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1. RESUMEN

Las plantas tienen una gran importancia, ya que juegan un rol fundamental en la
interaccion con los seres vivos, uno de esos seres vivos es el ser humano, el cual, es
esté el que realmente depende de esa interaccion. Las plantas se usan con diversos
fines, desde el ambito alimenticio hasta en la medicina y en la biotecnologia. Pero su
uso irracional ha incrementado la extincion de un gran nimero de especies y la perdida
de sus beneficios, por esa causa es indispensable buscar nuevas alternativas en las
gue se obtengan los metabolitos secundarios bioactivos, sin hacer un alto consumo del
producto primario (planta). Una de esas alternativas es el aislamiento de
microorganismos endofitos que en varias investigaciones se han encontrado que son
los productores de algunos metabolitos y no las plantas. El espécimen del cual se hizo
el aislamiento de los hongos enddfitos fue la planta Datura stramonium conocida como
“toloache” que tiene una importante funcién, ya que produce metabolitos con caracter
farmacéutico. Inicialmente se obtuvo la planta de un medio silvestre y con las mejores
condiciones, de ella se escogieron las hojas, raiz, tallo, flor y fruto, que no tuvieran
algun dafio mecénico o estuvieran atacadas por patdgenos, se les aplico un tratamiento
superficial para remover polvo y matar microorganismos epifitos, ese tratamiento fue
(jabon con agua destilada, benzol al 10%, etanol al 70%, hipoclorito de sodio, peréxido
de hidrogeno al 3%, etanol absoluto y 15 minutos de radiacién UV a 0.120 joules esto
es a una longitud de onda de 254 nm), después del tratamiento se corté con una navaja
de bisturi estéril cada parte de la planta tratada y se fijaron en medio solido de agar
dextrosa sabouraud en placas petri, las cuales se mantuvieron a temperatura ambiente
con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas por un periodo de 4 a 7 dias. Se aislaron los
hongos endéfitos hasta tenerlos puros, se identificaron por medio de dos técnicas: por
microcultivo, el cual nos mostré caracteristicas macroscopicas y microscopicas para
buscar su género por claves dicotomicas y la otra fue por técnicas moleculares
iniciando con la extraccion de DNA gendmico (por técnica de fenol/cloroformo), después
se amplificaron las regiones ITS1 e ITS2 del rDNA y se hicieron secuenciaciones de los
productos de PCR. Los resultados se usaron para hacer una comparacion en la base
de datos NCBI para identificar cada hongo aislado hasta género o especie. La

diferencia entre cada técnica es que con la molecular se logré identificar 27 hongos de
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los 28 aislados, algunos hasta especie y por la técnica de microcultivo solo se
identificaron 14 de las 28 cepas, solo hasta nivel de género. Por lo tanto esta
investigacion permitié saber que la técnica de microcultivo es menos efectiva que la
identificacion por técnicas moleculares, esto se debié a que varios de los hongos
aislados no generaron cuerpo fructifero o esporas con las condiciones dadas en el

laboratorio para poderse identificar por claves.



2. INTRODUCCION.

México es considerado un pais “megadiverso” ya que pertenece a las naciones que
contienen la mayor cantidad y diversidad en plantas y animales con el 70% de la
diversidad mundial de especies. En este grupo México ocupa el quinto lugar con cerca
de 23500 especies de plantas vasculares descritas (Llorente y Ocegueda, 2008), de las
cuales entre 10,000 a 13,000 son endémicas. Del total de especies de plantas en
México, aproximadamente 4,000 especies con flores (el 17%) tienen atributos
medicinales, sin embargo, se estima que solo el 5% de estas se han validado quimica,
farmacoldgica y biomédicamente que contengan los principios activos para las que son
usadas (Ocegueda et al., 2005). ElI conocimiento y uso de las plantas con fines
curativos es referido desde hace tiempo como fitoterapia, tratamiento con plantas
medicinales o medicina tradicional. Esta practica se ha venido ejerciendo en todas las
civilizaciones, de tal forma que, es un conocimiento trasmitido de generacién en
generacion y para evitar la pérdida de esta valiosa informacion, especialistas se han
encargado de llevan un registro completo y la forma de uso de una gran variedad de
especies de plantas, con la finalidad de tener una base de datos sobre sus propiedades

curativas (Giusiano, G., 2010).

2.1 Plantas medicinales.

Aproximadamente el 40% de los productos farmacéuticos que se consumen en los
paises desarrollados proceden de fuentes naturales, como por ejemplo; de hongos y
de plantas especialmente de las que tienen caracter medicinal. Una planta medicinal se
define como aquella que contiene principios activos o terapéuticos para curar ciertas
afecciones en los humanos, estos agentes o0 principios activos se producen mediante
vias metabdlicas adicionales al metabolismo primario, conocido como metabolismo
secundario por lo que dichos compuestos son llamados metabolitos secundarios
(Salgado, R. et al.,, 2012). Los metabolitos secundarios, juegan un papel muy
importante para la planta, pues sirven como defensa contra bacterias, hongos, amebas,

plantas, insectos y animales superiores, también como agentes en la simbiosis entre



microorganismo y plantas, nematodos e insectos y como efectores de diferenciacion en

la planta.

2.1.1 Los hongos.

Son organismos que se reproducen por esporas (ya sea sexual o asexualmente),
carecen de clorofila, formados por estructuras somaticas, filamentosas y ramificadas,
rodeadas por una pared celular hecha de celulosa, de quitina o ambas, son heterétrofos
y su alimentacion es por absorcién, sus células son de forma tubular a las cuales se les
llama hifas. Los hongos tienen una enorme importancia dentro de la naturaleza, pues es
gracias a ellos que la materia organica muerta pase por un proceso de descomposicion
para que después se mezcle con el suelo, ademas es uno de los organismos que forma
relaciones simbidticas altamente eficientes con animales y plantas en donde ambos
salen beneficiados. Otros beneficios que aportan es que sirven como alimento y son
utilizados en la farmacologia y en la biotecnologia. Pero no todo es benéfico sino
también se comportan como patégenos tanto de plantas y animales causando enormes

problemas de salud y pérdidas de recursos agronémicos y econémicos (Ruiz J. 2001).

2.1.2 Interaccion entre plantas y hongos endoéfitos.

Los hongos y bacterias han logrado adaptarse en todas las condiciones ambientales
que hay en el planeta, como en suelos desérticos, suelos geotérmicos, océanos, en el
artico y en los deméas ambientes (Chowdhary K. et al., 2012). En esta investigacion solo
se tomo en cuenta a los hongos que en este caso se encuentran habitando dentro de
las plantas, tales hongos son llamados endoéfitos, con los que ha desarrollado una
estrecha relacion como antagonismo, mutualismo o comensalismo (Benavente C.,
2008).

Aproximadamente el 80% de las plantas terrestres estan asociados a hongos en donde
las plantas brindan resguardo y carbono a los hongos y los hongos les ayudan a

obtener elementos como nitrogeno y fosforo. Se cree que esta asociacidon que se
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generé hace unos 470 millones de afios aproximadamente permitid a las plantas la
colonizacion de la tierra, aunque no se sabe coémo fue (Dance A. 2017).

El término endofito fue usado inicialmente por el botanico, microbiélogo, algdlogo y
micologo aleman Heinrich Anton de Bary en 1866 (de Bary A., 1866). Actualmente se
define a un hongo endéfito como aquel que habita (intercelular o intracelularmente)
entre los tejidos de la planta tanto en hoja, tallo, fruto, raices y semillas, sin causarle
algun dafio aparente (Wilson D. 1995, Strobel G. et al., 2004).

Los hongos endéfitos son un grupo altamente diverso y polifilético que se encuentran
posiblemente en cada una de las 300,000 especies de plantas terrestres y cada planta
con uno o mas especies de hongos enddfitos (Faeth and Fagan, 2002). Sin embargo,
se estima que solo el 5% de los hongos en todo el mundo han sido descritos, por lo que
se sugiere que hay un numero amplio de nuevos hongos enddfitos por descubrir
(Malhadas C. et al., 2017). Los hongos enddfitos tienen una enorme importancia en la
relacion que forman con sus plantas hospederas ya que producen una serie de
productos bioactivos con funciones que inducen en la planta su crecimiento por medio
de hormonas, incrementan la resistencia a estrés bidtico y abidtico ya que producen
compuestos de tipo alcaloides, diterpenos, flavonoides, compuestos alifaticos,
policétidos y péptidos y la acumulacion de metabolitos secundarios (Jia et al., 2016;
Jouda et al., 2016). Pero el humano ha encontrado en los metabolitos secundarios un
recurso potencialmente benéfico en aplicaciones como la farmacéutica, en la agricola y
en la biotecnologia (Strobel G. et al., 2004).

Los hongos enddfitos se clasifican en clavicipitaceos y no clavicipitdceos los cuales a su
vez se dividen en tres clases, los clavicipitdceos son endofitos que colonizan los pastos,
mientras que los no clavicipitdceos colonizan las plantas no vasculares, helechos,
coniferas y angiospermas. Los enddfitos se pueden transferir a su planta hospedera por
dos vias; 1) via horizontal en donde el hongo se desplaza de la parte externa a la parte
interna de la planta y 2) via vertical donde el hongo se moviliza por esporas a través de
las células de la planta hasta la semilla en donde permanece latente hasta que tenga
las condiciones Optimas para su desarrollo (Rodriguez R. et al., 2009).

La forma en como un hongo deja de ser un organismo patdégeno para convertirse en un

relacion simbiotica con su hospedero aun no se entiende por completo, se sabe que se
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debe a cientos de afios de constante evolucion, sin embargo (Xu X., et al.,, 2016)
describen en unas de sus investigaciones que los hongos infectan a su hospedero y
para no ser detectado como patégeno por la planta, secretan proteinas llamadas
“efectoras” para manipular la inmunidad y la fisiologia de la planta, de esa forma pasa
desapercibido e induce la muerte celular de la planta. Un ejemplo de esas proteinas
efectoras es la LysM, las cuales no tiene dominio de proteina de reconocimiento
excepto por un motivo conocido como LysM, que puede interferir con la inmunidad de la
planta, inducida por quitina y asi promover la infeccion, ademas, los hongos pueden
secretar enzimas que degradan los carbohidratos de la planta y asi alimentarse de ella.
Cuando los hongos son enddfitos forman contactos intercelulares con las células de la
planta generando una asociacion mutualista, esto implica que los endoéfitos también
hacen manipulacion de las defensas y el metabolismo del hospedero. La comunicacion
entre ellos se logra gracias a la produccién y secrecién de proteinas y enzimas que se
envian a las células de la planta.

Kusari S., Hertweck C., y Spiteller M. (2012). Describen la relacion entre hongo
enddofito, patdgeno y la planta, refiriéndose al costo-beneficio (Figura 1).

Al. Se muestra la hipotesis sobre al andlisis antagdnico entre el hongo endoéfito y la
planta, desde que el hongo enddfito evita la activacién de las defensas del hospedero,
se vuelve resistente a los metabolitos toxicos y se desarrolla dentro de su hospedero
sin causarle algun dafio aparente.

B1l. Los enddfitos y los patégenos poseen factores de virulencia que son
contrarrestados por los mecanismos de defensa de la planta, si estas dos acciones
estan en equilibrio la asociacién permanece sin sintomas perjudiciales. Esta fase es
tan solo un periodo de transicién donde el medio ambiente juega un papel importante
para desestabilizar el delicado balance antagénico, ya que si los mecanismos de
defensa de la planta contrarrestan por completo los factores de virulencia del hongo,
este perece y por el contrario si la planta no logra contrarrestar la virulencia del hongo
daria paso a la enfermedad de la planta.

C1. Muchos endofitos pueden ser patégenos que se encuentran en estado latente y
pueden estar influenciados por ciertos factores intrinsecos o ambientales para expresar

los factores que conducen a la patogenicidad.
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D1. Se ha revelado que la interaccion enddfito-planta no es justamente un equilibrio

entre defensa y virulencia, sino es mucho mas complejo.

Factores ambientales

Plantas

Balance de
sinergismo

Metabolitos
Secundarios
asociados a la
planta

Factores ambientales

Factores ambientales

Fig. 1 A) Muestra la hipotesis del balance antagonico. B) Enfermedad causada por hongo
patégeno. C) Reciprocidad entre endéfito y patégeno. D) Estrategia de sobrevivencia del

enddfito. E) Balance sinérgico. Modificada de Kusari, Hertweck y Spiteller, 2012.

2.2 Produccién de metabolitos secundarios.

Sabiendo que los hongos endoéfitos confieren a su hospedero un mejor crecimiento, una
mayor adecuacion a su ambiente, aumenta la tolerancia del hospedero al estrés biotico
y abidtico y que promueven la acumulacion de metabolitos secundarios. La vision

acerca de la importancia de la obtencion de estos metabolitos secundarios se declina a
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la diversidad y el aumento en su produccién que se va a ver afectado por diversos
factores; como las condiciones ambientales en donde crece la planta hospedera, el
microambiente que genera la planta, la interaccion entre el complejo de
microorganismos que conforman al hospedero y los factores abidticos. El endofito y la
planta hospedera pueden interactuar en varios niveles a) el enddfito puede inducir en el
metabolismo de la planta, b) la planta hospedera puede influir sobre el metabolismo del
enddfito, c) tanto enddfito y el hospedero comparten una via especifica en donde ambos
contribuyen parcialmente, d) el hospedero puede metabolizar productos del endofito y
viceversa e) el endofito puede metabolizar compuestos secundarios del hospedero
Figura.2 (Ludwig-Mdller, 2015).

(W)
(]
@«
g- Introduccion del
= metabolismo de
8 8 la pl
= = a planta
27 =
o 2 = I
2 = !
& Modificacién de !
la estructura final \|,
Metabolito Planta
N I
Sintesis . .
arcial Sintesis | vy dificacion de
P completa -
la estructura final

Hongo endodfito —

——— > Metabolito <€<——
Sintesis
completa

Fig. 2 El esquema muestra resumidamente la interaccion y papales entre la planta hospedera y
el enddfito en la produccién de metabolito y la contribuciéon de los organismos respectivos a las
otras vias metabdlicas. La induccion del metabolismo de las plantas puede ser causada por
sefiales ambientales tales como factores de estrés abidtico o patdgenos / herbivoros, sino
también por los propios endofitos. Las sefiales ambientales pueden inducir la sintesis de
metabolitos secundarios en etapas definidas, por ejemplo los colores de las hojas o floracion
donde los pigmentos y los metabolitos volatiles son sintetizados. Modificado de Ludwig-Muller,
2015.
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Se ha hablado de la produccion de los metabolitos secundarios para el beneficio de la
planta y el endofito, pero hay un campo que es por lo menos, para las personas es mas
importante ya que se puede obtener un enorme abanico de compuestos con actividades
antimicrobiales, antiparasitarias, citotoxicas, anti-inflamatorias, antitumorales,
antioxidante y neuroprotectoras que son para el bienestar de las personas (Gutiérrez et
al., 2012). Se tiene conocimiento de que los hongos endofitos producen metabolitos
secundarios similares o incluso mas activos que los que produce su propio hospedero
(Yan et al., 2014).

2.2.1 Planta Datura stramonium.

Datura stramonium pertenece al Reino; Plantae, al subreino; Traqueobionta (plantas
vasculares), Superdivision; Spermatophyta (plantas con semillas), Division;
Magnoliophyta (plantas con flor), Clase; Magnoliopsida (dicotiledéneas), Orden;
Solanaceae.

Se ha registrado en gran parte del pais, desde Baja California Sur hasta Chiapas, se
encuentra tanto en regiones templadas y tropicales. Su forma de vida es hierba robusta,
que puede llegar a medir desde los 30.0 cm hasta 1.0 m de altura, su tallo es
glabrescente (con pelos), las hojas son con laminas ovadas de 2.5 a 20.0 cm de largo
por 1.0 a 18.0 cm de ancho, sin pelos, de color verde oscuro en el haz con color un
poco mas claro en el envés y peciolo de 1.0 a 6.0 cm de largo. Las flores tienen
pedunculos que van de 5.0 a 10.0 mm de largo, céliz tubular que va de 1.5 a 5.0 cm de
largo por 0.5 a 1.0 cm de didmetro con dientecillos de alrededor de 5.0 mm de largo por
1.0 a 3.0 mm de ancho, corola blanca o violeta de 6.0 a 10.0 cm de largo, limbo
plegado, pentalobado, con los apices de los I6bulos subulados de 3.0 a 8.0 mm de
largo, estambres unidos por debajo de la mitad de la corola, filamentos de 2.0 a 3.5 cm
de largo con anteras de 3.0 a 5.0 mm de largo, ovario de placentacion parietal, estilo
simple, de 4.0 a 5.0 cm de didmetro. Los frutos tienen forma de capsula erecta, ovoide
de alrededor de 4.0 cm de largo por 2.5 cm de diametro, estd rodeado de espinas
agudas y largas, semillas reniformes, aplanadas de 3.0 a 4.0 mm de largo y negras
(Figura 3).
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Se encuentra desde el nivel del mar hasta los 2,600 m, en lugares arenosos, se
propaga por semillas, es una especie anual o perenne de vida corta, florece en verano y
fructifica hasta el principio del invierno. Su uso es medicinal para aliviar males como
inflamacion de las glandulas, hojas y semillas se utilizan como calmantes y narcéticas,
en alta concentraciones causa la muerte. Algunos nombres que se le da comiunmente

en México son toloache, tapat, toloatzin entre otros (Martinez, M., 1979).

Fig.3 Planta de Datura stramonium. CONABIO-Pedro L. 2001
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3. ANTECEDENTES.

Como se mencion6 en el apartado anterior, los hongos enddfitos producen una
importante cantidad de productos bioactivos (entre ellos metabolitos secundarios) que
tienen un beneficio para los humanos, uno de ellos y muy importante es el taxol un
metabolito secundario que tiene propiedades anticancerigenas, inicialmente este
compuesto fue aislado y caracterizado del tallo y hojas de un é&rbol llamado Taxus
brevifolia, con un enorme inconveniente, la cantidad del metabolito era minima y se
necesitaba un gran porcentaje de material vegetal. Fue en 1994 donde por primera vez
se habia aislado de otra especie de arbol Taxus spp un microorganismo denominado
Taxomyces andreanae que podia producir el metabolito secundario “taxol” en muy
bajas concentraciones (Stierle et al., 1994). Pero fue en los Himalayas a una altura
entre los 1500 y 3000 m.s.n.m, donde se aislé6 a un hongo endoéfito Pestalotiopsis
microspora del arbol Taxus wallachiana, este hongo produce taxol en un medio de
cultivo y es bioldgicamente activo contra lineas de células cancerigenas. La
identificacion del hongo se realiz6 por medio de una descripcion microscopica a través
de micrografia electrénica de barrido y cabe mencionar que el hongo produce el
metabolito por si solo (Strobel, G. et al., 1996).

Otro estudio realizado por (Qadri, M. et al., en el 2013) en donde se aislaron 72 cepas
de hongos endofitos de coniferas, en donde a cada hongo aislado se le identifico
inicialmente por una tinciébn usando lactofenol, con el fin de observar sus estructuras
microscopicas a través de un microscopio, pero para una mejor identificacion de los
microorganismos se les realizo pruebas moleculares a través de la amplificacion de la
region variable ITS1 e ITS2 (ITS: regidn espaciadora interna transcrita) del gen
ribosomal, se secuencio y se hizo un alineamiento con las secuencias del GenBank
(base de datos de secuenciacién genética de NCBI) por Blast (Herramienta basica de
busqueda de alineacion local). Finalmente obtuvieron 70 cepas Ascomycetes y 2
Bacidiomycetes.
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En otro estudio realizado por (Fouda A. et al., 2015) donde se aislaron tres endofitos
diferentes de una planta medicinal (Asclepias sinaica) en Egipto, los endofitos fueron
aislados de las hojas e identificados solo guidndose con manuales estandares donde
observaron su morfologia y caracteristicas taxonomicas por medio de un microscopio.
Los hongos enddfitos aislados fueron Penicillium chrysogenum Pc_ 25, Alternaria
alternata Aa_27 y un hongo sin identificacion (hifa estéril) Sh_26. Estos enddfitos
producen varias enzimas extracelulares incluyendo amilasa, pectinasa, celulasa,
gelatinasa, xilanasa y tirosinasa, estos hongos aislados tuvieron un impacto

considerable en los pardmetros de crecimiento de la planta.

Los estudios gendmicos que se realizan en la actualidad han permitido detectar la
ausencia o la expresién de los genes de las células en un organismo vivo. A través de
esta técnica se logré detectar que en los hongos hay una gran variedad de genes que
permiten la produccién de metabolitos secundarios y que no se expresan cando se
tratan bajo las condiciones estandares de laboratorio. En un estudio elaborado por (Sun
J. et al., 2012) donde se aislaron 14 cepas de hongos endéfitos de la planta Datura
stramonium L. que pertenece a la familia de la Solanacea que produce compuestos
importantes como alcaloides, la escopolamina e hiosciamina que es un potente
antagonista del receptor de acetil-colina. Para identificar a los hongos enddfitos
aislados, se inicié con la extraccion del DNA por medio de isoamilo-fenol-cloroformo, se
amplificaron por PCR y por ultimo se amplifico la regién variable ITS (region
espaciadora interna transcrita) del rDNA (DNA ribosomal) del hongo, usando los
iniciadores ITS1 e ITS4. Se les controlo el ambiente de crecimiento, el cual consistia en
la inhibicion de la DNA metiltranferasa por 5 azacitidina y la inhibicion de la histona
deacetilasa por medio de &cido hidroxamico suberoilanilida. Como resultado se

obtuvieron cinco compuestos diferentes nuevos.
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La planta Datura stramonium tiene compuestos con funciones anticolinérgicas la cual
puede ser util como alternativa en el uso de la atropina para el tratamiento de los
sintomas muscarinicos por la toxicidad de los compuestos organofosforados. Se
aislaron microrganismos endofitos de D. stramonium que en este caso fueron de la
clase Actinomycetes (Streptomyces sp.) se usO la metodologia de Johannes vy
colaboradores en el 2006, para el aislamiento de enddfitos, también se realizé la
identificacion de los endofitos por medio de su morfologia usando caracteristicas como
la coloracion del micelio, de la espora y de difusion. Se realiz6 la identificacion
filogenética, haciendo extraccion de DNA gendmico total y amplificando con iniciadores
universales del gen 16S rRNA para bacterias por PCR, el producto fue purificado y para
la secuenciacion se usaron dos fragmentos de 27F y 1492R, por altimo los resultados
se metieron en GenBank para buscar su homologia con Blast (Herramienta basica de
busqueda de alineacién local). A los hongos enddfitos aislados de la planta Datura
stramonium, se les evalué el poder inhibitorio de la a-glucosidasa y su accion
antioxidante. Estas investigaciones dieron como resultado que su actividad antioxidante
podria ser utilizada para prevenir o retardar el proceso de diversas enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo segun (Christhudas and Kumar, 2013). La
identificacion de los hongos fueron a través de la region espaciadora interna transcrita

por sus siglas en inglés (ITS: internal transcribed spacer).

El andlisis filogenético molecular de los hongos se realiza mediante el grupo de genes
ribosomales los cuales codifican tres subunidades RNA ribosomal 18S, la 5.8S, la 28S y
las regiones variables intermedias ITS (regidon espaciadora interna transcrita)
identificadas como ITS1 e ITS2. Los genomas de los hongos pueden llegar a contener
mas de 200 copias. Algo muy importante de las secuencias ITS para la investigacion
filogenética molecular es que muestran variaciones significativas entre hongos
estrechamente relacionados, estas variaciones son causadas por inserciones,
deleciones y mutaciones puntuales, que se conservan porgue las regiones ITS1 e ITS2
codifican moléculas de RNA no funcionales. Los genes que codifican productos
funcionales estan sujetos a una presion evolutiva mas fuerte que tienden a amortiguar

la variacion (Money, 2016).
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4. JUSTIFICACION.

Se ha reportado que las plantas con propiedades medicinales producen metabolitos
secundarios, a los cuales se les ha encontrado un alto valor en la farmacologia y en la
biotecnologia. También que las plantas forman una estrecha relacibn con hongos
endofitos, haciendo que la produccion de metabolitos secundarios aumenten y sean
mas diversos. Esto ha provocado que la adquisicion de estos metabolitos, se extingan
varias especies de plantas medicinales, de hongos endofitos y la perdida enorme de
metabolitos secundarios. Por eso es necesario hacer el aislamiento de los hongos
enddfitos de la planta Datura stramonium colectada en el municipio de Texcoco, estado
de México los cuales podrian ser candidatos para producir metabolitos secundarios de

gran importancia.

5. HIPOTESIS.

En la planta Datura stramonium existen hongos endofitos candidatos para producir
metabolitos secundarios bioactivos con valor agregado.

6. OBJETIVOS.

General: aislamiento de los hongos enddfitos de la planta Datura stramonium que

puede ser posibles candidatos para producir metabolitos secundarios.

Particulares:

1.- Identificacion de los hongos enddfitos aislados por técnica de microcultivo y usando
claves taxonémicas.

2.- Identificacién de los hongos enddéfitos aislados por analisis filogenético molecular.

3.- Desarrollo de un método para el aislamiento de los hongos endoéfitos y su

crecimiento.
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7. MATERIALES Y METODOLOGIA.

Plan de trabajo

Colecta de la planta con uso
medicinal e identificacion.

Procesamientoy cultivo de las partes de la
planta tratadas.

Aislamiento de los hongos
endofitos de la plantay

purificacion.
|dentificacion de los dentificacion de los hongos
hongos enddfitos por enddfitos por secuenciacion
técnica de microcultivo de laregion ITS
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7.1 Colecta de la planta.

Se selecciond la planta Datura stramonium que es conocida comunmente como
toloache (Fig. 4) de forma dirigida y se extrajo completamente desde la raiz, ya que se
utilizaron cinco partes importantes de la planta; como la raiz, tallo, hoja, flor y fruto las
cuales fueron elegidas de tal forma que no estuvieran dafiadas o enfermas por algun
insecto o patégeno. La planta se colecto en Texcoco estado de México, con
coordenadas 19°30°39.68”N y 98°53'20.68”W, a 2,252 msnm. La planta se llevé a la

Doctora Raquel Galvan Villanueva que labora en el herbario de la Escuela Nacional de

Ciencias Bioldgicas del IPN para su correcta identificacion.

Fig. 4 Se muestra un ejemplar de la planta Datura stramonium a) flor, b) hoja y c)

fruto

7.2 Tratamiento para eliminar las impurezas y microorganismo externos.

Después de la seleccion de cada parte de la planta (raiz, tallo, hojas y flores) pasaran
por un tratamiento de asepsia para eliminar toda impureza y microorganismos externos.
El tratamiento consistio en tomar las partes de la planta seleccionadas utilizando
guantes estériles y depositarlos en un recipiente estéril, enseguida se le agrego agua
destilada estéril con detergente liquido para lavarlas por tres minutos seguidos,
después se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril y enseguida se
sumergieron en benzal al 10% durante tres minutos, después de ese tiempo se retira el
benzal. Sin enjuagar se sumergieron en etanol al 70% por 30 segundos y se retira el
etanol, a continuacién se adiciono hipoclorito de sodio por tres minutos mas, después

de ese tiempo se retird y se adiciond a las muestras peréxido de hidrogeno al 3% por
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otros tres minutos. Después se aplicd etanol absoluto con agua destilada 1:1 por solo
10 segundos y al final se les dio tres lavados con agua destilada estéril. Finalmente se
irradio las muestras con luz ultravioleta por 15 minutos a 0.120 joules que corresponde
a una longitud de onda de 254 nm. Este método se desarrollado en el laboratorio de
Genomica Ambiental en el departamento de genética y Biologia Molecular
(CINVESTAV - Zacatenco).

7.3 Cultivo de las partes de la planta para primer aislamiento de hongos endoéfitos.

Después del ultimo paso de la eliminacion de impurezas todas las partes de la planta se

colocaron en un area completamente estérii y fueron cortadas en diferentes

dimensiones con una navaja de bisturi y pinzas estériles, cada trozo ya seccionado se

coloco dentro de las cajas petri sobre el medio de cultivo (medio SDA: Agar Dextrosa

Sabouraud), con la parte expuesta o por donde se realizd el corte, se fijaron y se

sellaron las cajas petri con parafilm. Al medio sé le aplico cloranfenicol que es un

antibidtico con una concentracion de 34.0 mg/ml, los cultivos se incubaron a

temperatura de 22°C por 7 dias. Durante ese periodo los cultivos se observaron para

notar el crecimiento de los microorganismos que se desarrollaron alrededor de las

partes de la planta sembrada (cabe mencionar que solo se aislaron los hongos que

crecieron donde se realiz6 el corte). Los hongos resultantes se aislaron en nuevas cajas

con medio hasta lograr tener las colonias puras o axénicas. A partir del primer dia del

aislamiento se observo el crecimiento del hongo llevando un registro de la morfologia

tomando en cuenta las siguientes caracteristicas:

1.- Didmetro de la cepa, forma, elevaciéon, margen, densidad, textura, superficie,
condensacion y color de ambos lados de la caja.

2.- Superficie: lisa, ondulada, radiada, concéntrica y rugosa.

3.- Textura: algodonosa, aterciopelada.

4.- Densidad de la luz: qué tanto deja pasar la luz. Por ejemplo, transparente, opaco y
trasldcido.

5.- Pigmentacion: qué colores presenta.

6.- Observaciones; por ejemplo, si se genera condensacion en la tapa de la caja Petri.
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7.4 ldentificacion de las colonias aisladas por microcultivo.

La forma mas sencilla para la identificacion de las colonias es por técnica de
Microcultivo. La técnica de microcultivo segun Riddell Casas (1994) consiste en
preparar una cdmara humeda estéril: en una caja Petri, se vierte agua destilada estéril y
se colocan dos varillas de vidrio, por debajo de las varillas se pone algodon o papel filtro
previamente esterilizados esto se realiza para que no se deseque el medio en donde se
siembra el hongo, sobre las varillas se puso un portaobjeto estéril y se coloca un cuadro
de 1.0 cm? de medio de cultivo (ADS). Después con un asa micoldgica estéril se tomé
micelio del cultivo y sembramos sobre el cuadro de medio Sabouraud por los vértices y
finalmente se colocd un cubreobjetos estéril sobre el cuadro inoculado con el hongo y
se incubo por 7 dias o el tiempo que tarde en esporular el hongo a una temperatura de
22°C. Una vez terminado el periodo de incubacién, se retira el cubreobjetos con unas
pinzas estériles y se coloca sobre un portaobjetos nuevo y estéril con una gota de azul
de lactofenol, se dejé pasar 5 minutos y después se observé en un microscopio optico
de la marca Leica DM500 a 40X, las estructuras (células, esporas y cuerpos fructiferos)
nos sirvieron para su identificacién con claves dicotémicas (Barnett, H. and Hunter, B.,
1972 y Watanabe, T. 2010).

7.5 Identificacion por analisis filogenético molecular.

Otra forma para la identificacion de las colonias es por una via molecular que es uno de
los métodos mas confiables. Para esto inicialmente se hizo un cultivo de cada hongo en
medio Agar dextrosa Sabouraud, se deja crecer por un lapso de seis dias, después en
un espacio estéril se raspo con una navaja de bisturi también estéril toda la superficie
del medio donde crecié el hongo hasta extraerlo por completo y se deposité en un
mortero igualmente estéril. A continuacion se agrego nitrogeno liquido para que con la
ayuda del pistilo se rompiera la pared celular de las hifas y se pudiera obtener el DNA
de las células, el macerado se colocé cuidadosamente en tubos de polipropileno de

1.5mL. El siguiente paso fue la extraccion del DNA gendémica de cada hongo endofito.
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7.5.1 Procedimiento de extraccion de DNA gendmico por la técnica de

fenol/cloroformo.

Ya que se tenian los tubos de polipropileno de 1.5 mL con la muestra.

1.- Se adiciono 500 pl de agua grado PCR con 500 pul de fenol y se agito en vortex por 5
minutos vigorosamente,

2.- Después se centrifugo a 14,000 r.p.m. durante un periodo de 5 al0 minutos eso
dependera de lo que tarde en precipitarse toda la muestra.

3.- Al finalizar la centrifugacion se rescatd en otro tubo de polipropileno de 1.5 mL 500
ul del sobrenadante y se adiciono 500 ul de cloroformo, se da una agitacién en el
vortex por 30 segundos y se centrifugo de nuevo a 14,000 r.p.m. por 5 minutos.

4.- Al terminar de centrifugar se obtuvieron de 300 a 500 ul de sobrenadante de la parte
mas superficial y se depositd en otro tubo de polipropileno de 1.5 mL.

5.- Luego se adiciono 1/10 de acetato de sodio al 3M del volumen obtenido y se mezclo
por inversion, enseguida se adiciono 2 voliumenes de etanol absoluto, es decir el
doble de volumen de etanol del volumen rescatado de la ultima centrifugacion, el
etanol debe de estar previamente frio a una temperatura de 4° C.

6.- A continuacion se agito ligeramente hasta observar un precipitado lechoso y se pone
a centrifugar por 30 minutos a 14,000 r.p.m.

7.- Se decantd el sobrenadante para recuperar el pellet o la pastilla.

8.- Se le aplico a la pastilla 500ul de etanol al 70.0% y se centrifugo por 5 minutos como
se ha venido manejando, esto se realiz6 para enjuagar o eliminar el etanol absoluto
(Repetir este paso).

9.- Después de dejo secar por 15 minutos a temperatura ambiente para eliminar el
etanol al 70.0%.

10.- Finalmente se resuspende en 100 ul de agua grado PCR.

11.- Las muestras se almacenan a -20° C hasta su uso.

Para continuar se verifica que se tenga DNA gendémico, para esto se usé la técnica de

electroforesis para separar los acidos nucleicos de los demas moléculas.
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7.5.2 Electroforesis en gel de agarosa para verificar la obtencion de DNA
genomico de los hongos endofitos.

Para cerciorarnos que se realizd con éxito la extraccion del DNA gendémico de los
hongos se prepar6 un gel de agarosa al 0.8% para un volumen de 20 mL, se agreg6 0.7
pl de Midori Green (colorante para tefiir el DNA, sustituto de bromuro de etidio). Para
depositar el DNA gendmico en el gel, se realiz6 con un buffer de carga (azul de
bromofenol 6X) en proporcion de 1 ul de buffer con 2 pl de muestra (DNA gendmica) del
hongo enddfito. Después se evalud la pureza y concentracion de cada muestra con la
cuantificacion de DNA por el espectrofotometro Nanodrop 2000 Spectrophotometer
Thermo Scientific, E.U.

7.5.3 Amplificaciéon por PCR.

Amplificacion de la region ITS de la subunidad 5.8S rDNA con iniciadores universales
ITS1 (5-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’) e ITS4 una secuencia reversa (5°-TCC
TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’), se us6 como control positivo a Saccharomyces
cereviciaes (Figura 5) y como control negativo la mezcla sin el DNA templado, se
trabajé con un volumen final de 50 ul. Se usaron las siguientes condiciones y

sustancias que a continuacion se describen (tabla 1y tabla 2)

Tabla 1.Protocolo de las reacciones para la amplificacion de las regiones ITS por PCR.

REACTIVOS STOCK REACCION VOLUMEN/MUESTRA
Buffer 10x 1x 5.0 uL

MgCl, 25.0 mM 2.0 mM 4.0 pL

dNTPs 10.0 mM 0.2 mM 1.0 uL

Taq polimerasa 5 unidades/uL | 0.025unidades/pL | 0.25 pL

Iniciador sentido 10.0 pL 0.2mM 1.0 uL

Iniciador antisentido 10.0 pL 0.2mM 1.0 uL

Agua Variable

DNA 20.0 ng/puL Variable

Volumen final 50.0 pL
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Saccharomyces cerevisiae cepa CHFY(0901.

Gen 18S rRNA, secuencia parcial; regiéon espaciadora interna transcrita 1 (ITS1), gen 5.8S rRNA, y
region espaciadora interna transcrita 2 (ITS2), secuencia completa y gen 26S rRNA, secuencia parcial.

Figura 5. Se muestra las regiones y el segmento de 841pb que se va a amplificar del rDNA de
Saccharomyces cerevisiae cepa CHFY0901, Nimero de Acceso: EU649673

Condiciones para la amplificacion de las regiones ITS del rDNA.

Tabla 2. Muestra las condiciones para la amplificacién de las regiones

ITS1 e ITS2 del rDNA en el termociclador.

Temperatura °C Tiempo
Desnaturalizacioén inicial 94 5 minutos
Desnaturalizacion 94 1 minuto
Alineamiento 56 1 minuto
Extensién 72 1 minuto
Extension final 72 10 minutos

10 10 minutos

25 ciclos

La amplificacion por PCR se realiz6 en un termociclador GeneAmp® PCR System 2700

de Applied Biosystems. Los productos de reaccion se separaron mediante electroforesis

en gel de agarosa al 1.0 % tefido con 0.8 pL con un colorante llamado Midori Green

Advanced (1:15) utilizando un regulador de corrimiento TBE, mezclando 1.0 yL de azul

de bromofenol o buffer de carga y 5.0 yL de producto de reaccion. Se utilizd un

marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas®), la electroforesis se corrié a 100

Volts por un periodo de 50 minutos y después se revelo a través del equipo Molecular

Imager Gel Doc XR de Bio Rad. Ya que se verifico la amplificacion, continuamos con la

secuenciacion del producto de PCR.
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7.5.4 Protocolo para secuenciacion del producto de PCR.

El resultado de la concentracion del producto de PCR que fue de 20ng/ pL.

Se trabajo con 2 tubos por cada muestra en donde cada uno tenia el iniciador ITS1y en
el otro el reverso ITS4. Para la secuenciacion de los productos se siguié un protocolo
(Tabla 3).

Tabla 3. Protocolo de las reacciones para la secuenciacion usando los mismos

iniciadores.

Agua PCR 14.0 pL depende del vol. de DNA
Buffer 2.0 uL

DNA 1.0 L

Mix 1.0 uL

Primers 1.0 uL

DMSO 1.0 L

Volumen final 20.0 uL

Se mezcla con cuidado para que no se formen burbujas ya que puede interferir con la
secuenciacion. Lo siguiente fue llevar las muestras al termociclador con las siguientes

condiciones (Tabla 4):

96°C | 1 minuto
96°C | 10 segundos

50°C | 5 segundos } 25 ciclos
60°C | 4 minutos

4°C 10 minutos

5.- Después del termociclador se hizo una limpieza del producto de PCR

6.- Se centrifugo brevemente la reaccion de secuenciacion y se transfirio a un tubo de
polipropileno de 1.5 mL.

7.- Se le adiciono al nuevo tubo con la muestra 5 yL de EDTA a 125 mM con un pH 8

con 60 pL de etanol absoluto, se mezcla levemente y se centrifuga para bajar la

28



muestra, se deja reposando por 30 minutos a temperatura ambiente. Y se vuelve a

centrifugar por 20 minutos a velocidad méaxima (13,500 r.p.m.)

8.- Continuando con el procedimiento, se remueve el sobrenadante con una punta de
pipeta inmediatamente después de centrifugarse.

9.- Se lavd con 250 pL de etanol al 70.0 % y se volvié a centrifugar por 5 minutos a

méaxima velocidad con la misma operacion y se retira el sobrenadante.

10.- Se repitio el paso 9.

11.- Se removi6 con punta todo lo que mas se pueda del sobrenadante y se dej6 secar

por 5 minutos.

12.- Finalmente se manda a secuenciar 0 se almacena a 4° C hasta su uso.

Después de la secuenciacion se realizé el alineamiento con el software Vector NTI

advance 11 para observar la parte mas consensa o donde se alineen el iniciador y el

reverso, se hace una comparacién en la base de datos en la National Center for

Biotecnology Information (NCBI) para la identificacion del hongo endoéfito haciendo un

blast que es un programa informatico de alineamiento de secuenciacion de tipo local.

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi
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8. RESULTADOS.

Identificacién de los hongos endofitos por descripcion morfolégica y técnica de

microcultivo

Los hongos aislados son de una planta del Municipio de Texcoco estado de México
llamada Datura stramonium mejor conocida como toloache, de la cual se obtuvieron 28
cepas de hongo enddfitos crecidos en un medio selectivo Sabouraud dextrosa agar a
un pH de 5.6 y a temperatura ambiente. Por medio de imagenes se obtuvo un registro
del hongo desde a) el primer aislamiento de la planta, b) la purificacion del hongo
(donde se muestra su morfologia) y c¢) fotomicrografias del hongo para su identificacion
por la técnica de microcultivo, las muestras se observaron a 40X con un microscopio
Optico marca Leica DM500, después de una tincidn con azul de lactofenol, la cual tiene
como funcién destruir la flora acompafante, conservar las estructuras fungicas y dar

coloracion a las paredes de la célula.

Figura 6. Hongo endofito 1 (ST1DI)

a) Primer aislamiento del hongo enddfito de tallo después de 4 dias

b) Descripcidn del crecimiento del hongo ya purificado a los 5 dias. Tomandose en cuenta caracteristicas
morfolégicas los cuales sirven para su identificacién por claves dicotémicas. Crecimiento 34 mm de
diametro, forma filamentosa, elevacién convexa, con micelio aéreo, margen filiforme, densidad opaca y
traslucida a las orillas, textura algodonosa, superficie concéntrica, generacion de condensacion y
coloracion blanca por encima y por abajo coloracién beige.

¢) Fotomicrografia del micelio, tiene hifa septada, con conidiéforos compactos y conidia oscuras la cual

permitid su identificacion hasta genero Epicoccum spp.
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Figura 7. Hongo enddfito 2 (ST2DI)

a) Primer aislamiento del hongo enddfito de tallo después de 4 dias

b) Descripcidn del crecimiento del hongo ya purificado a los 5 dias. Tomandose en cuenta caracteristicas
morfolégicas los cuales ayudan para su identificacion por claves dicotémicas. Crecimiento 33mm de
diametro, forma filamentosa, elevacion convexa, margen filiforme, densidad opaca, textura algodonosa,
superficie ondulada, sin condensacion y coloracion verde oscura de en medio y blanco a su alrededor por
encima y por debajo blanca.

¢) Fotomicrografia del hongo, donde solo se logré ver a las hifas que son de tipo septado, que dan origen

al micelio con las condiciones y el medio en el que se crecio el hongo

Figura 8. Hongo enddfito 3 (ST3DI)

a) Muestra el crecimiento del hongo enddéfito de una parte del tallo a los 4 dias de crecimiento.

b) Se muestra el crecimiento del hongo ya purificado a los 5 dias, tomandose en cuenta caracteristicas
morfologicas los cuales ayudan para su identificacion por claves dicotdmicas. Crecimiento 17mm de
diametro es forma circular, elevacion convexa, margen filiforme, densidad opaca y traslucida a las orillas,
textura algodonosa, superficie lisa, sin condensacion y coloracién verde oscura por encima y por abajo
también verde oscura solo en el centro y blanca alrededor

¢) Fotomicrografia del hongo, donde se muestra conidiéforos altos, conidias oscuras, blastosporos
oscuros, de una a dos células, de forma ovoide a cilindrica e irregular, tentativamente el hongo pertenece

al género Cladosporium spp.
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Figura 9. Hongo enddfito 4 (ST4DI)

a) Muestra el crecimiento del hongo endéfito de una parte del tallo a los 4 dias.

b) Crecimiento del hongo ya purificado a los 5 dias. Se tomaron en cuenta caracteristicas morfolégicas
que ayudan para su identificacién por claves dicotomicas. Crecimiento 43mm de diametro, forma
filamentosa, elevacién plana con micelio aéreo, margen filiforme, densidad opaca, textura algodonosa,
superficie ondulada, sin condensacion y coloracion verde en medio y blanco a su alrededor por encima,
por debajo blanca.

¢) Fotomicrografia del hongo donde se muestran las hifas que son de tipo septado con las condiciones y

el medio en el que se crecio el hongo.

Figura 10. Hongo enddfito 5 (ST5DI)

a) Crecimiento del hongo endéfito de una parte del tallo a los 4 dias.

b) Se muestra el hongo aislado describiéndose con caracteristicas morfoldgicas las cuales ayudan para
su identificacion por claves dicotomicas. Crecimiento 35mm de diametro, forma filamentosa, elevacion
pulvinada con micelio aéreo, margen ondulado, densidad opaca, textura algodonosa, superficie ondulada,
sin condensacion y coloracién blanco con tonalidades anaranjadas en ambos lados.

¢) Fotomicrografia del hongo donde solo se logré ver las hifas que son de tipo septado con las

condiciones y el medio en el que se crecio el hongo.
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Figura 11. Hongo enddfito 6 (ST6DI)

a) Crecimiento del hongo endéfito de una parte del tallo a los 4 dias.

b) Se muestra el hongo aislado ya puro a los 5 dias tomandose en cuenta caracteristicas morfol6gicas las
cuales ayudan para su identificacion por claves dicotémicas. Crecimiento 34mm de diametro, forma
filamentosa, elevaciébn pulvinada con micelio aéreo, margen filiforme, densidad opaca, textura
algodonosa, superficie ondulada, sin condensacion y coloracion blanco arriba y beige abajo.

¢) Fotomicrografia del hongo donde solo se logré ver las hifas que son de tipo septado con las
condiciones y el medio en el que se crecio el hongo.

Figura 12. Hongo enddfito 7 (ST7DI)

a) Crecimiento del hongo endéfito de una parte del tallo a los 4 dias.

b) Se muestra crecimiento del hongo aislado ya purificado a los 5 dias tomando en cuenta caracteristicas
morfolégicas los cuales ayudan para su identificacién por claves dicotdmicas. Crecimiento 13mm de
diametro, forma irregular, elevaciéon plana, margen filiforme, densidad opaca, textura aterciopelado,
superficie ondulada, sin condensacion y coloracién verde arriba y verde oscuro abajo.

¢) Fotomicrografia del hongo, descripcion: conidioforos altos, oscuros conidia: blastosporas oscuras, de

una a dos células, forma ovoide a cilindrica e irregular, tentativamente pertenece al género Cladosporium

Spp.
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Figura 13. Hongo enddfito 8 (ST8DI)

a) Crecimiento del hongo endéfito de una parte del tallo a los 4 dias.

b) Se muestra el crecimiento del hongo aislado ya purificado a los 5 dias tomandose en cuenta
caracteristicas morfolégicas para su identificacion por claves dicotomicas. Crecimiento 23mm de
diametro, forma filamentosa, elevacion convexa, margen filiforme, densidad opaca, textura algodonosa,
superficie lisa, sin condensacion y coloracion verde arriba y verde abajo.

c) Fotomicrografia del hongo donde solo se logré ver las hifas que son de tipo septado con las

condiciones y el medio en el que se crecio el hongo.

Figura 14. Hongo enddfito 9 (ST9DI)

a) Crecimiento del hongo enddfito de una parte del tallo a los 4 dias.

b) Se muestra el crecimiento del hongo aislado ya purificado a los 5 dias, tomandose en cuenta
caracteristicas morfolégicas los cuales ayudan para su identificacion por claves dicotémicas. Crecimiento
44mm de didmetro, forma filamentosa, elevacion convexa, margen filiforme, densidad opaca, textura
algodonosa, superficie radial, sin condensacién y coloracién blanca por ambos lados.

¢) Fotomicrografia del hongo donde solo se logré ver las hifas que son de tipo septado con las

condiciones y el medio en el que se crecio el hongo (sin identificar).
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Figura 15. Hongo enddfito 10 (ST10DI

a) Crecimiento del hongo endéfito de una parte del tallo a los 4 dias.

b) Se muestra el crecimiento del hongo aislado ya purificado a los 5 dias, tomandose en cuenta
caracteristicas morfoldgicas que ayudan para su identificacién por claves dicotémicas. Crecimiento 47mm
de diametro, forma filamentosa, elevaciébn convexa, margen filiforme, densidad opaca, textura
algodonosa, superficie algo radiada, sin condensacion y coloracién blanca arriba y por abajo naranja en
el centro y en las orillas de color blanco.

c) Fotomicrografia del hongo en donde solo se logra ver las hifas que son de tipo septado con las
condiciones y el medio en el que se crecio el hongo.

Figura 16. Hongo endofito 11 (SH1DI)

a) Crecimiento del hongo endéfito de un pedazo de hoja a los 4 dias.

b) Se muestra el crecimiento del hongo aislado ya purificado a los 5 dias, tomandose en cuenta
caracteristicas morfolégicas las cuales permitiran o no para su identificacion por claves dicotomicas.
Crecimiento 30mm de diametro, forma filamentosa, elevacion convexa, margen filiforme, densidad opaca,
textura algodonosa, superficie lisa, condensacion y coloracion blanco arriba en el centro y amarillo a los
lados, abajo amarillento.

¢) Fotomicrografia del hongo donde solo se logré ver las hifas que son de tipo septado con las

condiciones y el medio en el que se creci6 el hongo.

35



Figura 17. Hongo enddfito 12 (SH2DI)

a) Crecimiento del hongo endéfito de un pedazo de hoja a los 4 dias.

b) Se muestra el crecimiento del hongo aislado ya purificado a los 5 dias tomandose en cuenta
caracteristicas morfolégicas las cuales ayudaron para su identificacion por claves dicotémicas.
Crecimiento 30mm de diametro, forma filamentosa, elevacion convexa, margen filiforme, densidad opaca,
textura algodonosa, superficie lisa, sin condensacion y coloracion blanco arriba en el centro y amarillo a
los lados, abajo amarillento con manchas oscuras.

c) Fotomicrografia del hongo donde se muestran las estructuras mas importantes que son el micelio que
es septado, produccién de conidias que son esporas asexuales, grandes, multicelulares, con tabiques
transversales y longitudinales. La forma de las conidias es variada de claviforme a elipsoidal y presentan
un apéndice apical simple o divido. El nimero de células de los conidios varia segun la especie. Las
conidias pueden formar cadenas de hasta 9 conidias juntas. Se trata de hongos generalmente saprofitos
sobre mucho tipo de plantas silvestres, cultivables y otro tipo de sustratos. Tentativamente pertenece al

género Alternaria spp.
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Figura 18. Hongo enddfito 13 (SH3DI)

a) Crecimiento del hongo endéfito de un pedazo de hoja a los 4 dias.

b) Se muestra el crecimiento del hongo aislado ya purificado a los 5 dias tomandose en cuenta
caracteristicas morfolégicas las cuales ayudaron para su identificacion por claves dicotdmicas.
Crecimiento 28mm de diametro, forma filamentosa, elevacion convexa, margen filiforme, densidad opaca,
textura algodonosa, superficie lisa, sin condensacién y coloracién blanco arriba'y amarillo abajo.

¢) Fotomicrografia del hongo donde se muestran las estructuras mas importantes son el micelio que es
septado, produccion de conidias que son esporas asexuales, grandes, multicelulares, con tabiques
transversales y longitudinales. La forma de las conidias es variada de claviforme a elipsoidal y presentan
un apéndice apical simple o divido. El numero de células de los conidios varia segun la especie. Las
conidias pueden formar cadenas de hasta 9 conidias juntas. Se trata de hongos generalmente saprofitos

sobre mucho tipo de plantas silvestres, cultivables y otro tipo de sustratos. Alternaria spp.

Figura 19. Hongo endofito 14 (SH4DI)

a) Crecimiento del hongo endéfito de un pedazo de hoja a los 4 dias.

b) Se muestra el crecimiento del hongo aislado ya purificado a los 5 dias tomandose en cuenta
caracteristicas morfolégicas las cuales ayudaron para su identificacion por claves dicotémicas.
Crecimiento 35mm de diametro, forma filamentosa, elevacion plana, margen filiforme, densidad opaca,
textura algodonosa, superficie lisa, sin condensacion y coloracion blanco arriba y naranja abajo.

¢) Fotomicrografia del hongo, descripcion células hifas septadas, conidiéforos compactos y oscuros,

conidia de color oscuro. Posible genero Epicoccum spp.
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Figura 20. Hongo enddfito 15 (SH5DI)

a) Crecimiento del hongo endéfito de un pedazo de hoja a los 4 dias.

b) Se muestra el crecimiento del hongo aislado ya purificado a los 5 dias tomandose en cuenta
caracteristicas morfologicas los cuales nos ayudan para su identificacion por claves dicotémicas.
Crecimiento 30mm de diametro, forma filamentosa, elevacién convexa, margen filiforme, densidad opaca,
textura algodonosa, superficie lisa, sin condensacion y coloracién blanco arriba con el centro café por
abajo algo amarillo con café.

¢) Fotomicrografia del hongo que describe las estructuras mas importantes que son: hifas del tipo
septado, produccidon de conidias que son esporas asexuales, grandes, multicelulares, con tabiques
transversales y longitudinales. La forma de las conidias es variada de claviforme a elipsoidal y presentan
un apéndice apical simple o divido. El nimero de células de los conidios varia segun la especie. Las
conidias pueden formar cadenas de hasta 9 conidias juntas. Se trata de hongos generalmente saproéfitos

sobre mucho tipo de plantas silvestres, cultivables y otro tipo de sustratos. Alternaria spp.
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Figura 21. Hongo enddfito 16 (SH6DI)

a) Crecimiento del hongo endéfito de un pedazo de hoja a los 4 dias.

b) Se muestra el crecimiento del hongo aislado ya purificado a los 5 dias, tomandose en cuenta
caracteristicas morfolégicas las cuales ayudaron para su identificacion por claves dicotémicas.
Crecimiento 29mm de diametro, forma filamentosa, elevacion convexa, margen filiforme, densidad opaca,
textura algodonosa, superficie lisa, sin condensacion y coloracion blanco arriba y abajo amarillento.

c) Fotomicrografia del hongo, donde se describen estructuras microscépicas: hifa septada, produccién de
conidias que son esporas asexuales, grandes, multicelulares, con tabiques transversales y longitudinales.
La forma de las conidias es variada de claviforme a elipsoidal y presentan un apéndice apical simple o
divido. El nimero de células de los conidios varia segln la especie. Las conidias pueden formar cadenas
de hasta 9 conidias juntas. Se trata de hongos generalmente saprofitos sobre mucho tipo de plantas
silvestres, cultivables y otro tipo de sustratos. Alternaria spp.

Figura 22. Hongo endofito 17 (SH6.1DI)

a) Crecimiento del hongo endéfito de un pedazo de hoja a los 4 dias.

b) Se muestra el crecimiento del hongo aislado ya purificado a los 5 dias, tomandose en cuenta
caracteristicas morfolégicas las cuales ayudaron para su identificacion por claves dicotomicas.
Crecimiento 39mm de didmetro, forma filamentosa, elevacién convexa, margen ondulado, densidad
opaca, textura aterciopelada, superficie lisa, ligera condensacion, coloracion verde claro con blanco en el
margen y abajo verde amarillento.

¢) Fotomicrografia del hongo donde solo se logra ver las células que son de tipo septado con las
condiciones y el medio en el que se crecio el hongo.
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Figura 23. Hongo enddfito 18 (SH7DI)

a) Crecimiento del hongo endéfito de un pedazo de hoja a los 4 dias.

b) Se muestra el crecimiento del hongo aislado ya purificado a los 5 dias, tomandose en cuenta
caracteristicas morfolégicas las cuales ayudaron para su identificacion por claves dicotdmicas.
Crecimiento 29mm de didmetro, forma filamentosa, elevacion convexa, margen filiforme, densidad opaca,
textura algodonosa, superficie lisa, sin condensacién y coloraciéon anaranjado claro en el centro con
bordes blancos arriba y abajo amarillento.

¢) Fotomicrografia del hongo en donde se hace una descripcion microscopica: Las estructuras mas
importantes son las hifas que son de tipo septadas, produccién de conidias que son esporas asexuales,
grandes, multicelulares, con tabiques transversales y longitudinales. La forma de las conidias es variada
de claviforme a elipsoidal y presentan un apéndice apical simple o divido. El nUmero de células de los
conidios varia segun la especie. Las conidias pueden formar cadenas de hasta 9 conidias juntas. Se trata
de hongos generalmente saprofitos sobre mucho tipo de plantas silvestres, cultivables y otro tipo de

sustratos. Alternaria spp.
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Figura 24. Hongo endofito 19 (SH8DI)

a) Crecimiento del hongo endéfito de un pedazo de hoja a los 4 dias.

b) Se muestra el crecimiento del hongo aislado ya purificado a los 5 dias, tomandose en cuenta
caracteristicas morfolégicas las cuales ayudan para su identificacion por claves dicotdomicas. Crecimiento
37mm de diametro, forma filamentosa, elevacion convexa, margen filiforme, densidad opaca, textura
algodonosa, superficie lisa, sin condensacion y coloracién blanco arriba y abajo anaranjado.

c) Fotomicrografia del hongo donde se muestra hifas septadas, conidiéforos compactos y oscuros,
conidia de color oscuro. Posible género Epicoccum spp.

Figura 25. Hongo enddfito 20 (SHIDI).

a) Crecimiento del hongo endéfito de un pedazo de hoja a los 4 dias.

b) Se muestra el crecimiento del hongo aislado ya purificado a los 5 dias, tomandose en cuenta
caracteristicas morfolégicas las cuales ayudaron para su identificacion por claves dicotdmicas.
Crecimiento 34mm de diametro, forma filamentosa, elevacion umbonada, margen filiforme, densidad
opaca, textura algodonosa, superficie lisa, sin condensacién y coloracion blanco arriba y abajo
amarillento.

¢) Fotomicrografia del hongo donde solo se logré ver las células (hifas) que son de tipo septado con las

condiciones y el medio en el que se crecid el hongo, no se logré identificar el género.
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Figura 26. Hongo enddfito 21 (SH10DI)

a) Crecimiento del hongo endéfito de un pedazo de hoja a los 4 dias.

b) Se muestra el crecimiento del hongo aislado ya purificado a los 5 dias, tomandose en cuenta
caracteristicas morfolégicas las cuales ayudan para su identificacion por claves dicotomicas. Crecimiento
35mm de diametro, forma filamentosa, elevacion convexa, margen filiforme, densidad opaca, textura
algodonosa, superficie lisa, sin condensacién y coloracidon blanco arriba y abajo amarillento-café en el
centro y alrededor blanco.

¢) Fotomicrografia del hongo donde se describe microscopicamente las estructuras mas importantes que
son las células hifas de tipo septado, produccién de conidias que son esporas asexuales, grandes,
multicelulares, con tabiques transversales y longitudinales. La forma de las conidias es variada de
claviforme a elipsoidal y presentan un apéndice apical simple o divido. EI numero de células de los
conidios varia segun la especie. Las conidias pueden formar cadenas de hasta 9 conidias juntas. Se trata
de hongos generalmente saproéfitos sobre mucho tipo de plantas silvestres, cultivables y otro tipo de

sustratos. Alternaria spp.
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Figura 27. Hongo enddfito 22 (SRDI)

a) Crecimiento del hongo enddfito de un pedazo de hoja a los 4 dias.

b) Se muestra el crecimiento del hongo aislado ya purificado a los 5 dias, tomandose en cuenta
caracteristicas morfoldgicas que ayudan para su identificacion por claves dicotémicas. Crecimiento 18mm
de diametro, forma filamentosa, elevacion convexa, margen filiforme, densidad opaca, textura
aterciopelada, con condensacion, coloracién de la superficie verde en el centro con un margen grisaceo y
la coloracion por abajo verde oscuro.

c) Fotomicrografia del hongo en donde solo se logra ver las células que son de tipo septado con las

condiciones y el medio en el que se crecio el hongo, sin lograr su identificacion.
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Figura 28. Hongo enddfito 23 (ST1DI2)

a) Crecimiento del hongo endéfito de un pedazo de hoja a los 4 dias.

b) Se muestra el crecimiento del hongo aislado ya purificado a los 5 dias, tomandose en cuenta
caracteristicas morfolégicas las cuales ayudaron para su identificacion por claves dicotémicas.
Crecimiento 76mm de diametro, forma filamentosa, elevacion convexa, margen filiforme, densidad opaca,
textura algodonosa, superficie lisa, ligera condensacion y coloracion superficial café con manchas
oscuras y abajo amarillento-café en el centro y alrededor beige.

c) Fotomicrografia del hongo donde se hace la descripcidn microscépica: Las estructuras mas
importantes que son las células (hifas) que son de tipo septadas, producen conidias que son esporas
asexuales, grandes, multicelulares, con tabiques transversales y longitudinales. La forma de las conidias
es variada de claviforme a elipsoidal y presentan un apéndice apical simple o divido. El nimero de
células de los conidios varia segun la especie. Las conidias pueden formar cadenas de hasta 9 conidias
juntas. Se trata de hongos generalmente saproéfitos sobre mucho tipo de plantas silvestres, cultivables y

otro tipo de sustratos. Posible género Alternaria spp.

44



Figura 29. Hongo enddfito 24 (SH1DI2)

a) Crecimiento del hongo endéfito de un pedazo de hoja a los 4 dias.

b) Se muestra el crecimiento del hongo aislado ya purificado a los 5 dias, tomandose en cuenta
caracteristicas morfolégicas las cuales ayudaron para su identificacion por claves dicotémicas.
Crecimiento 63mm de diametro, forma filamentosa, elevacién convexa, margen filiforme, densidad opaca,
textura algodonosa, sin condensacion, coloracién de la superficie café en el centro con un margen blanco
y abajo de color oscuro con aros o bordes rojizos a beige.

¢) Fotomicrografia del hongo donde solo se logré ver las células (hifas) que son de tipo septado, no

desarroll6 conidioforos o estructuras reproductivas con las condiciones y el medio en el que se crecio.

Figura 30. Hongo endofito 25 (SH3DI2)

a) Crecimiento del hongo endéfito de un pedazo de hoja a los 4 dias.

b) Se muestra el crecimiento del hongo aislado ya purificado a los 5 dias, tomandose en cuenta
caracteristicas morfoldgicas que ayudaron para su identificacion por claves dicotomicas. Crecimiento
21mm de didmetro, forma filamentosa, elevacién convexa, margen filiforme, densidad opaca, textura
aterciopelada, sin condensacion, coloracion de la superficie verde en el centro con un margen grisiceo y
la coloracion por debajo es verde oscuro con margen beige.

¢) Fotomicrografia del hongo en donde se hace descripcibn de las estructuras microscopicas:

conidioforos altos y oscuros, conidia, blastosporas oscuras, de una a dos células, forma ovoide a

cilindrica e irregular, tentativamente pertenece al género Cladosporium spp.
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Figura 31. Hongo enddfito 26 (SH6DI2)

a) Crecimiento del hongo endéfito de un pedazo de hoja a los 4 dias.

b) Se muestra el crecimiento del hongo aislado ya purificado a los 5 dias, tomandose en cuenta
caracteristicas morfolégicas para su identificacion por claves dicotdmicas. Crecimiento 35mm de
diametro, forma irregular, elevacion convexa, margen ondulada, densidad opaca, textura aterciopelada,
sin condensacion, coloracion de la superficie verdosa y por abajo, verde oscuro con un borde beige.

c) Fotomicrografia del hongo donde se muestran particularidades microscépicas como conidiéforos altos,
conidias oscuras, blastosporas oscuras, de una a dos células, forma ovoide a cilindrica e irregular,

tentativamente pertenece al género Cladosporium spp.

Figura 32. Hongo endofito 27 (SR1DI2)

a) Crecimiento del hongo endéfito de un pedazo de hoja a los 4 dias.

b) Se muestra el crecimiento del hongo aislado ya purificado a los 5 dias, tomandose en cuenta
caracteristicas morfolégicas las cuales ayudaron para su identificacion por claves dicotomicas.
Crecimiento 27mm de diametro, forma filamentosa, elevacién convexa, margen ondulada, densidad
opaca, textura aterciopelada, sin condensacion, coloracion blanca y por abajo color café.

¢) Fotomicrografia del micelio en microcultivo en medio Sabourad pH 5.6. A los cuatro dias 22° C A un
aumento de 40X con microscopio 6ptico marca Leica DM500. Solo se logré ver las células que son de

tipo septado y posibles esporas con las condiciones y el medio en el que se crecio el hongo.
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Figura 33. Hongo enddfito 28 (SR2DI2)

a) Crecimiento del hongo endéfito de un pedazo de hoja a los 4 dias.

b) Se muestra el crecimiento del hongo aislado ya purificado a los 5 dias, tomandose en cuenta
caracteristicas morfologicas los cuales nos ayudan para su identificacién por claves dicotomicas.
Crecimiento 32mm de diametro, forma filamentosa, elevaciéon convexa, margen ondulada, densidad
opaca, textura aterciopelada, sin condensacion, coloracion blanca y por abajo color café.

¢) Fotomicrografia del hongo donde solo se pudo ver las células (hifas) que son de tipo septado y
estructuras que posiblemente eran esporas, con las condiciones y el medio en el que se crecié el hongo
no se logré identificar por esta técnica.
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Identificacién de los hongos por técnicas moleculares.

Cuantificacion del DNA gendmico y verificacion en geles de agarosa.

Los hongos enddfitos que se lograron aislar de la planta Datura stramonium mejor
conocida como “toloache” fueron 28 cepas en total, pertenecientes a cada parte de esta
(raiz, tallo, hoja y flor), que fueron tratadas con el proceso de esterilizacion, cultivados
en medio solido selectivo Agar dextrosa Sabouraud con un pH de 5.6 a temperatura
ambiente. A cada uno se le hizo extraccién de DNA por método de fenol/cloroformo con
modificaciones segun (Sun J. et al., 2012) y se verifico la obtencién de DNA gendémico
en geles de agarosa al 1% como se muestra en la figura 34. También se cuantifico el
grado de pureza (260/280) y la concentracion (ng/uL) del DNA genémico por medio del
Nanodrop 2000 (tabla 7).
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Figura 34. Resultado de la obtencidon de acidos nucleicos totales (DNA gendmico) de los 28 hongos

enddfitos aislados de Datura stramonium en geles de agarosa al 1%.
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Amplificacién de las regiones ITS por PCR
Después de la obtencion del DNA gendmico, se realiz6 la amplificacion de las regiones

ITS1 e ITS2 del rDNA por técnica de PCR, se corrieron en geles de agarosa al 1% para
verificar el amplificado o el producto, figura 35.

:Marcador 100pb

520pb

e S

Figura 35. Amplificacién de las regiones ITS1 e ITS2 en geles de agarosa al 1% donde se muestran el
amplificado de PCR con iniciadores ITS1F e ITS4R, donde los tamafios aproximados son de 500 a
550pb de las 28 muestras de hongos endéfitos, usando como control positivo DNA de Saccharomyces
cereviciae (+) y el control negativo (-) no tiene DNA.
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Géneros alos que pertenece cada hongo enddéfito.

Finalmente los productos de PCR son secuenciados por la técnica sanger y

comparados en la base de datos NCBI haciendo Blast a cada uno de ellos, donde se

obtuvieron 7 géneros diferentes identificandose 27 de los 28 hongos aislados por

técnicas moleculares, mientras que con microcultivo solo se lograron 3 géneros e

identificaron 14 de los 28 hongos.

Tabla 5. Caracterizacion de los hongos por técnica de microcultivo y caracterizaciéon Genética

Muestra Caracterizacion por Microcultivo (*) ITS rDNA (**)

ST1 DI Epicoccum spp. Epicoccum nigrum (99)
ST2 DI No identificado Alternaria tenuissima (100)
ST3 DI Cladosporium spp. Cladosporium spp.(99)
ST4 DI No identificado Fusarium spp. (100)

ST5 DI No identificado Fusarium spp (86)

ST6 DI No identificado Fusarium spp. (93)

ST7 DI Cladosporium spp. Cladosporium spp.(99)
ST8 DI No identificado Bipolaris cynodontis (98)
ST9 DI No identificado Fusarium equiseti. (98)
ST10 DI No identificado No identificado

SH1 DI No identificado Alternaria spp. (97)

SH2 DI Alternaria spp. Alternaria spp. (86)

SH3 DI Alternaria spp. Alternaria tenuissima (99)
SH4 DI Epicoccum spp. Epicoccum nigrum. (89)
SH5 DI Alternaria spp. Alternaria spp. (99)

SH6 DI Alternaria spp. Alternaria alternata.(99)
SH6.1 DI No identificado Cladosporium spp.(98)
SH7 DI Alternaria spp. Alternaria alternata (99)
SH8 DI Epicoccum spp. Epicoccum spp.(97)

SH9 DI No identificado Alternaria spp. (97)

SH10 DI Alternaria spp. Alternaria tenuissima (99)
SR1 DI No identificado Cladosporium spp. (99)
ST1DI2 Alternaria spp. Alternaria alternata (99)
SH1 DI2 No identificado Pleosporaceae spp.(96)
SH3 DI2 Cladosporium spp. Cladosporium spp.(99)
SH6 DI2 Cladosporium spp. Cladosporium spp.(99)
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SR1 DI2

No identificado

Plectosphaerella spp.(99)

SR2 DI2

No identificado

Plectosphaerella spp.(97)

Muestra la especie o el género al que corresponde cada hongo aislado después de haber secuenciado el

producto de PCR haciendo una comparacion entre la obtencion de los resultados de las dos técnicas.

(*) Caracterizacion de los hongos por Microcultivo

(**) Caracterizacién de los hongos por técnicas moleculares.

Tabla 6. Género de los hongos con base a la secuencia ITS de los hongos aislados.

Género Cantidad de hongos por género
Alternaria sp. 10

Bipolaris sp. 1

Cladosporium sp. 6

Epicoccum sp. 3

Fusarium sp. 4

Plectosphaerella sp. 2

Pleosporaceae sp. 1

Se obtuvieron en total 7 géneros, con una mayor cantidad el género Alternaria spp, con 10 hongos, el

siguiente es el género Cladosporium spp, con 6 individuos y con 4 y 3 individuos son los géneros

Fusarium spp. y Epicoccum spp. Correspondientemente.
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9. DISCUSION.

En este estudio los hongos enddfitos que se lograron aislar de la planta Datura
stramonium de sus partes (hoja, tallo y raiz) después de un proceso aséptico que
permitié eliminar basura y patdégenos externos. Se lograron aislar un total de 28 cepas
de hongos enddfitos de todas las partes de la planta Datura stramonium y su
identificacion fue a través de dos técnicas diferentes. Por la técnica de microcultivo y
usando claves taxondémicas se lograron identifica 14 de esos hongos y solo hasta nivel
de género, esto quiere decir que solo el 50% se logré identificar, una razén de ese
resultado fue que varios hongos no producen cuerpos fructiferos en las condiciones de
cultivo que se les dio en el laboratorio los cuales son parte fundamental para su
identificacion. Es tal como se mostrd en la identificacion morfolégica y microscopica de
Actinomycetes aislados de la planta medicinal llamada Azadirachta indica, donde solo
usaron el fenotipo para llegar al género o especie de cada hongo enddfito (Verma V. et
al., 2009).

La otra técnica fue por analisis filogenético molecular con la que se pudo identificar 27
de los 28 hongos endofitos hasta género y varios hasta especie, con mas del 95% de
identidad genética, esto se puede comparar con el trabajo de investigacion realizado
por (Chowdhary K. and Kaushik N. 2015) en donde aislaron 90 hongos enddfitos de
una planta medicinal de India llamada Ocimum sanctum, con los que llegaron a 17
géneros, para su identificacion se uso la misma técnica molecular, en la region ITS del
rDNA para amplificar con los iniciadores universales ITS1 e ITS4, pero solo realizaron el

aislamiento por filogenia molecular.

En este otro estudio los hongos enddfitos aislados fueron caracterizados por ambas
técnicas; por la técnica de microcultivo y descripcion morfoldgica (Morales y Rodriguez,
2006) y por analisis filogenético molecular en donde amplificaron las regiones ITS del
rDNA usando iniciadores universales ITS1F e ITS4R (Rodriguez et al.,, 2004). La
caracterizacion genética resulta ser el mejor método para lograr identificar a los hongos
endofitos ya que en la de microcultivo para hacer la identificacién, es necesario obtener

o hacer esporular al hongo y no en todos los casos se logré con las condiciones dadas.
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Solo hay en la literatura dos trabajos en donde hacen el aislamiento de hongos
endofitos de la planta Datura stramoniu. Uno de esos trabajos fue el hecho por Sun J. y
colaboradores en el 2012, donde aislaron 14 cepas pero su trabajo solo se reduce al
género Alternaria sp. Es decir no describe los demés géneros, sin embargo en nuestros
resultados el hongo que mas se aislo es el del genero Alternaria sp. Lo que da a

entender que se concentraron en ese género por repetirse mas.

También se propuso una metodologia se asepsia de las partes de la planta con mayor
efectividad que las vistas en los articulos, ya que el implemento de las sustancias y
procesos es mucho mayor permitiendo que se amplié el rango de esterilizaciéon o
eliminacién de microorganismo. La metodologia mas usada es el implemento de etanol
al 70%, hipoclorito de sodio, agua destilada estéril y en algunos casos usan peroxido de
hidrogeno (Qadri M. et al., 2013, Miller K. et al., 2012) mientras que la metodologia
desarrollada por el laboratorio de gendmica ambiental implementa Benzal, etanol
absoluto y radiacion UV, haciendo que el area externa de las partes tratadas de la

planta sean falsos positivos al momento del aislamiento de los hongos.
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10. CONCLUSION.

Se lograron identificar algunos de los hongos endofitos por microcultivo es muy
atil ya que nos da una perspectiva general de la forma o bien del fenotipo de
cada hongo.

La identificacion de la filogenia de los hongos endéfitos por biologia molecular no
nos muestra las estructuras morfoldgicas, pero si nos da la certeza de que el
género o la especia a la que estamos llegando es la correcta.

Ambas técnicas son necesarias para la caracterizacion de los hongos, pues
ambas son complementarias.

El proceso de asepsia es muy completo en comparacion de otros usados en las

investigaciones citadas.
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12. APENDICE.

(DIBICO® presentacién 500g. Catalogo 1007-E).Formula en gramos por litro: Agar 15.0,
dextrosa 40.0, peptona especial 10.0 y pH 5.6 £ 0.2. La peptona proporciona factor de
crecimiento y fuente de nitrogeno, la dextrosa es la fuente de energia para el
crecimiento del microorganismo y debe de estar a un pH acido 5.6 el cual favorece el

crecimiento de los hongos y ayuda a la inhibicion de la flora contaminante.

Material del tratamiento para eliminar las impurezas y microorganismo externos.

1.- Detergente liquido (manual marca Extran MA O? neutro concentrado, No EX1007-4,
contenido frasco con 4L)

2.- Agua destilada estéril.

3.- Benzal al 10% (farmacéuticas Altamirano de México S.A de C.V, marca Antibenzil,
concentrado rojo, frasco con 3.750L).

4.- Etanol al 70% (contenido 20L, alcohol etilico calidad 96°, No. de lote
20140213AZ98).

5.- Hipoclorito de sodio (CLORALEX o blanqueador de ropa concentrado, fabricado y
distribuido por AIEn del Norte S.A. DE C.V. lote P, contenido 950ml).

6.- Peroxido de hidrogeno al 3% (agua oxigenada concentraciéon del 2.5 al 3.5% marca
farmacias del ahorro, contenido 480ml).

7.- Etanol absoluto-agua destilada concentracion 1:1 (contenido 20L, alcohol etilico
calidad 96°, No. de lote 20140213AZ98).

8.- Luz ultravioleta a 0.120 joules que es a 254 nm por 15 minutos usando el equipo
Vilber Lourmat UV-Crosslinker BLX- E254, serial No. VO3 8320.

9.- CronGmetro.

10.- Recipientes estériles.
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Tabla 7. Cuantificacion de la concentracion y pureza de DNA genomico de los

hongos endofitos de Datura stramonium.

Muestra Concentracion ng/uL Pureza 260/280
ST1DI 2034.7 2.11
ST2 DI 3468.6 2.10
ST3 DI 2028.3 2.10
ST4 DI 495.6 2.02
ST5 DI 1469.1 2.10
ST6 DI 921.2 2.07
ST7 DI 1150.4 2.06
ST8 DI 500.1 2.01
ST9 DI 1030.3 2.04
ST10 DI 765.0 2.01
SH1 DI 1000.3 2.11
SH2 DI 2507.4 2.09
SH3 DI 2459.7 2.04
SH4 DI 1894.9 2.09
SH5 DI 2436.9 2.04
SH6 DI 751.8 1.96
SH6.1 DI 1077.8 2.06
SH7 DI 913.5 2.03
SH8 DI 554.7 2.01
SH9 DI 1096.4 2.02
SH10 DI 1407.1 2.05
SR1 DI 923.4 2.06
ST1DI2 664.4 1.99
SH1 DI2 212.4 1.98
SH3 DI2 3362.0 2.09
SH6 DI2 706.4 2.00
SR1 DI2 2141.2 2.03
SR2 DI2 1202.3 1.99

La cuantificacion de la concentracion y de la pureza se realiz6 con Nanodrop 2000
Spectrophotometer Thermo Scientific®. Notacion de cada hongo aislado (S: Nombre de la persona
que los aislé, R: hongo aislado de la raiz, H: hongo aislado de la hoja, T: hongo aislado del tallo,
Fr: hongo aislado del fruto, el nimero para identificacion, DI: que corresponde a Datura

stramonium y el 2: describe que corresponde a una segunda planta de datura stramonium).
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