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RESUMEN

Los hongos enddfitos representan una fuente de investigacién inmensa, tanto por
los diferentes tipos de hongos aislados y estudiados, como por los diversos
metabolitos que producen. La identificacion de hongos enddfitos y el analisis de sus
compuestos, abren las puertas para poder combatir problemas a los que la
humanidad se ha estado enfrentando desde hace afios y que ahora se han vuelto
mas peligrosos. Existen muchos compuestos utilizados en la actualidad que son
producidos mediante técnicas biotecnologicas, los cuales afectan a diversos
sectores de interés. Un ejemplo es la produccién de algunos medicamentos para
combatir el cancer, en los que, para su obtencion, se deben procesar cantidades
inmensas de arboles, dejando un rendimiento muy bajo del principio activo. Esto, a
su vez, aumenta considerablemente el costo monetario de estos medicamentos.
Otro ejemplo seria el manejo y produccion de antibiéticos, para los que ya muchas
bacterias presentan multirresistencia. Por tal motivo, estos compuestos, ya
conocidos y producidos en grandes cantidades por las industrias farmacéuticas,
pierden su eficacia.

El objetivo del presente trabajo fue ampliar el conocimiento general de los hongos
endofitos, mediante el aislamiento de los microorganismos existentes en el arbol del
tejo (Taxus sp.) para su identificacion, crecimiento y evaluacion de la produccion de
compuestos bioactivos. Con los resultados obtenidos se pudo demostrar que existe
una gran variedad de hongos que coexisten con la planta hospedera, y que estos
microorganismos tienen preferencia por algunas condiciones para su crecimiento,
como lo es el tipo de medio de cultivo y la temperatura. Algunos de los
microorganismos identificados pertenecen al género Penicillium, estos produjeron y
secretaron compuestos con actividad antimicrobiana contra Micrococcus luteus,
Listeria monocytogenes y Salmonella sp. Se sospechd en estos casos que la
mencionada actividad fuera debida a una proteina, pero esta idea fue descartada
debido al resultado negativo obtenido en un zimograma realizado contra

Micrococcus lysodeikticus.



En el analisis de los extractos liofilizados producidos por los hongos endéfitos se
encontraron alrededor de 1200 compuestos, los cuales fueron ionizados positiva y
negativamente, por un Equipo de Masas de Ultra Alta Resolucion con Resonancia
en el Ciclotrén MRMS. Varios de los compuestos pudieron analizarse y compararse,
dependiendo de la intensidad en la que aparecieron (con un paralelismo en la
concentracion de las soluciones analizadas). Algunos de los compuestos
destacados son de gran interés, ya que estan presentes en la via de sintesis de
antibioticos, como lo son arisugacina, aspulvinona y bikaverina, ademas de la

asperjinona, que sirve para el tratamiento contra el cancer de mama.



ABSTRACT

Endophytic fungi represent an immense source of research, both for the different
types of fungi isolated and studied, and for the various metabolites they produce.
The identification of endophytic fungi and the analysis of their compounds open the
doors to combat problems that humanity has been facing for years and that have
now become more dangerous. There are many compounds used today that are
produced through biotechnological techniques, which affect various sectors of
interest. An example is the production of some drugs to combat cancer, in which, to
obtain them, immense quantities of trees must be processed, leaving a very low yield
of the active ingredient. This, in turn, greatly increases the monetary cost of these
medications. Another example would be the management and production of
antibiotics, for which many bacteria already have multi-resistance. For this reason,
these compounds, already known and produced in large quantities by
pharmaceutical industries, lose their effectiveness.

The aim of this work was to expand the general knowledge of endophytic fungi, by
isolating the microorganisms existing in the yew tree (Taxus spp.) for their
identification, growth and evaluation of the production of bioactive compounds. With
the results obtained, it was possible to demonstrate that there is a great variety of
fungi that coexist with the host plant, and that these microorganisms have a
preference for some conditions for their growth, such as the type of culture medium
and temperature. Some of the microorganisms identified belong to the genus
Penicillium, they produced and secreted compounds with antimicrobial activity
against Micrococcus luteus, Listeria monocytogenes and Salmonella spp. It was
suspected in these cases that the aforementioned activity was due to a protein, but
this idea was discarded due to the negative result obtained in a zymogram carried

out against Micrococcus lysodeikticus.

In the analysis of the lyophilized extracts produced by endophytic fungi, around 1200
compounds were found, which were positively and negatively ionized, by an Ultra
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High Resolution Mass Equipment with Resonance in the MRMS Cyclotron. Several
of the compounds could be analyzed and compared, depending on the intensity in
which they appeared (with a parallelism in the concentration of the analyzed
solutions). Some of the highlighted compounds are of great interest, since they are
present in the antibiotic synthesis pathway, such as arisugacin, aspulvinone and
bikaverin, in addition to asperjinone, which is used for the treatment of breast cancer.
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1. INTRODUCCION

Los hongos endodfitos se definen como microorganismos que viven dentro de los
tejidos de plantas vivas, durante todo o parte de su ciclo de vida, sin llegar a
ocasionar efectos negativos en la planta hospedera. Estos hongos se distinguen de
las micorrizas debido a la ausencia de estructuras externas, como hifas o micelio
(Aragon y Beltran-Acosta, 2018). Los hongos endofitos han sido encontrados en
todo tipo de vegetales (plantas vasculares, musgos, pastos y algas), en los que se
ha visto una asociacion costo-beneficio no obstructiva, asintomatica y transitoria
(Sanchez-Fernandez y col., 2013). Se han clasificado con base en su taxonomia,
su evolucion, las plantas hospederas que utilizan y sus funciones ecologicas. La
primera clasificacion diferencia dos grupos, la familia Clavicipitaceae
(clavicipitaceos) y los no pertenecientes a dicha familia (no clavicipitaceos), este
ultimo grupo dividido a su vez en dos subgrupos. El primer grupo esta caracterizado
por tener pocas plantas hospederas y el modo de transmitirse es por medio de
semillas. En el segundo grupo se incluyen varios géneros de hongos de las
divisiones Basidiomycota, Ascomycota y Mucormycota, ademas de que poseen un
amplio espectro de plantas hospederas (Galindo-Solis, 2023).

Los hongos enddfitos pueden conferir diferentes beneficios a sus plantas
hospederas: actuan como agentes promotores de crecimiento y también como
elicitores potenciales para preparar a la planta para defenderse contra ataques de
plagas o patdgenos, ademas de mantener una interaccion con otros miembros del
microbioma, con el objetivo de mantener plantas sanas (Aragon, 2017). Gracias a
todas sus interacciones y a los ciclos de vida de los hongos endodfitos, estos
microorganismos han optado evolutivamente por la produccién de una abundante y
diversificada gama de metabolitos secundarios, moléculas que favorecen el
establecimiento de la simbiosis con la planta hospedera y que, por otra parte,
presentan un gran potencial de aplicacioén en la salud humana y la agricultura.
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Se ha observado que diversos hongos endéfitos son los encargados de producir
determinados metabolitos secundarios (0 bien sus precursores) que presentan
actividad biolégica, compuestos que en principio se pensaba solamente eran
sintetizados por las plantas hospederas (Strobel y col., 2004). Algunos de los
metabolitos que se producen gracias a los hongos enddfitos, de alta importancia
economica y aplicacion en el area de la salud, son el taxol (anticancerigeno
producido, entre otros, por Taxomyces andreanae, Alternaria sp., Alternaria
alternata y Aspergillus fumigatus), la podofilotoxina (compuesto anticancerigeno,
antiviral y antioxidante que es producida por Alternaria sp., Fusarium oxysporum'y
Penicillium sp.), la camptotecina (antineoplasico producido por Entrophospora
infrequens, Fusarium solani y Neurospora sp.), la vinblastina (anticancerigeno
producido por Alternaria sp. y Fusarium oxysporum) (Cruz-Miranda, 2020), junto con
la diosgenina (precursor de la progesterona y que ayuda a disminuir la
concentracion de colesterol, producido por Cephalosporium sp. y Paecilomyces sp.)

y la azaridactina (insecticida natural, obtenida de Eupenicillium parvum).

Puede ocurrir que los endodfitos, en ocasiones, sean confundidos con
microorganismos patdégenos de la planta hospedera. Estudios realizados en
Marchantia polymorpha (Nelson y col., 2018) mostraron que hongos endéfitos de
dicha planta si pueden llegar a presentar comportamiento patogénico agresivo
contra la planta hospedera en pruebas in vitro y que, incluso, endofitos
pertenecientes al mismo género y provenientes de la misma planta, presentan
efectos in vitro completamente diferentes a los observados en la naturaleza sobre
la planta hospedera (ya fuesen positivos 0 negativos), ademas de ocasionar
modificaciones en su crecimiento. Gracias a trabajos en los que se ha realizado
inoculacion artificial de diferentes cultivos de interés agricola y econdomico (como
trigo, frijol y maiz), junto al logro de utilizar exitosamente diversos endofitos para la
colonizacion, se han podido obtener nuevas clasificaciones de estos, atendiendo
ahora a 1) la fuente de nutricién (materia viva o biétrofos frente a materia muerta o
necrotrofos), 2) las caracteristicas asociadas con la infeccion (que la planta
hospedera puede presentar sintomas o ser asintomatica a la presencia de los
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enddfitos) y, unido a esta parte, 3) endofitos que se clasifican segun la parte de
planta huésped que se ve afectada (enddfitos de raiz o foliares) (Bamisile y col.,
2018).

Con la informacién que se tiene hasta el momento, y sabiendo que existen alrededor
de 300,000 especies de plantas colonizadas con diversas variedades de hongos
endofitos, esta mas que claro que estos microorganismos constituyen una fuente
inagotable de investigacion para la obtencion de compuestos bioactivos aplicables
en agricultura y medicina (Sanchez-Ortiz, 2016). Adicionalmente, se pueden
optimizar las condiciones para estimular la producciéon de los compuestos mediante
modificaciones de la composicion del medio de cultivo, temperatura, pH, agitacion
y aireacion, lo que da muchas posibilidades para la investigacion con estos
microorganismos (Temifo-Garcia, 2020).

Las herramientas y técnicas utilizadas para su estudio han mejorado mucho con el
paso de los anos, razén por la cual es posible obtener una mejor identificacion y
caracterizacion de los compuestos producidos por los hongos endofitos. El uso de
la espectrometria de masas permite entender mejor el metabolismo fungico,
orientando la busqueda a moléculas con sospecha previa de su existencia (debido
a un contexto bioldgico y/o la expresion constante de un metabolito) o a la presencia
de elementos traza. Gracias a toda esta nueva informacion, se facilitan los estudios

in vivo e in vitro y se llegan a alcanzar estudios clinicos (Gupta y col., 2021).
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2. ANTECEDENTES

2.1Biodiversidad y bioactividad.

Tejesviy colaboradores (2008) evaluaron la actividad antioxidante y antihipertensiva
de hongos enddfitos provenientes de cuatro plantas medicinales: Terminalia arjuna,
Terminalia chebula, Azadirachta indica y Holarrhena antidysenterica. Se aislaron
varias especies de hongos, las mas abundantes correspondieron a Pestalotiopsis.
Para los analisis se tomaron treinta especies provenientes de diferentes partes de
las plantas, se determiné la actividad antioxidante por inhibicion del 1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo (DPPH) y la actividad antihipertensiva por inhibicion de la enzima
convertidora de angiotensina. Los enddfitos de T. arjuna fueron los que presentaron
mejor actividad eliminatoria de radicales libres, con valores de ICs para la inhibicién
de DPPH (concentracion de extracto requerida para eliminar el 50% de radicales
libres) de 14 y 27 yg de muestra prueba/mL. La mezcla contenia 5 pyL de muestra
prueba y 95 yL de DPPH en etanol (con el DPPH en una concentracién de 300
umol/L). Para la evaluacién de la actividad antihipertensiva se evaluaron 32
extractos, y solo cinco presentaron un porcentaje mayor al 60% de inhibicidén de la
enzima convertidora de angiotensina. Para estos extractos, los valores de ICs
fueron obtenidos para concentraciones que estaban entre 21 y 37 ug de
extracto/mL.

Abdel-Azeem y colaboradores (2016) aislaron hongos endéfitos a partir de diez
plantas medicinales provenientes de Egipto, de los cuales se obtuvieron metabolitos
secundarios que fueron probados como compuestos antirreumatoides. Entre los
hongos identificados destacan Aspergillus, Chaetomium, Alternaria y Penicillium.
Este estudio se realiz6 con ratas, las cuales fueron inducidas para generar artritis.
Se les administrd un extracto metandlico proveniente de los endofitos y el efecto
curativo se pudo observar a partir del sexto dia después de la administracion,
mientras que la administracion de un extracto de acetato de etilo no aportd ninguna

mejoria a las ratas.

15



Garcia-Latorre (2017) determind la actividad fungicida, bactericida y antioxidante de
los metabolitos secundarios producidos por dos hongos enddfitos: uno fue
Embellisia leptinellae, el cual fue aislado del tallo de Ornithopus compressus,
mientras que el segundo (aislado a partir de hojas de Biserrula pelecinus) no pudo
ser identificado. Los hongos fueron incubados en medio liquido de extracto de malta
y levadura, a una temperatura de 23°C, con agitacion de 140 rpm, ajustando el
medio a un pH de 6.3. Al observar que la glucosa se habia consumido, dejaron 48
horas mas los cultivos antes de ser filtrados, separandose después la fase liquida
del micelio. Los extractos utilizados en las pruebas fueron obtenidos a partir de los
filtrados, los cuales fueron agitados durante un minuto y combinados a un volumen
1:1 con etil acetato, para posteriormente eliminar la fase acuosa. La fase organica
fue evaporada en un rotavapor, a 250 mbar de presion, 120 rpm y 40°C. El extracto
obtenido se diluy6 en 2.5 mL de metanol.

Para la evaluacion de actividad antioxidante, el autor monitorizé el cambio en la
densidad oOptica producido por la decoloracion del DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidracilo), lo que provoca un cambio de color purpura a tonos amarillos. Para
el caso del hongo no identificado los resultados que se obtuvieron fueron
inconsistentes, ya que las absorbancias no mostraban relacion con las
concentraciones (por lo tanto, se considerd que no tenia actividad antioxidante). El
endofito E. leptinellae, por su parte, si demostré actividad antioxidante, aunque
menor que la del acido ascorbico.

La actividad antimicrobiana de los extractos fue probada contra Bacillus subtilis y
Botrytis cinérea. Los extractos de ambas cepas fungicas mostraron actividad
antimicrobiana, solamente que el extracto proveniente de la cepa no identificada
duplicé los valores de la bioactividad que los del extracto proveniente de E.
leptinellae. La cepa no identificada mostré una actividad inhibitoria similar a la que
presenta el alternariol 9-metil éter, producido por Alternaria sp.

Silva-Quitiguifia (2020) estudio la diversidad de hongos endofitos en plantas de la
cueva de “Los Tayos”, en Morona Santiago, Ecuador. Hizo una recoleccion de siete
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especies de plantas, de las cuales, dos fueron identificadas como Oenocarpus
bataua y Euterpe precatoria; otras dos especies soélo se llegaron a identificar hasta
nivel de género (Trema sp. y Virola sp.), mientras que las ultimas tres no pudieron
ser identificadas. De estas especies se lograron aislar 69 hongos enddfitos,
obtenidos de trozos sanos de hojas y tallos, que fueron clasificados en 42
morfotipos: 16 de estos fueron exclusivos de enddfitos de hojas, 21 de los tallos y
los restantes fueron encontrados en ambos materiales biologicos. Para las
identificaciones a nivel molecular, se extrajo ADN y se amplificaron las regiones ITS
de 48 de los enddfitos aislados, obteniéndose similitudes por encima del 79%
(llegando casi a 100%, en algunos casos). Todos los endofitos eran Ascomycetos,
el género mas representado fue Xylaria. De las hojas se obtuvieron Xylaria,
Fusarium, Sporothrix y Phomopsis, mientras que en el tallo se encontraron
Colletotrichum, Dactylonectria, Hypoxylon, Mucor, Diaporthe, Neonectria,
Talaromyces, Penicillium y, de igual manera, Xylaria. Por lo tanto, al parecer existe
una mayor frecuencia de colonizacion y una mayor diversidad de hongos enddfitos

en tejidos de tallos que en las hojas.

Rosado-Murioz (2022) aislé hongos endofitos de Bethencourtia palmensis para
evaluar diferentes actividades antagonistas contra tres plagas de importancia en la
agricultura. En el trabajo experimental se lograron aislar 50 hongos endofitos,
provenientes del tallo y flores de Bethencourtia palmensis, los cuales se redujeron
a solo siete cepas, de acuerdo con aspectos morfologicos y de aspecto de las
colonias. En cuanto a su identidad, s6lo menciona que una de las cepas podria ser
Aspergillus. Se realizaron tres bioensayos para analizar la actividad de las siete
cepas de enddfitos. Para la evaluacion de la actividad antialimentaria de Myzus
persicae (pulgdn del melocotonero) se colocaron de diez a quince pulgones en cajas
de Petri. Las cajas estaban divididas en dos partes, una contenia 10 pyL de etanol
(control) y la otra mitad tenia 10 pyL del extracto. Después de 24 horas, se constataba
el numero de pulgones asentados en cada parte. En este bioensayo sélo tres cepas
tuvieron buena actividad antialimentaria, con un indice de inhibicion de
asentamiento mayor al 70%. Para medir la actividad nematicida contra Meloidogyne
Javanica (nematodo fitopatdgeno) se utilizaron placas estériles con 96 pocillos, el
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control tenia 95 yL de solucion de juveniles J2 y 5 uL de disolvente DMSO, mientras
que en los tratamientos en vez del disolvente se utilizaban los extractos. Los
resultados de esta actividad se reportaron con el porcentaje corregido de juveniles
J2 muertos (si se alcanzaban valores por encima de 90% era considerado como
buena actividad). Sélo tres cepas dieron buenos resultados, dos de ellas con un
valor de 100% vy la tercera con un aproximado de 97%, mientras que los cuatro
restantes tuvieron valores inferiores al 90%. Para el ultimo bioensayo, que fue la
actividad antifungica con Botrytis cinerea, se utilizaron placas de medio PDA con 96
pocillos y un revelador en cada pocillo, afadiéndose 20 uL de solucion de esporas
a una concentracion de 1 x 10" esporas/mL. Se hicieron pruebas con los extractos
en diferentes concentraciones (800, 400, 200, 100 y 50 pg/mL). Si los extractos no
lograban detener la germinacion de las esporas de Botrytis cinerea, entonces éstas
habrian metabolizado los extractos y el medio de cultivo cambiaria de color, por eso
la razén del revelador. Para que se considerara que los extractos tienen buena
actividad, se considero que hubiera una inhibicion en el crecimiento de las esporas
mayor a un 50%, con respecto al control. En este caso, sélo dos cepas presentaron
buenos porcentajes de inhibicién de las esporas, en la concentracion de extracto de
800 pg/mL con 16.64 y 20.5% de crecimiento de esporas en comparacién con el

control.

Barni y Cantone (2022), evaluaron la capacidad antagonista de cuatro cepas de
hongos endofitos, dos de Trichoderma (TH2 y TH4), Chaetomium sp. y Epicoccum
nigrum contra Macrophomina phaseolina, un hongo que causa la enfermedad de la
podredumbre carbonosa, que afecta a los cultivos de soja. Los endofitos fueron
aislados de cultivos sanos de soja, y fueron cultivados in vitro en ensayos duales.
Se observo que la disponibilidad de agua en el medio fue un factor que influyé en el
crecimiento de los enddfitos (ya que con valores de a,, de 0.98 y 0.995, crecian muy
rapido en comparacion con el patégeno, mientras que con un valor de 0.90
Macrophomina phaseolina crecio lento pero los endoéfitos no crecieron). La actividad
de Trichoderma fue muy buena, llegando a observarse una inhibicion del
crecimiento por contacto, con los enddfitos creciendo a través de la colonia inhibida.

Para el ensayo in vivo se utilizo tierra fértil tindalizada en autoclave y semillas de
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soja que fueron cosechadas en el momento. Las semillas fueron sembradas en
bandejas de 48 celdas con 2 mL de suspension de enddfitos (concentraciones de 4
x 10" conidios/mL para TH2 y TH4, y 1,5 x 10° conidios/mL para E. nigrum y
Chaetomium sp.) y 0.1 g de inoculo de M. phaseolina. Los tratamientos que se
llevaron a cabo fueron cada endofito por separado y las combinaciones de TH2 +
TH4 y E. nigrum + Chaetomium sp., mas un control negativo, sin hongo enddfito. La
evaluacion de la actividad se realizé después de 14 dias tras la siembra, analizando
la severidad de la podredumbre carbonosa en las plantulas emergidas. A los 35 dias
se observo la presencia de plantulas débiles y de menor vigor, o que contaron con
la presencia de coloraciones castafio-rojizas en los tallos. Por ultimo, a los 47 dias
se evaluo el efecto de los enddfitos en la promocidn del crecimiento de las plantas.
Analizando los efectos de los endofitos con respecto a la germinacién, no hubo
diferencia significativa entre los tratamientos, pero si existio mejora en el porcentaje
de germinacién con respecto al control. En la parte correspondiente a las plantulas
emergidas después de los 14 dias, los ensayos con TH2 + TH4, E. nigrumy TH2
fueron los que presentaron plantas mas sanas: si hubo dafio por el patdogeno, pero
se sugiere que hay un efecto protector en el recubrimiento de las semillas en estos
primeros dias de germinacion. Para los resultados de la evaluacion después de los
35 dias se confecciond una escala de cinco grados, segun el efecto que presentaran
los tallos después de los tratamientos, que va desde el tallo con aspecto normal
hasta tallos con coloracion rojiza y plantula muy dafada. Todos los tratamientos
evaluados fueron positivos, manteniendo a las plantas en el grado cero (una base
de tallo con aspecto normal). Por ultimo, después de los 47 dias de
experimentacion, se vio que el tratamiento combinado con TH2 + TH4 fue el que
mostro una altura de la planta significativamente mayor y una mayor superficie foliar
con respecto al control. Los tratamientos TH2 + TH4, y TH2 y TH4, por separado,

presentaron un mayor peso seco con respecto al control.
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2.2 Compuestos producidos por hongos endoéfitos.

Suryanarayanan y colaboradores (2009) realizaron una revision acerca de la
importancia de los hongos enddfitos de transmision horizontal, en donde destacan
la relevancia de su estudio para encontrar nuevas fuentes de compuestos para

combatir enfermedades que afectan a gran parte de la poblacion mundial.

Un aspecto muy importante en este punto es la investigacion de compuestos
producidos por endofitos no identificados. Existen muchos hongos endéfitos que no
son cultivables y que pueden ser productores de compuestos de gran interés y
utilidad, pero al no ser cultivables en laboratorio provocan un gran conflicto para el
desarrollo de la ciencia. En el articulo mencionado los autores comentan que existen
técnicas para darle solucion a este problema y poder estudiar a estos
microorganismos, como lo es el analisis de DNA completo seguido de su clonacién
y la metagendmica shotgun para el analisis de comunidades basandonos en
bibliotecas. Con ellas es posible comparar y corroborar la existencia de hongos

enddfitos no cultivables, asi como los compuestos bioactivos presentes.

De igual manera, es importante el estudio del metaboloma de las plantas
hospederas, ya que se pueden hacer comparaciones entre plantas con y sin
endofitos, lo cual puede ayudar a entender mejor las rutas de sintesis de
compuestos de interés y aplicarlo en las industrias. Junto con diversas técnicas,
como el marcaje radioquimico para compuestos que estan en muy bajas

concentraciones, se pueden realizar mejores estudios y obtener resultados éptimos.

Se sabe que los genes de los hongos evolucionan debido a multiples
reordenamientos, duplicaciones y pérdidas, que pueden ser originadas mediante la
transferencia horizontal de genes. Esto puede ser de gran ayuda en la sintesis de
nuevas sustancias, por lo que el estudio de estos microorganismos es cada vez mas
interesante. Esto puede ser conjuntado, ademas, con el estudio de compuestos
producidos de forma diferencial por cambios en el medio de cultivo (por ejemplo, su
composicion, la temperatura, el pH y hasta la presencia o no de inhibidores

enzimaticos).
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Zhao y colaboradores (2011) publicaron un articulo en el cual mencionan diversos
hongos endofitos, productores de compuestos de gran relevancia en el sector de la
salud. Ademas, resaltan que algunos de estos compuestos son originarios de las
plantas hospederas y que antes no se sabia que podian ser producidos por otros
organismos. De entre los compuestos principales asociados al estudio de los
hongos endofitos posiblemente el mas conocido sea el paclitaxel (taxol), el cual es
de los mas importantes por su gran actividad contra el cancer de pecho, pulmén,
préstata y ovario. El rendimiento en la obtencion de este compuesto a partir de la
corteza de Taxus es muy bajo, a pesar de los avances en las técnicas para la
extraccion y de la identificacion en 1993 de Taxus brevifolia como un excelente
productor del compuesto. El descubrimiento de hongos enddfitos capaces de
producir el mismo compuesto que su hospedero vegetal hizo que se extendiera el
estudio de mas hongos endofitos en busca de compuestos de interés. En la
actualidad se sabe que, al menos, 19 especies de hongos enddfitos pueden producir
paclitaxel (entre ellos, Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Mucor,

Pestalotiopsis, Phyllosticta, Taxomyces'y Tubercularia).

Otro de los compuestos que pueden producir los hongos endofitos es la
camptotecina, aislada por primera vez en 1966 a partir de Camptotheca acuminata.
Se trata de uno de los agentes antineoplasicos mas eficientes, y tiene como
mecanismo de accion la inhibicion de la enzima intracelular topoisomerasa 1, la cual
esta presente en la replicacion y transcripcion del ADN. Gracias a estos estudios,
algunas formulaciones que contienen este compuesto han sido utilizadas para
combatir el cancer de ovario. En 2005 se report6 el primer hongo enddfito capaz de
producir camptotecina: Entrophospora infrequens, aislado de Nothapodytes foetida,
(planta comunmente llamada mappia). Ahora se sabe que mas enddfitos, como
Entrophospora, Fusarium, Neurospora, Nothapodytes, Camptotheca y Apodytes.
pueden producir camptotecina.

Como se comento brevemente, se ha observado que distintos hongos endofitos son
los principales productores de compuestos bioactivos provenientes originalmente
de sus plantas hospederas. Se tiene el ejemplo de Acremonium sp., Blastomyces
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sp. y Botrytis sp., que producen huperzina A, la cual proviene da la planta Huperzina
serrata, Cephalosporium sp. y Chaetomium globosum producen diosgenina, la cual
puede ser obtenida a partir de Paris polyphylla y Rhizopus oryzae produce a-irone
y B-irone.

Bano y colaboradores (2016) encontraron diversas actividades bioldgicas y
compuestos producidos por hongos endofitos que son de gran interés. De los
compuestos producidos por endéfitos mas estudiados son los que presentan
actividad antimicrobiana, los cuales pueden ser alcaloides, péptidos, esteroides,
terpenoides fenoles, quinonas y flavonoides. Como ejemplo, se tienen estudios del
péptido leuesnostatina A que es producido por Acremonium sp. en Taxus baccata,
compuesto que mostro actividad antimicrobiana contra Pythium ultimum. Otros dos
antibidticos, pestalachloride A 'y B fueron aislados del enddfito Pestalotiopsis adusta,
con gran actividad antifungica contra tres fitopatdbgenos, Fusarium culmorum,
Gibberella zeae y Verticillium alboatrum. Algunos otros compuestos presentan
actividad anticancerigena, destacandose alrededor de 19 clases quimicas
diferentes de metabolitos secundarios con esta actividad. Entre los mas importantes
estdan la podofilotoxina, que presenta, ademas, actividad antibacteriana,
antioxidante y antiviral. Esta molécula se utiliza como precursor en la sintesis de
medicamentos contra el cancer. También destacan al paclitaxel, que presenta una
buena actividad contra el cancer de prostata, ovario, de mama y de pulmén. Su
modo de accion se basa en estabilizar los microtubulos, deteniendo la divisién

celular.

También mencionan algunos de los agentes antioxidantes producidos por estos
microorganismos, como la hipericina (que es utilizada como antidepresivo, ya que
inhibe la monoamino oxidasa, y también es utilizada para curar lesiones,
inflamaciones y sinusitis), la pestacina o la isopestacina, que juegan un papel
importante en la actividad antioxidante y también en la actividad antimicotica. Por
ultimo, destacan el papel de los endodfitos en el crecimiento de las plantas, al
producir una alta coleccidn de compuestos que aumentan la resistencia a patdgenos

y herbivoros de vida corta.
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Cruz-Miranda (2020) obtuvo 22 hongos enddfitos aislados de Phlegmariurus
taxifolius. Los microorganismos eran productores de huperzina A (HupA, compuesto
usado en China en el tratamiento del Alzheimer) y provenian de diferentes partes
de la planta. De estos aislados, la mayor cantidad fueron obtenidos en medio de
cultivo PDA, mas que de medios agar extracto de malta (AEM) y agar harina de
maiz (AHM). Los aislados presentaron, a nivel macroscopico, micelio algodonoso
con pigmentacién variada (negro, blanco, gris, rosa, verde y anaranjado), a nivel
microscopico se observd micelio hialino y cenocitico en algunos de los aislados;
ademas, se observaron estructuras caracteristicas de hongos como Penicillium,
Aspergillus y Fusarium. De entre los aislados se seleccion6 la denominada “cepa
17” (debido a que presento el pico mas definido y alto en el perfil cromatografico)
para su identificacion morfolégica y molecular, ademas de realizar con ella el ensayo
de inhibicion in vitro de la AChE (acetilcolinesterasa, enzima que hidroliza el
neurotransmisor acetilcolina, inactivandolo), usando como referencia un estandar
de huperzina A. Se observo la presencia de macro y microconidios, los primeros
fueron septados y fusiformes, con célula apical alargada, mientras que los
microconidios presentaron forma ovalada, con uno o dos septos. En cuanto a la
parte molecular, se amplificaron y secuenciaron fragmentos de 561 pb,
estableciendo un alineamiento de secuencias de nucledtidos similares a especies
del género Fusarium. La produccion de HupA fue baja en comparacion con otros
endofitos reportados, con una inhibicion de la AChE del 16.6% y 41.6% con el
extracto alcaloide en concentraciones de 50 y 100 pg/mL, respectivamente.

Saravanakumar y colaboradores (2021) realizaron extracciones de metabolitos
secundarios del hongo endofito Diaporthe sp., utilizando acetato de etilo, hexano y
metanol con el sobrenadante del cultivo de la cepa de interés. Los extractos de
solventes se concentraron utilizando un evaporador rotatorio a 45°C para luego
realizar un analisis de cromatografia de gases-espectrometria de masas para la
identificacion de los compuestos. Los extractos de acetato de etilo fueron los que
mostraron una bioactividad mayor, observandose un total de 20 compuestos, de los
cuales 11 fueron seleccionados para el acoplamiento molecular con la proteina

HSP90, que esta relacionada con el cancer de mama. Cinco de estos compuestos,
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pirrolidina, cyclopentanona, 2-(1-metilpropil)-, pirrolidina-5-ona, 2-[3- éster metilico
del acido hidroxipropil]-, pirrolidin-1-propidnico y del acido 9-octadecenoico, tuvieron
capacidad catalizadora contra HSP90, debida a la formacion de enlaces de
hidrégeno.

Ribeiro y colaboradores (2021) publicaron una revision bibliografica sobre los
compuestos naturales reportados en estudios acerca de la diversidad de hongos
endofitos brasilefios. Lograron enumerar 60 hongos enddfitos brasilefios capaces
de producir 303 compuestos. Entre sus caracteristicas mas destacadas estuvieron
la citotoxica, antiparasitaria, antifungica y antibacteriana. Ademas, realizaron
estudios estadisticos con el propésito de encontrar similitudes quimicas entre las
cepas estudiadas. Esto fue posible gracias a la utilizacion de un software que
implementa métodos estadisticos multivariados, el cual permitié explorar patrones
ocultos entre las muestras. Se realiz6 un Analisis de Componentes Principales
(PCA) y un Analisis de Conglomerados Jerarquicos (HCA) utilizando los datos
recabados de los compuestos producidos por los endofitos, y se logaron agrupar en
tres conjuntos: compuestos terpénicos, fendlicos y aquellos que contienen
nitrogeno. Los modelos de PCA destacaron a los enddfitos Colletotrichum
crassipes, Colletotrichum gloeosporioides, Penicillium crustosum y Xylaria sp.,
debido a la gran cantidad de metabolitos secundarios reportados, aparte de que
fueron los que mas abundaron en la agrupacién de compuestos que contienen
nitrogeno. Respecto a los compuestos de tipo terpeno, Camarops sp., Cladosporium
uredinicola y Penicillium sp. fueron los que mas destacaron, mientras que
Phomopsis cassiae y Talaromyces sp. sobresalieron en el grupo de compuestos

fendlicos.

Rodriguez-Mendoza y colaboradores (2021) realizaron una compilacion de la
literatura cientifica sobre bacterias y hongos endofitos en algunas especies de la
familia Cactaceae, una publicacion de gran interés ya que mencionan la importancia
de la coevolucién de estas plantas con los microorganismos endofitos: las bacterias
les facilitan el establecimiento en estratos rocosos y ayudan a la fijacion de nitrégeno
y fosforo, mientras que los hongos aportarian su accion antimicrobiana. Desde
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inicios de los afios 2000, en México y Estados Unidos se han aislado tanto bacterias
como hongos endofitos de diversas especies de cactus. Arizona (EUA) y
Guanajuato (México), han sido los lugares con mas especies de hongos aislados,
hongos como Alternaria sp., Cladosporium sp., Fusarium sp., Phoma sp.,
Agaricomycetes, Pleosporales, Capnodiales, Hypocreales y mucha mas variedad.

En 2015, Ratnaweera y col. identificaron a Aspergillus niger y Fusarium sp. como
hongos colonizadores, el primero en los cladodios del cactus Opuntia y el segundo
en los pistilos de las flores. Fusarium presentd mejor actividad antimicrobiana contra
Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus que Aspergillus niger, actividad atribuida
a la equisetina. En el caso de Cereus jamacaru, Bezerra y col. identificaron (en
2013) 59 hongos enddfitos, cuyas especies predominantes fueron Cladosporium
cladosporioides y Fusarium oxysporum. Esta fue la primera ocasion en donde se
reportaron 47 especies de hongos enddéfitos para una cactacea. Por ultimo,
Fonseca-Garcia y col. en 2018 reportaron diversos endofitos del cactus
Myrtillocactus geometrizans y del nopal Opuntia robusta como Chaetosphaeriales,
Dothideomycetes, Hypocreales, Pleosporales y muchos mas, diferenciando varias
especies bajo la influencia de la biogeografia del hospedero, la endosfera del tallo
y la época del ano, ya que vieron efectos sobre especies presentes en épocas de

lluvia en comparacion con las encontradas en épocas de sequia.

Se ha demostrado que los hongos endofitos provenientes de cactaceas pueden
tener alta utilidad en varios sectores, como el crecimiento y proteccidén de plantas,
Este es el caso del estudio realizado por Camarena-Pozos y colaboradores (2021),
quienes identificaron compuestos volatiles de endofitos provenientes de Opuntia
robusta y Myrtillocactus geometrizans, como el canfeno y el benzoato de bencilo.
Estos compuestos presentaron resultados favorables en el crecimiento de las raices
de la herbacea Arabidopsis thaliana al ser inoculados en ella. Otro caso es el uso
para el control de plagas, en el que Silva-Hughes y colaboradores (2015)
demostraron la actividad antifungica de Biscogniauxia mediterranea, enddfito
aislado del cactus Opuntia humifusa, contra el patbgeno Phomopsis obscurans (que

causa el tizon en las hojas de las fresas). También presentan un gran potencial en
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el sector de la biorremediacion, como describen Cardona y colaboradores (2009),
quienes reportaron hongos endofitos capaces de degradar los colorantes de aguas
residuales mediante exoenzimas o por bioabsorcion. Ademas, presentan un gran
potencial de investigacién por su posible uso farmacoldgico, ya que algunas
especies de cactus producen metabolitos secundarios con actividad antiinflamatoria

y anticancerigena.

Galindo-Solis y Fernandez (2022) publicaron una revision sobre hongos endofitos y
la importancia de los terpenoides en las interacciones de estos microorganismos
con las plantas hospederas. Reportan que las funciones naturales de los
terpenoides engloban varias interacciones benéficas y antagonistas para todos los
organismos. Los terpenoides volatiles tienen un papel indispensable en las
interacciones entre los hongos endofitos, la planta y todo el microbioma existente y
los sesquiterpenoides desempefan su actividad en interacciones con otros hongos,
bacterias, plantas e insectos. Estos compuestos presentan actividad biolégica de
gran interés: tienen efecto anticancerigeno, antibacteriano, antiinflamatorio,
antipaludico y antiviral, ademas de que en estudios recientes se han reportado como
agentes resistentes a insectos, con efecto inmunorregulador, antioxidante y utiles
como neuroprotectores. A pesar de ser pocos los estudios sobre los terpenoides
volatiles fungicos se han aislado componentes bioactivos de hongos presentes en
arboles medicinales, musgos, algas y manglares. Los hongos endofitos que se han
reportado con produccion mas abundante han sido agrupados en trece ordenes,
con los Eurotiales, que engloban a Asperqgillus y Penicillium, como el grupo
predominante. Con la informacidon que presentan los autores, se evidencia que los
hongos enddfitos son una fuente casi interminable de compuestos bioactivos de
importancia agricola y medicinal. Varios enddfitos son productores de farmacos
terapéuticos de suma importancia, que fueron descubiertos por primera vez en
plantas medicinales, como lo son podofilotoxina (metabolito anticancerigeno,
producido por varias plantas y utilizado en medicina tradicional en el Medio Oriente),
camptotecina (compuesto que pertenece a los farmacos quimioterapéuticos mas
importantes, alcaloide indol-terpeno que se extrae de la corteza de Camptotheca

acuminata), acido fusidico (antibiotico aislado de una cepa de Fusidium coccineum,
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es un triterpenoide que detiene la sintesis de proteinas), alcaloides de Vinca
(quimioterapéuticos antimitéticos, utilizados en el tratamiento de neoplasias
hematoldgicas y linfaticas) y paclitaxel (diterpenoide antimitotico, originalmente
aislado de la corteza del tallo del tejo occidental, Taxus brevifolia).

2.3 Actividad antimicrobiana de los hongos enddéfitos.

Rodrigues y colaboradores (2000) aislaron hongos enddfitos a partir de Spondias
mombin, la cual es una planta comunmente usada en la medicina tradicional
brasilefia debido a sus propiedades antimicrobianas. Ademas, se ha demostrado
que extractos obtenidos a partir de sus hojas tienen propiedades antivirales y
antibacterianas. Los hongos enddfitos utilizados para el estudio fueron los
identificados como Guignardia, Pestaliotiopsis guepinii y Phomopsis sp., debido a
que fueron las cepas mas abundantes encontradas durante los aislamientos. Los
extractos crudos de estas cepas fueron analizados contra 14 microorganismos,
entre ellos actinomicetos, bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, asi como
levaduras y hongos filamentosos. Demostraron actividad inhibitoria contra
Cladosporium elatum, Mycotypha sp., Geotrichum sp., Penicillium canadesis,
Sacharomyces cerevisiae, Escherichia coli, Actinomyces sp. y S. aureus, ademas
de que pudieron inhibir el crecimiento de todos los actinomicetos.

Liang y colaboradores (2012) aislaron e identificaron hongos enddfitos provenientes
de Ophiopogon japonicus. Consiguieron 30 endofitos, de los cuales 22 provenian
de las raices, mientras que el resto provenia de los tallos. Utilizaron los extractos
crudos de micelio de los enddfitos y los caldos de las fermentaciones para el analisis
de la actividad antimicrobiana, la cual fue probada contra S. aureus (Gram positiva),
E. coli (Gran negativa) y Cryptococcus neoformans (patdogeno). Lograron observar
que los extractos de micelio tenian una mejor actividad antimicrobiana en
comparacion con el caldo de cultivo. Se obtuvo muy buena actividad contra S.
aureus y C. neoformans, pero contra E. coli ninguno de los hongos funciond, lo cual
es interesante ya que en otros estudios se ha demostrado que extractos poco
concentrados de Ophiopogon japonicus inhiben el crecimiento de E. coli. De entre

los enddfitos que pudieron identificar, destacan Fusarium oxysporum y Fusarium
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poae, con los cuales se hicieron pruebas adicionales, por su gran capacidad
inhibitoria contra fitopatdogenos (debida a su gran cantidad de componentes
bioactivos). Endoéfitos del género Fusarium pueden producir pentaketidos, los cuales
muestran actividad fuerte contra Candida albicans Otros hongos de este género,
aislados de Tripterygium wilfordii, producen compuestos antimicrobianos y otros

aislados de Cinnamomum kanehirae pueden producir beauvericina.

Gonzalez-Diaz (2015) comprobd la capacidad antagonista de hongos enddfitos
aislados de Piper aduncum contra S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
choleraesuis y E. coli. Las pruebas se realizaron en cajas de Petri con medio PDA,
con la finalidad de que al ser un medio no selectivo y con alta cantidad de nutrientes
pudieran crecer de forma adecuada tanto hongos como bacterias. Cada caja Petri
fue dividida para sembrar, en un lado, la cepa de los hongos enddfitos, y en el otro
lado, sembrar las bacterias. De estas ultimas, se inocul6 1 mL de una suspension
0.5 en la escala de Mc Farland, las placas se incubaron a 29°C durante ocho dias.
Se observé que la cepa aislada, a la cual el autor denominé como “T2-M2-4-Rojo”
fue la que presenté una mejor actividad antagdnica contra los microorganismos
anteriormente mencionados, con excepcion de S. choleraesuis, mostrando un
efecto de retraso en el crecimiento y, en algunos casos, hasta exterminando a las
bacterias. Este efecto sobre las bacterias es algo ya estudiado y reportado por otros
autores, quienes han comentado que todo ello es debido a que los metabolitos
secundarios producidos por los hongos enddfitos tienen la capacidad de generar la
lisis de las membranas celulares de las bacterias, causando la muerte de estas. Por
el lado contrario, para las cepas que no presentaron una buena actividad
bactericida, el autor menciona que puede ser debido a que las bacterias deshidratan
los medios de cultivo de forma rapida, impidiendo que los endéfitos tomen los

nutrientes necesarios y causando que el hongo no pueda mantenerse con vida.

Malhadas y colaboradores (2017) evaluaron la actividad antimicrobiana de tres
hongos endofitos: Penicillium commune, Penicillium canescens y Alternaria
alternata, los cuales fueron aislados de las hojas de Olea europea (olivo). La
actividad de estos microorganismos fue evaluada contra dos bacterias Gram
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negativas (E. coli y Pseudomonas aeruginosa), tres bacterias Gram positivas
(Bacillus cereus, Bacillus subtilis y S. aureus) y tres levaduras (Candida albicans,
Candida glabrata y Candida parapsilosis). La actividad antimicrobiana fue evaluada
en cajas de Petri de 9 cm de diametro, con medio PDA adicionado con extracto de
las hojas de la planta hospedera, medio que fue inoculado con 10 pL de suspension
de esporas (1 x 10° esporas/mL) de los endéfitos. Para inocular las bacterias,
primero llegaron a una concentracion de 10° UFC/mL. A cada placa, previamente
inoculada con los hongos endofitos, se le agregaron 5 mL de la suspensién de
bacteria. Las placas que fueron inoculadas con levadura fueron incubadas a 25°C
durante 48 horas, mientras que las que contenian bacterias fueron incubadas a
37°C durante 24 horas. Como controles positivos, utilizaron fluconazol (25 pg/mL)
para las levaduras y cloranfenicol (30 pug/mL) para las bacterias.

Al finalizar las pruebas antimicrobianas se pudo constatar que P. canescens 'y P.
commune fueron los endéfitos con la mejor actividad inhibitoria. P. commune tuvo
la mejor bioactividad contra C. parapsilosis, B. cereus y P. aeruginosa. En el caso
de P. canescens, inhibié de manera mas efectiva a S. aureus, E. coli, y B. subtilis,
mientras que A. alternata inhibié el crecimiento de B. subtilis, B. cereus, P.

aeruginosa y S. aureus, en comparacion con el cloranfenicol.

Palanichamy y colaboradores (2018) aislaron 42 hongos endofitos a partir de 11
plantas medicinales diferentes provenientes de Tamil Nadu, India, y evaluaron la
bioactividad de los metabolitos secundarios producidos por estos microorganismos.
La mayoria de los hongos aislados fueron Alternaria sp. y Fusarium sp., y sus
metabolitos secundarios fueron extraidos mediante un proceso liquido-liquido con
acetato de etilo. 15 de estos extractos mostraron actividad antimicrobiana contra
potenciales patdbgenos humanos, como lo son S. aureus, Salmonella typhi, E. coli,
Proteus mirabilis y Corynebacterium diphtheriae, utilizando el método de pozos en
agar, como control positivo estreptomicina y como control negativo acetato de etilo.
Las placas fueron incubadas durante 24 horas a 37°C. Los extractos crudos

provenientes de los hongos de Vitex negundo, Ocimum basilicum y Justicia
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gendarussa fueron los que inhibieron a los cinco patdgenos contra los que se
evaluaron las cepas de los enddfitos.

Duplat-Torres (2019) logré aislar hongos endofitos de las hojas del frailejon plateado
(Espeletia argentea). En el trabajo experimental, el autor logro obtener cerca de 250
hongos enddfitos aislados (finalmente 51, tras descartar aquellos que tenian
caracteristicas morfologicas similares). A estos endofitos se les evalué la actividad
antagonica frente a tres patodgenos: Phythophthora infestans, Fusarium sp. y
Fusarium keratoplastikum y se hizo busqueda de compuestos bioactivos. 27 de los
enddfitos causaron inhibicidn del crecimiento de Fusarium sp., mientras que 42 lo
hicieron con F. keratoplastikum y también con P. infestans. Sin embargo, la mayoria
de los resultados no fueron estadisticamente significativos: tan solo cinco cepas
mostraron una inhibicion de mas del 50% de crecimiento y sélo hubo presencia de
halos de inhibicién en el caso de P. infestans. La inhibicidn hacia las dos especies
de Fusarium se dio por contacto directo con el patégeno o por competencia, por lo
gue en esos casos se descartd la busqueda de metabolitos secretados al medio.
Dicha busqueda si se realizdé con las cinco cepas que mostraron halo de inhibicién
contra P. infestans. Se caracterizaron morfolégicamente a nivel macro y
microscopico, llegandose a identificar probablemente como pertenecientes al filo
Ascomycota, aunque no se pudo clasificar a nivel de género debido a que no se
observaron estructuras reproductoras. En cuanto a la busqueda de metabolitos
secundarios, no se llegaron a identificar los compuestos producidos por los
endofitos, mas bien solo se logré estandarizar el método para la extraccion y
deteccion de los metabolitos producidos por hongos en medio de cultivo sélido
mediante una cromatografia liquida de ultra-alto rendimiento, acoplada a
espectrometria de masas de alta resolucion. Compararon los cromatogramas
obtenidos para los enddfitos aislados con los resultados del hongo Mycogone rosea,
que tiene actividad inhibitoria contra el patégeno Boftrytis cinerea, y llegaron a
identificar preliminarmente fracciones de compuestos con actividad antimicrobiana,
detectandose que si hay produccién de metabolitos secundarios por parte de los

hongos endofitos.
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Mosquera y colaboradores (2020) aislaron 14 hongos enddfitos provenientes de
Mammea americana y Moringa oleifera, microorganismos en los cuales se reporto
actividad antimicrobiana ante cepas sensibles y resistentes de E. coliy S. aureus.
La actividad antimicrobiana mas fuerte fue obtenida con tres extractos etandlicos,
uno de Penicillium sp. y dos de Cladosporium sp. El extracto correspondiente a
Penicillium sp. tuvo una mejor actividad antagonica frente a E. coli, mientras que el
extracto correspondiente a Cladosporium sp. tuvo una mejor actividad contra S.
aureus. Ademas, se realizaron pruebas de citotoxicidad y se demostré que los
hongos enddfitos no ocasionaron dafio celular. Se hicieron identificaciones a nivel
de morfoespecie, permitiendo el aislamiento e identificacion de enddéfitos de M.
americana: Bipolaris sp., Aspergillus spp., Penicillium sp., Cladosporium sp. y
Mycelia sterilia, microorganismos que fueron reportados por primera vez en trabajos
realizados con esta planta. Para el caso de M. oleifera, ya se habian reportado
diferentes endofitos en otros trabajos, que coinciden con los ahora identificados

como Cladosporium sp., Aspergillus sp. y Mycelia sterilia.

Pincay y colaboradores (2020) evaluaron la capacidad antagonica de Clonostachys
sp. y Alternaria sp., aislados de plantas de mora (Rubus glaucus), sobre el hongo
Botrytis cinerea, que es causante de la enfermedad “moho gris’, uno de los
principales problemas fitosanitarios sobre los cultivos de mora (que llega a
ocasionar pérdidas econdmicas y afecta a alrededor del 92% de los productores de
este fruto). En el caso de Alternaria sp. se comprobaron los postulados de Koch,
para confirmar que no se trataba de un hongo enddfito con actividad patégena. Para
ello, se inocularon tres tallos sin hojas y se incubaron a 26°C durante 15 dias.
Después del tiempo de incubacién, se observd que no hubo sintomas de
necrosamiento debido a infeccion. La metodologia que se utilizé para observar la
actividad antagonica de los endofitos fue colocar en cajas de Petri con PDA discos
de 5 mm en dos extremos diferentes, uno con un endofito y en el otro extremo B.
cinerea, para que después de 14 dias en el caso de Alternaria sp. (y 20 dias para
Clonastachys sp., el tiempo que tardaron en crecer) se pudiera evaluar la actividad
en la escala de Bell et al. (1982). En dicha escala, se hace uso de cinco niveles de

referencia segun el crecimiento de los hongos en comparacion con el patégeno.
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Después de 12 dias de incubacion, los hongos endofitos consiguieron una inhibicion
del crecimiento radial de B. cinerea, llegando a resultados de 55.2% con Alternaria
sp. y 54.6% para Clonastachys sp. (aunque en este ultimo caso, una incubacion
mayor, 20 dias, permiti6 obtener una inhibicion de 65.5%). Con los valores
obtenidos se ubicaron a los endofitos en las categorias Il y Il de la escala de Bell.
El aislado de Clonastachys sp. fue ubicado en la categoria Il, la cual indica que el
antagonista llega a sobrepasar dos terceras partes de la superficie del medio de
cultivo (ya que presentd, a pesar de su crecimiento lento, una ventaja sobre los
esclerocios de B. cinerea). En cuanto a Alternaria sp., fue dispuesto en la categoria
[, la cual representa la situacion donde el antagonista y el patdégeno colonizan la
mitad del medio de cultivo y parece que ninguno domina al otro, debido a que no
tuvo un crecimiento bueno, no presentd grandes cantidades de conidios y permitio
que el patégeno creciera sin ningun problema (por lo tanto, no se le consideré como
un hongo antagonista). Los autores mencionan que es recomendable realizar las
pruebas en campo para analizar como influye el medio en el desarrollo de los

hongos antes de utilizarlos como biocontroladores.

Pinhelo da Costa y colaboradores (2021) evaluaron la actividad antimicrobiana de
los extractos de 19 hongos enddfitos aislados a partir de hojas de Brugmansia
suaveolens, de los cuales se pudieron identificar a Aspergillus flavus, Aspergillus
sp, Fusarium avenaceum, Aspergillus oryzae, Nectria rigidiuscula, Fusarium sp.,
Microdiplodia sp., Paraconiothyrium sp. y Eurothiomycetes sp. Estos extractos
fueron obtenidos mediante fermentacion en medio sumergido con adicién de hojas
secas. La evaluacion de la actividad antimicrobiana fue realizada contra Klebsiella
pneumoniae y Proteus mirabilis, las cuales estuvieron en suspensién de 1 x 10°
bacterias/mL. Las células fueron inoculadas en placas con agar Mueller-Hinton y se
esparcieron por toda la superficie del medio, para posteriormente colocar un
pequefio papel de filtro en el centro de las placas, al cual se le agregd 10 uL de
extracto con concentracion de 250 pg/mL. Como control negativo no se agrego
extracto y los controles positivos fueron antibidticos comerciales, como gentamicina
y ampicilina. Las cajas se mantuvieron durante 24 horas a 37°C; después del tiempo
de incubacion, se pudo observar que las cepas denominadas como BS9 y BS17
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fueron las que presentaron una mejor actividad antimicrobiana contra Proteus
mirabilis. De igual manera, estas dos cepas junto con la BS1 fueron las que

presentaron mejor actividad contra Klebsiella pneumoniae.

Depetris (2021) obtuvo 66 aislados de hongos enddfitos provenientes de Paspalum:
22 de Paspalum dilatatum y 44 de Paspalum notatum. 44 de los enddfitos aislados
se identificaron morfolégica y molecularmente, llegando a contabilizarse diez
géneros diferentes: Trichoderma, Penicillium, Fusarium, Curvularia, Cladosporium,
Cercospora, Bipolaris, Aspergillus, Alternaria y Acremonium. Para evaluar la
actividad antagonica, se hizo uso de las cepas identificadas como Trichoderma
amazonicum y Acremonium strictum (debido a que fueron las especies mas
frecuentes y con un potencial mayor) y se enfrentaron con las cepas patdégenas
Alternaria alternata y Bipolaris sp. La evaluacion se hizo en cajas de Petri con medio
PDA y cultivos duales: ambas cepas (patdgena y no patégena) se sembraron a 2
cm del borde de la placa y se incubaron a 28°C durante siete dias para T.
amazonicumy quince dias para A. strictum. El porcentaje de inhibicion que presento
T. amazonicum contra las dos cepas patdgenas fue mayor al 60%, situandolo en el
nivel tres (fuerte) de las categorias de inhibicion del crecimiento (CIC), mientras que
A. strictum presentd un 34% contra Alternaria alternata y casi un 23% contra
Bipolaris sp., ubicandose en la categoria dos (moderada) y uno (débil),
respectivamente, de las CIC. Para la evaluacion de la actividad antagdnica debida
a metabolitos volatiles, se colocaron placas con PDA inoculadas cada una ya sea
con micelio del patdgeno o micelio del enddfito a evaluar, las cajas se ponian frente
a frente con flujo laminar, para luego sellarlas con Parafilm. Se incubaron a 28°C
durante siete dias, para evitar contaminaciones. T. amazonicum presentd una
inhibicion de casi 29% contra Alternaria alternata y un 19% contra Bipolaris sp.,
ubicandose en la categoria dos y uno, respectivamente, de las CIC. En el caso de
A. strictum, presentd un 4.71% y casi un 12% contra Alternaria alternata y Bipolaris
sp., respectivamente, ubicandose en ambos casos en la categoria uno. Respecto a
la evaluacion antimicrobiana mediante la técnica de excavacion-placa cultivo, se vio
el potencial antagonico contra la enfermedad causada por el hongo Claviceps
paspali (ergot). Para ello, por un lado, se cosecharon inflorescencias con exudado
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mucilaginoso y viscoso caracteristico de la enfermedad. Por otro, en cajas de Petri
con PDA y los enddfitos inoculados (con siete dias de crecimiento para A. strictum
y tres dias para T. amazonicum), se hicieron cuatro huecos en el medio, cerca del
micelio de los hongos para, dentro del hueco colocar 20 uL del inéculo del ergot. T.
amazonicum después de cuatro dias presento colonias en todas las placas, aunque
cerca de las zonas de in6culo del patégeno aparecieron algunas pequefias areas
de inhibicién (tal vez debido a la esporulacién del hongo enddéfito), mientras que en
el caso de A. strictum el crecimiento se aprecio hasta sobre el patdgeno, no se
observaron halos de inhibicion. Estos resultados indican que T. amazonicum tiene
un gran potencial in vitro como control biolégico contra los patégenos utilizados,
ademas de inhibir a Claviceps paspali (tal vez por micoparasitismo y/o competencia
por recursos). En el caso de A. strictum seria interesante el analisis de produccion
y liberacidon de metabolitos secundarios (tal vez en este caso también se dé
actividad de competencia por los recursos entre el endofito y los patogenos).

Navarro-de-la-Fuente y colaboradores (2022), por su parte, obtuvieron 20 aislados
fungicos de Manilkara zapota, provenientes de la fruta y las hojas. Estos
microorganismos se identificaron morfolégicamente utilizando claves taxondémicas
y realizando comparacion de las ITS del ADN ribosomal, llegando a identificarse
siete géneros de ascomicetos: Pestalotiopsis, Geotrichum, Curvularia, Diaporthe,
Neopestalotiopsis, Daldinia y Epicoccum, y dos géneros de basidiomicetos:
Sistrotema y Stereum. Se evaluaron 40 extractos crudos correspondientes a
biomasa y caldo de cultivo de los 20 hongos aislados, para detectar actividad
antibacteriana (concentracion de 1 mg de bacteria/mL) Se aprecié una inhibicion en
el crecimiento de E. coli y Enterococcus faecalis debida a la biomasa de Stereum
sp., lo mismo que ocurrié con ambos extractos de Curvularia sp. y Sistofrema sp.
(los cuatro extractos en las mismas condiciones de experimentacion). Por el
contrario, estos extractos fueron inactivos contra S. aureus. También se reportd que
los unicos extractos que inhibieron el crecimiento de Clavibacter michiganensis
(bacteria fitopatogena) fueron los de Curvularia sp. Todos los demas extractos
fungicos fueron inactivos frente a E. coli, S. aureus, E. faecalis y las bacterias
fitopatogenas Pseudomonas putida, Pseudomonas syringae, C. michiganensis,
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Rhizobium radiobacter y Xanthomonas albilineans. Para las pruebas de actividad
antifungica, concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima
bactericida (CMB) se utilizo el extracto crudo de biomasa de Curvularia sp., ya que
fue el que presentd mejores resultados en la actividad antibacteriana. Para el calculo
de la CMI, el extracto presentd buena actividad contra E. faecalis, moderada contra
C. michiganensis y baja con E. coli. En cuanto a la CMB se determin6 una
concentracion de 500 uyg/mL contra C. michiganensisy E. faecalis, mientras que fue
inactiva frente a E. coli. Respecto de la actividad antifungica, con una concentracion
de 1000 pg/mL presento6 un efecto inhibitorio variado (29-35%) sobre Colletotrichum
musae, Lasiodiplodia theobromae y Fusarium solani (hongos fitopatdgenos)
después del cuarto dia de inoculacion.

Trujillo-Ortigoza (2022) evalu6 la actividad antimicrobiana de hongos enddfitos
aislados de Fernandezia lanceolata contra dos patdégenos, Fusarium sp. y
Colletotrichum sp. Se utilizaron 44 cepas de los aislados obtenidos con cultivos
duales en medio PDA, que fueron incubados durante ocho dias a 25°C. Después
del tiempo de incubacion, sélo 14 presentaron inhibicion contra Fusarium sp., y dos
de estos endofitos presentaron una inhibicion en el crecimiento del patégeno mayor
al 51%. En el caso de Colletotrichum sp., de los 44 enddfitos evaluados, 40 de ellos
mostraron actividad antagonica contra el patdégeno, y cuatro cepas presentaron una
actividad de inhibicion entre el 70 y el 97%. Estos resultados demuestran que los
hongos endofitos aislados de las raices de estas orquideas presentan buena
actividad antagénica contra Fusarium sp. y Colletotrichum sp., lo que da pie a mas
investigacion para llegar a producir algun producto de biocontrol para cultivos de

interés.

Camacho-Luna y colaboradores (2022) obtuvieron 100 aislados de endofitos a partir
de hojas de Ageratina pichinchensis, la cual es una planta medicinal endémica de
México (comunmente conocida como axihuitl). Los aislados fueron clasificados en
55 morfoespecies. Posteriormente fue evaluada su actividad antagdnica contra tres
patogenos: Stemphyllium vesicarium, Fusarium proliferatum y F. oxysporum,

encontrandose actividad considerable en doce de las morfoespecies. Estos doce
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morfotipos fueron seleccionados para realizar la identificacion a nivel molecular y
los ensayos de actividad antagonica en cultivo dual y de alimento envenenado. Se
hizo la identificacidon de los aislados, obteniéndose los siguientes resultados:
Remotididymella anthropophila, Phomopsis sp., dos correspondientes a Diaporthe
sp., Diaporthe caatingaensis, Fusarium sp., Nigrospora oryzae, otros dos de
Alternaria alternata, Alternaria sp., Trichoderma longibrachiatum y Phomopsis sp.
Algunas de las especies que se identificaron han sido también reportadas para otras
especies de plantas del género Ageratina, por ejemplo, para Ageratina adenophora
se han aislado enddfitos del género Phomopsis y para Ageratina altissima se ha
reportado la presencia de Phomopsis magnoliae y N. oryzae. Respecto de la
actividad antagodnica en cultivo dual, los hongos endofitos seleccionados inhibieron
el crecimiento micelial de F. oxysporum y F. proliferatum en un 37 a 80% (los
aislados de T. longibrachiatum y N. oryzae presentaron la mayor actividad
antagonica, un 79% de inhibicion contra ambas especies de Fusarium). En cuanto
a la experimentacion con alimento envenenado, se report6 que N. oryzae si
presenta actividad antagonica sobre el crecimiento contra las dos especies de
Fusarium (pero no por produccion de algun compuesto, sino por competencia por
espacio y nutrientes), mientras que en el caso de T. longibrachiatum si hubo
inhibicion del crecimiento de Fusarium debida a la producciéon de compuestos con
actividad antibidtica.

Garcia-Latorre (2022) seleccioné diferentes hongos endofitos provenientes de
dehesas extremenas, con el fin de producir in vitro metabolitos secundarios con
potencial actividad protectora de plantas frente el estrés bidtico y abibtico. Los
extractos fueron probados tanto en condiciones in vitro como de invernadero, para
el biocontrol de tres microorganismos: Phytophthora cinnamomi, Botrytis cinerea y
Pseudomonas syringae. Al estar inoculadas con los microorganismos, las plantas
iban a presentar sintomas de enfermedad, tales como secado de la planta,
presentar color amarillento, hojas podridas y algunas manchas de color negro. Para
saber qué tanto se vio afectada la planta con la presencia de los microorganismos
y también qué tanto los hongos enddfitos ayudaron en la parte del biocontrol, se

implementd una escala de cinco niveles para referirse al dafio encontrado en las
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plantas: 0 — planta sana, 1 — signos de enfermedad débiles, 2 — sintomas de

enfermedad marcados, 3 — senescencia, 4 — muerte.

Para el estudio de la actividad antimicrobiana con Phytophthora cinnamomi, este
patogeno fue inoculado en plantas de Lupinus luteus, debido a su alta
susceptibilidad planta-patdogeno. La inoculacion del patdégeno se realizé aplicando
un sustrato de zoosporas, 100 mL por cada L de suelo, con concentracién de 2 x
10* esporas, mientras que los extractos fueron pulverizados y esparcidos sobre las
plantas hasta que se consiguid un mojado homogéneo. Después del estudio, se
observo que todos los enddfitos provocaron una reduccion significativa del efecto
del patdégeno sobre la planta, siendo Fusarium avenaceum y Pseudopithomyces
chartarum, los que ayudaron mejor a que las plantas presentaran menos sintomas

de enfermedad, reduciendo los dafios en un 72% y 65% respectivamente.

En el caso de Botrytis cinérea, este patdogeno se inoculd en el garbanzo Cicer
arietinum, debido a que este cultivo es de suma importancia en tierras de secano.
En este caso, primero se inocularon los extractos, de igual manera, pulverizandolos
y agregando un mL sobre la planta con concentracion de 3 mg/mL. Cuando la planta
se seco, al dia siguiente se le inoculd el patégeno, 5 mL por cada planta con
concentracion de 2 x 10* esporas/mL. Para este estudio se utilizd una escala
diferente, tomando en cuenta los porcentajes de severidad ((# de hojas con
sintomas/# de hojas totales) x 100) con seis niveles: 0 — 0% de dafos, 1 —1 a 20%,
2-212a40%, 3 -41a60%,4 -61a80%y5-81a100%. Se observo que los
extractos de Fusarium avenaceum, Mucor hiemalis, Purpureocillium lilacinum vy
Epicoccum nigrum fueron los que protegieron mucho mejor a las plantas de este
patogeno, teniendo un aumento significativo en el peso seco de las partes aéreas

sanas de las plantas.

Para Pseudomonas syringae, la planta que fue seleccionada para su inoculacion
fue Solanum lycopersicum. Su tratamiento fue parecido al de la planta anteriormente
mencionada, y cuando se sec6 se inoculé con un mL del patégeno [108 unidades
formadoras de colonias]. Las plantas infectadas presentaron foliolos con manchas
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de color negro, rodeadas con un halo clorético, algunas perdieron el vigor y otras
murieron. Todas las plantas tratadas con los extractos presentaron una diferencia
significativa en el tratamiento de su enfermedad con respecto a las no tratadas, pero
entre todos los tratamientos con los extractos no hubo diferencia significativa. El
extracto que demostré una mejor actividad protectora sobre la planta fue el
denominado por el equipo de trabajo como E138, ya que con este extracto se obtuvo
un peso aéreo y un peso seco total de la planta mucho mayor, en comparacion con
los demas tratamientos.

Galindo-Solis (2023) obtuvo 130 morfotipos diferentes de hongos endofitos aislados
de cuatro arboles/arbustos: Krameria cystisoides, Taxus globosa, Taxus baccata 'y
Salvia ballotiflora (de una muestra de rama y hojas de esta ultima fueron aislados
doce morfotipos, lo cual es el primer reporte de hongos enddfitos en esta especie).
Como novedad, el autor utilizé extracto metandlico de la planta hospedera para
suplementar los medios de aislamiento y observar si estas condiciones favorecian
el crecimiento de los enddfitos, como asi fue. Tras el analisis de las secuencias de
ITS se identificaron hongos de los géneros Periconia sp. y Alternaria sp., aislados
de Taxus globosa. A partir de Taxus baccata se aislaron Fusarium sp., Fusarium
oxysporumy Alternaria sp. En el caso de Salvia ballotiflora se identificaron Fusarium
oxysporum, Alternaria sp y Fusarium sp, y, por ultimo, en Krameria cystisoides, se
identificaron, Cladosporium cladosporioides, Xylariaceae sp., Penicillium sp.,
Dothiorella sp., Periconia sp. y Cladosporium sp. Algunas cepas aisladas de los
enddfitos fueron probadas para evaluar su actividad antimicrobiana sobre E. coli, P.
aeruginosa, Salmonella enterica, S. aureus, Staphylococcus epidermidis, E. faecalis

y Bacillus sp.
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3. JUSTIFICACION

Debido a la constante busqueda para la mejora de la calidad de vida de la poblacién
mundial (ademas de la presencia de varias enfermedades que afectan no sélo a los
humanos, sino también a los cultivos y ecosistemas en general), existe la necesidad
de obtener compuestos bioactivos con potencial impacto en diversos sectores. Con
el incremento a nivel mundial de bacterias multirresistentes a antibidticos, uno de
los objetivos necesarios es no sélo encontrar nuevos antibioticos, sino ademas que
cuenten con mecanismos de accion diferentes a los conocidos hasta ahora. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en colaboracion con la Universidad de
Tubingen (Alemania), publicaron en 2021 una lista llamada “problemas sanitarios
urgentes de dimension mundial”, en la que se incluyen aquellas bacterias que
adquirieron y van aumentando en su farmacorresistencia. Las bacterias se
organizan en tres prioridades (critica, elevada y media) y las que encabezan la lista
son Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus 'y Helicobacter pylori, las cuales
son resistentes a vancomicina, meticilina y clarotromicina. Buscando nuevas
alternativas, Tejesvi y col. reportaron el descubrimiento de un nuevo péptido en
2013, el cual fue nombrado “trtesin”, producido por Fusarium tricinctum, endofito de
la planta Rhododendron tomentosum. Trtesin es un péptido de 52 aminoacidos, que
al ser purificado presentd actividad contra Staphylococcus carnosus, Candida
albicans y Candida utilis, ademas de contra Fusarium oxysporum, bacterias con alta
resistencia a antibiéticos. La investigacién para produccion de nuevos farmacos a
partir de hongos endofitos es viable, ya que trtesin tiene homologia cercana con un
péptido antifungico que fue patentado por Pioneer Hi-Bred Seeds (Altier y col. 2009),
y que, anadido en plantas transgénicas, las defiende contra hongos patdégenos y
bacterias.

Segun el INEGI, en 2023 se registraron poco mas de 90 mil defunciones atribuidas
a tumores malignos, lo que corresponde aproximadamente a un 8% de las
defunciones totales en México. Desde hace décadas se ha buscado el modo de
poder combatir estas enfermedades y ahora se dispone de tratamientos con
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diferentes medicamentos, los cuales han dado resultados prometedores. Un
ejemplo es el uso de taxol, nombre comercial de un compuesto antimitético usado
como medicamento de quimioterapia y cuyo nombre comun es paclitaxel. La funcién
de este farmaco radica en la estabilizacién de microtubulos, formados por proteinas,
los cuales conforman el huso mitotico (estructura para organizar y mover
cromosomas en la mitosis celular) y asi provocar la pérdida de su funcién. La
problematica existente con este medicamento es que la extraccion a partir de la
fuente natural (corteza de los arboles de algunas especies del género Taxus) es
complicada y no deja buenos rendimientos, requiriendo procesar aproximadamente
750 arboles adultos para conseguir un kilogramo de paclitaxel, lo que conlleva a
tener un medicamento con un alto costo. Ademas, su sintesis quimica es muy
compleja y no resulta comercialmente rentable (Centelles e Imperial, 2010). Por ello
es imprescindible encontrar otras fuentes biologicas para la produccion de este tipo
de compuestos, como lo pueden ser los hongos enddfitos, quienes son grandes

candidatos para la produccidon de agentes antitumorales.

Debido al estilo de vida que llevamos los mexicanos, una de la enfermedades mas
recurrentes en el pais es la hipertension. La hipertension arterial se debe al aumento
de la presion de la sangre en las arterias, lo que es causado en parte por la diabetes,
el consumo de tabaco y alcohol en exceso, el sedentarismo, la obesidad y la
alimentacion inadecuada, el uso de medicamentos de tipo esteroideo y ciertas
condiciones genéticas. La Secretaria de Salud estima que mas de 30 millones de
personas en México viven con esta enfermedad y que, aproximadamente, el 46%
de esta poblacion no lo sabe. Segun datos del INEGI de 2020, el 24.9% de la
poblacién de hombres y 26.1% de las mujeres padecen hipertension, ocasionando
casi 50 mil fallecimientos (Secretaria de Salud, 2023). El tratamiento para esta
enfermedad esta basado en farmacos inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina, bloqueadores de canales de calcio y beta bloqueadores. La actividad
antihipertensiva de hongos enddfitos es un campo que no ha sido explorado en su
totalidad, hay evidencia que demuestra la eficacia de extractos de hongos enddfitos
que inhiben la enzima convertidora de angiotensina en diferentes concentraciones.

Por ello, estudiar esta actividad bioldgica brindaria informacién para nuevas y
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mejores fuentes de produccion de farmacos contra la hipertension, mejorando asi

la calidad de vida de la poblacién mexicana.

Por otra parte, el crecimiento de la poblacion mundial ha provocado que el uso de
los pesticidas quimicos se haya incrementado enormemente para satisfacer las
necesidades alimenticias de la poblacion. El uso desmedido de los pesticidas
genera varios problemas que afectan a diferentes sectores: envenenamientos de
personas, problemas ambientales, resistencia a los plaguicidas y, como
consecuencia, hasta puede darse el resurgimiento de plagas. La azaridactina es un
biopesticida de gran importancia en el mundo, obtenido a partir de extractos de
Neem (Azaridachta indica), que es una planta tropical. Este plaguicida combate
enfermedades y plagas importantes econdmicamente, provocadas por insectos, ya
sea repeliéndolos, inhibiendo su alimentacion y/o interrumpiendo su crecimiento y
reproduccion (Adhikari y col., 2020). Aunque la produccion de estos pesticidas es
sencilla, econdmica y no téxica, es importante buscar fuentes alternas para la
produccion de la azaridactina, con técnicas mejores y mas economicas, ademas de

no agotar la fuente original del compuesto.

Con el objetivo de aportar soluciones a las dificultades con las que se enfrenta la
humanidad, mas el compromiso de querer mantener los ecosistemas sanos vy,
adicionalmente, contribuir a la poca informacion sobre la produccidén de compuestos
provenientes de la actividad metabdlica de los hongos enddfitos, el presente trabajo
de investigacion pretende llegar a la identificacion de hongos enddfitos aislados de
Taxus sp., determinar los compuestos que producen y evaluar su actividad

bioldgica.

41



4. HIPOTESIS

Los diferentes hongos endofitos que seran aislados de Taxus sp., produciran

compuestos bioactivos de interés.

5. OBJETIVOS

5.1 General:

Ampliar el conocimiento acerca de los hongos endofitos, su diversidad y su
bioactividad, usando como modelo de planta hospedera Taxus sp.

5.2 Especificos:

5.2.1 Realizar el aislamiento y crecimiento de hongos enddfitos de Taxus sp.

5.2.2 |dentificar molecularmente los hongos enddfitos aislados.

5.2.3 Producir compuestos bioactivos de los enddfitos aislados.

5.2.4 Evaluar la actividad biologica de los compuestos producidos.

5.2.5 Analisis de actividad antimicrobiana debida a proteina o metabolitos
secundarios.

5.2.6 Identificar por espectrometria de masas los compuestos producidos.
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6. METODOLOGIA

6.1 Aislamiento de microorganismos.

La recolecta de muestras de Taxus globosa (tejo chino) se realiz6 tomando en
cuenta las caracteristicas morfologicas de hojas y frutos descritas en diferentes
estudios, que, junto con datos obtenidos de censos preliminares de la poblacién de
arboles juveniles y adultos en el Parque Nacional El Chico, Hidalgo, se pudieron
elegir, con ayuda de ubicacion satelital, las coordenadas con mejor accesibilidad.
Los especimenes fueron seleccionados segun las caracteristicas morfoldgicas de
la especie (Figuras 1y 2). Se tomaron muestras de hojas y ramas, de una altura
aproximada de 3 m de cada arbol, utilizando tijeras para jardin previamente
esterilizadas en flama y sanitizadas con etanol al 70%.

Figuras 1y 2. Caracteristicas morfologicas de un individuo de Taxus globosa Schitdl (Thomas, 2019).

Se realiz6 un tratamiento de lavado a las hojas y trozos de corteza de Taxus sp.,
que consistié en lavar primero con una solucion jabonosa durante diez minutos con
agitacion, posteriormente se hicieron dos lavados con agua destilada, se paso el
material biolégico a etanol al 70% (v/v) durante tres minutos, manteniéndose con
agitacion suave vy, finalmente y ya dentro de una campana de flujo laminar, se

enjuago el material con agua destilada.

A continuacion, se colocaron tres pedazos de hoja en cada caja de Petri y lo mismo
se realizo con los trozos de corteza. Se inocularon 12 cajas de Petri con PDA y
antibiotico (100 pg/mL de gentamicinay 100 pg/mL de ampicilina), 12 cajas con agar
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nutritivo y antibidtico (mismas concentraciones descritas anteriormente) y, por
ultimo, 12 cajas con agar nutritivo sin antibidtico. La mitad de las cajas se
introdujeron en una incubadora a 28°C y la mitad restante se incubaron a 24°C,
distribuyendo los medios de cultivo en ambas temperaturas. Después de una
semana de incubacién, se seleccionaron cepas con caracteristicas morfolégicas
visualmente diferentes para su aislamiento y la evaluacion de sus actividades
biolégicas. Se realizaron tres aislamientos mediante siembra por estria de cada
cepa seleccionada.

Una vez obtenidos los cultivos axénicos de las cepas, se realizaron gliceroles al
40% (p/v) para su mantenimiento y conservacion. Para ello, se cortaron pequefios
pedazos de micelio con palillos esterilizados y se colocaron en tubos de 1.5 mL,
agregandose posteriormente un mililitro de glicerol al 40%. A cada caja de Petri de
cultivo aislado se le agregaron aproximadamente 5 mL de solucion salina con
Tween al 80% para la colecta de esporas. Se tomaron aproximadamente 700 yL en
tubos de 1.5 mL y se adicionaron 700 uL de glicerol al 80%. En cajas de 60 mm con
medio PDA complementado con jugo de verduras V8%, se depositaron 20 pL del
concentrado de esporas colectado. Se sembraron dos cajas por cada cepa de
hongo, una para observar el crecimiento de las colonias y la otra para observar el

crecimiento masivo.

6.2 Identificacion de los hongos endoéfitos.

Para la identificacion de los enddfitos se realizo la extraccion de ADN gendmico,
segun el protocolo de Ceron-Moreno (2020). El micelio producido se recogié con
palillo estéril, y se coloco en un mortero frio, se anadio nitrogeno liquido y se molio.
En tubos Eppendorf de 1.5 mL frios se colocé alrededor de 1/3 de su volumen con
el micelio macerado, se le adiciondé a cada uno 800 uL de buffer de extraccion
(EDTA 50 mM y SDS al 0.2%) y se incubo a 68°C durante 30 min. Inmediatamente
después, se centrifugd a 14,000 rpm durante 5 min. Se recupero el sobrenadante y
se le agregaron 100 pL de acetato de potasio 5 M pH 4.2, se mezcld y se coloco en
hielo durante 30 min, para posteriormente centrifugar a 14,000 rpm durante 5 min.
Se tomaron 700 uL del sobrenadante y se adicionaron 700 uL de isopropanol, se
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mezclé suavemente y se centrifugd a 14,000 rpm durante 5 min. Se resuspendio el
pellet con 400 yL de TE (EDTA 1 mM pH 8.0 y Tris-HCI 10 mM pH 8.0) y se
agregaron 40 pL de acetato de sodio (NaAc) 3 M pH 7.0. La mezcla se calentd a
68°C durante 1 h. Pasado el tiempo, se agregd 1 mL de etanol absoluto y se
centrifugd a 14,000 rpm durante 5 min. Se desechd el sobrenadante y se lavé dos
veces el pellet con 800 yL de EtOH 70%, centrifugando a 14,000 rpm durante 5 min.
El ADN se resuspendi6 en 100 pL de TE con 1 yL de RNAsa, en una concentracion
de 10 pg/mL. La mezcla se mantuvo a 37°C durante 1.5 h. Después se anadieron
300 pL de TE y 300 pL de CIA (cloroformo-alcohol isoamilico, 24:1), se centrifugo a
14,000 rpm durante 5 min. Se recogié la fase acuosa y se afiadié 1/10 volumen de
acetato de sodio 3 M pH 5.2 mas 700 L de etanol absoluto frio, para centrifugar a
14,000 rpm durante 20 min. EI ADN se lavé con 800 puL de EtOH 70%, se dejo secar
y resuspendio en 30 pL de H»O libre de nucleasas. Se conservo a -20°C.

Para evaluar la calidad de las muestras de ADN genomico extraidas, se realizé una
electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, en el que se cargaron 5 uL de la muestra
de ADN con 3 uL de buffer de carga con Gel Red como intercalante.

Una vez obtenido el ADN de las muestras, se disefiaron PCRs utilizando cebadores
(concentracion de 10 uM) para las regiones ITS fungicas, los cuales amplifican
segmentos de varios hongos, tanto basidiomicetos como ascomicetos (Gardes y
Bruns. 1993), y cebadores para el factor de elongacion 1a (EF-1a) (las secuencias
de los cebadores se encuentran en el Anexo 1). Se sigui6 el manual disefiado por
el fabricante para la enzima Taq DNA Polymerase (recombinante) de Thermo
Scientific. Para los volumenes de los reactivos se utiliz6é: MgCl, 2 uL [25 mM], Oligo
1 0.5 yL [10 uM], TagPol 0.25 pL [5 U/uL], dNTPs 1 pL [10 mM], Buffer 2.5 pL [100
mM de Tris -HCI (pH 8.8), 500 mM de KCl y 15 mM de MgCl,], Oligo 2 0.5 pL [10
puM], H2O 12.25 uL, DNA 1 pL. Para la PCR se disefid un protocolo considerando el
tipo de polimerasa y los cebadores usados. La etapa de inicio se realizé6 a una
temperatura de 95°C durante 3 min, la desnaturalizacion en cada ciclo se realizé a
una temperatura de 94°C durante 30 seg, el alineamiento se complet6 a 50.1°C, en
el caso de los cebadores para ITS, y a 58°C, y en el caso de los cebadores para el
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factor de elongacion. En ambos casos se uso6 un tiempo de alineamiento de 40 seg.
Para la extension se usaron 72°C durante un minuto. Se aplicaron 35 ciclos y un

paso de elongacion final de 72°C durante 5 min.

Para comprobar la amplificacion se realizé una electroforesis en gel de agarosa al
0.8%. La purificacion de los productos de PCR se realizO mediante columnas,
siguiendo el manual del fabricante para el Agarose Gel Extraction Kit (Jena
Bioscience. Jena, Alemania). Para ello, se cortaron las bandas de interés del gel de
agarosa, se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL y se agregd buffer de
disolucién de agarosa (aprox. 600 uL), mas 200 uL de isopropanol frio. Se calento
a 60°C hasta que se disolviera la agarosa y se paso6, aproximadamente un mililitro,
a una columna previamente montada y activada. La activacion se realizé colocando
100 pL de buffer de activacion en la columna de giro. Después de esperar un minuto,
se centrifugd a 14,000 rpm durante 30 segundos, se descarto el liquido y se lavo
con 700 pL de buffer de lavado por 30 segundos, se centrifugd de nuevo durante
dos minutos y se descarto el liquido. La columna se pas6 a un tubo nuevo y se
agregaron 30 pL de H>O libre de nucleasas para eluir el ADN, se centrifug6 durante
un minuto y se corrid un nuevo gel de agarosa al 0.8%, para ver la integridad y
calidad de la limpieza de la muestra. 60 yL de cada una de las muestras a
concentracion de 10 ng/pl, fueron enviadas a la comparia Macrogen (Geumcheon-
gu, Seoul) para la determinacion de sus secuencia nucleotidica. Se utilizaron los
programas bioinformaticos de NCBI (National Center of Biotechnology Information,
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) y Fungi DB (https://fungidb.org/) para
realizar BLAST de cada una de las secuencias obtenidas y poder identificar las
cepas aisladas. En el caso de NCBI, se utilizdé la opcidn “nucleotide BLAST”,
optimizada para una funcion “megablast”. Para el analisis de las secuencias en
Fungi DB, se utilizo la funcion “BLAST para secuencias genomicas”, usando como
referencia toda la base de hongos en la biblioteca.

6.3 Evaluacioén de la actividad biolégica de los cultivos.

Para la evaluacion de la actividad bioldgica, se liofilizaron los medios de produccion

en donde se cultivaron los hongos. Se observdé que en las dos temperaturas
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probadas habia crecimiento de los hongos: algunos conidiaban y los restantes no.
Por ello, se realizaron dos procesos diferentes para la obtencion de liofilizados.

Los hongos que conidiaron fueron inoculados en placas de 60 mm con medio PDA
complementado con jugo de verduras V8®. Se inocularon 20 pL de los tubos de
conservacion de esporas y pasadas las 72 horas de crecimiento se levantaron las
esporas con 5 mL de una solucién de NaCl al 0.9% con 200 yL de Tween 80. Con
4 mL del concentrado de esporas obtenido se inoculé el medio de produccion, el
cual consistia en 50 mL de caldo dextrosa y papa, complementado con jugo de
verduras V8® en matraces de 250 mL. Pasadas las 72 horas de incubacién a la
temperatura correspondiente, con agitacion de 200 rpm, se filtré el medio y se
recolectaron 20 mL en tubos cénicos de 50 mL, los cuales se congelaron con

nitrogeno liquido y se liofilizaron.

En el caso de los hongos que no conidiaban, se inocularon placas de 60 mm con
medio PDA complementado con jugo de verduras V8® con 40 uL de los tubos para
conservar micelio. Después de 72 horas de crecimiento se levanté la biomasa con
una solucion de NaCl al 0.9% con 200 pyL de Tween 80 y se inocularon 4 mL de lo
recuperado en matraces de 250 mL con caldo dextrosa y papa para la obtencién de
biomasa humeda. Después de otras 72 horas, se filtré la biomasa y se peso, para
posteriormente inocular el medio de produccion. Cada matraz de 250 mL (con el
medio de produccion, que fueron 50 mL de caldo dextrosa y papa) fue inoculado
con 0.747 g de biomasa humeda (debido a que fue lo minimo de biomasa que
produjeron todos los hongos por igual). Pasadas 72 horas, se filtr6 el medio,
tomando 20 mL en tubos conicos de 50 mL, para congelarlos con nitrégeno liquido

y liofilizarlos.

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana, se utilizaron tres bacterias de
interés clinico: Kocuria rhizophila (Gram-positiva), Listeria monocytogenes (Gram-
positiva) y Salmonella spp (Gram-negativa). Las pruebas se realizaron en placas de
bioensayo, una por cada bacteria, cada placa con 220 mL de medio Agar Soya
Tripticaseina (TSA). Una vez solidificado el medio, se esparcieron en cada placa 2
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mL de cada bacteria (DOgoo = 0.1, un aproximado de 1x10° unidades formadoras de
colonias/mL) con un hisopo previamente esterilizado. Se dejaron pasar 15 min para
que el inéculo quedara adherido al agar y poder colocar pequenos circulos de papel
de filtro esterilizado, intercalados para la buena observacion y medicion de los
posibles halos. Cada disco de papel filtro se humedecié con 20 pL de extracto, en
cuatro intervalos de 5 uL para evitar el desborde de la muestra. Se utilizaron como
control positivo dos antibidticos, gentamicina y penicilina a una concentracion de 10
pMg/mL cada uno, y como control negativo se uso el medio de cultivo en el cual se
incubaron los hongos para la obtencion de los extractos, medio caldo dextrosa y
papa complementado con jugo de verduras V8®. Una vez dispuestas las muestras,
cada placa se mantuvo a 4 °C durante una hora para favorecer la difusion. A
continuacion, la placa con Kocuria rhizophila se incubd a 28°C, mientras que las de
Listeria monocytogenes y Salmonella spp. se incubaron a 30°C. Después de 20
horas se observaron halos definidos y un buen contraste entre el halo y el

crecimiento bacteriano.

Posteriormente, se realizé un gel SDS-PAGE y un zimograma contra Micrococcus
lisodeikticus, para analizar si la actividad antimicrobiana presente es debida a una
proteina 0 a un metabolito secundario. En este experimento sélo se utilizaron
aquellas muestras que presentaron actividad contra las tres bacterias
(concretamente, las muestras G, J y K), las muestras —R, +R y Escarlata también
presentaron actividad antimicrobiana, pero solo contra Kocuria rhizophila, razdn por
la cual, sus extractos no fueron utilizados para el experimento del zimograma, esto
se decidié debido a que L. monocytogenes y Salmonella spp. son bacterias
altamente peligrosas, las cuales afectan diferentes sectores industriales y de la
salud, por lo tanto, fue de prioridad tratar de identificar si la inhibicion de su
crecimiento era debida a una proteina proveniente de los extractos que mostraron
la actividad antimicrobiana. Se sigui6 la metodologia presentada por Hurtado (2019)
y la preparacion de cada una de las soluciones se encuentra en el Anexo 2. Se
preparo el gel concentrador y el gel separador, para correr ambos geles, un SDS-
PAGE y un zimograma por separado (con la diferencia de agregar 0.2% de células
liofilizadas de Micrococcus lysodeikticus en el gel de corrida del zimograma). Para
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preparar el gel concentrador se utilizaron 5.7 mL de agua MilliQ, 1.7 mL de
acrilamida, 2.5 mL de Tris-HCI, 100 yL de SDS al 10%, 75 uL de APS y 20 pL de
TEMED. Para el gel de corrida se utilizaron 3.4 mL de agua MilliQ, 4 mL de
acrilamida, 2.5 mL de Tris-HCI, 100 yL de SDS al 10%, 75 uL de APS y 10 pL de
TEMED, y en el caso del zimograma, 0.2% de células. Se cargaron 35 pL de los
extractos mezclados con 15 yL de buffer de carga (receta), como referencia se
cargaron también 15 pyL de marcador de peso molecular Precision Plus Protein
Dual Color Standards mas otros 15 pL de Prestained SDS-PAGE Standars
Broad Range (Bio-Rad, California, E.U.A). El gel SDS-PAGE se corrié a 135 V,
durante dos horas en camara electroforética Mini-Protean Tetra System (Bio-Rad,
California, E.U.A.), para posteriormente tefir el gel con una solucion de tincion
Coomassie Blue durante 20 min con agitacion moderada. Para el destefiido, el gel
se dejo durante 24 horas en agua MilliQ con agitacidn moderada. Transcurrido ese
tiempo, se visualizaron los resultados con el Molecular Imager Gel- Doc XR+ System
(Bio-Rad, California, E.U.A), utilizando software Image Lab version 5.1 con la placa
Molecular Imager Gel Doc EZ system simple tray White (BIO-RAD), elegiendo la
opcion para proteinas con tincion de Coomassiee. Para el zimograma, el gel se
corrié de igual manera a 135 V durante dos horas. Transcurrido el tiempo, el gel se
lavé con agua MilliQ dos veces, durante 30 min, se incub6 con buffer de
renaturalizacion (100 mM Tris-HCI, pH 8.0 con 1% v/v Triton X-100) a 37°C durante
12 horas y se tin6 con 0.01% de KOH y 0.1% de azul de metileno durante 15 min.
Se destinid con agua MilliQ con agitacion y, para finalizar, se visualizdé con el
Molecular Imager Gel-Doc XR+ System (Bio-Rad, California, E.U.A), utilizando
software Image Lab version 5.1 con la placa Molecular Imager Gel Doc EZ system
simple tray White (BIO-RAD).

6.4 Analisis de compuestos bioactivos por espectrometria de masas.

Los compuestos secretados por los hongos se concentraron por liofilizacién, lo que
permitié su identificacion gracias al Equipo de Masas de Ultra Alta Resoluciéon con
Resonancia en el Ciclotron MRMS, en el Laboratorio de Posgrado e Investigacion
de Operaciones Unitarias de Escuela Superior de Ingenieria Quimica e Industrias
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Extractivas (ESIQIE) del Instituto Politécnico Nacional (IPN). Se llevé a cabo un
analisis no dirigido, para observar qué compuestos son los que estan presentes en
el liofilizado. Las muestras fueron tratadas para su correcta inyecciéon en el
espectrometro de masas, tomando 500 pL de los liofilizados resuspendidos con el
agua que aun contenian las muestras, adicionandoles 500 pyL de solucién
metanol/agua (50/50) para centrifugar a 10,000 rpm durante 10 minutos y
posteriormente filtrarlas por membrana. Una vez preparadas todas las muestras, se
inyectaron una por una (50 pL) al equipo de espectrometria de masas con una
jeringa Hamilton, a un caudal de 120 pl/h por ESI positivo y negativo (4500 V, 2499.3
nA, capilar; -500 V, 32.025 nA, desplazamiento de la placa final) para tener una
eficiencia 6ptima de ionizacién. Las condiciones para la obtencion de los datos
fueron: 42.99 m/z bajo, 3000 m/z alto, 100 escaneos promedio, 0.31 Accum (s) y
resolucién de 2 M. El gas fuente fue ajustado a: nebulizador a 1 bar, gas seco 8
L/min y temperatura seca de 180 °C. Finalmente, se leyeron las muestras ionizadas
positiva y negativamente para su interpretacion, utilizando el MS Software
MetaboScape (BRUKER, Massachusetts, EUA).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Aislamiento de microorganismos.

Se observd crecimiento de hongos endoéfitos en todas las placas con material
bioldgico cultivado. Del total, debido a las diferencias morfologicas que presentaban
y su capacidad de reproduccidn en condiciones de laboratorio, se conservaron 20
endofitos diferentes. Los hongos enddfitos que se incubaron a 28°C (Figura 3)
mostraron un crecimiento mas rapido, en comparacién con los incubados a 24°C
(Figura 4). Durante el proceso de obtencion de cultivos axénicos, al ir realizando los
pases, se fueron perdiendo cepas, probablemente debido a la ausencia de algun
componente que le pueda brindar el vegetal hospedero. Esto se ha observado en
diversos trabajos y puede deberse a que, como la planta es quien provee los
nutrimentos y proteccion a los hongos enddfitos, ademas de la enorme interaccion
que tienen estos organismos al ayudarse mutuamente, mantener las cepas de
endofitos en condiciones de laboratorio resulta muy complicado (Abello y Kelemu,
2007). La utilizacion del jugo de verduras como un compuesto de enriquecimiento
en los medios de cultivo mostré grandes resultados, ya que adicionar un néctar
mixto de diversas verduras (como zanahoria, tomate y espinacas) permitié aportar
nutrientes y vitaminas que ya no podrian conseguir de su interaccion con la planta
hospedera. Otro ejemplo de medio de cultivo adicionado para el crecimiento de
endofitos fue el realizado por Galindo-Solis (2023), quien agregd extracto
metandlico de la planta hospedera, o que permitid que los endoéfitos pudieran
mantenerse mas tiempo en las placas con medio de cultivo. El inconveniente es que

no prolonga mucho el tiempo de vida de los endofitos, como maximo una semana.

De las 20 cepas de hongos aisladas, ocho corresponden a hongos enddfitos
incubados a 28°C (cuatro de los cortes de hoja y cuatro de corteza) y doce a hongos
endofitos incubados a 24°C (seis provenientes de hojas y seis de corteza). Se
observaron algunos endoéfitos morfolégicamente similares y que aparecen en ambas
temperaturas de incubacion, mientras que otros se encontraron en una sola
condicion. Las mejores condiciones en las que puede crecer y mantenerse vivo un

hongo endofito probablemente son las que mas se asemejen a las de su planta
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hospedera. Existen hongos endofitos provenientes de zonas muy frias, como
aquellos que viven en las raices de las plantas antarticas, y les confieren una ventaja
frente a condiciones estresantes. Fardella y colaboradores (2014) aislaron endofitos
provenientes de las raices de Deschampsia antarctica, una planta vascular
proveniente de la Antartida, los cuales fueron incubados a temperaturas de entre 4
y 18°C. Dichos hongos fueron inoculados en Puya berteroniana, Flourensia thurifera
y Senna cumingi, para ver si aportaban caracteristicas de resistencia a bajas
temperaturas en dichas plantas. Se vio una mayor resistencia a las condiciones
adversas (entre un 75y 100%) por parte de las plantas inoculadas con los enddfitos,

en comparacién con las que solo fueron tratadas con agua.

El ejemplar de Taxus que albergaba las muestras usadas en el presente trabajo se
desarrolla habitualmente en zonas templadas, con temperaturas de entre 15y 35°C,
lo que explica el haber podido cultivar los hongos endodfitos a 24 y 28°C. De las dos,
la temperatura superior permitié un mejor crecimiento de las cepas, algo que es

relativamente comun en la Naturaleza.

Para la conservacion de las cepas de los enddfitos se obtuvieron un total de 80
gliceroles, ademas de 40 cajas de Petri de 60 mm con medio PDA mas jugo de

verduras.

Figura 3. Hongos enddfitos incubados a 28°C.
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Cepa A Cepa A.1

CepaC Cepa C.1 Cepa E Cepa W

Figura 4, Hongos endéfitos incubados a 24°C.
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Cepa G

Cepa K

Cepa RS

Cepa H Cepal CepaJ

Cepal Cepa N Cepa -R

Cepa +R Cepa Esc Cepa Alfa

7.2 Identificacion de los hongos endofitos.

En cuanto a la identificacion de las cepas, se obtuvieron 17 emparejamientos, los

cuales corresponden a Sarocladium ssp, Aspergillus fumigatus, Paraglomus,

Alternaria ssp, Umbelopsis ramanniana, Umbelopsis ssp, Penicillium expansum,

Penicillium digitatum, Yarrowia lipolytica, Pseudogymnoascus, Cystobasidium

slooffiae y Clonostachys rosea, datos obtenidos gracias a los BLAST en NCBI y
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FungiDB, con un porcentaje mayor a 95% con los oligos utilizados de las regiones
de ITS fungicas. Las secuencias obtenidas, que fueron comparadas con las bases

de datos gendmicas, se encuentran en el Anexo 3.

Muestra Identificacion Score Base de datos
ITS (F + R)

A Sarocladium ssp 99.8 NCBI
A.2 Aspergillus fumigatus 99.49 NCBI
B Paraglomus ssp 88.35 NCBI
Alternaria ssp 99.4 NCBI
CA1 Umbelopsis ramanniana 97.5 NCBI
E Umbelopsis 99.6 NCBI
K Penicillium expansum 97.89 NCBI

G Penicillium digitatum 243 FungiDB
J Penicillium expansum 98.49 NCBI
W Aspergillus fumigatus 99.5 NCBI
Cruz roja (+R) Yarrowia lipolytica 98.88 NCBI
Alfa Clonostachys rosea 97.23 NCBI
N Pseudogymnoascus 95.26 NCBI
I Clonostachys rosea 97.83 NCBI
Raya roja (-R)| Clonostachys rosea 99.46 NCBI
Rosa (Rs) | Cystobasidium slooffiae 95.13 NCBI
Escarlata Clonostachys rosea 97.55 NCBI

Tabla 1. Identificacion de hongos enddfitos.

7.3 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los cultivos

El ensayo contra Kocuria rhizophila permitié observar halos de inhibicidon producidos
por siete muestras (Figura 5), con una media de diametro de 26 mm para la muestra
G, 18 mm para |, 40 mm para J, 39 mm para K, 18.5 mm para -R, 20 mm para ESC
y 20.5 para Alfa (halos de inhibicion de 13.5 mm para penicilina y 10.5 mm para
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gentamicina, como controles positivos). Los halos que se pudieron observar en el
ensayo contra Listeria monocytogenes fueron debidos a solo tres muestras: G
produjo halos con un diametro promedio de 27 mm, J de 27.5 mm y K de 27 mm
(solo gentamicina mostro actividad en este caso, con una media de diametro de halo
de 25.5 mm). Por ultimo, en el ensayo contra Salmonella spp. s6lo se observaron
halos de inhibicion en esas mismas tres muestras: G con un promedio de diametro
de halo de 27 mm, J con 35.5 mm y K con 27.5 mm (de igual manera, solo
gentamicina presento actividad contra esta bacteria, con un promedio de halo de
25.5 mm de diametro).

Figura 5. Placas de bioensayo para determinacion de la actividad antimicrobiana.

Actividad antimicrobiana contra

Iy ; Actividad antimicrobiana contra Actividad antimicrobiana contra
Kocuria rhizophila, muestras G, Listeria monocytogenes, Salmonella spp., muestras G,
J, K, -R, +R, ESC muestras G, J, K J, K

Las muestras que presentaron actividad contra las tres bacterias fueron las
denominadas G, J y K. Después de concluir la identificacion molecular, pudo
observarse que las tres cepas pertenecen al género Penicillium. Se conoce que los
hongos del género Penicillium son importantes productores de compuestos con
actividad antimicrobiana (la penicilina es un buen ejemplo de ello). Kouipou-
Toghueo y Fekam-Boyom (2020) publicaron una revision bibliografica sobre las
aplicaciones de los hongos enddfitos del género Penicillium, en donde destacan que
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se han realizado varios trabajos experimentales con extractos de estos
microorganismos y se analiza habitualmente su actividad antimicrobiana contra
diferentes bacterias. Extractos de enddfitos aislados por Gashgari y colaboradores
(2016), provenientes de plantas medicinales como Alhagi graecorum, Cressa cretica
y Citrullus colocynthis presentaron una muy buena actividad contra E. coli, S.
aureus, K. pneumoniae y P. aeruginosa. Kuo y colaboradores (2021), por su parte,
aislaron hongos endofitos provenientes de la planta medicinal Zanthoxylum
simulans. A partir de esta planta hospedera, obtuvieron seis cepas de enddfitos del
género Penicillium y probaron sus extractos contra 11 bacterias (E. coli,
Edwardsiella tarda, Pseudomonas anguilliseptica, Vibrio alginolyticus, Vibrio
parahaemolyticus, Staphylococcus agalactiae, S. aureus, Streptococcus iniae,
Lactococcus garvieae, C. albicans y Cryptococcus neoformans) para analizar la
actividad antimicrobiana. Los extractos mostraron una mayor inhibicion del
crecimiento de las bacterias Gram-positivas, con un porcentaje del 56.52%,
mientras que contra las bacterias Gram-negativas, solo hubo una actividad del
21.74%. Ababutain y colaboradores (2021) aislaron hongos enddfitos de la planta
Artemisia sieberi y lograron identificar a dos de sus cepas como Penicillium
chrysogenum. Fueron evaluadas contra diferentes bacterias y la primera cepa,
denominada “AS2”, presento valores muy buenos en comparacion al control positivo
de ampicilina, inhibiendo a todas las bacterias (Acinetobacter baumannii,
Enterobacter aerogenes, E. coli, Klebsiella oxytoca, K. pneumoniae, P. aeruginosa,
S. aureus, S. agalactiae y S. epidermis).

Existen, pues, diversos estudios en los que Penicillium ha sido probado contra
diferentes bacterias de interés industrial y clinico. La novedad (y problematica a la
vez) que se da en el presente proyecto es que las especies P. expansum y P.
digitatum no han sido estudiadas principalmente como productoras de compuestos
de interés, al ser hongos que afectan a cosechas. Por el contrario, suelen usarse en
pruebas de antagonismos contra los hongos de interés. A ese respecto, Yeh y
colaboradores (2021) evaluaron la eficacia inhibidora de Nodulisporium sp., el cual
fue aislado de las hojas de la planta medicinal Peperomia dindygulensis, contra P.

digitatum. Se utilizaron nueve ingredientes: semillas de té, harina de soja, de
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sésamo, granos de trigo, de avena, salvados de arroz y de avena, ademas de
cascaras de arroz y bagazo, en los que se probo la actividad fungicida y se observo
que hubo un porcentaje de inhibiciébn, en cada caso, mayor al 50%. Mas en el
contexto de nuestro trabajo, Atindehou y colaboradores (2020) evaluaron la posible
actividad antimicrobiana de varias cepas de hongos, entre ellas P. expansum, contra
cuatro bacterias (S. aureus, Shigella sp., E. coli y Salmonella sp.), utilizando el
meétodo de cilindros de agar. Estos cilindros son de aproximadamente 7 mm de
diametro y en el centro se deposita cada cepa de los hongos de interés. Se colocan
sobre la superficie de medios ya inoculados con cada bacteria, y las cajas se
incuban a 37°C durante un tiempo de 24 a 72 horas. Después de las 24 horas se
miden los halos de inhibicidn y se toma otra medicion después de una semana. P.
expansum demostrd ser la mejor cepa que inhibia el crecimiento de las cuatro
bacterias, teniendo en promedio un halo de mas de 20 mm en todos los casos.
Ademas, se pudo observar que en el caso de la prueba contra S. aureus, P.
expansum activd a Aspergillus nidulans para que produjera compuestos con

actividad antimicrobiana.

En el caso de las cepas que demostraron actividad solo contra K. rhizophila, (que
corresponden al enddfito Clonostachys rosea) no hay apenas estudios realizados
en su papel de organismos productores de compuestos bioactivos. Wang y
colaboradores (2023) realizaron un estudio en el que prueban nuevos metabolitos
producidos por C. rosea, aislado de cultivos de arroz, contra S. aureus, E. faecalis,
E. faecium, C. albicans y Mycobacterium. Las estructuras de los compuestos que
se obtuvieron fueron analizadas mediante resonancia magnética nuclear,
espectrometria de masas de ionizacién por electropulverizacion y cromatografia de
gases, identificando varias asperfenalenonas. En concreto, las F y H mostraron
buena actividad inhibitoria contra S. aureus resistente a meticilina, ademas de
presentar una baja citotoxicidad contra las células Jurkat (linea celular de linfocitos
T inmovilizada), mientras que la asperfenalenona B mostré una actividad antiviral

baja contra la replicacion del virus de la inmunodeficiencia humana.
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Para analizar si la actividad antimicrobiana es dada por proteinas o por un
metabolito secundario se realizaron geles de SDS-PAGE y zimograma de los
extractos (Figura 6). Se obtuvieron resultados con los geles de proteina SDS-PAGE,
lo cual indica que si existen proteinas secretadas. Para los extractos de los hongos
G y K, se observaron bandas con peso molecular de entre 37 y 50 kDa, bandas
alrededor de 25 kDa y bandas entre 20 y 25 kDa. Para el extracto J se observaron
bandas, una con peso molecular entre 75 y 50 kDa, otra entre 50 y 37 kDa y otra
alrededor de 25 kDa, todo esto comparado contra la referencia dada por el marcador
de marcador de peso molecular. En el zimograma no se observaron las bandas
encontradas en el gel de SDS-PAGE, lo cual indicaria que la actividad
antimicrobiana no es provocada por alguna de estas proteinas, sino a un

metabolito secundario excretado por los hongos.

Figura 6. Gel SDS-PAGE y Zimograma contra Micrococcus lysodeikticus.

G J K

SDS-PAGE Zimograma

Existen pocos estudios sobre péptidos producidos por hongos enddfitos con
actividad antimicrobiana, como es el caso del publicado por Tejesvi y
colaboradores en 2013. Cultivaron a Fusarium tricinctum en dos medios
diferentes (caldo dextrosa y papa y medio FG4) a 26°C y 100 rpm durante siete
dias. Pasado el tiempo, concentraron el medio de cultivo diez veces y lo
utilizaron para pruebas de actividad biolégica. La actividad del compuesto trtesin
se probd contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, mostrando buena
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actividad inhibitoria contra Staphylococcus carnosus, C. albicans y Candida
utilis, mientras que contra P. aeruginosa E. coli, S. aureus, E. faecalis, S.
pneumoniae y Bacillus subtilis no hubo actividad. De igual manera, Liu y
colaboradores (2012) aislaron hongos endéfitos a partir de la planta medicinal china
Lilium lancifolium. El enddfito que utilizaron para el estudio fue identificado como
Fusarium oxysporum, y su actividad antibacteriana fue probada contra Leuconostoc
mesenteroides. El trabajo experimental consistié en realizar una superfiltracion,
encontrando las principales fracciones con actividad antibacteriana entre las masas
moleculares de 35 y 60 kDa. Las fracciones de interés fueron parcialmente
purificadas y al caracterizar su temperatura éptima mostraron conservar mas del
80% de actividad durante una hora a 60°C y hasta 70-75% de actividad a 121°C
durante 15 min. También se mostr6 un porcentaje de actividad de entre el 90 al 99%
en rangos de pH de 4 a 7. Hay que destacar, como ocurre en nuestro trabajo, que
F. oxysporum es también un importante hongo patdgeno (causante de la
enfermedad de Panama en los bananeros y de mas de un centenar de
enfermedades en otras tantas especies vegetales). Independientemente de esto,
produce metabolitos con actividad antimicrobiana que tienen una gran similitud con

péptidos y representa un gran potencial de utilizacidn con fines benéficos.

7.4 Analisis de compuestos bioactivos por espectrometria de masas.

Las matrices de compuestos encontrados tras la ionizacién positiva y negativa
fueron procesadas con el MS Software MetaboScape (BRUKER, Massachusetts,
E.U.A) contra dos bibliotecas de compuestos producidos por hongos. En el analisis
de compuestos ionizados positivamente se encontraron poco mas de 1500
compuestos (en los 20 extractos), mientras que en los ionizados de forma negativa
se encontraron poco mas de 670 compuestos. Estos datos fueron interpretados con
ayuda de un cdédigo bioinformatico en el paquete estadistico “R”, lo que permitio
obtener un grafico heatmap para la visualizacion e interpretaciéon de los datos

(Figuras 7 y 8).
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Figura 7. Compuestos ionizados positivamente, con zoom en la parte donde se observa mas intensidad
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Figura 8. Compuestos ionizados negativamente, con zoom en la zona donde se observa mas intensidad.
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Al encontrarse demasiado compuestos, no es factible analizar uno por uno, por lo
que se escogieron aquellos que tengan relevancia para actividades biologicas y/o
aquellos que se encontraron en mayor concentracion en las muestras. La
asperjinona es un neolignano obtenido a partir de Aspergillus terreus, que en un
estudio de Liao y colaboradores (2012) se descubrié que podia suprimir la expresion
de los transportadores ABCG2, los cuales median la resistencia a diferentes
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farmacos. Con esta molécula se podrian mejorar los tratamientos del cancer de
mama, por ejemplo. Otro compuesto encontrado es la arisugacina, compuesto
aislado de extractos de Penicillium. Actia como inhibidor de la acetilcolinesterasa y
es un agente antimicrobiano. El acido ganosporérico A es utilizado en investigacion
acerca del dafo hepatico, se extrae de las esporas de Ganoderma lucidum.
También se pudo determinar la existencia de la bikaverina, la cual es un pigmento
rojizo producido por hongos (generalmente por Fusarium), que presenta
propiedades antimicrobianas contra protozoos y algunos otros hongos, ademas de
presentar actividad antitumoral contra células cancerosas (Limén y col., 2010). La
aspulvinona E es un metabolito que fue aislado a partir de Aspergillus terreus; se le
ha dado uso como agente antiviral, ademas de ser un inhibidor de la alfa-
glucosidasa (una enzima que participa en el catabolismo del glucogeno en los
lisosomas). La apratoxina A es un agente antitumoral capaz de inhibir la via
secretora celular, previniendo la N-glicosilacion y la traslocacion de receptores
asociados al cancer (Thornburg y col., 2013). Khedr y colaboradores (2015)
evaluaron la actividad antimicrobiana del estafilopéptido A, el cual es un tetrapéptido
ciclico obtenido de Staphylococcus spp. La evaluacion de su bioactividad se realizo
contra diferentes bacterias, pero solo mostro inhibir a Trichophyton concentrieum.
Otro compuesto identificado fue la estreptomicina 3”-fosfato, la cual es una molécula
de estreptomicina, fosforilada mediante ATP en el hidroxilo 3”. La estreptomicina es
utilizada como antibiotico por su alta eficacia contra diversas bacterias, ya que se
une al ribosoma y de esa forma crea desajustes coddn-anticodén durante la
traduccidon (Howart y col., 2023). La microcolina es producida principalmente por
cianobacterias marinas, esta molécula presenta actividad citotoxica e
inmunosupresora bastante buena, como es el ejemplo de la microcolina
majusculamida D que presenta citotoxicidad alta contra lineas celulares de
carcinoma pancreatico (Yu y col., 2019). Las nicroforusamidas A y B son moléculas
descubiertas a partir de Microbacerium spp. Shin y colaboradores (2017), evaluaron
la actividad antimicrobiana de estos compuestos, mostrando que tenian buena
eficacia contra Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Enterococcus
faecium y Salmonella entérica. (Fotos de los picos de masas en Anexo 4).
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8. CONCLUSIONES

El aislamiento de los hongos endofitos nos permitié tener mas y mejor conocimiento
acerca de estos microorganismos, ademas de permitirnos conocer con mas detalle
las condiciones en las que se pueden cultivar en laboratorio y los metabolitos que
producen. Las temperaturas que se eligieron para hacer crecer a los enddfitos
fueron favorables para su estudio y pudo observarse que la composicion del medio
y la humedad presente jugaron un papel crucial, buscandose igualar lo mas posible
las condiciones en las que estos microorganismos se encuentran coexistiendo con
su hospedero. Probablemente, por esta misma razén puede explicarse el por qué el
numero de cepas para la identificacion y analisis de actividades biologicas se redujo
con respecto al numero de cepas aisladas originalmente. De todas formas, se

lograron identificar 17 hongos endofitos de 20 cepas aisladas.

Tras detectarse actividad antimicrobiana, se analizé en principio si ésta era debida
a proteinas o a otros metabolitos, para lo que se realizé un gel de SDS-PAGE y un
zimograma. Mientras que en el primero se pudo observar la existencia de proteinas
excretadas, en el zimograma no se observé ningun rastro de actividad bioldgica, lo
que permite concluir que la actividad antimicrobiana no es mediada por proteinas

en estos casos.

El analisis de los compuestos producidos por espectrometria de masas ayudoé al
entendimiento del por qué algunos de los endofitos presentaron actividad
antimicrobiana. Se identifico la presencia de muchos metabolitos secundarios.
Aunque algunos no se producian en concentraciones significativas y otros no eran
de gran interés, se detectaron varios compuestos de importancia biotecnolégica,
utilizados, entre otros, en la sintesis de antibiéticos y como medicamentos para el
tratamiento contra el cancer, como lo fue la arisugacina, la bikaverina, la apratoxina

Ay el estafilopéptido A.
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9. PERSPECTIVAS

Gracias a los resultados obtenidos en este trabajo experimental se abren nuevas

puertas para continuar con la investigacion de hongos enddfitos:

Realizar un estudio dirigido de los compuestos encontrados mediante
espectrometria de masas: p. ej. Busqueda de compuestos presentes en la
sintesis de algun principio activo para el tratamiento de cancer, agentes
antimicrobianos, antifungicos, o también moléculas de alto impacto en el
sector agroindustrial, como lo son los pesticidas.

Mejorar los medios de cultivo para el crecimiento o crear nuevos medios,
variando los nutrientes, temperatura, la humedad, etc., para favorecer la
perservacion de hongos enddfitos de nueva identificacion.

Hacer un estudio del metaboloma en cada nueva condicion.

Estudiar las proteinas encontradas para saber si pueden presentar alguna
otra actividad biologica de interés (y en dado caso, conocer si es viable poder
escalarlo a nivel de producto industrial).

Analizar mediante zimograma los extractos de Clonostachys rosea, ya que
también presentaron actividad antimicrobiana contra Kocuria rhizophila.
Realizar la identificacion de un mayor numero de hongos enddfitos.

Realizar un metagenoma de la planta completa, para no depender de la etapa

del aislamiento, altamente restrictiva.
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ANEXO 1

Tabla 2. Secuencias de cebadores.

Nombre del cebador Secuencia 5" — 3’
ITS 4 tcctcegcttattgatatge
ITSS ggaagtaaaagtcgtaacaagg
EF-1a_F catcgagaagttcgagaagg
EF-1a_R tacttgaaggaacccttacc
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ANEXO 2

Soluciones para geles de proteinas

SDS al 10%

0.5 gde SDS y 5 mL de H,O MilliQ esteéril.

Buffer separador

Tris 1.5 My llevar a pH 8.8 con Hcl (para 100 mL, se pesa 18.17 g de Tris-base).

Buffer concentrador

Tris 0.5 My llevar a pH 6.8 con Hcl (para 100 mL, se pesa 6.057 g de Tris-base).

Buffer de muestra

3.55 mL de H20 MilliQ estéril
2.5 mL de Glicerol

2 mL de SDS 10%

1.25 mL de Tris-Hcl pH 6.8

0.2 mL de Azul de Bromofenol 1%
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Buffer de corrida pH 8.3 10X -1L

30.3 g de Tris-base

144 g de Glicina

10 g de SDS

APS al 10%

100 mg de Persulfato de Amonio para un mL de agua MilliQ estéril
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ANEXO 3

Secuencias obtenidas.

>Cepa A

ITS 1
CAGTGGCCTAAGGCTCTCCACCCATTGTGAACTTACCAAACGTTCCCTCGGCGGGCTCAGCGCGCGGTGGCCT
CCGGGCCTCCGGGCGTCCGCCGGGGAAAACCAAACCCTGATTTAATCGTATTTCTCTGAGGGGCGAAAGCCCG
AAAACAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC
GATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCGGCACTCC
GGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCAGGCCCACCCTTCCGGGGGAGCGGGCCTGGTGCTGGG
GATCGGCGGCCCTCGCGGCCCCCGTCCCTCAAATACAGTGGCGGTCGCGCCGCAGCCTCCCCTGCGTAGTAGC
ACAACCTCGCACCGGAGAGCGGAACGACCACGCCGTGAAACCCCCAATTTTTTAAGGTTGACCTCGGATCAGG
TAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAAAAGCGGGAGAGGA

ITS4
CCCCTGGATCCGAGGTCAACCTTAAAAAATTGGGGGTTTCACGGCGTGGTCGTTCCGCTCTCCGGTGCGAGGT
TGTGCTACTACGCAGGGGAGGCTGCGGCGCGACCGCCACTGTATTTGAGGGACGGGGGCCGCGAGGGCCGLCG
ATCCCCAGCACCAGGCCCGCTCCCCCGGAAGGGTGGGCCTGAGGGTTGAAATGACGCTCGGACAGGCATGCCC
GCCGGAGTGCCGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTT
ATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTGT
TTTCGGGCTTTCGCCCCTCAGAGAAATACGATTAAATCAGGGTTTGGTTTTCCCCGGCGGACGCCCGGAGGCC
CGGAGGCCACCGCGCGCTGAGCCCGCCGAGGGAACGTTTGGTAAGTTCACAATGGGTTGGAGAGCCTAGGGCA
CTCTGGTAATGATCCCTCCGATTACCCCTCAGGGAAACG

>Cepa A.2

ITS 4
AGGGGGATCCTACCTGATCGAGGTCACCTTAGAAAAATAAAGTTGGGTGTCGGCTGGCGCCGGCCGGGCCTAC
AGAGCAGGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGACCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCC
GGGAGAGGGGGACGGGGGCCCAACACACAAGCCGTGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCC
CCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTA
TCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTGATTACGAT
AATCAACTCAGACTGCATACTTTCAGAACAGCGTTCATGTTGGGGTCTTCGGCGGGCGCGGGCCCGGGGGLGL
AAGGCCTCCCCGGCGGCCGTCGAAACGGCGGGCCCGCCGAAGCAACAAGGTACGATAGACACGGGTGGGAGGT
TGGACCCAGAGGGCCCTCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACGACTTTTA
CTATCCAAAAAAAGGGCCACAGAGGTGGGACAAATGAACGCTGTAGCGATTACGCTGTTCCACGAGGAAGTGA
TGAATCGTAAGAAGAATCGGGTTGAGAAGACGTAACGCGCCGAGAGTGTGGGGTTCGTAACCCCGCGATGTGG
AGTAAGTGAGACAAGCCCATGATGTATAGGATGAGGGCAGGGTAACGAATATTAAGGAAGTGGGGGCGTTAAT
AGTGAGAGAATGTAGAAAAAATGAGAGGATGGAGGATTGGTCTTGCTGTGGGGGTACAAGATTATGGGGGGGG
GGGGTCCCAACCCGCTGCCGAAGGTTGGTTGGTGCGGAGGGGAGGTCGTAAAATGGATACGTCCGCAACTGAT
ATGTATCGTGGTAGGCTTGTGTGGGGAGAGGTGTTAGGGCTACGATGATGATTCAACGGGGAGGAGTGATGTC
CAGTTCTTCCTTCTCGATTGGCGCGTTTGGGTCGCGTCCGGAGAGAAAGAGACTTGTGATGAGAAGGAAACAG
ATTCGTTGAGTTGGTGATGGGACCGAGGTCAGTTGGGTGCGGGAATTGGTGTGAGCGTTGGAATCGGGGTCCA
GGACGCGGGCTGGATGT

ITS 5

GCCGTATAGGTTGGACTGCGGGAAGGGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGGGTCCAACCTCCCACCCGTGT
CTATCGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGTTTCGACGGCCGCCGGGGAGGCCTTGCGCCCCCGGGLCCG
CGCCCGCCGAAGACCCCAACATGAACGCTGTTCTGAAAGTATGCAGTCTGAGTTGATTATCGTAATCAGTTAA
AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCC
GAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCGCGGCTTGTGTGTTGGGCCCCCGTCCCCCTCTCCGGGGACGGGCCCGAAA
TGTTGCGGTGAAACCGCGTCCGGTCCTCATTGTATGGGACATAGTCACCTGCTCTGTAGCCGGACGGCGCTGC
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CACAGCAGTTTATTTTGAAGGATGACCTCGGATCGGGAAGGGACACGCTGAGTTAGCAAACAATCGCGGAAGA
AAGAGTCCTTGAGATGAGGTGTACAGGGAAGAAGAGAGTGTAGTAGAGGGCATGTCGCCGAGTGGGAGTAGGA
AAGGGTTGCGACAAAAAGAAAGGCGTCTGAAGTGATGGGAGTAGAACCGTAGCGTGTGTCGGATCAATAATGG
AAGCGTAGTGAGAGAGGAGTGTGAGAGGAGTGGGACTTGCGAGGCGTATGACAGTGGTGACACCGCGAGAGAG
AAGGACAGATGTAGAGAGAACGTTGTCGGAAGAGTAATAGTGAGTGGGTCGGAAGAATCATAGAGTTGTTAGC
TGAGATGGGATGAGAGTAGAGCGCTGTAGGGGTCCGTAGCTGTGTTTGG

>Cepa B

ITS 4
GGATTGGGGAACCTTGCTGAATTGAGGGGGCAAGTAAAAAAGAGAGTATTGACAGAAAAAGCTGGAGGTAGGT
GTTGCAGGACGAGCATTAAGAACAACCTTACAGGATCTACACAATAGTATCTACACAATCTCGCTCCACCTTT
GCTTAAACTCAAGTGGACTCAATTCATTTCAAGCGCGAGCTAGGAGTTGTGCGCCATCATTTCACCCGCTCAA
CGGGAGACGACAACGAGCGTTACCGGGGGTCGCCAAAAGCTGGGTTCAAATACTCAATGATTCGAAAACTGAG
CAGGTCACGCCAGTTTTCGGACTTGACA

>Cepa C

ITS 1
TAGGGGCGGGGGCTGGGACCTCTCGGGGTTACAGCCTTGCTGAATTATTCACCCTTGTCTTTTGCGTACTTCT
TGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGACAAACATAAACCTTTTGTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACA
AATTAATAATTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA
AGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTGTCTCTAGCTTTGCT
GGAGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCACAAGTCGCACTCTCTATCA
GCAAAGGTCTAGCATCCATTAAGCCTTTTTTCAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTT
AAGCATATCTAAACCGGGAGAGAGAA

ITS 4
AGGTCAAAAGTTGAAAAAAGGCTTAATGGATGCTAGACCTTTGCTGATAGAGAGTGCGACTTGTGCTGCGCTC
CGAAACCAGTAGGCCGGCTGCCAATTACTTTAAGGCGAGTCTCCAGCAAAGCTAGAGACAAGACGCCCAACAC
CAAGCAAAGCTTGAGGGTACAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCTTTGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGCG
TTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACACTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGAT
GCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTGTAATTATTAATTTGTTACTGACGCTGATTGCAATTACAAAA
GGTTTATGTTTGTCCTAGTGGTGGGCGAACCCACCAAGGAAACAAGAAGTACGCAAAAGACAAGGGTGAATAA
TTCAGCAAGGCTGTAACCCCGAGAGGTTCCAGCCCGCCTTCATATTTGTGTAATGATCCCTCCGCAGCCCACC
CCTCTACACGAAAA

>Cepa CA1

ITS 1
ACCGTTGAAATAAGGGGTTGCCTCGGGCTAATCTGCCATGCCTCTGTGAGCCCGTACAGCTCGACAGGGGACC
CCTCCCTTGACCTTGTGACAATTCCTTCTGGGACTTTCCCCGGGTTGGGCCAGGCGCACTCGCCCCACATGGC
CTGGTCGGGCGTTCACGATTGCACCGAAGATGGCTGGGTCGTGAAGTGCATGGTTTTAAGTGCATCTGCCCTG
TCTCTGGTTTCGGGCTGGGCAATGCCTTTACGTTAGATGTACCAAGCGTGCTATTTTCCGCCTCTCTTCCTTT
TCCGCTGTGGAACCGTGAATTAAAGCTTCGTTTCTGACGCTGAGTTGAGGACCAAACGCCTATATCTGTCATC
CTGTTGGGTTAAGGGGTAAGGAAACATTAAGTTCCCAAAAAACTAAGGTAAGTCAACCATGCTGGATGAAATT
ACGAGAATTTTCAACCCGCCTTCATATTTGAGTGTGACCAAACCAAACGAAGCCAACTCCAAAAAGGAAA

ITS 4

CTCCCGCCGGGGGACCACGGGTGCATTTTGTGGTTGGCATGCCCCAGTGAGCCCGCTCCTTTCGAAATGGGAA
CCACCCCTTGATCTTGCGGAACTACTCAGGAACTTGCCCTTTGAAAAAAAAACAGAACGCAACGAACCLCGGLC
AAGGAAACCTGGACTTTGAAAATTAAAAAATGGAGATTTTTCGTTAAAACAATGGATTGAGGGACAACATAAC
ACCTCCCTCTTATAACTCGACAACAAATTCTGCCGGGGCACAGTTGTGTTTTAAAGCCCTTTTCCGCAAACTA
TCCATTTTGTAAGTTTTCATTTGCGAATTAAATTTTCCTTTTTGCCCATGAGTTTGGTAACAAAATGCCAACA
GCTTTCACATTGGTTTTTTATGGCCCTCCGGAGACTTTAATTTCACAGGTAATTTTTTAAAGTGACCCCCGGT
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GAAGAAGAATACGAATTATACAGCCCGCCTTCATACCTTCCAGGGACCACACCGGGTGTGCAAGTTCCAAAAA
GG

>Cepa E

ITS 1
ATTTAGAATCTTCTTATGATTGTTGCTGGCTTTGACCGTTCGTTATGTTGTGGATTAAACATGGCTTGTATTT
ATTTTAACCGTCCCCTGAATTATCTCATCCTTTATTAAATTGAACTGAACTCATTTTGAGATTACCTAAAAAA
TAATCTTTTAATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAT
ACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCACTCTATGGTATTCCGTA
GAGTATGCCTGTTTCAGTATCATGAACACCTCACTACTATAACTTTATTGTTGTAATAGTGGACTTGGAATGC
GCTGGTGTCAATCAGCCCTTCTAAAATGGAGTTCTTGCACTGTTGATTTGTTTTAACAGCGATGTTGGCCTAA
TAAGTTTCGGCAGTAATGTTGAAATCCTGGCTTTTTTTGCTTAGAATCTGACAGTCTTGATATACAGAATTTT
GAGGTGACTTGTCTCCTCTTCAAATTTTGATCTGAAATCAGGTAGGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA
TAAGCGGAGGAAAAGG

ITS 4
GGGGATCCTACCTGATTTAGATCAAATTTGAAGAGGAGACAAGTCACCTCAAAATTCTGTATATCAAGACTGT
CAGATTCTAAGCAAAAAAAGCCAGGATTTCAACATTACTGCCGAAACTTATTAGGCCAACATCGCTGTTAAAA
CAAATCAACAGTGCAAGAACTCCATTTTAGAAGGGCTGATTGACACCAGCGCATTCCAAGTCCACTATTACAA
CAATAAAGTTATAGTAGTGAGGTGTTCATGATACTGAAACAGGCATACTCTACGGAATACCATAGAGTGCAAT
GTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCA
TCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTGTATTAAAAGATTATTTTTTATGTAATCTCAAAATGA
GTTCAGTTCAATTTAATAAAGGATGAGATAATTGTTGGGGACGGCTAAAATAAATTCTAACCATGTTTAATCC
CCAACATAACATACGGTCAAAGCCAGCACAATGGGAAGAAGCTTCAATGATGAAGACTCACTTCAGTAATGAT
CCTTCCGCAGGCACCCCCTACGGGAAG

>Cepa G

ITS 5
CAAGAGGGGGAACTCGGCAGAAGGTCCTTACCGAGTGAGGGACTTTGGGTCCAACCTCCCACCCGTGTTTATT
TACCTCGTTGTTTCGGCGGGCCCGCCTTAACTGGCCGCCGGGGGGCTCACGCCCCCGGGCCCGLGLCCCGLLGA
AGACACCCCCGAACTCTGCCTGAAAATTGTCGGCTGAGTGAAAATATACATTATTTAAATTCTGCCACGCGTG
ATCTTAAGGTTCTTGGGTACAAAACAAGACATCCTTGATCACTA

>Cepa |

ITS 4

CGGGGGGGATTCCCCTACCTGAATCTGGAGGTCACCTTAGAAGTTGGGGTTTTACGGCAGGGGCTCGCCGCTC
TCCGGTGCGAAATATCACTACTACGCAGAGGAGGCTACAGCGAGTCCGCCACTAGATTTAGGGGACGGCCCGG
GCGTTAGCTCAGGCCGATCCCCAACACCACACCGCTGGGGCATGAGGGTTGAAATGACGCTCAGACAGGCATG
CCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTA
CTTTTCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTATTTG
TGTAATCCACTCAGAAATTCACTATAATACAAGAGTTTAGGTCCCCCGGCAGGCGCCTGAATCCGGGGCACCG
AAGCGCCCGGGGCAATCCTGCCGAAGCAACGAAAAGGTAAAATTCACAATGGTTTGGGATTTGTAAACTCGGT
AATGATCCCTCCGCTGGTTCAAGCAGGGATACCTTGATACACTTTTACTTCCATGGGTGTCTGAGAGGTAAAG
TAAGGTTGTAGAAAGAGAGAGGACGAGGCAATGTTTAAGACATAGGAGACGATTTAGAAGACAGAATCATTTT
CGTAGAGGGCTATGTTGAAGAGGAAGCGGAAGTTGAAGGGCTAGAGGCCGGAATACGTGAAATGAACGTATAA
TGTACTAGGAGTAAGATGAAGATCGCCGAACGAATCAGTAAAACGTTCAACGAAATAGTTAGATGAAGGCTGG
CAGGTAGAATATTTGTCCGAACGATGAGCGTGATCAATATCATGAAAAGCACGCATATTGCACGGGGAGTTAG
TGACATATGTAGGCACTTACGTGGGAATAGCGGAATTAGAAAGAACGTATGATACGTTTGCGGAGGCGGTTAA
GAGGATTTCGTGATTGGCGGTTGGAGGGGGAGGAGGGACAATGAAAGGCACGGTAGGTGTAGATACGTCTTAC
TAGCGTACGAGACTGATAGAGTGTAATGATTAAAACGGATGTTGAAAGGAAGGTGAGCGGGTGGAGGATGACA
AAATGTAAGGTGGTTTATCTGAAGTCCGGATCAACGCAATGGATAAGGCGAAACGACAGACGAAGTAAAGGAT
TTGAGGGATGGGAAGTTGCTGCTAGCCGCGGTGGTACCTTATACGCGCATCGGCGTAAGGGGTTGTGAGAAAT
GAAGGGAAAAGAGAGAAAAGAATATTGAGTACTATGGTAAATGGGTGCGGTGCGCGGTGGTTCACAGCGGAGA
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TGGGGAGCGCTGAGACTAGGATTTTGAAGTGTAAGGTGAGTACTGGGGTTTATACGTGGAGATTGACAGACTA
ACAATGGGATATGTGGGAGTTGTGCGGGCGAATTGGGAGAGGAAGCGTTAGAACGGGGCGC

ITS 5
ATTAACAGAACTTGCCCCAAACCCATTGTAGAATTTTACCTTTTCGTTGCTTCGGCAGGATTGCCCCGGGCGC
TTCGGTGCCCCGGATTCAGGCGCCTGCCGGGGGACCTAAACTCTTGTATTATAGTGAATTTCTGAGTGGATTA
CACAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAAA
AGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCG
GGCATGCCTGTCTGAGCGTCATTTCAACCCTCATGCCCCAGCGGTGTGGTGTTGGGGATCGGCCTGAGCTAAC
GCCCGGGCCGTCCCCTAAATCTAGTGGCGGACTCGCTGTAGCCTCCTCTGCCTAGTAGTGATATTTCGCACCG
GAGAGCGTCTAGCCCCTGCCGTAACACCCCAACTTCTAAGGTCGACCTGATATCAGGGAGGATTGCCAGCTGG
ACTTAAGCATATCACTGCGCCGAGGAATTTAGTAGTGGTGCTGGCATGTAACAGTTGGATTGAAGACGAATAT
GGAGTCGAGTTAGTGATGTCGAGATCCCTCGAGGAAGAGAAATTCGGTGCCTGGGGAAAAGTGGTATAGTCTG
AGTCGGAGCGTCATAGTATGCTGCAGGAGAGGATGTGATTTGGAGGTAGGCCTGGGAGGTAGACGGGTTCGGA
GTACAACTGCAGTAGGTATGTAGATGCAGGGACAGTACCTACCTACTCGACTAGGTGACAGACAGTGGATGTA
GATATAGGGAGAAACATAGAAGAGCCATGTTGGGCGCCGTTTCTACATGATATGACCTGGGTGGGTTGTGGGA
ACGATGGGTATGAGCGTGTGGCCGTTAGGACGGGGTAGGACGCGTGGAGGGGCTTGTACCCAGACGAGACGAG
TCACATAGGATGTGATCGGAGCATCGCAGTAAGGAATCGAACAGCAGTATCGCCGGCATTGATGCGCAACGGA
TAGCTCCGTTGGATGAGATCACTGGGTACGCTGACGTGCGGACACATGTGAATCGCACGGAACGCTCTATCGG
TTGCGCTTCGGTACGGTAGTGCGGTGCACGGGTTGGAAGTTCAGGATGAAATTGTAAGATACGGAGTGACGAG
AGACACTTTGCGTGAATAGTCACGGTACCCAGAAAGATGTAGTCTCGGACGCATGAAAGAGGCACGAGTCAGG
GTACGACTGGACAGAGGAGGCGTA

>Cepa J

ITS 4
TTTGGGTTCCTTACTGATCCGAGGTCAACCTGGATAAAAATTTGGGTTGATCGGCAAGCGCCGGCCGGGCCTA
CAGAGCGGGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGACCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCC
CGGAATCGGAGGACGGGGCCCAACACACAAGCCGGGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCC
CCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTTGCAATTCACATTACGTAT
CGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAAATAATTTATATT
TTCACTCAGACGACAATCTTCAGGCAGAGTTCGGGGGTGTCTTCGGCGGGCGCGGGCCCGGGGGCGTGAGCCC
CCCGGCGGCCAGTTAAGGCGGGCCCGCCGAAGCAACGAGGTAAATAAACACGGGTGGCAGGTTGGACACGAAG
GTCCCGCACTAGGTAATGATCCGTGGGGGGATCCGCTAAGGATGCCTTGTTTCTATAGTGAATAAAAATGTCG
TAGCGATAACTGTGTATGTTGAGCGTTGCGTCTGTGTAGAGTGGGCTGCGGCGAGCAGCTACAGTGTTGTCCT
GACCTATATAGCCCGGGCGTGGCAGACTGTTCTTATGATACTCTAGCGGTAGCCTTTGCTGCTTGTGGGTTCT
GGGGTTGCTCACTGAGTGACGCGGAACTGTGATAGTGAGATGGCTCCTGTTTAGTGGTGGGTCGCGTGTTGGT
ACAAGATTGTTCTATCCAGGCGTCTAAGTTGTTTTGCTGCAGATGTGATTGGTATGTGAATATTTCGAGAGGG
GAGTGCAAGGGTGCGTCTGTATTCGGGTCCTTTGCAGTTTCACGTGAGTTACGAGTGCCCAGATGAAACTAGA
GTGATTTCGGGCACGGCACGTCGAGCGTGCCTTAAGCGGGGACATGAGTGTTCATTTCTTTTAGGGTGTGGTA
TCTTTCTGTCGTGAAGATGGCGCTGAGATCATCCCGGCGGTTGTTATCATGTGTCGGTAGGGTACTGGGGACA
TGGGAGACATGTAATATTCGGGCTATGTGGGAATTTTAAGGTGGTTGTCCACCTACTTGGGGGGAAAGAGAGA
CTCTGGTCGCGGCTCAGGTGCTGTGTCTTGGGGTCGGAGTACGATTGTATGAA

ITS 5

AGGGGGGGGAAACTGCCGGGAGGGACATTACCGAGTGAGGGCCCTTTGGGTCCAACCTCCCACCCGTGTTTAT
TTACCTCGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTTAACTGGCCGCCGGGGGGCTCACGCCCCCGGGCCCGCGLCCCGLCG
AAGACACCCCCGAACTCTGCCTGAAGATTGTCGTCTGAGTGAAAATATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAGTGAA
TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGAATTACGAGAGGCATGTCTGTCATAGCGTCATTGATGC
CCTCGAGCTCGGTGTGTGTGTTGGCCTACGTCATTCAATTAGGGTAGACGTTATCAAGAGGAACCGAGATTGT
ATTGTTTGTGAGACTGTATGACTGAGCACTTTGTCCTAAGCCCTGATTGAACATGTAGAGTCATCTGGGATGT
TGACATATGTTGTCAGTACTAACATGACTGATTGAAGCATATTTAGGAGATCCAGGTCTGACTTAGTTTATGA
TTCATCTATTTCTAGATAAATACAGTATAAGCTAATGTAGATGTGTATCTTCTGTCGGTCCTCTGTAGATGAG
GTGGTGACGACCGAGGGTCGAATGTAGGAGTGATGATATCAGTTGCCTGTATATAAGTGTTGAGTTTTATGCA
TGTCATCGATCATTACAATTGTCATGATTTCTAACAAGAGGGTCTCTTTCTACATTCTCTTTTTTGACATGGA
GGTCAGTGATGATTCGTATCAATTGATCCAAACACAAACTGTCGCGCGTCTCTTTAGCTGGCTTGTGCATGTA
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AATTGCGGTCATTTCACTGTTTTGATTCCTTCGAGTTGATGTATCCAGGTTCATGTCATTCTCACTTTAAATA
TCGGGATTTCCGTTTGTACCGGATCGTTCATGGCGATTGACGTCTAAATGGTACGTGAACAAATACGGCCATC
TGGTTCCGTCTGAAAAAGCATGCTTATTATATGATCGTAATATAGAAGAAATCGATATTTATCAAAGACAAGA
TTGGAGAATAACTCCTCTCCTCCCCATAATACGGGGATTGTTTAATCAAAATTTTCTTGTCCTGAATTTCTTT
TGCGGATGGGGGCGCTTTTTGTGAAACCCCGACATTTGCTGTTGTTTGTAAGGACAAAAGAGAGTGAGTAAGG
TGCTTACAACATAAGCACAAACTTTTTTTTTCTTCCGCTGGGTTTTGTGCGACGACTCCACCTCGATGAAAAT
GGGAGGGAAGTGTTGTTTTTCTTCGTGTGTCTCAGAATGCCCTTGGGAGGATATTTGTTTTTGGGTACAGGCA
CCCAGAGAAAATGTTTTCGATATCTGTCGTGTAGACAGATGAGAGCAGGAGGCCCGAACCGGGTTATATGGTT
ATGCGCTGCAGAATAATTTATTCGATTTATCTTGTTGTTCTGGTGTCGAGGAGAGAACGGAGGGTGTCTTTTT
TTTCTCGTTTGGCAGAAATTTGTTTAGTCGTGGAAATAAAAAATGTGTGAGTGCACACAATACAAATGAACGT
TTCGTTGATTGTGGTTGTGGGGCTGTTAATAATATTAAAACATCTCGTTCGTTGTTTCTCGGTCGTCGTTGGC
ATATGCCAGATAGAGGGATATGATTGTGGTGTGAAAACATTCAAAAAGTCTCAACGTTGTTTTGGATTGGGTG
GGTGCGGTGTGTTTATTATGATTGACTTCTGTTGATACTCATTCGGTTGAATTACCCCTGGGGGGGTGAGTAT
AGGTTGAGATGATAAATAGCGCGCACGACGGGTTTTATTGTCTCAGACGTGTTTTCGAACGCGCAGTGGCTCT
TGTTTCTACGACTGGACTGGTGTATGTGCC

>Cepa K

ITS 4
AGACCGGCACCTACTGATCCGAGGTCACCTGGATAAAAATTTGGGTTGATCGGCAAGCGCCGGCCGGGCCTAC
AGAGCGGGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGACCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCC
GGAATCGGAGGACGGGGCCCAACACACAAGCCGGGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCC
CGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTTGCAATTCACATTACGTATC
GCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAAATAATTTATATTT
TCACTCAGACGACAATCTTCAGGCAGAGTTCGGGGGTGTCTTCGGCGGGCGCGGGCCCGGGGGCGTGAGCCCC
CCGGCGGCCATTTATGGCGGGCCCGCCGAAGCATCGAGGTCGAGAAGCACTATGCGGAAGTTGGACCTATATA
ACCAATGTCAGAAAGAGTAGTAAGAGGTTAGGGGGTGGTATTATGCTTAGCAGCAAATGAAAATAAGACATAT
TGCGCACGTCTAGATGATGTAATAAAGGTATATGATGAGTGACAGAGCGAATATAGGTATCTTTGAGTGGGAG
ATTTGCTAGACGGGAGAGACAGGCGTGATTGGCAGTATGTGAGAGATTAAGGGGTTATGAACGTTAGAATATG
GCATTAGAAGGGTAGGATGAGAGGTTATTAGGTGCATGTAAGAGTTGAAGAGAATAGTATAAAGGAGTGGTAG
TGAGTGAGGAGGGTGAGAATATGAGAACTAGAGACGACTGTAGATAGATAGACTAGAGAGTGTAATAAAGAGT
TAGTTGTGGTGATGGTAAGGAAAACGCAGAGAAACAGTGGATGAGTGTGAGAAATCATGATTGGGGTTGTGTA
TGATAGAAGGTGCAATTGTTAGTGACACAGGGTTCTTGGGGCTAGGGAAGACATTTTTCGTTGTGCTGAGGAC
TAAAGAAGAATTTGATGAGGTGGTCTGATTCCGTAAAATATGACTGATTTAGTGAGGCTTAATCGTACTTGTA
GAAAAGATGGGATATAAGTAGAATACTGCGGGTTTAATGAAGGGAACGAGGTGAGAATGGAATTGAAATTGGA
CGAGGGATCGAAGTAACAAAGAAACAAATGAGTTGAATAACGTTGGGAGCAGTCAGTTGTGAGAAAAGATTAG
ATGTATGGAATATGTGTCTGAGAGACTGAAATGTATAGCCAAAGATAATGTAGCGTTCCATGAGGACGTATAT
TATCACGCTACAGGTTGACATATTACAATGAAGAATTCCAGATAATAATTGTCTGGCGTATTGTAATGTCGAT
TGATAACGCGTGTCGACCGTTAAAGGCTGTGGTAGAACTAT

ITS 5

TCTGCAGGTAACTGCGGAGACATTACCGAGTGAGGGCCCTTTGGGTCCAACCTCCCACCCGTGTTTATTTACC
TCGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTTAACTGGCCGCCGGGGGGCTCACGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGAC
ACCCCCGAACTCTGCCTGAAGATTGTCGTCTGAGTGAAAATATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCT
CTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAGTGAATCATC
GAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCA
AGCCCGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCTCCGATTCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGGGGGGGCACCGCGT
CCGGTCCTCAAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCCAAATT
TTTATCCAGGGTGACCTCGGATCAGGTAGGGTTACCCGCTAAATTTATACATATCAATATGCAAAGAAATCAT
TATATTGATTTTAAGAGTAAAGGTTGCTATAACCTTGTAATGATGAGTGTGGAGTACCTGGTCAGTTAGGTTG
TAATATGCCACTTGAAAAACACGTGAGAGAGTCTTATGTCTGAGCGATAGAGGTAGATATAGGTAGAGATTCT
CGTAGTTAGTTAATATTATGTGAGTTGTGATATGAGATAAGTGAATATCGCGCTGATCGGCAGTGAAAGATGA
TAGGCATAACTGGTTTAGAGAAAAAGTTACGTGAGTTTAGAGTCTATGTACTCAGATGCAAGTTGGATTAAAG
TGCTTATATATGTGAAGTTTCCCATAACGATTGAGAACGTACAAGGATCAATGTACAAAGCGGAATGGATAAG
CACGGTCGACGTTGAGAACGTACGGTAATTGATAACGTGCTCTGTTCGCAGGCTTCAGGATTAGTCACAAACA
GATCAGCACGTCACTCTTTCTGAAAACATTCTTGTTTAATCATACGAATTAAAGATGTTATATGTATTATCAC
TGTCCACATTTATCGAGTATTTATGCGTGACATGAGATACACATATGACACGGATGACAATGCAATAAGCTCT
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AAATGTATCATCTGGATTAGATAAAACACATACATGAATCACAATTTACAATGCATAGAACGGCGGTTGTGGT
ATGTATATCCTGTGAATGACTTGCGTTAGAGAAGACGATATATCTGATTTCTGCTGACAGCGCGATAGATTCG
CAACTTCTTGGATACCTGACAATATTACTAATTAAATAAGCTAATACGAGTGATATCGTCATTCTGAACACAG
TTGAATCGCATACGCCGAGCAGTACGTAGATATCGATGTGATATGGGTCGAGCGATTGTAGTATGTGTAAGAC
GTTGTCGGAGTCTGAGTACATCACGCATAGGACCTTATGAAGCTCTTAGATAGTTATATGAGATATATGTGTG
CGACATGTCGCTGAGAGACAAGCGAGCCGTTTAGTGATCATATCTGTTACGATGTGTATCGATTGTTGTGATC
GTTGGCACAGGATGTATACTGAGACTGAGCTATGCTCGTCTGATACCGGATATATGGTATGTATGAACGATAT
CTGGCTAAACTGTCATCCTAATGATCTCCTCAACG

>Cepa N

ITS 4
ATGGGGGTTTCCTACCTGATCCGAGGTCACCTGAAAAAAATTGGGGGTTGCTGGCGAGCACACGACCGGACCT
CCAGAGCGAGAAGAATTACTACGCTCGGAGCCGGACGGCACCGCCACTGACTTTAGGGCCCGCCGGAGCGGLCG
GGGCCCAATACCAAGCTGAGCTTGAGGGTTGTAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGG
CGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGT
TCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTATTATATAGTACTCAGACGATATAG
ACAAACAGAGTTTAGGTCCTCTGGCAGGCGCTCGCCGGCCGGAGCCAGCAGCCCGAGGGCAGGCCTGCCAAAG
CAACAAAGTGTAATAAACAAAGGGTGGTAGGTTACCCGGGAGGCCTTGCGGCAACCCGGGCGACTACTGTAAT
GATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAACGGTTCGAGTTCGTAGCGACTCACCCCTGCGCTTTCACGCAGGGCC
CGACTATATCTTAAGCAGAGCTAGGCTCCACCCACAACCACTTAGTCTGTGAACGTTACCCGTATAGCTAGCG
CTACTTGGGGTCTTCGCTGCGGATTATCCATAGTTCCCCGGAGGGATATCTATACATTCTTTTACCACCCCGT
GTAGTTAGACGGGGCCCCCCGCTCGGTTTCCCGGTGAAGGTTGGTGTAGTAGGCTGTAGGAACTCCCCGTCAA
TTCAGTCGGGGTTGCCAGGAGGGCTGACTTGCAGATAGGAAGACTTTTTAGAAGTGGGGCTCCCAGCCCCGTT
GTGGGGGGTGGGAAGGACTGTAAAAAGTGGAGATCGTCTGGACGAATGATTGGAAGGAAGGTCAGGAGGTTAG
GTTCGGAAGGAGCTTAGATTAGCTTGTGTGGTGGAAAAAAAGGCGTTGTGGGGCGAGGCAAGGAAGTGAATGG
GGAGAGGAGTGGGTTGGTGTTCTGGTGGGGTAAGGAGGAGGAGAGGATGGGGATTTGAATGAGGCGGGTCCTG
GCTCAGGTTAGAAAAGCAGCAAATGCATGAAACTGGAAGTGTACCTCGAAGTGTGAGCGCGCTTGGATACTTG
GCGGGACGCTCGTGTGTCAGAGTAGGTGACGAAACGCTTGAAAACATGGGTTACTGTTATCGGGGTTCTGCTG
TGTTCTGTTTGAGAGAAAGCGGAAAATAGCGTGTGCGTGGATGCGGTGGAAACGGAAAGGCAGAATGGGGGAA
CAAGCTGATATGCGTAGATCCGGTGTTCGTTGGAGATGAAGGAGGGGACAGGTTGC

ITS 5
TCCCTTTAGTTGGAGCAATCTCATGATTCTTCCGTGGCGACACTTATGGAAGCCTTTGCAGCCCCGCAAGGGG
TGGGGAGCACGACTGTAAATAAGTCTCCCTTCATGCAAGTCAGCACCCGCTGGCAACACGATCGAATTGACGG
GGACGTCCTAAAGCCTACAACACCAACCTACCCGGGAAACCGAGGTGGGGGCCCGTGCTAACTACACGGGGTG
GTAAAAGAATGTATGGATACTCCCTCCGGGGAACTATGGATAATCCGCAGCGAAGACCCTAAGTAGCGCTAGC
TATACGGGTAACGTTCACAGACTAAGTGGTTGTGGGTGGAGCCTAGCTCTGCTTAAGATATAGTCGGGCCCTG
CGTGAAAGCGCAGGGGTGAGTCGCTACGAACTCGAACCGTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACAG
TAGTCGCCCGGGTTGCCGCAAGGCCTCCCGGGTAACCTACCACCCTTTGTTTATTACACTTTGTTGCTTTGGC
AGGCCTGCCCTCGGGCTGCTGGCTCCGGCCGGCGAGCGCCTGCCAGAGGACCTAAACTCTGTTTGTCTATATC
GTCTGAGTACTATATAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCTAATAGAATAATGTAAATGCCAATTTCACGTTGAGCATCGGAATCATTATTGGCAATGTGCACGCT
CGGGTATTCCGGGGGAGCACGCCGGAGATATAGGGTACGTAGGACGTAAAGCGAACTCTATAGAGATGGGTGC
CCGTAGATTGTAAGGAGGATCCAATCACGATGGATTAGCATGACAGAACAAATAGGATTAATGCTAGTCCCCT
AGGGAGTGGGGGTGGGATAGGGGAAGAGTGCGCGATTGTTTTTAGGTTGCAGTCAGGGGTTGGTCGTATAGCG
GTGGTGATATACGTGAAGAATATTCTGAGGAAAAAAGGGTTGTTGAGAGGTACGTCAGGTTAGTAGAATTGTC
AGTTTGTGCGTCAAGCAGAGGAGGTAGATGGAATGGTTTGGTAAGATTAGTAAGGAAGCGTAGTAACACGAGG
AATAGTCCGGTTGTCTGAGGTCGTGTTGGATCGCATGGTTTGGGTGAGGAAAAGGAGGGAAAAGGAGTTGAAG
AGTGATAGTGTTTTGATTAGTTACGGGCGAGGCTTGGGACAGGGCGGCGGGCTAGGATCCTGGAAGAGCTAGT
GTTTGCTGATGCGTATCGGGAAGGAGTT
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>Cepa RS

ITS 4
GTGGGGGAAGGCCCTGGAATGATTTGAAGGTCTAAAGCTTAAATGCTATTAGGAAGCGAATTAGAAGCACCTC
TTATATTTGAAGAAAACGTCCTTAGCGAAATAATTATTACGCCAAGTCAAACCGTTTATTTCAATAGGGTTGC
TCGTGTATTTCAGTTGAGCCGGCAATTACGCCGACAGACAACCATAATCCAAGCCCACACCCATCTCATTACA
AAATAGGGGGGTTGAGAGTTTCATGACACTCAAACAGACATACTCTTCGGAATACCAAAGAGTGCAAGGTGCG
TTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGAT
GCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGCTGAAAGTTTTGTTTTTATTTATGCTCAATTAAGAGACTATTACATTCTTA
TACTAATGTGTTAAAAGTGTGTGTAAAAAAGAACTGTGTGCACAGTGTAAGAAATTGACATGGTCTGACTTCG
AATAAGAACCTCGTAAAATTCATACGATCCTTCCACAAGATCAACTACTGTTATGTTGGTAGGACTTTGACTT
CCACAAGATATCCCGGTGGTGGGTATGACAACATCGAGCTCGCGATGGGGTGAACTAGTCGCGGACGAAGTAG
TAAAGTAGCTGTTGGATAAGGAAGATTCTGAAAGTAGTGAACGTAGATCGCAGTCCATGTATGTGGTATGTCG
TACGATGCTGGTAACAGTACTCATGGATCTGAGGAAAACTCATCAGAAATGCTGGTAATTATCTAGAGTCATA
GAAGTCTGAGACTTAGGAGGTCGCATGCAGATAATGTCCACGTCTATGGGATAGTCAGGGACCAATATACTTA
TCTCTACGTGAGTGGCGCAGTCTATGAATGAAATGGATAGATGGTTAACGAAGAGCCGGTACGAAGTGGTGAC
CTACAGAAACGGTAGCCTCGATCCATGATCTGCAGCATATAGATCATGGATACGTGTGTTGCCGCGCTGTGGG
CTGACACAGAGATTCGCTATGCTATAAGTTTGGATTCTGTGAAATGATTAGGCTAAACATGGACCCATGATGT
ATATTGCATGTGTCGTTACTCAATGGCGTGTGCGGGAGACGGATGTATGTCATACGCTGTAGTCGCTTCACTC
GATAAGGTATCGAGTGGATGGGACTTGCTTATTTATCGACCATCCGGACATTGCCGCTGTGACGTGTTAATGG
ACCGTTCATGAGGTTGTTCGAGGTAGAAGAAATGCGATATGTGCGAATACCGTGGTTTGCGCAGCGTCAGTAT
GATGGTGCGTGTTGCGTTGTGCTGCCCACACTGGGGTCATGTGAAGACGGAGATACGCGGCGTAGACACGTGA
GGGTACTATATTGTCGTGCGCAATAACAGCGACTACAGAGACATGCTCATATCTTGATGTCGAAAATGCGGGG
TGACGCTGCTGTAGCTGTGGTACTGCGTGTATGGGACGTGATCAAGCAGAAGCGAATGATGCTTGGCAGTACT
CAGAGACGCAGATCTAATAGCGCGTTACTCGGATGACTGCGTTACACAATATACATGCATTGGGTGCGAGAGA
CCACGACAGGTGGAATCTCAGCGGCCTTGAGTTGCGTGGATGAAGACGGAGAGGAATGACTGCGTGTGATTTG
GAGAATACGACGAT

ITS 5

ACGGGCGGAAGGGTCATTAACTGAATTTTAATGACGTTCTTTTTAGAAGTCCGACCCTTTCATTTTCTTACAC
TGTGCACACACTTCTTTTTTACACACACTTTTAACACCTTAGTATAAGAATGTAATAGTCTCTTAATTGAGCA
TAAATAAAAACAAAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATA
AGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCACTCTTTGGTATTCCGAAG
AGTATGTCTGTTTGAGTGTCATGAAACTCTCAACCCCCCTATTTTGTAATGAGATGGGTGTGGGCTTGGATTA
TGGTTGTCTGTCGGCGTAATTGCCGGATCAACTGAAATAGACAAGCAGCCCTATTGAAATAGGTGTTTGAATT
GGCCTAACATTTATGGTCTGTCATGACGTGTTTCTTCGAGGTGTGAAGAGGCGGATTCCTAATTAGTCGTCGA
TGTAGGCAGTTGGAACTATTGGGACCTGAAGATCTAATCGGGGACTTATCCGACCCTCAAACGGTAAAATCGT
TGGTGGAGATGCCTGCGGGGAGTGAAACAGGTGGCTTGGCTGGAGAGATGAGAACGGTGTGTCGAGTGGCTGG
TTAGTGTAGGTAGGAAGGGAACATGGAGGATGGGGTCGTGATGGGTGTATGGTTGTAGGAAGTTTAAGGTAGG
GGGCGGTGGAGTAGGAGTAGAGCTTACGGTTCGGGGCGAGTTGGCGAGGTGGGCCGTTAGGGTTCCGATGGGG
GATTAACTGTGAGTAATGGGTTTGAGGTATTGGTTCAGATCTGAGGTTACGTGTATCCGGGATCGAGTGTAGC
AGTGTTGAGATGAATGTGAACGAAGTGCGAGTATGGGAAAACGGAAATCCGCATCAACGGGTGAGGATGGTTG
GAGGGGAGAGGGGCAGTGAGGGGCTGGGCCGGAGTAGAGACAAGACTGGCGAGAGTTGACGGGGTGATCAGGG
GTGGGAGTTGGAGTTGGAGGAGGGCGTGGGGGAGGTGTGGGTGCGGTGATGTGGCTGGAAATCGCAGGTATGA
AGGTGACGAAGAAAGAGATGGAGATTGAGCAAATAGGCGGGGTGCGGTGGGAATTGCTGGTGCTAGTCGGGGA
TTTAAGGGGGGCTATTGTGGCGGATTGCATGGGGATAGAAAGGGGATAAGTAGTGTTGATCTAATAGGGATCA
GTGCGGATGGTTACACGGGATCGGGGACCTCGGGAATAGTGACGGAGCGAGAGTCGCAGAGAGTATACTGTAG
GGGGGGAGATTAGCAGCGGAGCTCGAGATTGTGTGGGTTACTTGATGGGAAGATAGAAGCGGGAATAGACACA
GACAGTAGGATGAGGGAAGAGGTGGAGACAGAGATTAGATTGGGCGCGGAATCGAGTGGTGCTACTGGATAGG
TGTGATTGTCTCGCGTGCGCAATCTAGCGGGTGCTGGTACTGTGCAGGATGTATGGAGAGAGAGAAGGGTAAG
AACTGCAAAACGAAGGCGGAGAATGAGTGGTGGGTTTCATAAAAGTGGATGAGTTGTAGGGATACGTGGAGTG
GAGTGAGCACGTGCGGTGGCTTGCGGAGCGGTATGTAACGGAGAGTAATACATGGAGGAGATGTGAGAATGAG
CGTAGTAGATAGCGAGCGGCTGTACTGATCGCTGCGTGGTGATCTGTAGTGGGATACTGTGTGCGTGGAGGTG
ATATGGATAGGAGACACAGACGAGCCTGCGAGCAGAGAATAGTGGCGAATGAGTGAGTGGCGCACAGTCGGAA
GGAAAGACAGCTGTATAGGAGGAATGGACAGCGAGGTATTGTAGATCGTCACGCTGATGCTCCGATAGAGGCG
GTGTCGATATCCGTCGCGCATATAGTATGTCGCGTCAAATTATTCTGCAGCCCGACAGATATCTAGGAGAGTA
GTAGAAGCGAGAGCAGTGGTTAAAACGATAGGGGGATCTTGTTGTAGGCGATGTGGTTTTGAAAGCTAGCTCT
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CTCAGGGAGAGAGAGCTCGATGTGTGGAGCTGCTGCAGAACCGACAGTGTGCTAAAATCGGGCACACTCTATG
GGATCGGATGCATTAGTATAGAGGAGCGAGAGCTAGTGTAGTTTGGTATATGGTGCGGATGGACATGAGGATG
TCAAGATACATAATAGCATCAGATCTGCAGTAGAGCAGATCTAGTCGAACGCAGTATATAGTGTACGAGATGT
GGTGTAACGGGGCATGTGCGTGGGACGGGGTGAATGTACTGACGGGAGGTGAGTGATAAGAGTGGAGTATATA
GCGCGGCGACAGTACGGGAACGGCAGGGGCAGAATCGAGACGAGTACAGTGGTAGTGGTCTTTGAGAGTGCAC
TCTACTGACTGAGAATATGGTGTGTGCTGAAGTGTATAGAGCGTATGGTAGTTTGCGGTAGTATTGTCGCGAT
ACAGATAGCAGAGAGGAGAGACCAGAGCGGATATGTGCGATCAGTTGCATTGTTCTGAAGTGCGTGGGGATAG
TTGATGCTGTGCCTGATAGGAGAGAGACTCGACAGGTGAGCACAGAGATATATAATCGAAGAACGAGCTGCAG
GCGCACATAATGGTGAGAATAGATCGAGCTGGGAAGGTGCGAGAGTGTGTTGAACATCGAGTAGCGCGTGTT
AATATCGGCATTGAGAG

>Cepa Raya Roja

ITS 4
AGGGGGGGTTTTCCTACCCTGATCTGAGGTCACCTTAGAAGTTGGGGTTTTACGGCAGGGGCTCGCCGCTCTC
CGGTGCGAAATATCACTACTACGCAGAGGAGGCTACAGCGAGTCCGCCACTAGATTTAGGGGACGGCCCGGGL
GTTAGCTCAGGCCGATCCCCAACACCACACCGCTGGGGCATGAGGGTTGAAATGACGCTCAGACAGGCATGCC
CGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACT
TTTCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTATTTGTG
TAATCCACTCAGAAATTCACTATAATACAAGAGTTTAGGTCCCCCGGCAGGCGCCTGAATCCGGGGCACCGAA
GCGCCCGGGGCAATCCTGCCGAAGCAACGAAAAGGTAAAATTCACAATGGTTTGGGAGTTGTAAACTCGATAA
TGATCCCTCCGCTGGTTCACCAACGGAGACCTTGTTACGACTTTTACTTCCAACTAATGGGTATGTGCACATC
ATAATTTAAATCGCTAGGGCGGATAAGTACGCAGAGCCGTGCGAATATGAACGGAGATATTAATATTGAAGTT
CAAAGTGATTAGGAGTAATGTAGTTAGAGTAGTTGTAGATGTTAGTTGTATATTCAGTGTCATAAGCCCCGCT
ATAAAATGCTGGATTAGAGTCGATGGAGGGGAAGGTCCCGTTTTCGATAGACGCGCTGTCGATAGTATGAGAT
GTGCTCTTGGTGTTGAAAGGTAGGGTACAGATCGTGTGTTTGAGCATTATGGATCAGTTCCAGAGAAGTTGAT
GGATGAGAGACGGGTGGTTGAAATGGGCATCATGAAGGTATGGTAACGGTATATGACGCAAGGCAGTAGGTAC
GATATGCTTGTACATGAGAAATCTTGGTGGTCACGAGCTTCAGTACTGAATGAAGGGACAATCAGTAATGTAT
GTGTATCCGATCCTGAACAGGAGTTGAGCAGTGGTGGGTGTACTATGTGTCTGGTGTGTTGCACGTGGTCGGT
TCACGAGATGTGAGTATCGATGAGCATTTGGGTAATTATTACTTGAAGGGGCTTTGGGATGGTGGACCTTATA
CTGCCGATTCTTTTGATGCTTGTTGTCGAATATAAGATCGGCGCTTGGCGCGGCGCACTATAGACGAACGTTA
ACACGACTTCTTGAAAATCTGGAGCGTGACATCTCAAACGTGCGCGTTCTCTTGCGTAACTAGCGTCTGGCCA
GTTTGAGATCCAGAGCGAACGTATGGTGACTGATATTTAGACTCTACTGTGAGGGATTGATTGGTGACTGAAG
GTAAGCGTGATCCAAATCAATCGGATATTGCATTTCACGGTACTTCTAGGTCACGTGTCTGGACCTGACGAAT
TCGGGGTGCAATGTGACAGGGTGAAGGCGATAAAGTACGCTCGCCATCATGCGTGTTGCCTTTCGAATCGAAC
GTGCACCTTGAAGAGACGGGCGTTGAACGATGAACAGTAGATGGGAAG

ITS 5

CCCACGGGGGGGACAGCGGGAGGGACATTATCGAGTTTACAACTCCCAAACCATTGTGAATTTTACCTTTTCG
TTGCTTCGGCAGGATTGCCCCGGGCGCTTCGGTGCCCCGGATTCAGGCGCCTGCCGGGGGACCTAAACTCTTG
TATTATAGTGAATTTCTGAGTGGATTACACAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCAT
CGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAAAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACG
CACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCTGAGCGTCATTTCAACCCTCATGCCCCAGCGGTG
TGGTGTTGGGGATCGGCCTGAGCTAACGCCCGGGCCGTCCCCTAAATCTAGTGGCGGACTCGCTGTAGCCTCC
TCTGCGTAGTAGTGATATTTCGCACCGGAGAGCGGCGAGCCCCTGCCGTAAAACCCCAACTTCTAAGGTTGAC
CTCAGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAACAGACTGCGAGGTCCCCCC
AAAGATCTAGGGAACCTAGCGGGCGTTAGCTCGGCGCATTCACCCTAGGCCTAGACCGTCTTGGGTACAGAGT
GAATGAAAGTGATGACTTCATAAACACGCAGTCGCACTAGGCTATTGGTCGTGGATGCTATGTGGTCTGCTCA
AAATGCTATTGATTGATGTAAAGAGATCATGTGGGAAGTATACTTTAGTCAGTTCAGCTGGACTCGGTGCTAT
TGTCTATGGTGCCCATTGGTTCATGATTGGAGCAAAGTAGCGTGAGGTAGTACGATGATAGGCGCATGCTCCG
ATGGGTTAGTTTGTTATTGTGGACTTTTGTGATGACGCTCCTGTGCGTCACATGAGGTCGTACAATATGCTGA
CGGTCCGTGCTAGCACATCGTCGTCATGTACCTGAGCCTCTGGTGCCGAAAATAGGCCATTTTCTGGGGTGAG
TCATGCGTCGTGATTTTGTGACGATACTATGCATAGGGAACTACGGAGATTGGATTTATTGTTATGGTCGTGA
ATGTGAATAGTGGCTCACGTTGCTGTGTGGTGGTGTACTCATCATCGTGTTTCTTTGCGAGCGGTTTGACTCG
ATCTCTGGAAAACGGATCGGCTCCTATTCATATCGCGACATGGTGGATGGGATGACGGAAACTGGTTCATGAG
AAATGGGCGCATTGGTTCCGACGCTTTCTGAATTATCGTTGTGGTCTTTGACTCTGGTGTTGGGTCGACCTTC
TGTCTAGCACTCGTTGGCATATACTTGAGGGGTTTGATAAGTCGCGGTTAAGACCGATATCTCTCTTCACGCG
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AAGTCGACATGGATAGGCGCATCGTGTTCTGATAATCGTGTGTGCGTGAACAGCTGTGGGCTGTTGCTATTCT
GTCGTGGATCTGTGGGAGAGAGAATTAAGCGTGCTTTGCTGAGTTGTGAGTGCGCGGTCGTGTTTATGAAATT
GTGTGTGTGCACACATGGCTTGATGCATCCGAAAAGCTTACTCTACTACGTTGCGTCCGATCGTGTC
GAGAGAGTTAACAGATGA

>Cepa Cruz Roja
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AAATTGGGTATCTCGGATGAAGGAGGTGAATGACGTAATAATTGAGAGTTTAAAAAAATCCATTTCAAGAAAG
CAATGCTATCCCAGAGGGAACACGCTCCTCCATCCGTGCGGTACGGAATGCCATACCGCGCAATGTGCGTTCA
AAGATTGATGATTCACATCTGCAAGTCACAAAAAATATCGCGGTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGTGAGAGCC
AAGAGATCCGTTGTTGATAGTTATAATTGAGATAAAATGACGCTGTAATAGAATATAAATCCACAGAAATAGA
TAAAATCGAAATGATCCCTCCGCACTGATCAGCCAACGGAAACGTTATAACTTACTTGATACCGGCCATAACA
ACGCGAAGTATCAAGTGTGTGGGACGCTTCAGTGATTCTGGAGTCGTATAAAGATAGACTGTCATGATACATT
GAGCTTTTCGTTTAGTAAGAGAAAAAGCTTTATCTTAAATATTGTTTTTGCTTATGTATTATCGCAGTCGACT
GGCGGACAGAAAATCATTCAACATTGGTGCCTCTTACGCAGGAATACTGGCGTTGATAAATCGCCATCGTGGC
TAGAGAACCTCGTTGGCTCGGATGACGTTTTATGAGACAGAAACCTAGCTTGTAATGATGATGGTCAGACGGT
CTCCACACTTTCTGTTCGACAGGAGGATTTATCTGATTAAAACAGGTCATACTGAACAGTTATTAGGAGCAGA
TTTTCGTACGGGACATCACAATACGAACTATAACCACACTTTTCGTCCTTGCCTAATATCAGATGAACAGGTT
AGGGGAATTCTCAGCAACATTAGAGGGAAACGGAATAAAAATTACTCAGTAATAGATGCGGCTTGCGAGAACG
ACACCAAGCGAGACCAGGTGTATTTGGTGGATGCGTTATCACTTTCTTACCAGACGTTTGCATTTGTTTATAT
GGGCTATTCGGTACTCCTCGATGGCGAAAAGGGCGCCTTCACGAAGGGCCCGTATTTTGTGTAATAACAAAAG
TCAGCAGTCTCAGTTATCAATGCTGGCTCATCCGAAGGCAGTGTTTAAAGCATCAAGGGGAGGGGCCACACAA
TTTGGGAATTCCAACTTTGTCTACTTAAGTCCCGCGACGAAGTAAGAGTATGGATTAACGTCGGGGGTAGGTT
CGTTGAACCTAGAGAAACATCGCCAATGGAAAATGCCCGAGACGGGTCGTGTTGGGGCAGAAGGTGTGGAGTG
GATTTGACACTGTGCACGTTATAATCGTTCCCCTCGAATCGAGTTATTGACCAAGTCCGAGGCCGCAGAAAGG
CACTGTTTGGACGGCCAGGTTGCTGTCCTTTGGCGGGTGTGGCACTCTACGCATACGTTCTGGCATTCCGGCG
GTCATCCCAAAAAATGCGGGGTGTTGACGAGAGGCCTTCGATTGCTTTCGGGTAACTTTATCAATCATTTGTG
GGGTCTGTGACTCAGTATTATCCTCCCTTAGAATATCGATGTGGTCGAGTCCGAATACCAATTGCGCCGCCAC
CTACATAGAGGTTCCTGCGCCTGATTTAGCATGTGAAGGACGTCCGTATATGCCAGCTCGGTAGTGTGATTAC
TATCGTACTGTAGCGCGCTTAGGGTCTGGACAGTTTCTGTGAGATATGGTATCGCGAGGGTCACTGTCATCGC
CGCACTATATGTCAGAGTTAACCGGTGTGTGGAGAGAGAGACAACTCTGAACTTGTCGCAAGACACGTCTCTC
TGTCGACTTGTACTCCGCACAATAATATGAGTGATAAAACGCGCTGAGAGTCACTTAGCTCTTGTACTATGGT
CTACCGAGGCATTCTTTCTCTCTCGGACACCGGCACAACTGTCGGGTTATACATGACATCTGTGGAGTGGCGT
CGAGGCATTAGAGTATAGGGGTGCGCAACGATCTGTACTTTCTCACAACTGTCGTCAGCATCCAAGGATGCAG
ACTTTGTCATGGGATACATCGGACTGAATTATCGTGAGAATCTCAAAATCTTCAGTCTTCGCGGTATGACTGT
GAAGTCGGATGAGTGATTTCTCGTGCCTCCTGCACTAAGCGATTCCAGTGGTATGTGTTCAACCAACATCCAT
CTGTCCGAGAGTTGCTCGCGCCGTGATGGTTTCGTCGTGTAAACACCATCAGGAGATCAATCGTGCCTATAAA
AAGAAGATAATGAGGGAGTGTGACAGCGTTTATCAACGAACACTACACTTAGGATGGTTTCGCTACTTGCAGA
AATTCGGTTGGAATGAACGACGCTAGAAATCTTGAAAGGGGCAAATTTGAACCTATGATTCAGTAGTCTGTCG
CCATTACCCCGCGGCACAGGGGCATTCTGCGCGCACGATATAATGCATGTAAATCCGAACTATGAAATGTGGG
ATTTGATACGAGATCCAACGCGACTGATCGTCTCTCACATAATATATGTACTTTATTGATCGATGTTCGTAGA
TGCAGTAGGAGTGGAAGATCTCGTATTCTCTCACTCGGACACACAGCGTTGACGGAGGGAAATCAGAGACCGA
TGCAGTCTTCGACTACATGGGTCGATTCTGGGTCATTGATGAGTAAGACGCAGATTTTACCTGATAGCGATAC
ATCATCATCGTAGGGCTCGATCGCGGTGACTTCATGTACAGGTCGGTACGAATGAAGGGTGATCTGTAGCGAA
GACTCTCAGAGG

ITS 5

CCTGTAAGGTTGACTTGCGGAGGATCATTATTGATTTTATCTATTTCTGTGGATTTCTATTCTATTACAGCGT
CATTTTATCTCAATTATAACTATCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCACATCGATGAAGAACGCAGCGAACCGC
GATATTTTTTGTGACTTGCAGATGTGAATCATCAATCTTTGAACGCACATTGCGCGGTATGGCATTCCGTACC
GCACGGATGGAGGAGCGTGTTCCCTCTGGGATCGCATTGCTTTCTTGAAATGGATTTTTTTAAACTCTCAATT
ATTACGTCATTTCACCTCCTTCATCCGAGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAGAGTG
TGCTGTGATGTTCAAAACTTCCTTGCCCTTTGTCTTTTATAAGAGAATTTGATACCAGATGTTTTCTTATTTC
TGTTGAAGTTGGAATCTATTGCTCCTCACCTATCGAAACCGCTAGTTGTACAATGATCCTCGGGATAGATGAG
TATGAAACCGATTAGTCAAACTGATTTCAGCGAGTAAAGAAAGATGTGTTATACCGTTTAGTTCGTTAGTTCT
GCTAATAACCATAGGCTAGGTTACAGGTGCGTGGGACCATAACCAGTAGGTAGGGAGCGGTCGACAAATGACC

87



AGTCCATACTATGAGTTGTTTAGATTATATGGGAATGAAGCAGCATGGTCTTTCGTGACAGATCTTGGGTGCA
TAAAAGTAGCCCAAGTTTCCAGCAAATTGGGTCGTCATCAAGAAACAGTTTGACAATGATGCACGTCCGTGGA
CTAGGTGCAGGATTTATTGGTTCAAGATTCGACGATGACTGCGACCGTGATGCAAAGCCGAGTAGCCACACGA
TAACACCCAGAGGAACTCCGGTATAAAATTCAGGCGAGGGAGTATGTTGGGATAGAGGCGGCTTCAGAAGGCT
CGCGAAAATATATACGTTCATCGATATATAGGCACTTGCAAACTCCCGCTTAACTGCCCTACAGAGGAAAGTC
TGTTTTATCAAACTAGTGATCTTGTATAGTGATATTGTCTCTGAGAGGTGCGGCGAAGCTACGAGACAAATGA
GACGGCGCGCGAGCCTTCCCATTATAGCGGAAATAAAAAGTTTGGAGAGACAAGAATAGCCGACGCTCCACGT
GAGGGCATGAGAGATAGGCGAAGCCTGTGCTCCTCACACGCACTCCGTGGTGTCATCTAACGAAAAAAAACTG
GTCGAAGAGTGTTCTACTCGCGACATATCTCACATTTATAAATCACATGTCTGTTTTTTGACTAGAAGAAGAG
CGGTGGAAGGATAATGAATAAGGGCGACAGAATTTTGACTCCTCGGCAGTTTATTCTCTGTGCATTACGAATT
CTAAGTGAGTGCTACACGTTCTTTTGTTTGTGTCTATGTTGCTCGCGGAAGGTGTTAGGAGGTGCGGGATACG
ACCATACACTTGTTTCTCGGAGTAGAAGAAGGCGCGCAACACACGAGAGAATTTTTCTCTTGTTTTCTCATAC
AGCAACGTCCACCAGAAATGGGTGGCGAGAGGAGGACACATTTCTGCTCGTAGCAAACGATGAGGGCAGAAAT
AGAGAAAACAGCCGCGCCATGATAGAATCGCGATACTTGTTGGAGGGCGTAATTGTTTAATTTATGTATCGCC
ATATGAATGATTCTTCCAATCATGATCGCTCTATCCCATCGAGGGAGTGCTAAAGTGAGTGCTTGCTTTAACA
GCGTTTCTTTATCGTTGAGTGACGATCGCAGAGAGACGGTTTGAGAGGGTTATTTGTGTGTTGACCGTGGTTT
TTGCGATCGGGGAAAGATTAATGCATAATGTATAGTGATAGCGTCGTGTTCATGTATGGAACCTCACGCACGG
ATACACAATCGAGTAGGACAATAGTGG

>Cepa W

ITS 4
ACTGGGGATTCCCTACCTTGAATCCCGAGGTCAACCTTAGAAAAATAAAGTTGGGTGTCGGCTGGCGCCGGCC
GGGCCTACAGAGCAGGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGACCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCC
CGTCCCCCGGGAGAGGGGGACGGGGGCCCAACACACAAGCCGTGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGG
CATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCAC
ATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTG
ATTACGATAATCAACTCAGACTGCATACTTTCAGAACAGCGTTCATGTTGGGGTCTTCGGCGGGCGCGGGCCC
GGGGGCGCAAGGCCTCCCCGGCGGCCGTCGAAACGGCGGGCCCGCCGAAGCAACAAGGTACGATAGACALCGGG
TGGGAGGTTGGACCCAGAGGGCCCTCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTAC
GACTTTTACTTCCAAAATGTGGTGTTTATTTTTTTTTTATTTATATTTTGGGTTCGGGAGACGGAAGACGTAG
GCATAGGGCCGATATTGGCTGGAAGTGTGAGACGCGTGTGTCTGGGATGTAGCGGGAGGTGGTGGGAGGGTGG
CGGGCGTTGTGGAGGCCTGAGAGCGACCGAAAGTTGGGGAAGTGACAAGCGGGTAAATGACGGGACAGTCCAG
TCGTCGTGGGTCTAGCTGAGACGGAAGTAGATCTGGGGATAGGAGTGAAGGTGTTCGCCCGCAAGGATGAATA
AAGATAGGACGATTGGTAAAGCTCGCAGCATATGTAGGTTAGCTGGGACGAGAGCTCGGTTGGAGTGAGGAAG
AGGGAGGGGTGGGTCTGTCCGTGGGTAGATTGCCCGGTAGGACGGTACGTGGGCCCGGTGGAGCGTGTAGGAG
TGACGGGAGGGGGTGGGGCCCAGTGCGGGAGGTCGGTCAGGATCTGAAGAGGTGGGTCGGCCGGCGTGAGTGA
GTCGGTCAGCAGATGTGTGGAGTCAACGGGGTGGTCGGTCCGTGCCGGAGGTGTCGGTATATAAGGAAAGCAC
AGGATGCATAGATGGGATGGGCAGAGAGGATCGGCTGTGGCCCGGTAAGAAAGAGGAAAGGGACGTTCGGTAC
GCTGCGGAATGGAATGAGGAG

ITS 5

CTTTTAGGGGAACCTGCGGAGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGGGTCCAACCTCCCACCCGTGTCTATCG
TACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGTTTCGACGGCCGCCGGGGAGGCCTTGCGCCCCCGGGLCCCGLGLLCh
CCGAAGACCCCAACATGAACGCTGTTCTGAAAGTATGCAGTCTGAGTTGATTATCGTAATCAGTTAAAACTTT
CAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAA
TTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGT
CATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCCGTCCCCCTCTCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCA
GCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCTGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGC
CGACACCCAACTTTATTTTTCTAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA
TAAGGCGGAGGAAAAGAGTGTGCGGGAGGGCTGAGTCTGCACTGGTATACAAGATGATCTCTTCGATGTATAT
GTAGGCACGGGCCGGTAATCTGGCGATGCTGAACGGGGGAGGGGTGGCGAATCGCGGGCATCATGGTGTCGAC
GCCATTGCGTAGGAGAACAGTTGGAGCACAGGTAGAGGAGGGGCGGCGCAGATGCCTAGTTAGTGGTCGAAGG
TCGCACTTGTCGTAGCTCGACGACAGGCATCAGGGAGGCCGGGGTATACGTCAGTGGATGCAGGGTGTGGAAG
AGATGGTACTAACGTTGGTGGGTAGGAGGCGAGTTAGTAGGGGGTAGGGGCGGCTGGATAGGCTAGAGAGTAT
GGACAGATGGTATTATGTGTGAAAGGTACGTTGTAATAGTATGTGGTACGTCGTATGCGGATTGCAATGGGTA
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AGGACGAGAGAAGGCTGGTACGGGACGAATATAGTGCGGTGTGCAAGGGCAATGGCGAGTTGAAGGTATCATG
ATTTCGAATGCGTGTGTGCGTTTATCGTGAGTTGGTATAGCTACGGTCAGCAGTTAGGAACAGATGGGGTCTG
TTGGATGAAGGATCGAGGTCGCTGCGCCGGGCACGGATCGTATAGATGAGGTGTAGGCGTGACGGAAGCTAGG

>Cepa ALFA

ITS 4
GTGGGGGTTTTCCTACCCTGATCTGAAGGTCAACCTTAGAAGTTGGGGTTTTACGGCAGGGGCTCGCCGCTCT
CCGGTGCGAAATATCACTACTACGCAGAGGAGGCTACAGCGAGTCCGCCACTAGATTTAGGGGACGGCCCGGG
CGTTAGCTCAGGCCGATCCCCAACACCACACCGCTGGGGCATGAGGGTTGAAATGACGCTCAGACAGGCATGC
CCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAC
TTTTCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTATTTGT
GTAATCCACTCAGAAATTCACTATAATACAAGAGTTTAGGTCCCCCGGCAGGCGCCTGAATCCGGGGCACCGA
AGCGCCCGGGGCAATCCTGCCGAAGCAACGAAGAGGAAAAATTCCCAGGGTTTGGGAAGTTTTAAAACTCGAA
GATGAAACCTGCTGGGGTTCCCCCAAGGGATAACCGTGTTAGGATTTTTTGATGCAAAAGAGATGAGGACAGT
GTATCGAATGGAAAGTACCGTTGCTGTGGAAGTGAAGATGTGGCAGTGGCAGTGGAGGGTGGTGTAGAGCACG
GATTGGAAGCGGTAGTAGAAGAGGAGGCCGTAGAAGTATGACGGTCGTCTGTCGATGATTCTGATGTCCGCTG
TCCGAAGTCGGAGAGACCAGGAAAGAACCCAGCATGGGGGTGGCTCGTGGTAGGATGTAGAAAAGTAGGGGGG
CGGGGTTCGTTGGAACGGATGACTGTATGCAGGGCGTGTTGGAATGGGGTGTTGGAAAGTATGCGATGCGGGG
GAATAGTGGTGCAGAGGAGAATCGCTTAGGTTAGGTGGCGACGGGTTGAGATGGGTGAGAGAAAAGAAATGTT
ACGGATCGGCGTGGACAGGCTCGAGTGAGTTAGCGACTCGCGAGGTTGCTTGGGGACTAGGTGGGTGAGGGAT
TGGGTAAAGGTTGTGGAAGGGGGAGAGGCGCTTGGCTGCGAGGTCTGGAACCGAGGACAGCGATGGAGCGGAA
AGGATAACGGAGCAGGGTTGTGGCACTGGTTTTAGGGCGGTCGATGGTGTGGGGAATGGGGAGGGGGGAGGGG
GGAACGAGGGGAATACGTTGGATGCGTATTGATGCTTGCAATGTCTGGGCTTCTAGCGGGGTGAGACGTGTGG
GAGCGGAGGGGGATGGAGGAGACAAATGGAAACAAAAGGAAGTGATGTATGGGGTTGTTTAGAGGAGCGAATT
GCAAGAAATTTGGTATACTTCGTGGGGCTGTGAGATGAGGATGTACATAGTAGTTTTTTGGGTGCGCGTCATA
TGCGTGGTGGGTCTGGCGCGGCGATCGTGTCTGGTGGGAGACACATGAGGATTAGAAGTAGGAGGGACACACT
ATATAGTGAACACTAGGCAGGGTAGAACTGCGTGAACATGTGCCCCGAGATAGCGTCTGGGTCGCGTCGTGAG
AGAGTGCCGAGT

ITS 5

AATTTTTTTTTACCCCTTTTCCGTTCGCTTCCTGCATGGATTGCCCCGGGCGCTTCGGTGCCCCGGATTCAGG
CGCCTGCCGGGGGACCTAAACTCTTGTATTATAGTGAATTTCTGAGTGGATTACACAAATAATCAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAAAAGTAATGTGAATTGCAGAAT
TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCTGAGCGTC
ATTTCAACCCTCATGCCCCAGCGGTGTGGTGTTGGGGATCGGCCTGAGCTAACGCCCGGGCCGTCCCCTAAAT
CTAGTGGCGGACTCGCTGTAGCCTCCTCTGCGTAGTAGTGATATTTCGCACCGGAGAGCGGCGATCCCCTGCC
GTAGAACCCCAACTTCTAACGTTGACCTCAGATCAGGAAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATAACAGTTAAG
CTTCAAAGAATATAATACCATAGACGATAGCGGAGAAGGTTGTTACACGATATCCGAAGACACAAGAAGATGT
CCCCTCGGCGTTGAAGTACACAAACTCTAATGATCTTATGTCGACAAGCTGTCTGTAGTTCTCTCCGTATAGT
AAGATCGAGGCGCATAGACGACTATACTACGGCAGGTAATGCTAGGTCCAGCACGCCATATAAGGTACAATAT
AGTTACTGTATAGGCACAGCGAGTCGCCTGCTTGCCGGATGTCGCACTTGTATGATGATTAGAAACGTCACAG
CTCCTAGGTCACTGCATGTCTACAGTTCAAGATTAACGAATACGCTTACGCGACTCTACTGAATCCGGCATAT
GCGTGTAAGGATCACGGTTACGTGATTACTGGACTTAACGATAACTGGCACTGCTGAATCGTGATGCACCAGG
TCGCCCGAGATGCCAGATGATATAATCTGAATTATGCAGAGTATTGATTAATGTTCCTTAAGATGTATAGAAT
TAGGTCTAAACGACCTGATGTATCGACTTAGCGCGCGATTCAGCGTGATCGTACATCAACGGTCTAGATGTGA
ATAGGCGGCTCTATGCTTGTAGAGATCAGCTCTAGATCGCGACTGTAGAAATAGTCGAGCTAGATGTATGATT
CGTCGTACGGTTGCAGTACAGTCGTCGCGTAATACAGATCGGATCTCTAGTCTCGCCTAGTCGTTGTACGCAC
AACAGCGCGGAGACAGACACTAGAGACCTGTGTGTTGAGTTCGCTGAGGATCACTATAATGCTGTGATGCAAC
AGTATCTCGCGCTATCGTTACCTTCGCGTCTACATACTCAGCCGCTCAGTCGAGTATATATGTGTTTCAGTGA
CAGCAGCTGTGAGTAGAGAGAGCATCAGCGGCTATAAGATAGCGATCGTTATAGCAAATCTGAGGATGCTGAT
CTGACTGAGGGTAAGTTCTATAGTCGTCTTCTCGTCGTTTTCTCGGCGGAGAGGAGGCTCGACGAGGATGACT
ACATTGCTGTGCAGGTAAATGTAGTCTCTGGAGAACATCGTGTATAGATGGTGCGAGCTACATCAGACTCTGT
GTATCTCTAGTGAGAGCACTATAGCGACATAGCGTGGAGTCGCACACTGTGAGCTGTAGCTTGAGTTTGCAGT
AACAGTAGTAGCGCGTGAGCGTCGTGAGGACATGCGTAGCAGTGAGACATAGCGATGCGCTATCGTTGTGTCG
CATCGCCTAAATATATAATATCTGATATAGACGTAGCGAGCTTGAAGGAGCAGAGTAAGTCGCTGACTCTCAA
CATGTGTCCTGTCTTAGAGCGTGATATTTTCTGTTATTATCATCAGTCTGGTAGGGAGCCTATCCAGACTCAC
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ACTCGTAGAACTACAGGTCCAGATTCACTCACAGAAGTGAGACGATCGACTGATAGCTGACATGCGGAGTTGG
CAGCGTGTTCAGTAGCGATCGCTATCACTAGACAGGTGTTCATCTACAGCGATACTTGTGTCCGTCTGCTAGT
ATATAGAGGCGTCTATGACACTACTCTGAGAATGTATCGAACATGGAGAGGAGTAATATCTAGAAGGTAGAGC
ATATATGGCGATCTCGAGCGTGGTTCTGGTCAGCGGAGTGAACAGGGCATAGCATACTAGAGATACATTGTGC
TGATTCCGCTGTCGTGAGAGCACAGATCCGGATCTCGGCTTCGTAGTAGTCATATATATCGTGCGCGTATATA
CTCTCAGTGGTCGTCACTGCTGTGCTGAGATCGACTAGACCTGTCGCAGCGATAGTAGAACAGCAGTATATTA
GATACAGCATGAAATACTGTACGCCAGTATGAGTTAGAGTAGAGTGAAGTGTGGGATGTGACATATATGCTGG
TGTGATGAGTGCACGTGTGTCTCGCTGGGGGTCACATCGCTGATGCAGATCTTTAAACATGAGAGTACTTATG
CGGCTAGTGGTACTGGCGTGCAGCATATGCGTCTGAGTAGCATGCAGTTGGTATATTATATAGCCGGAGAACT
GAAGAGATACAGATCGTTAGAAGACTGGATAGACGATCGAGGTGTCGAATGTAGCTCGCGGAGCTTAGCAGTG
TGGAGATGTTCGAGAAGAGTAGCATAGAA

>Cepa Escarlata

ITS 4
AGGGATTGGGGCTTTCCTACCTTGAATCTGGAGGTCACCTTAGAAGTTGGGGTTTTACGGCAGGGGCTCGCCG
CTCTCCGGTGCGAAATATCACTACTACGCAGAGGAGGCTACAGCGAGTCCGCCACTAGATTTAGGGGACGGCC
CGGGCGTTAGCTCAGGCCGATCCCCAACACCACACCGCTGGGGCATGAGGGTTGAAATGACGCTCAGACAGGC
ATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACA
TTACTTTTCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCTGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTGTTGATTAT
TTGTGCAATTCATTCCCATACTCATAATACTTTTAGATTTTAAGTAGCGTTCTAGGTACAAGGAGCAAAAAAC
TTTTTTTTTTTTTGTCAAACTACCGAACTCTTTTTTATTATCCTAGCGGCAACAAAACAGTAGAATCTACAGA
GGATGCGTTAGTGGACACTACCATCTTGGGCATGCAGAAATATGCGGAAGATGTTTGTAAAATATCGGGCCTC
AGTCTGTATTATACAGATAGGTACGTTGCATTGCATCTTCCGCTGCATCTATTGAAGCGTGATACCGACCAAT
GGTCGAGTGCACAAGAGGGTATATTAGAATTCCTTACTAATAGCTGTTGGGGTGTCTGAATCTCCTGGTAACT
GTACACTTCGATCCTTTCAACATCGTGAAAGGCCCTCCATGAATTGGTTGGTTCACGATTAAAGTCGTGGTTG
GGACCTCAGGCTAGTCCCTGATCTAATGACTCCCACCGCGTTATCAAGGATGTTACAGCAAAATAGCGGCCTT
CCCCAATTGACTCCATTGCGTTACACATTTCAGACTTCCTGGCTCTTCGCATTTTTTCAAATCGGATTCTTCT
TTCTTCGCCGATATCTTGCCACGCACGAATGGATTCGTAAAACTCTTATAACTCGAATACGCGCATCCGCGAT
CTCCAGTAGATAAAAGAACCCACGCTCTTACACGAGGAACGCGGGGGCTCCTCGAAGAAAAAACCAACTACAT
GTTCCCCGTAAGCCAGGAAGTATAGAGGAAGAGACCCCTGTTCGCGCTAGTATATGAGGAAGGATACTTTATG
TACACACCCGCTATCGTTCGTTCCCCATTTTTCATCGTAGATGCTAGCACGGCTACATTATCAACAACACTCT
GATATTGTCCTCTAAAACGTAAAATAGACGAGGATATAGGCCAACTCCATTATCGCGAACTTGGTTGTCTCGC
CTTTTGAGGATTTGTGCAAAAAACAGTCAATAAGTATGGAAGAGGAAGGGTATGTTTTTTCTTTTGTTTTCTC
TTCCTTGCAGGGGATATTTTGTCTCTCCATGGGGACAATAGAACATAATAGATATCTCGAACAATTGGGTGGA
TCAAGATGAGAAGAAGAAGGCTGCTCGTCTATGCTGAATTTACTTCATGCAGCTCGGTAAGAATAATGTCCTA
GCGGGGAAGAGGAAGAAGCTCGTCTATTCTCTTTTCTGTCATACACAAATTGGAAGTGATATAAAAAACTGGC
GCCACACACTCAGCCCAGTCTGTGGGATTTTAGCTAACAATGATACTCTTATATGGATTGAACACTCCTCTTC
GACTTCTCCCCAGCACATCATATCCCAACCCCCGATGGTGTGTGGGGAGATCAGAGTGGCGAGAATAGAAGAA
GCGTTTCTCATATCTGGTTGATCCTCTGGCGTGGGGGAGAAATAATGTCACGATAAGCGATCAGTAACGGGGA
TGTCATTGTATTACTACCCATTCGGAAGGGAGTCAAGCAAACATAACAGATAATACGATATATGACGCCTCGC
CGCTCGATCTTTATATCGAGTTAGTGCAATGTCGTCCGCGCATCTTGCAATTCTTCAAATGACATGTAGTTAA
TCGAGT

ITS 5

GGGGCTGCTCTCTCATGTCAGGAATTCCGAATCGTCGACCTGGGCATTAATGCGTAGCTCGCGTTCCGTGCAA
GTTAGCGGCAGACGGCTCCTCTAGCACTGTGCTGTAACCTCTCCTGTAACACTGGTGATAGCTCCTGTCAACC
CCTGGACCTATACGGACATGCTTCTGTAAACCGGGTGGGTTCAAACATACATTGCGCGTGACCATGATGTCAT
TTAATTATTGTAGGTTCTGCGTGACCCTTAGTGGTTGCTGAGGTACCTGTTGAGGGATTCTTAATAGACTGTT
TCCGGCTCTGAGCCGTTCTATATAGTGTCCTTGCTGACTTGACATACAGTCCTCCCTTTGGGGGGTTTAGTAT
TTGCATACCTCTGCGCCACTATTGCTCTGTGATGTGGATATAGCATTCCTGTGTTCCATGATCTATTTTCCCT
TTATTTTAGGGTAGCTTCCTACAAGTGTGGATTACTCGATTTCTGTTGCTTTTTGGGAGCTCTACTGGCTTCC
CCATGTTCATCTCTTAGCGCTGCTTTGCAGCATGTTGGCCCTCTGGATGAGAGCACACGTTTGCGCATCCTCG
CTACAAGTGTTTTCTAGCATGATATAGGCTTACAAATGGTTCTGTTGCCCGCTTCGCTTCCCACTATACAGCC
TTATATAGTATAACCGAATGATGCTGCTGCCCTCATCCATCTCTCTTACAGCAGTCGTGCCTGTCGACCTCAT
GTCCCATTCTTCCTGTGGTGTATATCGTTCCGACACTTACAAGCGCGAGAATGTGGCTAAGTCTTGTGTCAAT
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CACTTCGAGCTTCCCCTTTGTAGGCTCTTTAGAGACCGTTGCGACGATGCTTATGGGATAGTTCATGTCTTGT
CCTTGTTAATTGCCCACACTTATTAGGGAGATCCATGAGTACCGCCTCCCGTTTATTCTGTGGTTGTCAGCAG
GTACAGCCTTGAATTTAAAGGGTTACTTCACTGGTCCCGTACTGTATTCTAATGATTAAGCTTTTGAACTGAT
AGATTGACTGTGTTAAGGCAGTCATATGATGGTCTCCTCATTCCATTGGCCTAGGCTCCCCATCTGGTTTTAT
CACACCCTGACGGTCCTGAATTGCCCCTTCACCTAACTGTGTTGTACGAGTGGGCGATGTGCTCAAGTCCCCT
TGTTTCTGGATTTCGATTCGCTGTAACATGGGATGTTCTCCTGGATCTACCTCGCGACGAGGTTTACAGTGTA
CTCATTCTTAATGAGGGGATTATGCACACTCATGCTCTTCGTTTTCTCCCATCATCCTCTGCCACTGGTTTAT
GCCACTTTTTTTTTGATATTCGTGGTGGTAGAATATATCGTCCCCTCCCTACTATCGTCTCTTATTTCTTAGT
CTATTATTGTCGATAACATCATCGATATCATTGGACCGCTCGCCGGCGTTCACTGTTTTCCGTGGTACACTGA
ATCCGCGGTGGGCGCGTCACGTGAGAGTGATGTACATCTGTCTTTGACGACTTGCGCGGTCGCCGTATGTTCG
TTCCTGGCGACATCGGATTATGTTGTATAATTTCAGCGTATTACTCACCTCTTCTCTGACACGGGTGTCACAT
CCACATAATGTATATCAGGACGGTGACGACGCCTTTCCTGGTTGCATCGTCGTCATTCAGTTGGCCGAACATG
ACGCAACGCTTCTGTGTGGGATATCTACACTGGTCGGAACGTGGGGCA

ANEXO 4

Picos de masas de los aductos identificados.

Asperjinone (m/z = 381.07954)

atens.
x108

IS

1+
381.07954

A| | 88112810
AN L PP

Wy | e o

381.58664
\
38150990 ||

I |

A A A N WL Ay

381.2 3813 3814 3815 3816 3817 3818 3819 mjz
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Arisugacina (m/z = 481.21859)
- - ~

6 1+
o 481.21859 O
i

x107

2+
856.46735

\
o
éo
£ =z _
-
u"S:

3 o ’
H
H N
2 \
- v,o
. 854.51145 sse.ls;ssz = H
\ / \
w v\-md_____ﬁ__/
056.0 856.1 856.2 856.3 856.4 856.5 856.6 856.7 856.8 856.9 mfz
Apratoxina A (m/z = 856.
46735)
Aspulvinona E (m/z = 297.02758)

n:(ercss. 4MS

T

297.02758
10
0.8 297.03610
H

0.6 2

0.4

0.2 /,/*\\

297.022 297.024 297.026 297.028 297.030 297.032 297.034 297.036 297.038 297.040 mjz
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Estafilopéptido A (m/z = 455.26032)

Intens. +MS
x108

3.0 455.26032
25
20

15
455.51206

10
455.76652

0.5 \

W

J ‘ \ \ A | [ f
M % \)"W / W WV ﬂ\ Myl g

55.0 455.1 455.2 455.3 455.4 455.5 455.6 455.7 455.8 455.9 mfz

0.0

Bikaverina (m/z = 383.11635)

Intens, e
x107 A g
383.11635

08;;; 383.1 353.2”‘7_ -383.3 383.4 383.5 383.6 383.7 ;3.5 383.9 mjz
Acido ganosporérico A (m/z = 527.15826)
1nt=ns7 . +MS
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|
: I
r
i
4 |
: |
: |
|
|
= ‘J L\
| \
l’Z7A.0~7 527.1 527.2 5;7:777 ) 527: — ‘52—77;' Aﬁsz;.ér\ri 7;277,777 . 7;27.8 D 52;9 - 7rr7\/71
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Estreptomicina 3” Fosfato (m/z = 661.15422)

Ms
661.15422

Microcolin F (m/z = 745.4442)

HO

HOw.

HO

745.44442

MS

/N 0
g N
0._0
T OA\:/Y
O._N

ntens.
x105

Nicrofurosamida B (m/z = 808.39238)

808.39238

94

L-Trp(5-Cl) H

Ms

Cl

D-B-OH-Asn
or D-Asn H,N

L-allo-lle

nicrophorusamide A (R=0H)
nicrophorusamide B (R=H)



Productos de trabajo obtenidos.

Constancia emitida por La Sociedad Mexicana de Biotecnologia y
Bioingenieria, por la participacion en la sesion de carteles con el trabajo
"Aislamiento de hongos enddfitos de Taxus sp."

Constancia Expo UAM-I 2023 por la platica "¢ Qué hongo con los hongos y lo
que producen?"

Constancia emitida por la Universidad Autonoma de Tlaxcala, Facultad de
Ciencias de la Salud, por la platica "La importancia de los hongos que viven
dentro de las plantas"

Constancia por parte del Colegio Espaniol, plantel La Loma, Tlaxcala, por la
platica "La importancia de los hongos que viven dentro de las plantas"
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