el diferenciamiento de células o grupos celulares, esta via comunmente
implica induccion y desarrollo de un brote de tejido de explante, seguido por la
transferencia a un medio de cultivo diferente para la induccion de raiz y
posteriormente el desarrollo vegetal (Park et al., 2012). En tanto, para establecer
las plantas, se requiere manipular un conjunto de factores con el fin de regenerar
la estructura vegetal de forma adecuada, que comprende: los componentes del
medio, explante apropiado y control del ambiente, entre otros (Chae et al., 2012).

4.2 Microorganismos endofiticos

En biologia vegetal se ha adoptado un sistema de clasificacion dependiendo del
tipo localizacion microbiana: endofiticos, epifiticos, rizosféricos, entre otros
(Selosse et al., 2004). Los microorganismos endofiticos (ME) son aquellos que
habitan en el interior de las plantas (tallos, raices y hojas) estableciendo una
relacion simbidtica, sin causar patologias visibles (Hong-thao, Mai-Linh, Hong-
Lien & Hieu, 2016). Kandpal, Jain, Kumar, Tripathi & Kumar T. (2012), aseguran
que se pueden encontrar en la mayoria de todas las especies de plantas
investigadas hasta la fecha, siendo importantes para el desarrollo de la planta
hospedera a través de la interaccion microorganismo-huésped. De modo que,
los ME interaccionan de manera inocua con su hospedero, otorgandoles
beneficios a través de la produccion de sustancias que podrian actuar como
inductores/inhibidores; otras sustancias con funciones en el control biolégico
incluyen (compuestos antimicrobianos, herbicidas y fitohormonas), regulacion
homeostética ante el estrés abiotico y vectores genéticos (Selosse et al., 2004).

4.2.1 Bacterias endofiticas

Son organismos bacterianos que viven en asociacién con plantas, muchas de
estas producen metabolitos secundarios como agentes necesarios para la
absorcion de nutrientes, por ejemplo, los sideroforos involucrados en la
adquisicién de hierro (Brader et al., 2014). Aunque, son las menos estudiadas su
capacidad metabdlica es alta, sin embargo, algunas de las formas bacterianas
endofiticas (BE) mas investigadas son el género Streptomyces sp. aisladas de
una amplia variedad de plantas y potencialmente productoras de antibiéticos,
entre otros productos bioactivos (Brader et al. 2014; Strobel 2003). En un informe
de Sharma et al. (2014) reportan que de 23.000 compuestos bioactivos
secundarios aislados de ME, el 43,5% fueron producidos por actinomicetos
endofiticos y el 33% de estos compuestos se descubrieron en el género
Streptomyces sp. Otros géneros que se han estudiado con mayor frecuencia son
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descritos en la tabla 1, siendo principalmente aislados de plantas alimenticias y
algunas plantas de uso industrial.

Tabla 1. Bacterias endofiticas encontradas en algunas especies vegetales

Planta hospedera Microorganismos endofiticos
Acinetobacter baumannii, Agrobacterium
radiobacter, Bacillus megaterium,
Brevibacterium sp., Clavibacter sp.,
Algodon (Gossypium hirsutum) Kluyvera sp., Listeria innocua, Morganella
sp., Methylobacterium sp., Providencia
alcalifaciens, Rhotia sp., Xanthomonas
sp.
Arroz (Oryza sativa) Azoarcus sp.

Bacillus megaterium, Citrobacter freundii,
Micrococcus sp., Pseudomonas sp.,

Papa (Solanum tuberosum) Xanthomonas sp

Alcaligenes sp., Arthrobacter sp., Bacillus
cereus, Erwinia herbicola, Flavobacterium

Plantas citricas (Citrus sp.) sp.. Serratia liquefaciens

Trigo (Triticum sp.) Pseudomonas fluorescens

(Azevedo 1998; Dibut et al., 2009)

4.2.2 Hongos endofiticos

Los hongos endofiticos (HE) incluyen una amplia variedad de géneros
agrupados en los phylos Ascomycota, Basidiomycota y Zygomycota, los cuales
han sido aislados de diferentes plantas en todo el mundo destacandose por ser
una reserva de la diversidad fangica mundial y a su vez constituyen una fuente
de metabolitos secundarios con amplio potencial metabélico, como se ejemplifica
en la tabla 2. No obstante, la mayoria de los estudios se basan en ecologia,
variabilidad y aplicaciones de los (HE) que se encuentran en asociacién con
madera y el pasto (Costa et al., 2015). No existen investigaciones sélidas sobre
los grupos fungicos endofiticos de plantas provenientes de bosques tropicales,
donde la diversidad floral es mayor (Dibut et al., 2009).
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Tabla 2. Géneros fungicos endofiticos, sus metabolitos secundarios aislados y

posible actividad biolégica

Hongo endofitico/Planta

Metabolito secundario
hospedera

Actividad biolégica

Penicillium sp.

(Trichocomaceae). Glandicolina B60
Endofito de Alcaloide a-carbolinico
Mauritia flexuosa
(Arecaceae).

Aspergillus tamarii
(Trichocomaceae)
Enddfito de
Ficus carica (Moraceae).

Fumitremorgina B.
Alcaloide indolil
dicetopiperazinico.

Pullularia sp. BCC 8613
(Dothioraceae).
Enddfito de
Calophyllum sp.
(Calophyllaceae).

Pulularina A.
Depsipéptido.

Cephalosporium sp. IFB-
E001 (Incertae sedis).

Enddfito de Grafislactona A.
Trachelospermum Benzocromeno policétido.
jasminoides
(Apocynaceae)

E. gomezpompae
(Pleosporaceae). Enddfito
de C. acuminata
(Verbenaceae).
Chaetomium globosum
(Chaetomiaceae).
Endofito de Ginkgo biloba
(Ginkgoaceae)

Preusomerina EG1
Bisnaftoespirocetal

Quetomugilina D.
Isocromano policétido

Cordianhidrido B.
Anhidrido derivado de
acidos grasos.

Dwayaangam colodena
(Orbiliaceae). Endofito de
Picea rubens (Pinaceae).

Antimicrobiano.
Contra Staphylococcus
aureus,
Micrococcus luteus y E.
coli.

Antifangico.
Activo contra los
fitopatégenos
Fusarium graminearum,
Botrytis
cinerea, Phytophthora
capsici,
Phytophthora oryzae.

Antiplasmaédico.
Contra Plasmodium
falciparum K1.
Antiviral. Contra el virus
del herpes simple (HSV-
1).

Antioxidante. Inhibe la
peroxidacion del acido
linoleico.

Antifungico. Contra P.
capsici, P. parasitica, F.
oxysporum y A. solani.

Antifingico. Activo contra
Mucor miehei. Toxico
para Artemia salina

Insecticida. Contra el
lepidoptero
Choristoneura
fumiferana.
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Pestalotiopsis fici

(Amphisphaeriaceae). Antifungico. Contra
Endofito de un arbol no Pestalofona C. Candida albicans,
identificado colectado en Dimero policétido Geotrichum candidumy

Hangzhou, Republica prenilado Aspergillus fumigatus

Popular China.
Antifungico. Contra

Phoma sp. (Incertae Formaxantona A. Phytophthora infestans,
sedis). Endofito de Costus Dimero de xantona Botrytis cinerea,
sp. (Costaceae) policétida Pyricularia oryzae y

Ustilago violacea.

(Sanchez-Fernandez et al., 2013)

4.3 Correlacion microorganismo endofitico-planta

La interaccion microorganismo endofitico-planta puede ser tanto positiva como
negativa. Dependiendo del tipo de asociacidon los dos organismos generan
metabolitos altamente téxicos; en primer lugar, el microorganismo desarrolla
exoenzimas y metabolitos que atacan la planta, por otro lado, la planta genera
defensas (Garcia et al.,, 2015). Entonces, si se establece un antagonismo
equilibrado ambos organismos pueden perdurar, constituyéndose asi algunas de
las siguientes interacciones:

4.3.1 Mutualismo

Es un tipo interaccion entre dos especies que benefician a ambos, su influencia
trasciende los niveles de organizacion biologica donde se piensa que todas las
especies estan involucradas directa o indirectamente en una o mas de estas
interacciones. Los mutualismos son esenciales para la reproduccion y
supervivencia de practicamente todos los organismos, asi como a los ciclos de
nutrientes en los ecosistemas (Powell & Klironomos, 2007).

4.3.2 Simbiosis

En 1878, Heinrich Anton de Bary (1831-1888) definid la simbiosis como un tipo
de mutualismo siendo una interaccion co-dependiente entre dos organismos en
la que todos se benefician. El primer trabajo que involucré la simbiosis entre
plantas y microorganismos lo desarroll6 Pierre Mazé (1868-1947) cuando aislo
las bacterias de los nédulos de leguminosas en el Instituto Pasteur demostrando
gue contribuyen a la adquisicion de nitrogeno del medio en el cual habitan
(Duperron, 2017). Adicionalmente, las plantas proveen a su simbionte con
carbono fotosintético y ésta recibe a cambio un recurso limitante, por ejemplo,
(nutrientes 0 agua) o proteccion contra antagonistas (Powell& Klironomos, 2007).
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4.4 Compuestos Organicos Volatiles (COVSs)

Los compuestos organicos volatiles (COVs) son compuestos de baja masa
molecular, estructuralmente estan constituidos de carbono, polaridad baja y alta
volatilidad (Arrarte et al.,, 2017). Los COVs son generados por todos los
organismos como resultado de su metabolismo, normalmente desempefian roles
importantes en la comunicacion entre organismos, por ejemplo, en las plantas
actian como mecanismo de defensa frente patdgenos, mediando la
comunicacién planta-planta y planta-insectos (Parafati et al., 2016; Materic et al.,
2015). También, estdn relacionados a una gama de microorganismos,
incluyendo bacterias, mohos y levaduras, implicados en las interacciones
microbianas efectuando el llamado “Quorum sensing”, ademas, pueden
presentar actividad antimicrobiana (Morath et al., 2012), Hushna et al. (2013)
destacan a los organismos fungicos por generar una variedad de COVs, los
cuales vienen siendo estudiados con fines biotecnoldgicos.

Técnicas como la microextraccion en fase sélida ayudan en el proceso de
extraccion analitica de los COVs en plantas y organismos fangicos, tales como
los reportados por Batista, Fialho, Marcio & Pedroso (2010), donde predominan
los grupos quimicos de tipo alcohol (etanol, 3-metil-1-butanol, 2-79 metil-1-
butanol, 2-80 feniletanol), ésteres (acetato de etilo, octanoato de etilo) y
aldehidos (2-81 metil-2-hexenal y 2-isopropil-5-metil-2-hexenal), en las plantas
también es desarrollado mediante procesos analiticos para el analisis de
pequefias cantidades de gases, usando normalmente técnicas como
cromatografia de gases y la espectrometria de masas por ionizacién (Materic et
al., 2015). Babikova, Zdenka & Caulfield (2013) especifican compuestos COVs
como el salicilato de metilo, acido jasmonico y éster metilico, los cuales son
importantes para la respuesta de las plantas a otros organismos, en cambio, el
isopreno, monoterpenos, y sesquiterpenos (por ejemplo, isoprenoides,
terpenoides) son relevantes como parte de la quimica de las plantas frente al
cambio climético.

Cabe destacar que, la mayoria de los estudios de evaluacién de compuestos
organicos volatiles en plantas se centra en la asociacién de estas con cepas
antagonistas flngicas, bacterianas y levaduriformes; que en su gran mayoria son
patogenas para los hospederos, tales como los trabajos descritos por (Arrarte et
al., 2017; Francesco et al., 2014; Hernandez-Ledn et al., 2014; Parafati et al.,
2016; Raza et al., 2015). No se reportan estudios de los COVs en plantas, ni
planta-microorganismos asociados a la familia Gesneriaceae, lo cual abre
nuevas perspectivas para su estudio.
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5. Metodologia

5.1 Seleccion de la especie vegetal

Sinningia magnifica (Gesneriaceae) fue colectada en S&o Bento do Sapucai,
estado de S&o Paulo, Brasil. Esta especie fue plantada y cultivada en
invernadero agricola y en cultivos in vitro del DBV-IB-UNICAMP por el grupo de
investigacion del Prof. Dr. Marcos José Salvador para ser utilizadas en los
diferentes proyectos de investigacion. La identificacion botanica fue realizada por
el profesor Jorge Y. Tamashiro (IB-UNICAMP) y un espécimen de referencia se
encuentra depositada en el herbario del IB-UNICAMP.

5.2 Obtencion de las plantulas de S. magnifica

Las plantas de S. magnifica fueron sometidas a estimulacién de produccion de
sus frutos, después de la produccion de los frutos, éstos fueron limpiados y
desinfectados superficialmente para la obtencion de las semillas. Las semillas se
inocularon en el medio de cultivo MS, constituido por disolucion de sales basicas
(Murashige & Skoog, 1962) en agua destilada y desionizada, con adicién de
carbon activado como antioxidante, el pH fue ajustado a 6,0 + 0,1 con solucion
de NaOH 1M, y Phytagel a 0,3% para obtener el medio de cultivo semisdlido.
Las plantulas se mantuvieron a 25 + 2 °C.

5.3 Seleccion de las cepas de microorganismos endofiticos cultivables

Las superficies de las hojas sanas de S. magnifica, (n=5 plantas y de 1 a 2
gramos de hojas por planta) fueron sometidas a asepsia superficial para evitar
contaminantes. Se realizaron cortes en las hojas para estimular el crecimiento
de los microorganismos endofiticos, utilizando medios de cultivo especificos para
la proliferacién de bacterias y hongos. Los cultivos se mantuvieron en oscuridad
a 25°C + 2 durante una semana. Se obtuvieron 14 cepas en total, donde se
estabilizaron en el laboratorio ocho microorganismos (SM2, SM3, SM8, SM9) y
(SM4, SM6, SM24-2, SMHN) correspondientes a bacterias y hongos
filamentosos, respectivamente. El crecimiento de los microorganismos
endofiticos fue monitoreado y las cepas axénicas fueron conservadas en glicerol
30% a temperaturas de -80 °C.

24



5.4 Determinacion de la diversidad de microorganismos endofiticos

5.4.1 Caracterizacion macroscépica y microscopica hongos filamentosos
cultivables

La caracterizacion morfologica se realizd utilizando el proceso clasico para
identificar hongos filamentosos, mediante la combinacién de caracteristicas
micro y macromorfologicas. En la caracterizacion macroscépica la inoculacion
de las cepas fangicas se realizé por una Unica puncion en los medios de cultivo
sélidos SNA, Czapeck, MEA, PDA, Sabouraud-Dextrosa y OA e incubados a 25
°C + 2 durante 7 dias, siguiendo los trabajos realizados por Bensch et al. (2012);
Frisvad & Samson (2004), destacando forma, diametro de crecimiento, color,
pigmentacién en el medio y textura. Para la caracterizacion microscopica fue
utilizado el método de la cinta adhesiva transparente, ademas, se utilizé la
técnica de microcultivo con los medios de cultivo Sabouraud y PDA, las placas
fueron observadas en un microscopio Optico de fluorescencia ZEISS AXIO
IMAGER A1l usando un aumento de 100X.

5.4.2 Caracterizacion macroscépica y microscopica de bacterias cultivables

La caracterizacion morfoldgica de las bacterias endofiticas se realiz6 utilizando
las caracteristicas macro y micro-morfolégicas. En la caracterizacion
macroscopica el procedimiento de analisis consistid en una descripcion de las
caracteristicas morfolégicas (color, tamafio, textura) de las colonias en los
medios de cultivo: Agar Nutritivo (AN), International Project Streptomyces
medium 2 (ISP2) y agar Czapek Dox en condiciones de crecimiento de 25 °C +
2 por 48/72 horas. Mientras que, para la caracterizacion microscépica fue
utilizado el método de tincién de Gram (Stach et al., 2003).

5.4.3 Caracterizacion genética de las cepas de microorganismos endofiticos

Se realiz6 en el laboratorio de biologia molecular del Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Biologicas y Agricolas (CPQBA)-UNICAMP.

5.4.3.1 Extraccion y cuantificacion de ADN gendmico

Las cepas bacterianas y hongos filamentosos, fueron reactivadas en medio Agar
Nutritivo y Sabouraud-Dextrosa, e incubadas a 25°C/ 48 h y 5 dias,
respectivamente. La extraccion de ADN gendmico fue realizada empleando los
protocolos establecidos por Van Soolingen et al. (1991) para las bacterias &
O’Donnell et al. (1997) para hongos. La cuantificacion se hizo mediante la
comparacion del ADNA en gel de agarosa a 1% TBE 1X, sometido a
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electroforesis por 30 min en condicion de 5V/cm. Después de su cuantificacion,
los ADN se mantuvieron a una temperatura de 4°C.

5.4.3.2 Secuenciacion y andlisis filogenético

Fueron amplificados por la técnica de PCR, el gen ARN ribosomal 16S completo
para bacterias y las regiones ITS1 posiciones entre 1761-1779 y ITS4 posiciones
2390-2409 (Bellemain et al., 2010) para hongos filamentosos, utilizando los
primers homologos a sus extremidades conservadas, segun lo descrito por Lane
et al. (1985); White et al. (1990) y Turner et al. (1999) (ver tabla 3).

Tabla 3. Iniciadores utilizados para la reaccién de PCR

Primer Secuencia (5’ — 3’) Concentraciéon Fabricante  Referencia
10f GAGTTTGATCCTGGCTCAG 500 pM Invitrogen (Lane D. J.,
1991)
1100r AGGGTTGCGCTCGTTG 300 pM Sintetizado (Turner et
al., 1999)
1525r AAGGAGGTGATCCAGCC 20 uM Sintetizado  (Lane D. J.,
1991)
1492r TACGGYTACCTTGTTACGACTT 300 pM Sintetizado (Lane D. J.,
1991)
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 20 uMm - (White, et
al., 1990)
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 20 uM -- (White, et
al., 1990)

Posteriormente, los productos de PCR fueron purificados utilizando mini-
columnas (GFX PCR DNA & gel band purification kit, GE Health Care) y
sometidos a secuenciacion en el secuenciador automatico ABI3500XL Series
(Applied Biosystems). Las reacciones de secuenciacion se realizaron con el kit
DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit para MegaBace DNA
Analysis Systems (GE Health Care).

Las secuencias obtenidas fueron procesadas en el programa Bioedit version
7.2.5 Windows (Hall, 1999) para el montaje de los contigs. Las secuencias con
1000 pb o mas fueron sometidas a la comparacion en los bancos de datos
Genbank (http://mww.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) y Ribosomal Data Projetct Il 9.0
(http: //rdp.cme.msu .edu/index.jsp) y EZTaxon (http://www.ezbiocloud.net/). Las
secuencias similares recuperadas de las bases de datos se alinearon en el
programa CLUSTAL W (Thompson et al. 1997), editadas en Bioedit (Hall, 1999).

5.5 Condiciones de crecimiento de los microorganismos endofiticos cultivables

26



Fue evaluado el crecimiento de hongos y bacterias endofiticas, haciendo uso de
diferentes medios cultivo.

5.5.1 Comportamiento de hongos endofiticos en medios de cultivo

Los hongos fueron cultivados en agar Sabouraud-Dextrosa a 25 °C + 2 durante
7 dias. A partir de las colonias se prepararon suspensiones de esporas en
solucién NT a una concentracion de 1x10° esporas/mL; de cada suspension de
esporas fue tomado 10 pL y afiadidos en microtubos de 1,5 mL conteniendo 990
uL de los medios de cultivo liquido MS y caldo Sabouraud-Dextrosa, obteniendo
asi una concentracion final de 1x103esporas/mL. Las condiciones de crecimiento
fueron de 25 °C + 2 durante /15 dias, datos tomados por duplicado. A lo largo del
tiempo, se llevaron a cabo etapas de centrifugacion y lavados con agua
destilada, separando el medio liquido. Posteriormente, la biomasa fue secada
aproximadamente a 65 °C + 2 por 24h, luego, se peso6 en una balanza analitica,
realizando los analisis correspondientes (Hernandez-Tasco, 2016).

5.5.2. Comportamiento de bacterias endofiticas en medios de cultivo

Las bacterias se cultivaron en agar nutritivo a 25 °C + 2 por 48-72 horas, las
colonias fueron utilizadas para preparar una suspension a 60 UNT
(aproximadamente 1,5x108 o 0,5 escala Macfarland) en solucién salina al 0,9%,
haciendo uso del turbidimetro Martini Instruments Mi 415. Las condiciones de
crecimiento fueron de 25 °C £ 2 en los medios liquidos ISP2 y MS, por triplicado.
A lo largo del tiempo, la concentracion de bacterias fue medida por absorbancia
con lectura a 620 nm, durante 60 horas en intervalos de 1 hora, utilizando el
lector de microplacas BioTek Synergy 2 (Hernandez-Tasco, 2016).

5.6. Co-cultivos entre microorganismos endofiticos cultivables y plantulas de S.
magnifica

Se realiz6 un disefio experimental de los microorganismos endofiticos con las
plantas de S. magnifica (ver anexo 2). El andlisis de los compuestos organicos
volatiles (COVs) por co-cultivos entre los microorganismos endofiticos
cultivables y las plantulas fueron realizados empleando la metodologia descrita
por Smedsgaard (1997), con modificaciones. Para ello, se emplearon las
condiciones de cultivo utilizadas para el cultivo de las plantulas in vitro en el
medio MS y los microorganismos endofiticos que se aislaron de S. magnifica.
Los co-cultivos se realizaron inoculando 250 ul de suspensiones finales de
bacterias (1x10* bacterias/ml), hongos (1x103% esporas/ml), mezcla (mix)
bacteria-hongo, segun el caso, sobre los tejidos foliares de las plantas, las cuales
fueron incubadas y evaluadas a 25°C + 2 por 15 dias.
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5.7. Analisis de COVs en los co-cultivos por Cromatografia de gases desorcion
térmica, acoplada a espectrometria de masas (TD-CG/MS)

Para evaluar el efecto en la modulacion en el perfil quimico de los metabolitos
secundarios en los co-cultivos, se utilizd la técnica de cromatografia de gases
desorcion térmica acoplada a espectrometria de masas (TD-GC/MS), siguiendo
la metodologia descrita por Materic et al. (2015) con modificaciones se
determinaron las condiciones cromatograficas. Para el espectrometro de masas
se siguieron los siguientes parametros: temperatura fuente lon: 280°C;
temperatura interface: 280°C; rango de masas: 40-1000 m/z. En cromatografia
fueron las siguientes: presion: 11,1 Kpa; flujo total: 2,3 mL/min; flujo columna:
1,58 mL/min; velocidad linear: 45,0 cm/sec, seguidamente en la tabla 4 se
describen las condiciones térmicas y los tiempos usadas en la cromatografia.

Las muestras fueron sometidas a la técnica de micro-extraccion en fase soélida
haciendo uso de una columna capilar Supelco SPME Fiber Holder, bajo la
temperatura 30°C/20 min (bafio maria). Pasado el tiempo de extraccion, la
columna se inyecto al GC/MS para efectuar la cromatografia, por un periodo total
de 30 minutos.

Tabla 4. Condiciones cromatograficas para analisis en GC/MS.

Temperatura Final Tiempo de Retencién
Rate
(°C) (min)
0 - 30.0 2.50
1 15.00 150.0 5.00
2 11.00 250.0 5.00

5.8 Obtencion de extractos a partir de los co-cultivos

Para la obtencion de los extractos brutos, los tejidos foliares de las plantas
provenientes de los co-cultivos se maceraron con metanol y expuestos por 30
minutos en ultrasonido, posteriormente, se filtré y se llevd a secado por 65°C/30
minutos (Hernandez-Tasco, 2016).
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5.9 Ensayos para evaluar la actividad antioxidante y antimicrobiana a partir de
los extractos de los co-cultivos

5.9.1 Ensayo para la determinacién de la actividad antioxidante por ORAC-FL

La capacidad antioxidante de los extractos fue medida utilizando el ensayo
ORAC-FL con fluoresceina como sonda fluorescente y AAPH (2,2'-Azobis (2-
amidiopropane) dihydrochloride) como fuente de radical libre (Prior et al., 2003;
Wu et al., 2004). Los analisis se llevaron a cabo siguiendo la metodologia
descrita por Salvador et al. (2006). Se prepararon soluciones stock de los
extractos (1 mg/mL) en buffer fosfato/DMSO (99:1, v/v) y diluidas 100, 500, 1000,
5000 y 10.000 veces con buffer fosfato. Se utilizé Trolox (sustancia de referencia
(6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico)-analogo de la vitamina E)
como patrén y fue analizado en concentraciones de 12,5; 25; 50; 100 y 200 pM.
La lectura se realiz6 con ayuda de un filtro fluorescente (excitacion A= 485 nmy
emision A=528 nm) en un lector de microplacas BioTek Synergy 2. La cinética de
la reaccidon fue monitoreada cada 2 minutos durante un tiempo de 70 minutos
(temperatura 37°C). Los resultados se expresaron en pmol de Trolox equivalente
(TE) por gramo de extracto o fraccion en base seca (umol de TE/g) (Hernandez-
Tasco, 2016).

5.9.2 Determinacioén de la actividad antimicrobiana mediante el método de
microdilucion

La determinacion de la actividad antibacteriana se llevo a cabo frente a bacterias
(gram-positivas y gram-negativas) y levaduras. Se utilizaron las siguientes
cepas, gram-negativas: Escherichia coli ATCC 35218, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Salmonella entérica-Typhimurium cepa de la coleccién del
laboratorio de microbiologia de la facultad de ciencias farmacéuticas de la
universidad de S&ao Paulo, sede Riberédo Preto (FCFRP/USP), gram positivas:
Staphylococcus aureus ATCC 14458, Kocuria rhizophila ATCC 9341,
Enterococcus faecalis ATCC 51299. Las bacterias fueron incubadas a 37°C
durante 24 horas en Agar Muller Hinton (Difco)-MHb. Para determinar la actividad
antifangica frente a levaduras, se utilizaron las siguientes cepas: Candida
albicans ATCC 10321 y Candida parapsilosis ATCC 22019; cultivadas a 37 £2°C
durante 24 horas en agar Sabouraud-Dextrosa. Todas las cepas fueron
mantenidas como cultivos puros en el laboratorio de Fisiologia Vegetal
BV/IB/JUNICAMP del grupo de investigacion del profesor Dr. Marcos José
Salvador.

El ensayo antimicrobiano se llevé a cabo de acuerdo a la metodologia descrita
por la ANVISA (2008). En cada pozo se agregaron 100 pL de medio de cultivo
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liquido Mdller Hinton (Difco)-MHb + 10 pL de indculo bacteriano (1,5x108
bacterias/mL, diluido en 1/20) y 100 uL de la solucion de los extractos brutos
previamente preparadas (2mg de extracto bruto + 50 uL de propilenglicol + 950
de agua destilada estéril), concentracion final de 1mg/mL de extracto bruto. Para
las levaduras en cada pozo se agregaron 100 yL de medio de cultivo liquido
RPMI mezcladas con el indculo (1x10° células/mL, diluido en 1/70, usando el
medio de cultivo liquido para la dilucidon) y 100 pL de la solucion de los extractos
brutos previamente preparadas (misma soluciébn usadas en el ensayo
bacteriano). Se us6 como control positivo para las bacterias, cloranfenicol (1
mg/mL) y para las levaduras fluconazol (Img/mL) y como control negativo
propilenglicol estéril y agua destilada estéril (0.5:9.5 v/v). Posteriormente, las
placas se llevaron a incubacion a 37 £2°C/24 horas para las bacterias y 37
+2°C/48 horas para las levaduras. Para comprobar la inhibicion del crecimiento
microbiano, se adicioné a cada pozo 10uL de solucion de bromuro 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) (MTT) el cual permite determinar la
actividad respiratoria asociada a una cadena transportadora de electrones ya
gue en su forma reducida da lugar a un complejo de color morado (Okeke et al.,
2001). Las placas fueron incubadas a 37+2°C por 2-4 horas y se realizd una
lectura en espectrofotometro a 620 nm (bacterias) y 570 nm (levaduras) con el
fin de corroborar los datos cuantitativamente en términos de absorbancia (Okeke
et al., 2001; Salvador et al., 2002; 2003; Hernandez-Tasco, 2016).

6. Analisis estadistico

Para cada uno de los experimentos se utilizara el test estadistico mas adecuado
(ANOVA, Wilcoxon, prueba de Tukey, prueba t de Student, entre otros) y / o
métodos quimiométricos (analisis de agrupamiento por similitud y componentes
principales). Los resultados deberan presentarse como media, desviacion
estandar y (coeficiente de variacion, %CV).
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7. Cronograma de Actividades

El proyecto presentado deberd ser completado en 4 meses (Tabla 5). Las
revisiones bibliograficas con base a este proyecto de investigacion se efectuaran
durante todo el periodo. También, se destacan actividades extracurriculares
desarrolladas por el autor.

Tabla 5. Cronograma de actividades estipuladas en la ejecucion del proyecto de
investigacion

Actividad Septiembre | Octubre | Noviembre

Revisién
bibliografica

Activacion de
cepasy
caracterizacion
de los
microorganismos
endofiticos

Determinacion
de condiciones
de crecimiento
de las cepas
endofiticas

Co-cultivos y
andlisis
cromatograficos

Evaluacion de
las actividades
antioxidante y
antimicrobiana

Cursar
disciplinas,
participacion de
eventos
cientificos y
sustentacion del
trabajo de grado.

31




8. Resultados

Este trabajo aborda diferentes temas: diversidad microbiana, co-cultivos y
analisis quimico. De modo que, se realiz6 un estudio interdisciplinario, que busca
entender el grado de interaccion endofitica entre los microorganismos cultivables
asociados a S. magnifica y la planta, con el propésito de investigar el potencial
metabolico para encontrar sustancias bioactivas. Los resultados obtenidos se
describen, a continuacion:

8.1 Caracterizacion fenotipica y genotipica de los microorganismos endofiticos
aislados

Para la caracterizacion macroscopica se describen caracteristicas como: color
(anverso y reverso), tamafo, forma, textura, produccion de exudados y/o
produccidon de exopigmentos, entre otras caracteristicas. Mientras que, las
caracteristicas microscopicas describen el conidioforo, coloracion de las hifas,
presencia o ausencia de septos, posicion de las conidias o esporas. Por ultimo,
los analisis genéticos describen el grado de relacién de la cepa en estudio con
los resultados obtenidos en las bases de datos.

8.1.1 Hongos filamentosos

Las cepas SM4, SM6, SM24-2 y SMHN correspondientes a hongos mostraron
los siguientes resultados:

La cepa SM4 presenta tonalidades verdes-amarillas y grises-blancas en el
anverso, mientras que en el reverso las coloraciones son aquellas de tipo
marrén-negro (Ver Figura 3). En cada uno de los medios de cultivo los diametros
de las colonias no sobrepasan los 25 mm, a excepcién en el medio OA donde
alcanz6 32 mm. Asimismo, las colonias son circulares, margen entero, con
textura algodonosa, y aterciopelada en los medios PDA y Sabouraud-Dextrosa.
Las micro morfologias obtenidas mostraron conidiéforos con superficie rugosa,
hialina a pigmentada, hifas septadas, triverticiliada, fidlides cilindricas cortas y
conidias elipsoides o cilindricas en cadena corta, algunas con forma de escudo
debido a las cicatrices coronales de union entre ellos (ver Figura 7-A). Por otra
parte, el andlisis genético de la secuencia de las regiones ITS1 e ITS4 (553 pb)
del hongo endofitico SM4, indica que corresponde al género Cladosporium sp,
siendo posiblemente algunas de las siguientes especies: C. tenuissimum y/o C.
cladosporioides con un porcentaje de identidad y similaridad de un 100%.
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Figura 3. Macro morfologia del hongo endofitico SM4 en diferentes medios de
cultivo. A. SNA, B. Czapeck, C. MEA, D. PDA, E. Sabouraud-Dextrosa, F. OA.
Tamafo de barra 5 mm. Anverso (Anv), Reverso (Rev).

La cepa SM6 al igual que la cepa SM4, presentan similitudes morfolégicas con
algunas variaciones, esto se puede observar en la Figura 4, en la mayoria de los
medios presenta coloracion verde-amarillo en el anverso y marrén en el reservo.
Las colonias tienen un diametro entre 17-23 mm, siendo de tipo circulares,
filamentosas e irregulares, ademas, presentan algunas elevaciones de tipo
Umbonado. Las micro morfologias obtenidas mostraron conidi6foros laterales y
terminales, hifas septadas irregulares y pigmentadas, fialides cilindricas largas y
conidias ovaladas en cadena (ver Figura 7-B). La base de datos, a partir de la
secuencia de las regiones ITS1 e ITS4 (555 pb) indica que corresponde al género
Cladosporium sp., especificamente a las especies C. halotolerans y/o C.
sphaerospermum con identidades y similaridad del 99%.

Vi -

Figura 4. Macro morfologia del hongo endofitico SM6 en diferentes medios de
cultivo. A. SNA, B. Czapeck, C. MEA, D. PDA, E. Sabouraud-Dextrosa, F. OA.
Tamafno de barra 5 mm. Anverso (Anv), Reverso (Rev).
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La cepa SM24-2 en los medios de cultivo presenta tonalidades negras-marron
tanto en el anverso y reverso, no obstante, en el medio Sabouraud-Dextrosa se
observaron coloraciones grises y blancas, ademas, de la produccién de
exopigmentacion en el medio amarillo-anaranjado. Las colonias se destacan por
ser filamentosas y planas, con didmetros entre 40-55 mm como se evidencia en
la Figura 5. Micro morfoldgicamente, las colonias mostraron conidioforos
geniculados soportados por hifas septadas dematiaceas pigmentadas, presenta
conidias curvadas, con 3 a 4 septos transversales (ver Figura 7-C), los resultados
genotipicos utilizando la secuencia de las regiones ITS (521 pb), indican que la
cepa en mencion corresponde a alguno de los siguientes géneros: Curvularia
sp., Cochliobolus sp. y Articulospora sp., todas con identidades del 99%.

\§

¢ ’ ﬂ Rev. R
Figura 5. Macro morfologia del hongo endofitico SM24-2 en diferentes medios
de cultivo. A. SNA, B. Czapeck, C. MEA, D. Sabouraud-Dextrosa, E. OA. Tamafio
de barra 5 mm. Anverso (Anv), Reverso (Rev).

Por otra parte, la cepa SMHN, en todos los medios de cultivo se caracteriza por
crecer con coloraciones negras tanto en el anverso como en el reverso, las
colonias son cremosas, con elevaciones, asimismo, es de crecimiento lento
alcanzando diametros de 5 mm (ver Figura 6). Microscépicamente, se presentan
como conidios unicelulares de color marrén con centro caracteristico de color
oscuro, pudiéndose producir brotes, (ver Figura 7-D), cabe resaltar que, este
microorganismo es de tipo dimérfico. El analisis genético de las regiones ITS
utilizando (549 pb), demostré que corresponde al género Hortaea sp., con una
identidad y similitud del 99%.
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Figura 6. Macro morfologia del hongo endofitico SMHN en diferentes medios de
cultivo. A. Czapeck, B. MEA, C. PDA, D. Sabouraud-Dextrosa. Tamafio de barra

5 mm. Anverso (Anv), Reverso (Rev).
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Figura 7. Micro morfologias cepas de hongos filamentosos endofiticos aislados
a partir de S. magnifica, A. SM4, B. SM6, C. SM24-2, D. SMHN. Tamafio de barra
de 10 pm.
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8.1.2 Bacterias

Las cepas SM2, SM3, SM8 y SM9 correspondientes a bacterias mostraron los
siguientes resultados:

La cepa SM2, presenta colonias puntiformes rojas a rosadas (dependiendo del
medio de cultivo), circulares, margen entera y cremosas (ver Figura 8 A-C),
microscopicamente se evidenciaron bacilos alargados con extremos
puntiformes, aparentemente no existe diferenciacion de coloracion, sin embargo,
después de realizar la técnica de hidroxido de potasio (KOH 10%) confirmé
bacilos grampositivos (ver figura 9-A). Después de realizar el analisis genotipico,
el resultado obtenido de la comparacion del gen parcial (1021 pb) para la bacteria
SM2 con la base de datos, mostraron que esta cepa pertenece al género
Methylobacterium sp., posiblemente las especies M. aquaticum, M. indicum y M.
platani, con identidades del 91%.

Asimismo, la cepa SM3 posee caracteristicas muy cercanas a la cepa SM2,
presentando colonias puntiformes de color rosado palido, circulares, margen
entera, planas y cremosas (ver Figura 8 D-F), microscépicamente se observaron
bacilos alargados gramnegativos (ver Figura 9-B); el andlisis genético (994 pb)
confirmé que corresponde al género Methylobacterium sp., siendo
especificamente Methylobacterium adhaesivum y M. goesingense con
identidades del 97% para ambos acervos.

En tanto, la cepa SM8 presenta colonias blancas a beige (dependiendo del medio
de cultivo), brillantes, circulares, tamafio mediano, margen entera, convexas y
textura cremosa (ver Figura 8 G-I). En la microscopia, se observaron bacilos
cortos gram-negativos (ver Figura 9-C). El analisis genético del gen RNA 16S
(1119 pb) sugiere que esta cepa pertenece al género Stenotrophomonas sp.,
siendo especificamente Stenotrophomonas maltophilia, con identidad del 89%.

Por dltimo, la cepa SM9 muestra colonias anaranjadas rugosas en medio agar
nutritivo, amarillas (ISP2) y beige (Czapeck Dox), circulares, tamafio grande,
brillantes, convexas, margen entero y textura viscosa que varia dependiendo del
medio (ver Figura 8 J-L). Microscépicamente, presentan bacilos cortos
gramnegativos (ver figura 9-D).
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Medio Agar Nutritivo Medio ISP2 Medio Czapek Dox

Figura 8. Macro morfologia de las cepas bacterianas endofiticas en diferentes
medios de cultivo. A-C. Cepa SM2; D-F. Cepa SM3; G-I. Cepa SM8; J-L. Cepa
SM9. Tamafio de barra 5 mm.
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Figura 9. Micro morfologias cepas bacterianas endofiticas aisladas a partir de S.
magnifica, A. SM2, B. SM3, C. SM8, D. SM9. Tamairio de barra de 10 um.

8.2 Condiciones de crecimiento de los microorganismos endofiticos cultivables

8.2.1 Comportamiento de Hongos Filamentosos

El comportamiento del crecimiento de las cepas fungicas endofiticas cultivables
(SM4, SM6, SM24-2, SMHN) fue realizada analizando la biomasa generada en
un periodo de 15 dias. El crecimiento es representado en peso seco (mg) en
funcion del tiempo en (dias), como se evidencia en las graficas 1 (medio liquido
MS) y grafica 2 (caldo Sabouraud-Dextrosa). La cantidad de inéculo inicial fue
de 10 pL a una concentracién de 1,0x10° esporas/mL de las cepas mencionadas
anteriormente, en 990 uL de los medios de cultivo liquido MS y caldo Sabouraud-
Dextrosa; los resultados obtenidos se expresan como la media (X) de dos
replicas realizadas (ver anexo 4).
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Gréfica 1. Curva de crecimiento de las cepas fungicas endofiticas en medio de
cultivo liquido MS.
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Grafica 2. Curva de crecimiento de las cepas fungicas endofiticas en medio de
cultivo caldo Sabouraud-Dextrosa.

Las cuatro cepas, mostraron crecimiento acelerado y desacelerado en ambos
medios de cultivo, siendo la cepa SM6 y SM24-2 aquellas que presentan las
mayores variaciones en términos de biomasa (mg) en los medios liquidos MS y
caldo Sabouraud-Dextrosa, respectivamente. Los datos cuantitativos donde se
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alcanzan los puntos maximos de crecimiento son mostrados en el anexo 4.
Siendo mas representativa la cepa SM6 en el medio liquido MS, que alcanza su
punto maximo en el dia 10 con 2,64 mg en peso seco. De igual forma, en la
gréfica 2 se evidencia las variaciones en el crecimiento de las cuatro cepas en
medio liguido Sabouraud-Dextrosa, la cepa SM24-2 es la mas representativa
teniendo un punto maximo de crecimiento en el dia 5 con 2,8 mg en peso seco.

8.2.2 Comportamiento Bacteriano

Los resultados obtenidos del crecimiento bacteriano de las cepas SM2, SM3,
SM8 y SM9, se expresan como los valores de Absorbancia (625nm) en funcion
del tiempo en (horas). En la gréfica 3A, se muestra en forma general las curvas
de crecimiento de las cepas en medio liquido ISP2, se puede observar que las
cepas SM8 y SM9 presentan comportamientos similares, cuya diferencia
principal radica en la cantidad de biomasa. El comportamiento de cepas SM2 y
SM3 se muestra con mayor detalle en la grafica 3B, el crecimiento de ambas
cepas es similar en términos de comportamiento cinético en las 60 horas totales
del experimento.

En tanto, los resultados del crecimiento bacteriano en el medio liquido MS son
evidenciados en la grafica 4. La gréafica 4A proporciona una visién general de las
curvas de crecimiento de las cepas SM2, SM3, SM8 y SM9. La cepa SM9 fue la
mas representativa alcanzando el mayor crecimiento exponencial a partir de las
10 horas, asimismo, la cepa SM3 alcanza su fase exponencial después de las
40 horas. En la grafica 4B, se muestra con mayor detalle las diferencias en los
valores de absorbancia alcanzados por las cepas SM2, SM8 y SM9,
particularmente, las cepas SM8 y SM9 muestran comportamientos similares, no
obstante, la cepa SM2 se mantiene en fase de latencia a través del tiempo.
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Gréfica 3. Curva de crecimiento de cepas bacterianas endofiticas en medio de
cultivo ISP2. A. Grafica en general SM2, SM3, SM8 y SM9; B. Ampliacion de la
gréfica SM2 y SM3.
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Grafica 4. Curva de crecimiento de cepas bacterianas endofiticas en medio de
cultivo ISP2. A. Grafica en general SM2, SM3, SM8 y SM9; B. Ampliacién de la
grafica SM2, SM8 y SM9.

8.3 Analisis de compuestos organicos volatiles (COVSs)

Para evidenciar el grado de influencia de los microorganismos endofitos
cultivables frente a S. magnifica se utilizaron métodos quimicos indirectos, los
COVs son medidos por CG/MS y aportan informacién quimica de las variaciones
internas en las plantulas, efectuadas por los microorganismos. En las figuras 10,
11, 12 y 13 se presentan los perfiles cromatograficos por cromatografia gaseosa
de las plantulas de S. magnifica (in vitro, in natura) y las inoculadas con las cepas
de microorganismos endofiticos (ver Anexo 2). Las graficas se encuentran
divididas, siendo la parte A, el cromatograma general desde el minuto 1 hasta el
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minuto 30. By C, corresponden a ampliaciones de los cromatogramas desde 10-
20 minutos y 20-30 minutos, respectivamente.

En la figura 10, se evidencia un andlisis comparativo de los perfiles
cromatograficos por cromatografia gaseosa de los COVs a patrtir de las plantas
control, donde se puede observar que los picos siguen un patron repetitivo sin
variaciones importantes, solo existen variaciones entre ellos en términos de
intensidad. En la figura 11, se muestra el analisis comparativo de las plantulas
inoculadas con las cepas de microorganismos endofiticos cultivables, donde no
se evidencian diferencias apreciables entre los diferentes tratamientos, sin
embargo, se aprecian algunas divergencias en los picos ubicados en los tiempos
de retencion entre 20-30 minutos (ver Figura 11C), para la cepa SM2 en el (RT:
25.650), cepa SM6 (RT: 22.550; 22.917; 23.200; 23.400; 23.386; 26.850, 27.108
y 28.067, cepa SMHN (RT: 26.225) (ver Anexo 7 Perfil de fragmentacion).
Asimismo, en la figura 12 se presentan las diferencias entre los cromatogramas
provenientes de los compuestos organicos volatiles de la planta in vitro y de la
planta inoculada con todos los microorganismos (MIX), se evidencian
variaciones para la planta en los tiempos de retencion (RT: 26.608 y 28.433) y
planta inoculada con todos los microorganismos (MIX) en los tiempos (RT:
26.367; 28.850) (ver Anexo 7, Perfil de fragmentacién), es importante resaltar la
variabilidad de la intensidad entre ambos perfiles cromatograficos, siendo mayor
en la planta in vitro.

Por ultimo, en la figura 13 se esquematizan los cromatogramas comparativos de
los compuestos organicos volatiles de las plantas en campo (in natura), donde
se puede apreciar que no existen diferencias en los perfiles cromatograficos.

8.4 Obtenciodn de los extractos brutos a partir de las hojas de S. magnifica

Los extractos brutos obtenidos por reduccion de particulas y maceracion de los
tejidos foliares de las plantas provenientes de los co-cultivos e in natura son
descritos en la tabla 6, los rendimientos son expresados a partir de la cantidad
de extracto seco (mg) en relacion a la cantidad de biomasa (mg) inicial,
multiplicado por cien. En azul, se expresan aquellos porcentajes superiores a
5%, siendo 6ptimos en los extractos brutos provenientes de la combinacién
entre: Planta + SM2+SM8, Planta + SM2+SM24-2, Planta + SM4+SMHN,
Plantat+ SM8+SM3, Planta + SM8+SMHN, Planta T2 y Plantula P1.
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Tabla 6. Rendimiento en masa de los extractos brutos de las plantas de S.
magnifica: in vitro, campo e inoculadas con los microorganismos endofiticos
cultivables.

Bo: ARendimiento Rendimiento
Biomasa

Extractos brutos (M) extracto bruto (A/B) *100
(mg) (%)
Planta + SM2 *736 22,4 3,04
Planta + SM3 4549 20.1 4,41
Planta + SM4 516,9 11,3 2,18
Planta + SM6 619,7 22,2 3,58
Planta + SM8 630,0 23,7 3,76
Planta + SM9 102,0 2,2 2,15
Planta + SM24-2 452,3 14,5 3,20
Planta + SMHN 710,1 34,2 4,81
Planta + SM2+SM3 272,0 11,3 4,15
Planta + SM2+SM4 336,3 16,6 4,93
Planta + SM2+SM8 413,9 32,4 7,82
Planta + SM2+SM24-2 2375 12 5,05
Planta + SM2+SMHN 793,0 13,9 1,75
Planta + SM3+SM4 195,8 8,8 4,49
Planta + SM3+SM6 211,0 10,3 4,88
Planta + SM3+SM24-2 147,0 5,6 3,80
Planta + SM3+SMHN 250,5 20,8 8,30
Planta + SM4+SM6 147,65 54 3,65
Planta + SM4+SM8 118,4 2,3 1,94
Planta + SM4+SM9 102 2,3 2,25
Planta + SM4+SM24-2 176,3 7,7 4,36
Planta + SM4+SMHN 152,0 7,6 5,00
Planta + SM6+SM2 388,0 13 3,35
Planta + SM6+SM8 232,6 3,7 1,59
Planta + SM6+SM9 311,8 11 3,52
Planta + SM6+SM24-2 226,8 10,7 4,71
Planta + SM6+SMHN 517,3 20,3 3,92
Planta + SM8+SM3 255,1 24,2 9,48
Planta + SM8+SM9 274,9 7,6 2,76
Planta + SM8+SM24-2 618,3 10,2 1,64
Planta + SM8+SMHN 252,1 25,9 10,2
Planta + SM9+SM2 594,2 16,4 2,76
Planta + SM9+SM3 435,4 13,2 3,03
Planta + SM9+SM24-2 280,5 4,3 1,53
Planta + SM9+SMHN 635,5 29,6 4,65
Planta + SMHN+SM24-2 241,0 10,2 4,23
Planta + SM2 + SM3 + SM4 + SM6 + 2227 5,2 2,33
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SM8 + SM9 + SM24-2 + SMHN (MIX)

Planta in vitro 470,8 17,5 3,71
Planta + diluyente 165 55 3,33
Planta T2 2328,1 128 5,49
Plantula P1 1679 128,5 7,65

*Los resultados se expresan como la media de 3 réplicas; A. Rendimiento extracto seco
bruto (mg), B. Biomasa humeda (mg) de los tejidos foliares de S. magnifica,
provenientes de los co-cultivos y plantas in natura.

8.4 Resultados pruebas de actividad biologica

Los resultados presentados en la actividad bioldgica referentes a los extractos
brutos metandlicos de las plantas S. magnifica, planta en campo y plantas
provenientes de los co-cultivos. Fueron testeadas en dos tipos de ensayos
biolégicos: el ensayo ORAC-FL para (actividad antioxidante) y ensayo de la
técnica por microdilucion (actividad antimicrobiana).

8.4.1 Actividad antioxidante

La determinacion de la actividad antioxidante por el método ORAC-FL, emplea
andlisis de cinética quimica, basado en mecanismos de transferencia de atomos
de hidrégeno, que utiliza la fluoresceina como sonda fluorescente, ademas de
utilizar una fuente radical biolégicamente el AAPH. En la tabla 7, se muestran los
resultados de la actividad antioxidante de los extractos brutos metandlicos, en
azul se destacan aquellos valores cuya capacidad antioxidante es >3000 pmol
TE/g de extracto.

45



4,0(x200,000)

1 A. B.
3.0 “

2.0}

1.0

R IR PO S S
s ! L
W el I R SO
i ‘ 22‘.5 25‘.0 27‘.5
(¢100,000)
B. |

| |
30+ |
20-
10

\
12.0 13.0 14.0 15.0 16.0 17.0 18.0 19.0

Medio MS; Planta in vitro; Planta + Solucién NT; Planta + Solucién Salina

Figura 10. Cromatograma comparativo de los compuestos organicos volatiles de las plantas control. A. Perfil Cromatografico
general; B. Ampliacion del cromatograma.
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Figura 11. Cromatograma comparativo de los compuestos organicos volatiles de las plantas inoculadas con los
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Figura 12. Cromatograma comparativo de los compuestos organicos volatiles de la planta in vitro y de la planta inoculada con
todos los microorganismos (MIX). A. Perfil Cromatografico general; B. Ampliacion del cromatograma (minuto 10 al 20); C.
Ampliacién del cromatograma (minuto 20 al 30).
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Planta SM T3; Planta SM P2; Planta SM P1; Planta SM T2; Planta SM

Figura 13. Cromatograma comparativo de los compuestos organicos volatiles de las plantas de campo. A. Perfil Cromatografico
general; B. Ampliacion del cromatograma (minuto 10 al 20); C. Ampliacion del cromatograma (minuto 20 al 30).
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Tabla 7. Resultados de la actividad antioxidante por el ensayo ORAC-FL de los
extractos brutos de las plantas de S. magnifica: in vitro, campo e inoculadas con
los microorganismos endofiticos cultivables.

Extractos brutos pmol de TE/g de extracto  *S  CV (%)
Planta + SM2 126,6 23,6 18,6
Planta + SM3 2330,9 84,1 3,61
Planta + SM4 304,0 56,9 18,72
Planta + SM6 2599,6 104,9 4,03
Planta + SM8 2335,4 234,6 10,05
Planta + SM9 2105,7 34,8 1,65

Planta + SM24-2 6046 28,81 0,47

Planta + SMHN 811,0 79,1 9,75
Planta + SM2+SM3 2788,9 89,6 3,21
Planta + SM2+SM4 1310,7 126,5 9,65
Planta + SM2+SM8 2473,5 1875 7,58

Planta + SM2+SM24-2 2822,2 3449 12,22
Planta + SM2+SMHN 333,3 126,4 37,97
Planta + SM3+SM4 3127,3 261,12 8,35
Planta + SM3+SM6 3309,9 82,6 2,5
Planta + SM3+SM24-2 1169,8 120,3 10,28
Planta + SM3+SMHN 918,4 164,8 17,94
Planta + SM4+SM6 2757,7 113,7 4,12
Planta + SM4+SM8 2906,8 112 3,85
Planta + SM4+SM9 282 118,7 42,09
Planta + SM4+SM24-2 3074,3 70,7 2,3
Planta + SM4+SMHN 245,3 81,0 33
Planta + SM6+SM2 2918,6 439,4 15,06
Planta + SM6+SM8 2245,7 95,4 4,25
Planta + SM6+SM9 3098 24,4 0,79
Planta + SM6+SM24-2 3644,6 147,1 4,04
Planta + SM6+SMHN 3727,4 54,8 1,47
Planta + SM8+SM3 997,1 137,6 13,8
Planta + SM8+SM9 2155,9 118,8 5,51
Planta + SM8+SM24-2 1327,8 1854 13,96
Planta + SM8+SMHN 2393,2 85,6 3,58
Planta + SM9+SM2 2281,8 188,8 8,27
Planta + SM9+SM3 2752,3 131,7 4,79
Planta + SM9+SM24-2 2555,6 55,3 2,16
Planta + SM9+SMHN 2060,7 61,9 3,01
Planta + SMHN+SM24-2 1354,4 1136 8,39

Planta + SM2 + SM3 + SM4 + SM6 +

SM8 + SM9 + SM24-2 + SMHN 19355 66,7 3,45
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Planta in vitro 2015,2 41,4 2,05

Planta + diluyente 2257,7 61,5 2,72
Planta T2 4697,2 341,8 7,28
Plantula P1 6153,8 89,5 1,45

*S= desviacion estandar. Los resultados del ensayo ORAC-FL estan expresados en
micromol de trolox equivalente por gramo de extracto en base seca. Los datos son
presentados como la media de los valores y el coeficiente de variacion (CV) en
porcentaje. los ensayos fueron analizados por triplicado.

8.4.2 Actividad Antimicrobiana

El screening de la actividad antimicrobiana de los extractos brutos metandlicos,
fue evaluada por el método antimicrobiano de microdilucién a una concentracion
de 1mg/mL. Los resultados mostraron reducciones en biomasa expresadas
como unidades indirectas de Absorbancia (Abs) como se evidencia en la Tabla
8, para las bacterias grampositivas (S. aureus, E. faecalis y K. rhizophila), hubo
reducciones considerables principalmente para S. aureus, a partir de los
extractos provenientes de las combinaciones planta+ SM4+SM9, planta+
SM3+SM24-2, planta+ SM6+SM8, en tanto, frente a E. faecalis y K. rhizophila,
los extractos provenientes entre planta+tSM3 y planta+SM4+SMHN,
respectivamente.

En el caso de las bacterias gramnegativas (E. coli, Salmonella entérica-
Typhimurium, P. aeruginosa), los valores de reduccién en términos de
absorbancia fueron minimos, destacando los extractos provenientes de las
combinaciones plantat SM4+SM9 y planta+ SM2+SMHN frente a E. coli y S.
enterica-Typhimurium, respectivamente. Para Pseudomonas aeruginosa no se
presentaron valores significativos de reduccion.

Por ultimo, los mejores valores de reduccion se evidencian en las cepas de
levaduras, principalmente frente a Candida albicans ATCC 1023.1 y C.
parapsilosis ATCC 22019, derivados de los extractos entre planta+SM4+SM8,
planta+SM3+SM24-2, planta+SM4+SM9 y los extractos provenientes de las
plantas de campo.
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Tabla 8. Resultados de la actividad antimicrobiana de los extractos brutos derivados de las plantas de S. magnifica: in vitro,
campo e inoculadas con los microorganismos endofiticos cultivables.

Extractos brutos Microorganismos

S. E. K. E. coli S. entérica- P. C. C.
aureus faecalis rhizophila Typhimurium aeroginosa albicans parapsilosis
Planta + SM2 3,6983 3,2183 3,39567 3,11767 2,04567 24,00 1,126 1,9795
Planta + SM3 2,35067 | 0,9993 3,776 24,00 2,3567 24,00 1,937 2,402
Planta + SM4 3,5 3,391 3,49467 3,106 2,619 24,00 1,122 2,2
Planta + SM6 3,713 1,8743 24,00 24,00 2,8243 24,00 1,4067 1,492
Planta + SM8 3,563 1,70167 3,597 24,00 2,303 24,00 1,453 1,08567
Planta + SM9 0,92967 *NT NT 2,17067 NT NT 0,9367 NT
Planta + SM24-2 2,0967 1,6903 24,00 24,00 1,865 24,00 1,412 1,9165
Planta + SMHN 24,00 3,167 3,07367 24,00 2,129 24,00 1,1543 1,395
Planta + SM2 + SM3 3,469 3,30967 2,9853 24,00 2,847 24,00 1,701 1,168
Planta + SM2 + SM4 1,7867 1,997 3,417 3,8155 1,7753 2,9585 1,43867 1,8785
Planta + SM2 + SM6 1,602 1,59067 3,32067 24,00 2,0423 24,00 1,5823 2,1635
Planta + SM2 + SM8 24,00 2,684 24,00 24,00 2,198 3,101 1,543 1,931
Planta + SM2 + SM9 24,00 1,699 3,38067 3,416 2,6643 2,92 1,799 1,697
Planta + SM2 + SM24-2 3,302 3,22167 3,49167 24,00 2,38 24,00 1,6623 2,227
Planta + SM2 + SMHN 2,8773  2,79467 2,397 3,2003 1,584 24,00 1,3783 1,975
Planta + SM3 + SM4 1,67867 2,8443 2,51767 3,68167 2,2543 24,00 1,8313 2,0613
Planta + SM3 + SM6 2,11067 2,1645 2,70267 24,00 2,9583 24,00 1,9123 2,1173
Planta + SM3 + SM8 3,789 2,6963 3,4953 24,00 2,04467 24,00 1,46867 1,50567
Planta + SM3 + SM9 24,00 2,581 3,293 24,00 1,822 24,00 1,45067 1,478
Planta + SM3 + SM24-2 | 0,90167 NT NT 1,895 NT NT 0,8313 NT
Planta + SM3 + SMHN 3,721 1,835 3,365 3,436 2,02267 24,00 0,92067 2,0305
Planta + SM4 + SM6 2,71167 NT NT 3,246 NT NT 1,9673 NT
Planta + SM4 + SM8 1,16 NT NT 2,633 NT NT 0,5673 NT
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Planta + SM4 + SM9 0,5875 NT NT 1,60267 NT NT 0,641 NT

Planta + SM4 + SM24-2 1,662 1,4783 24,00 24,00 2,30767 3,429 1,941 2,381
Planta + SM4 + SMHN 2,74767 2,19067 1,993 2,5267 1,77867 24,00 1,555 1,4863
Planta + SM6 + SM8 0,954 NT NT 1,99367 NT NT 1,14567 NT
Planta + SM6 + SM9 1,4183 1,5815 2,763 24,00 2,3067 24,00 1,86967 2,037
Planta + SM6 + SM24-2 3,1683 2,889 3,1943 3,5465 1,97367 24,00 1,5193 1,3705
Planta + SM6 + SMHN 2,0467 1,641 24,00 24,00 1,61 24,00 1,341 1,771
Planta + SM8 + SM9 2,632 1,09067 3,717 3,771 1,99367 24,00 1,8223 2,135

Planta + SM8 + SM24-2 3,792 24,00 3,5463 3,545 2,296 24,00 1,773 2,043
Planta + SM8 + SMHN 2,69167 NT NT 24,00 NT NT 2,099 NT
Planta + SM9 + SM24-2 1,525 NT NT 3,829 NT NT 1,649 NT
Planta + SM9 + SMHN 2,9453 | 1,19867 3,797 3,2853 2,0313 24,00 1,81567 2,4113
Planta + SMHN + SM24-2 24,00 3,2 3,8 3,25167 2,063 24,00 1,352 0,988
Planta + SM2 + SM3 + 3,067 3,39067 2,427 3,40367 2,422 24,00 1,339 1,2367

SM4 + SM6 + SM8 + SM9
+ SM24-2 + SMHN

Planta in vitro 2,3903 2,0743 3,6145 3,55967 2,351 24,00 1,463 1,674
Planta + diluyente 24,00 2,823 3,655 24,00 2,586 24,00 1,583 1,7393
Planta T2 0,99167 11,1353 3,3825 24,00 3,1803 3,608 0,5983 0,408
Planta P1 1,30867  1,4453 2,7135 24,00 2,6493 2,872 0,6595 0,972
Control positivo 0,07967 0,083 0,084 0,083 0,065 0,106 0,3843 0,38467
Control diluyente 24,00 24,00 3,698 3,656 2,834 24,00 2,038 1,544
Control crecimiento 24,00 3,639 3,74 3,725 3,42867 24,00 2,298 1,322
Control esterilidad 0,064 0,06267 0,04867 0,063 0,07167 0,04967 0,051667 0,043

*Abs= absorbancia, NT=No testeado
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9. Andlisis de Resultados

9.1 Identificacion macroscopica, microscopica y genética de los
microorganismos endofiticos

Considerando los resultados que fueron obtenidos por la caracterizacion
macroscopica de las colonias de los hongos filamentosos SM4 y SM6, en los
diferentes medios de cultivo sdélido y por la caracterizacion microscopica
principalmente por las morfologias de sus conidiéforos y conidios, y segun las
descripciones y claves taxonomicas realizadas por Bensch et al. (2012), los
hongos endofiticos SM4 y SM6 pertenecen al filo Ascomicota, clase
Dotideomicetes, orden Capnodiales, familia Cladosporiaceae y finalmente al
género Cladosporium. Esto es confirmado por la identificacion genética mediante
el analisis de la region parcial del ITS comparado con las bases de datos
existentes. Sin embargo, la identificacion de la especie no fue concluyente para
ambos casos, debido a los tamafios de los fragmentos utilizados en el
alineamiento (< 600 pb), lo cual determina mas de una especie de Cladosporium
sp. Debe secuenciarse la region completa del ITS junto con las regiones situadas
entre los genes 18S SSU (subunidad menor) y 28S LSU (subunidad mayor)
(Bellemain et al., 2010), adicionalmente, un andlisis multilocus podria delucidar
y confirmar con mayor criterio las especies (Das et al., 2014).

La cepa 24-2 de acuerdo a sus caracteristicas macro y micromorfologicas y
segun el trabajo descrito por Sun et al. (2003) pertenece al filo Ascomicota, clase
Euascomycetes, orden Pleosporales, familia Pleosporaceae y genero Curvularia,
los cuales destacan sus hifas y conidias curvas, también, este género ha sido
descrito como endofitico. Asimismo, se ha determinado que puede ser util como
una nueva fuente de metabolitos bioactivos, como lo reportado por Tawfike et
al., (2017). La cepa SMHN taxondmicamente, pertenece al filo Ascomicota, clase
Dothideomycetes, orden Capnodiales, familia Teratosphaeriaceae, género
Hortaea, los resultados obtenidos son similares a los descritos por EI-Gamal et
al., (2016) quienes aislaron nuevas cepas asociadas a este género, a partir de
matrices complejas.

Por otra parte, los resultados de la caracterizacibn macro, microscopica y
genética de las cepas bacterianas endofiticas permiten situar a las cepas SM2 y
SM3 en el filo Proteobacteria, clase Alphaproteobacteria, orden Rhizobiales,
familia Methylobacteriaceae, género Methylobacterium, esto puede ser
contrastado con las descripciones y estudios realizados por Ardanov, Sessitsch,
Haggman, Kozyrovska & Pirttila (2012); Madhaiyan et al. (2015), los cuales
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asociaron cepas endofiticas de Methylobacterium sp. con caracteristicas
similares a las presentes en este estudio en co-cultivos con otros géneros de
plantas.

Igualmente, los resultados obtenidos para la cepa SM8 en comparacion a los
obtenidos por Ramos et al. (2011) establecen que dicha cepa pertenece al (filo
Proteobacteria, clase Gammaproteobacteria, orden Xanthomonadales, familia
Xanthomonadaceae, género Stenotrophomonas sp. Los resultados del andlisis
genético indican con un porcentaje bajo de identidad (89%), que corresponde a
la especie S. maltophilia siendo necesario aumentar proporcionalmente la
cantidad de pares de bases que codifican las regiones ITS con el fin de
establecer la especie de forma especifica.

9.2 Comportamiento del crecimiento de los microorganismos endofiticos

En el estudio de evaluacién del crecimiento de las cepas de hongos filamentosos,
se observd que sus comportamientos variaron significativamente en los dos
medios de cultivo estudiados, siendo mas estable en el medio caldo Sabouraud-
Dextrosa, en comparacion al medio liquido MS, donde se presentan mayores
fases de aceleraciones y desaceleraciones, esto ocurrié posiblemente, debido a
las diferencias nutricionales de cada medio de cultivo. Ademas, no fue posible
detectar la fase de latencia sugiriendo que esta fase adaptativa ocurre en menos
de las 24 horas que fue el tiempo de la primera deteccion. La cepa y el medio
de cultivo que presentd el mayor pico de biomasa fue la cepa Curvularia sp. en
el medio Sabouraud-Dextrosa, este resultado es satisfactorio y esperado, debido
a que, este medio de cultivo es mas complejo en términos nutricionales (Zimbro
et al., 2009). Por otro lado, la cepa de Cladosporium sp. (SM6) en el medio
liquido MS presentd el mayor pico de biomasa. Las fuentes nutricionales, ya sea
de naturaleza orgénica o inorganica, proporcionadas por los medios de cultivo
genera efecto directo en el crecimiento del hongo. En un trabajo realizado por
Joong-Keun et al. (2007) con el hongo Cladosporium phlei, muestra que las
fuentes de carbono simples tienen un efecto beneficioso en el crecimiento del
hongo, debido a su facilidad en la asimilacion de los nutrientes, siendo reflejado
en los resultados para la cepa de Cladosporium sp. (SM6).

En tanto, las cepas bacterianas en los dos medios de cultivo testeados mostraron
diferencias en términos de absorbancia asociados a la cantidad de biomasa
presente en funcién del tiempo, el medio de cultivo que promovid mejor el
crecimiento fue el medio ISP2 en comparacién al medio liquido MS, esto se debe,
a la composicion de ambos sistemas, el medio ISP2 es mas complejo y aporta
factores de crecimiento con mejor estructuracién y mayor disponibilidad para los
microorganismos. El género Methylobacterium sp., asociado a las cepas SM2 y
SM3 presentan fases de latencia prolongadas, o que supone que sus fases
exponenciales inician después de las 60 horas, esto se puede contrastar con el
crecimiento alcanzado por la cepa SM3 en el medio liquido MS, este medio es
considerado como un medio de cultivo quimicamente definido, donde su Unica
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fuente de carbono es subsidiada por sacarosa y los demas macronutrientes
requeridos para el crecimiento de un organismo se suministran en forma de sales
inorganicas (Andreote, 2011). Asimismo, esto nos aporta informacion adicional
sobre los mecanismos adaptativos u otros metabolismos especificos, los cuales
pueden dar un soporte al comportamiento endofitico de este microorganismo.
Adicionalmente, Stenotrophomonas sp. y SM9 mostraron los mejores
comportamientos cinéticos en ambos medios de cultivo, debido a las razones ya
suscitadas.

9.3 Analisis perfiles cromatogréficos de los compuestos organicos volatiles

En este estudio, algunas de las cepas de microorganismos se sabe que causan
infecciones en las plantas, el aislamiento de microorganismos endofiticos de
Sinningia magnifica, puede ser una forma Util de explorar nuevos productos de
importancia biotecnoldgica en la familia Gesneriaceae, esto se vio reflejado en
los perfiles cromatograficos por cromatografia gaseosa de los co-cultivos,
principalmente, cuando la planta se encuentra asociada a una sola especie de
microorganismo, mientras la interaccién (planta+todos los microrganismos)
proporciona un equilibrio homeostéatico determinado por los COVs. Ademas, los
microorganismos endofiticos producen compuestos bioactivos, que ayudan a las
plantas hospedadoras a adaptarse a su medio (Monggoot et al., 2017), lo que
indica que, los consorcios de microrganismos endofiticos pueden ser Utiles para
el control de las rutas metabdlicas de la plantas, estos resultados también se
pueden comparar con los cromatogramas obtenidos de los COVs derivados de
las plantas en campo (planta in natura) donde no se observaron diferencias entre
los perfiles cromatograficos. Kanchiswamy et al. (2015) sugiere que las bacterias
también pueden afectar el metabolismo de las plantas produciendo compuestos
organicos volatiles extracelulares. Por ejemplo, Bacillus subtilis (GB03) produce
metabolitos volatiles que a largo plazo que estimulan el crecimiento, la eficiencia
de la fotosintesis, la acumulacion de hierro en las plantas. También, se sabe que
las bacterias endofiticas pueden actuar en la proteccién de los fotosistemas de
las plantas contra las condiciones ambientales extremas a través de la activacion
de un sistema de defensa vegetal dependiente de hormonas y mejorar el
transporte de electrones de PSII (Burlak et al., 2013), estos resultados podrian
contrastarse con los obtenidos en la prueba de actividad antioxidante, donde las
cepas fangicas modificaron en mayor proporcion la actividad metabdlica de las
plantas, de aquellas inoculadas con bacterias endofiticas.

9.4 Pruebas de actividad biologica

9.4.1 Ensayo ORAC-FL

Los resultados de la actividad antioxidante (ensayo ORAC-FL) de los extractos
metandlicos entre las plantas de S. magnifica: in vitro, campo e inoculadas con
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los microorganismos endofiticos cultivables mostraron que los extractos
vinculados a las plantas con mezclas de los géneros Methylobacterium sp. (cepa
SM3), Cladosporium sp. (cepa SM4 y SM6), Curvularia sp. (cepa SM24-2) y
aguellos provenientes de las plantas en campo fueron los mejores en términos
de actividad antioxidante en comparacion con los extractos obtenidos de las
combinaciones entre la planta con los géneros Methylobacterium sp.(cepa SM2)
y Hortaea sp. (cepa SMHN), esto puede estar asociado a que la planta dentro de
su metabolismo genera enzimas, principalmente peroxidasas en respuesta a la
relacion microorganismo-planta (Qui-Zapata el at., 2010), lo cual puede variar
dependiendo del género de microorganismo asociado. También, se evidencia
que el extracto entre la planta + todos los microorganismos (Mix) presenta una
actividad antioxidante media (1935,5 pmol de TE/g de extracto). Estos resultados
posiblemente se deben a que estas cepas promueven mayor estabilidad
enzimatica de tipo peroxidasa por parte de la planta, existiendo variaciones en
aguellas plantas que se encuentran in vitro de aquellas in natura donde existe
mayor intercambio con los factores abidticos, entre otros. Inclusive, algunos
estudios sefialan el aumento de la produccion antioxidante se da como respuesta
el estrés (Poljsak et al., 2013; Goiris et al., 2015). Lo que concuerda con los
perfiles cromatograficos por cromatografia gaseosa de los co-cultivos entre S.
magnifica con estas cepas. En términos de rendimiento, el co-cultivo entre la
planta+SM24-2 presentd el mayor valor de actividad antioxidante, aun teniendo
un porcentaje bajo de rendimiento. Lo anterior, sugiere que altos rendimientos
no aseguran valores de capacidad de actividad antioxidante superiores.

Adicionalmente, las combinaciones entre las plantas inoculadas con cepas con
alto potencial antioxidante y una con baja caracteristica, tiende a la obtencion de
valores medios de actividad antioxidante, estableciendo que valores = 800 umol
TE/g de extracto son considerados promisorios en términos de actividad
antioxidante para los extratos (valores de capacidad antioxidante, Costa et al.,
2015).

9.4.2 Actividad antimicrobiana

Los resultados del screening de la actividad antimicrobiana para los extractos
metandlicos entre las plantas de S. magnifica: in vitro, campo e inoculadas con
los microorganismos endofiticos cultivables presentaron mayor actividad
antifangica frente a las levaduras C. albicans y C. parapsilosis, siendo eficiente
en los extractos brutos derivados de la planta+SM4+SM8, planta+SM3+SM24-2,
planta+SM4+SM9. Frente a bacterias gramnegativas como E. coli y
Pseudomonas aeroginosa no fue posible detectar ningun efecto inhibitorio, en
tanto, frente a bacterias grampositivas los extractos entre planta+SM4+SM9,
SM3+SM24-2, SM6+SM8 poseen actividad contra S. aureus en mayor medida,
esto puede deberse a las diferencias en la composicion de las paredes celulares
de cada grupo de bacterias. La pared celular en las gramnegativas esta
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compuesta por varias capas y es bastante compleja, mientras que la pared en
las grampositivas esta formada solo por un tipo de molécula (Madigan et al.,
2004). El extracto planta+SM3 fue el Unico que presento actividad antibacteriana
contra Enterococcus faecalis. Por otra parte, Stenotrophomonas sp. se ha
descrito en asociacion endofitica con algunas especies de plantas ejerciendo
efectos beneficiosos sobre el crecimiento (fijaciéon de nitrégeno, induccion de
fitohormonas) y actividad antifungica (Wolf et al., 2002), lo cual se puede ver
reflejado en los valores obtenidos para los extractos de plantas asociados a esta
cepa y que tuvieron efecto contra C. albicans y C. parapsilosis.
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10. Conclusiones

Los resultados obtenidos en la investigacion microbiologica, curvas de
crecimiento de los microorganismos, perfiles cromatograficos de los COVs
asociados a co-cultivos entre S. magnifica-microorganismos aislados a partir de
sus hojas y las pruebas de bioactividad han posibilitado las siguientes
conclusiones:

En lo que se refiere a la caracterizacion microbiologica, se determina que
los microorganismos endofiticos aislados de las hojas de S. magnifica (2
cepas pertenecen a Cladosporium sp., 2 cepas al género de
Methylobacterium sp., una cepa al género Curvularia sp., 1 cepa al género
Hortaea sp. y 1 cepa vinculada al género Stenotrophomonas sp., siendo
los primeros informes de aislamiento de estos géneros asociados a S.
magnifica (Gesneriaceae).

Con base en las condiciones de crecimiento, los géneros Cladosporium
sp. (SM6) y Curvularia sp. y la cepa SM9 (cepa colonias amarillas),
presentan los mejores valores de biomasa en funcion del tiempo. Ademas,
se demuestra que los microorganismos endofiticos poseen poca afinidad
al medio MS, siendo necesario el crecimiento de estos microorganismos
con la planta hospedera.

Basados en los analisis de los compuestos organicos volatiles de los co-
cultivos, es concluyente que las interacciones entre todos los
microorganismos endofiticos cultivables y la planta, forman una
homeostasis metabdlica, sin rastros de dafos detectables.

La actividad biolégica de los extratos brutos muestran que las
interacciones planta-microorganismo endofitico realizadas, altera los
efectos naturales de las plantas, siendo visible el grado de efecto superior
en el extracto bruto de la planta de campo, con respecto a la planta in
vitro. Los extractos brutos en general mostraron gran potencial antifingico
frente a las especies de Candida y un alto grado de antioxidantes y pro-
oxidantes.
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11. Recomendaciones

Se espera abarcar las secuencias completas de las regiones ITS y aplicar
andlisis multilocus, identificacion polifasica que permitan discernir el
metabolismo en las cepas de hongos filamentosos, esto con el fin de establecer
especificamente las especies en cada organismo. También, se deben comparar
los resultados obtenidos por cromatografia gaseosa de los COVs con los perfiles
cromatograficos obtenidos por UHPLC derivados de los extractos, lo que
permitird conocer las con méas detalle las masas de compuestos implicados en
la modulacion metabdlica de la planta S. magnifica. Adicionalmente, de los
extratos que presentaron mejor actividad biolégica, es significativo encontrar los
valores CIM para la prueba de actividad antimicrobiana.
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12. Glosario

Antimicrobiano: Sustancia que elimina microorganismos o inhibe su crecimiento,
tales como bacterias, hongos o parasitos. Basado en ello, los siguientes pueden
referirse a agentes microbianos: antibidticos, antifingicos o antimicéticos,
antiparasitarios, entre los cuales estan los: antihelminticos; otros tipos son,
antivirales y antisépticos (Wolf et al., 2002).

Antioxidante: Sustancia o molécula capaz de prevenir o retardar la oxidacion
(pérdida de uno o mas electrones) de otras moléculas, generalmente sustratos
biolégicos como lipidos, proteinas o acidos nucléicos. La oxidacion de tales
sustratos podra ser iniciada por dos tipos de especies reactivas: los radicales
libres, y aquellas especies que, sin ser radicales libres, son suficientemente
reactivas para inducir la oxidacion de sustratos como los mencionados (Tan et
al., 2015).

Cromatografia de gases-Espectrometria de masas(GC/MS): Método analitico
gue combina las caracteristicas de la cromatografia de gases y la espectrometria
de masas para identificar diferentes sustancias dentro de una muestra de prueba
(Smedsgaard, 1997).

Co-cultivos: Técnica que consiste en asociar dos 0 mMAs organismos
(microorganismos, microorganismos-plantas, planta-planta, etc.) en una misma
matriz como procedimiento experimental (Madhaiyan et al., 2015).
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14. Anexos

Anexo 1. Tabla con la composicién de los medios de cultivo

Medio de Cultivo

Composicion (g/L)

(MS) Murashige & Skoog

SNA
Agar Czapek

MEA

PDA
Sabouraud-Dextrosa
OA

Agar Nutritivo

Agar ISP2

Agar Czapek Dox

Caldo MS

Caldo ISP2

Solucion de Macronutrientes 10 X (NH4NO3 1.65 g/l,
KNO3 1.9 g/l, MgS0O4.7H20 0.37 g/l, CaCl2 0.33 g/l
KH2PO4 0.17 g/l; Solucion de micronutrientes 100X
(K1'0.83 mg/l, H3BO3 6.2 mg/l, MnS0O4.4H20 22.3 mg/I,
ZnS04.7H20 8.6 mg/l, Na2Mo0O4.2H20 0.25 mgl/l,
CuS04.5H20 0.025 mg/l, CoCI2.6H20 0.025 mg/l;
Solucién EDTA-Fe Na2.EDTA 37.3 mg/l, FeS04.7H20
27.8 mg/l); Solucion Vitaminas Inositol 100 mg/L Acido
Nicotinico 0.5 mg/L, Piridoxina HCI 0.5 mg/L, Tiamina
HCI 0.1 mg/L Glicina 2 mg/L, Sacarosa (30 g), Phytagel
(2,5 g), Carbén activado (1 g), Inositol (0,01 g).
Glucosa (0,2g), sacarosa (0,2g), KH2PO4 (1g), KNO3
(1g9), MgS04 (0,25g), KCI (0,50 g) y agar (149)
Sacarosa (30g), NaNO3 (3g), Na2(P0O4)3 (1g), MgS0O4
(0,59), KCI (0,5g), FeSO4 (0,01g), Agar (159)

Extracto de malta (3%), peptona (0.1%), glucosa (2%),
CuS0O4 x 5H20 (0,0005%), ZnSO4 x 7TH20 (0,001%) y
Agar (1,50%)

Extracto de papa (49), dextrosa (20g), Agar (159)

Peptona (10g), dextrosa (40g) y Agar (129)

Harina de avena (3%), CuSO4 x 5H20 (0,0005%),
ZnS04 x 7TH20 (0,001%) y Agar (1,50%)

Pluripeptona (5.0 g), extracto de carne (3.0 g), Cloruro
de sodio (2.0 g), Agar (15 g).

Extracto de levadura (4.0 g), Extracto de Malta (10 g),
Dextrosa (4.0 g), Agar (15 g).

Sacarosa (30g), NaNO3 (3g), Na2(P0O4)3 (1g), MgS0O4
(0,59), KCI (0,5g), FeS0O4 (0,019), Agar (159).

Sacarosa (30g), Solucién de Macronutrientes (100 ml),
solucion de micronutrientes (1 ml), solucién de
vitaminas (1 ml), EDTA-Fe (5 ml), Phytagel (2,5 g),
Inositol (0,01 g).

Extracto de levadura (4.0 g), Extracto de Malta (10 g),
Dextrosa (4.0 g)

Caldo Sabouraud-Dextrosa Peptona (10g), dextrosa (409)

Solucién Salina

Solucién NT

Cloruro de sodio (9 g)

Tween 80 0,1%, NaCl 0.9 %
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Anexo 2. Disefio experimental utilizado para los experimentos entre microorganismos endofiticos cultivables Vs. S. magnifica
(co-cultivos, prueba de actividad antioxidante y antimicrobiana)

Planta (S. magnifica)

SM2 SM3 SM4 SM6 SM8 SM9 SM24-2 SMHN
\ | | | J
|
| | | | | | |

SM2+SM3 SM3+SM4 SM4+SM6 SM6+SM2 SM8+SM3 SM9+SM?2
SM2+SM4 SM3+SM6 SM4+SM8 SM6+SM8 SM8+SM9 SM9+SM3
SM2+5M8 SM3+SM24-2 || SM4+SM9 SME+SM9 SM8+SM24-2 | | sMo+sm24-2 | | SMHN+SM24-2
SM2+SM24-2 SM3+SMHN SM4+SM24-2 SM6+SM24-2 SM8+SMHN SM9+SMHN
SM2+SMHN SM4+SMHN SM6+SMHN
\ | | | | J
|
SM2+SM3+SM4+
SM6+SM8+SM9+
SM24-2+SMHN
(MIX)
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Anexo 3. Caracteristicas macroscopicas cepas de hongos filamentosos y bacterias endofiticas de S. magnifica.

Cepa

Medio

Tamaifio

Color

Forma Margen

Elevacion

Textura

Pigmentacion
0 Exudado

Hongos Filamentosos

SM4

SNA

22 mm

Anv: Beige borde
gris

Rev: Marrén borde
gris

Circular Entera

Convexa

Algodonoso

No

Czapek

22 mm

Anv: Amatrillo oscuro
borde blanco

Rev: Marrén borde
blanco

Circular Entera

Convexa

Algodonoso

No

MEA

20 mm

Anv: Verde oscuro
borde crema, gris

Rev: Negro borde
gris

Circular Entera

Convexa

Algodonoso

No

PDA

23 mm

Anv: Verde borde
blanco

Rev: Negro borde
blanco

Circular Enrulada

Umbonada

Aterciopelado
pulverulento

No

Sabouraud

25 mm

Anv: Verde borde
blanco

Rev: Marrén borde
crema

Circular Enrulada

Umbonada

Aterciopelado

No

OA

32 mm

Anv: Verde

Rev: Marrén claro

Filamentosa Filamentosa

Convexa

Algodonoso

No

SNA

17 mm

Anv: Verde Oscuro
borde blanca

Rev: Verde Oscuro
borde blanca

Circular Entera

Umbonada

Pulverulento

No

Czapek

19 mm

Anv: Amarillo

Filamentosa Filamentosa

Umbonada

Algodonoso

No
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Rev: Marron

SM6 MEA

15 mm

Anv: Verde Oscuro
borde crema

Rev: Verde Oscuro
borde crema

Circular

Entera

Umbonada

Pulverulento

No

PDA

18 mm

Anv: Verde oscuro
centro oscuro

Rev: Negro borde
crema

Irregular

Enrulada

Umbilicada

Pulverulenta

No

Sabouraud

23 mm

Anv: Verde con
pliegues blancos

Rev: Negro borde
crema

Circular
irregular

Entera

Pulvinada

Pulverulenta

No

OA

17 mm

Anv: Verde oscuro
borde blanco

Rev: Verde oscuro
borde blanco

Circular

Entera

Umbonada

Pulverulenta

No

SNA

40 mm

Anv: Negro borde
marrén

Rev: Negro borde
marrén

Filamentosa

Filamentosa

Plana

Aterciopelada

No

Czapek
SM24-

42 mm

Anv: Negro borde
marrén

Rev: Negro borde
marrén

Filamentosa

Filamentosa

Plana

Aterciopelada

No

MEA

40 mm

Anv: Negro

Rev: Marrén oscuro

Filamentosa

Filamentosa

Plana

Aterciopelada

No

Sabouraud

43 mm

Anv: Marrén centro
gris borde blanco

Rev: Marrén
anaranjado

Circular

Entera

Elevada

Algodonosa

Si

OA

55 mm

Anv: Marrén

Filamentosa

Filamentosa

Plana

Aterciopelada

No
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Rev: Marron

Czapek 4 mm Anv: Negro Irregular Ondulada Convexa Cremosa No
Rev: Negro
MEA 5mm Anv: Negro Irregular Ondulada Convexa Cremosa No
Rev: Negro
SMHN PDA 6 mm Anv: Negro Irregular Ondulada  Convexa Cremosa No
Rev: Negro
Sabouraud 5 mm Anv: Negro Irregular Lobulada Convexa Cremosa No
Rev: Negro
Agar Rojas
SM2 Nutritivo  Pequefias Puntiforme Entero Plana Cremosa -
ISP2
Czapek Rosadas
Dox
Agar
SM3 Nutritivo  Pequeias Rosadas Puntiforme Entero Plana Cremosa -
ISP2
2 Czapek
5 Dox
‘g Agar Blancas
m SMS8 Nutritivo  Medianas Circulares Entero Convexa Cremosa -
ISP2 Beige
Czapek Blancas
Dox
Agar Anaranjadas Rugosa
SM9 Nutritivo Grandes Circulares Entero Convexa -
ISP2 Amarillas
Czapek Beige Viscosa
Dox
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Anexo 4. Tabla valores de crecimiento de hongos filamentosos cultivables
aislados de S. magnifica en medios de cultivo

Tiempo Biomasa producida (mg) medio Biomasa producida (mg) medio
(Horas) MS caldo Sabouraud-dextrosa
SM4 SM6 SM24-2 SMHN SM4 SM6 SM24-2 SMHN
0 0,012* 0,015 0,018 0,001 0,014 0,017 0,021 0,001
24 0,24 0,03 0,23 0,1 0,16 0,26 0,85 0,2
48 0,25 0,4 0,33 0,1 0,35 0,97 1,35 0,4
72 0,71 0,5 0,61 0,2 0,38 1,24 0,81 0,5
96 0,98 0,81 0,32 0,3 0,74 1,27 1,81 0,42
120 0,8 0,59 0,6 0,6 1 0,86 2,8 0,8
144 0,7 1,75 1 0,4 1,2 0,92 2,3 0,9
168 11 0,92 0,5 0,6 0,8 0,99 2,7 0,7
192 0,9 1,08 0,9 0,4 0,7 0,92 1,8 1,2
216 14 2,2 0,6 0,8 1,1 0,9 1 1
240 1,2 2,64 0,9 0,8 15 0,66 1,3 1
264 0,7 1,62 0,7 0,3 1,2 0,73 1 14
288 0,5 1,39 1 0,5 1,2 0,58 0,9 0,9
312 0,4 0,94 1,1 0,8 15 0,73 1,3 1,1
336 0,4 1,58 0,9 1,6 14 0,77 1 0,9
360 0,2 2,14 1,4 0,9 1,1 0,52 1,3 0,4

*Los datos se expresan como la media X de dos replicas

Anexo 5. Tabla valores de crecimiento de bacterias enddfitas de S. magnifica en
medio de cultivo liquido ISP2.

Tiempo Cepas bacterianas/Absorbancia 625 nm
(horas) SM2 SM3 SM8 SM9

0 0,09633333* 0,14166667 0,06933333 0,06833333
1 0,095 0,14 0,069 0,06833333
2 0,09366667 0,13866667 0,06866667 0,06833333
3 0,09333333 0,138 0,06866667 0,06866667
4 0,09233333 0,13733333 0,06866667 0,06866667
5 0,09133333 0,137 0,069 0,07

6 0,09133333 0,13633333 0,07 0,07433333
7 0,091 0,13533333 0,07266667 0,089

8 0,09066667 0,135 0,08266667 0,136

9 0,09033333 0,13433333 0,11733333 0,24866667
10 0,08966667 0,134 0,20933333 0,44166667
11 0,08966667 0,134 0,33066667 0,56033333
12 0,08933333 0,134 0,40633333 0,63366667
13 0,08933333 0,13366667 0,485 0,66433333
14 0,08933333 0,13333333 0,535 0,70466667
15 0,089 0,133 0,56966667 0,743

16 0,08966667 0,133 0,59033333 0,77366667
17 0,08933333 0,13266667 0,61166667 0,80933333
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18 0,08933333 0,133 0,62866667 0,84666667
19 0,08833333 0,13266667 0,648 0,89166667
20 0,08833333 0,13233333 0,65833333 0,93866667
21 0,08833333 0,13233333 0,66666667 0,98966667
22 0,08833333 0,132 0,67233333 1,034

23 0,088 0,132 0,675 1,091

24 0,08833333 0,13166667 0,68433333 1,142

25 0,08833333 0,132 0,68966667 1,19166667
26 0,088 0,132 0,69066667 1,25866667
27 0,08833333 0,132 0,683 1,316

28 0,08733333 0,13133333 0,67566667 1,361

29 0,08766667 0,13133333 0,66633333 1,39566667
30 0,08833333 0,13133333 0,657 1,409

31 0,08733333 0,131 0,64666667 1,41766667
32 0,08733333 0,131 0,63833333 1,43066667
33 0,08766667 0,131 0,629 1,44533333
34 0,08733333 0,131 0,62 1,46733333
35 0,08833333 0,131 0,60933333 1,484

36 0,08766667 0,131 0,59533333 1,49566667
37 0,08733333 0,13066667 0,58166667 1,50766667
38 0,088 0,13066667 0,56266667 1,51666667
39 0,087 0,13 0,547 1,525

40 0,08733333 0,13033333 0,53333333 1,52866667
41 0,08733333 0,13 0,517 1,532

42 0,08733333 0,13 0,51166667 1,534

43 0,08733333 0,13 0,50666667 1,535

44 0,08733333 0,12966667 0,50066667 1,54366667
45 0,08733333 0,12933333 0,49866667 1,52833333
46 0,08733333 0,13 0,49633333 1,52266667
47 0,08733333 0,12933333 0,50033333 1,53733333
48 0,087 0,129 0,499 1,57566667
49 0,08666667 0,129 0,495 1,55233333
50 0,08733333 0,129 0,49166667 1,54833333
51 0,08733333 0,129 0,49133333 1,563

52 0,087 0,129 0,48833333 1,544

53 0,087 0,12866667 0,48866667 1,61466667
54 0,087 0,12866667 0,483 1,59

55 0,08733333 0,12866667 0,479 1,59566667
56 0,087 0,12866667 0,47666667 1,55833333
57 0,087 0,12866667 0,48266667 1,529

58 0,08633333 0,12833333 0,47966667 1,49966667
59 0,08666667 0,12833333 0,477 15

60 0,08666667 0,128 0,47466667 1,468

*Los valores de absorbancia se presentan como la media (X) de tres replicas
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Anexo 6. Tabla valores de crecimiento de bacterias endofitas de S. magnifica
en medio de cultivo liquido MS.

Tiempo Cepas bacterianas/Absorbancia 625nm
(horas) SM2 SM3 SM8 SM9
0 0,04366667* 0,045 0,04233333 0,04366667
1 0,04333333 0,045 0,04233333 0,044
2 0,04333333 0,045 0,04133333 0,04333333
3 0,04333333 0,045 0,042 0,04366667
4 0,043 0,045 0,04166667 0,04366667
5 0,043 0,045 0,04166667 0,044
6 0,043 0,045 0,04233333 0,04466667
7 0,043 0,045 0,04233333 0,04633333
8 0,043 0,045 0,04233333 0,04966667
9 0,043 0,04433333 0,04266667 0,05266667
10 0,043 0,04466667 0,04433333 0,059
11 0,043 0,04466667 0,04633333 0,06866667
12 0,043 0,045 0,04733333 0,08066667
13 0,043 0,04466667 0,05 0,09666667
14 0,043 0,04466667 0,05333333 0,11033333
15 0,043 0,044 0,058 0,121
16 0,043 0,04433333 0,05933333 0,12666667
17 0,043 0,04433333 0,06066667 0,13033333
18 0,043 0,044 0,05966667 0,13233333
19 0,043 0,04433333 0,06033333 0,13433333
20 0,04266667 0,04433333 0,06066667 0,13533333
21 0,04233333 0,044 0,06033333 0,136
22 0,043 0,044 0,06 0,13566667
23 0,04266667 0,044 0,06066667 0,13633333
24 0,04233333 0,044 0,06166667 0,13566667
25 0,04233333 0,044 0,06033333 0,13533333
26 0,04233333 0,044 0,06066667 0,135
27 0,043 0,044 0,06033333 0,134
28 0,04233333 0,044 0,06233333 0,133
29 0,04266667 0,04433333 0,06133333 0,132
30 0,04266667 0,04433333 0,06033333 0,132
31 0,04266667 0,04433333 0,06033333 0,13133333
32 0,04233333 0,044 0,061 0,131
33 0,04266667 0,044 0,061 0,13066667
34 0,04233333 0,04433333 0,06066667 0,13
35 0,043 0,044 0,06066667 0,12966667
36 0,04233333 0,044 0,06066667 0,12866667
37 0,04233333 0,046 0,06133333 0,12833333
38 0,043 0,04633333 0,06166667 0,12733333
39 0,04233333 0,055 0,06166667 0,12666667
40 0,04233333 0,04666667 0,06233333 0,12566667
41 0,043 0,044 0,06266667 0,125
42 0,04233333 0,06766667 0,06266667 0,12433333
43 0,04233333 0,06966667 0,06266667 0,124
44 0,04233333 0,07 0,063 0,12333333
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45 0,04233333 0,07666667 0,063 0,123
46 0,04233333 0,07533333 0,06333333 0,12233333
47 0,04266667 0,07333333 0,064 0,12233333
48 0,04233333 0,07033333 0,064 0,12233333
49 0,04233333 0,1 0,06466667 0,122
50 0,04233333 0,11133333 0,06466667 0,12233333
51 0,04233333 0,12433333 0,06533333 0,122
52 0,04233333 0,14033333 0,06633333 0,122
53 0,04266667 0,14266667 0,06633333 0,122
54 0,04233333 0,148 0,067 0,122
55 0,04233333 0,16133333 0,06733333 0,122
56 0,04233333 0,189 0,068 0,121
57 0,04233333 0,243 0,068 0,121
58 0,04233333 0,27966667 0,06966667 0,121
59 0,04233333 0,28566667 0,07 0,121
60 0,04233333 0,294 0,07033333 0,12066667

*Los valores de absorbancia se presentan como la media (X) de tres replicas
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Anexo 7. Datos de los perfiles de fragmentacion obtenidos a partir de los tiempos de retencion presentes en los cromatogramas.

Anexo 7.1 Analisis por cromatografia gaseosa acoplada a masas de los fragmentos derivados del Medio MS; Planta in vitro;
Planta + Solucion NT; Planta + Solucion Salina.
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Anexo 7.2. Analisis por cromatografia gaseosa acoplada a masas de los fragmentos derivados de las plantas inoculadas con
los microorganismos endofiticos
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Anexo 7.3. Analisis por cromatografia gaseosa acoplada a masas de los fragmentos derivados de la planta in vitro y de la planta inoculada
con todos los microorganismos (MIX).
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Anexo 8. Perfiles cromatograficos por cromatografia gaseosa de tratamientos individuales efectuados en S. magnifica.

Anexo 8.1 Perfil cromatogréafico Medio de Cultivo MS
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Anexo 8.2 Perfil cromatografico Planta Control de S. magnifica
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Anexo 8.3 Perfil cromatografico Planta + Soluciéon NT
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Anexo 8.4 Perfil cromatografico Planta + Solucion Salina

200000 1€

150000

100000
: T T T ‘ T T T ‘ T T T T ‘ T T T""“‘[M“T" T T T | T W T T T T | T T T T | T’F\‘T“JLT&\ | WW
0.0 25 5.0 75 100 125 15.0 17.5 200 225 250 275

Anexo 8.5 Perfil cromatogréfico Planta + SMHN
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Anexo 8.6 Perfil cromatografico Planta + SM2
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Anexo 8.7 Perfil cromatografico Planta + SM3
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Anexo 8.8 Perfil cromatografico Planta + SM4
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Anexo 8.9 Perfil cromatografico Planta + SM6
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Anexo 8.10 Perfil cromatografico Planta + SM24-2
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Anexo 8.12 Perfil cromatografico Planta+SM3+SM6
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Anexo 8.13 Perfil cromatogréfico Planta+SM6+SM24-2
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Anexo 8.14 Perfil cromatografico Planta + SM3
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Anexo 8.15 Perfil cromatografico Planta + SM3+SM6+SM24-2
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Anexo 8.16 Perfil cromatogréfico Planta + SM6
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Anexo 8.17 Perfil cromatografico Planta + SM24-2
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Anexo 8.18 Perfil cromatogréfico Planta + SM2
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Anexo 8.19 Perfil cromatogréfico Planta + SM4
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Anexo 8.20 Perfil cromatogréfico Planta + SMHN
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Anexo 8.21 Perfil cromatografico Planta + SM4 + SM2+ SMHN
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Anexo 8.22 Perfil cromatogréfico Planta + SM2 + SMHN
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Anexo 8.23 Perfil cromatogréfico Planta + SM4 + SM2
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Anexo 8.24 Perfil cromatografico Planta + SM4+SMHN
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Anexo 8.25 Perfil cromatogréfico Planta + SM2+SM24-2
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Anexo 8.26 Perfil cromatografico Planta +SM3+SMHN
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Anexo 8.27 Perfil cromatografico Planta + SM6 + SM24-2
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Anexo 8.28 Perfil cromatogréfico Planta + SMHN + SM6
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Anexo 8.29 Perfil cromatogréfico Planta + SMHN + SM6+ SM4 +SM3 + SM2 + SM24-2
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Anexo 8.30 Perfil cromatografico Planta+SMHN+SM24-2
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Anexo 8.31 Perfil cromatografico Planta + SM2+SM3
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Anexo 8.32 Perfil cromatogréfico Planta + SM3 + SM4
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Anexo 8.33 Perfil cromatografico Planta + SM3 + SM24-2
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Anexo 8.34 Perfil cromatogréfico Planta + SM4+SM6
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