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RESUMEN

Mediante una investigacion a lo largo del sector
suburbano de la ciudad de Loja-Ecuador, dedicada al
cultivo de plantas medicinales, se aislaron los hongos
endofitos asociados a Baccharis latifolia (Ruiz & Pav.)
Pers., Baccharis obtusifolia Kunth, Piper barbatum
Kunth, Borreria laevis (Lam.) Grises, Chuquiragua
jussieui J.F. Gmel y Bidens andicola Kunth. Los taxa
fingicos mas frecuentes fueron: Alternaria, Aspergillus,
Epicoccum, Fusarium, Nigrospora, Phoma, ademas de
algunos representantes de los grupos: coelomycetes,
sinnematosos y Zygomycota. La mayor dominancia
fingica correspondio a integrantes de los denominados
«Mycelia sterilia», siendo de particular interés como
posibles enddfitos. Se evaludé ademas la interaccion
antagonica de siete aislados fungicos frente a bacterias:
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumomiae,
Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli. La mayoria
de las cepas fungicas estudiadas presentaron actividad,
pero los resultados mas prometedores se evidenciaron
en un aislado de «Mycelia sterilia».

INTRODUCCION

En la literatura analizada, no hemos encontrado
datos sobre asociaciones de hongos endéfitos en hojas
de plantas ecuatorianas y en las utilizadas en este trabajo,
existen sélo algunos antecedentes de hongos epifitos

ABSTRACT

As a result of an investigation carried out along
the suburban zone of the city of Loja-Ecuador, engaged
in the growing of medicinal plants, endophytic fungi asso-
ciated to Baccharis latifolia (Ruiz & Pav.) Pers., Baccha-
ris obtusifolia Kunth, Piper barbatum Kunth, Borreria
laevis (Lam) Grises, Chugquiragua jussieui J.F. Gmel and
Bidens andicola Kunth were isolated. Fungal taxa
most frequently appearing were: Alternaria, Aspergillus,
Epicoccum, Fusarium, Nigrospora, Phoma besides some
representatives of the groups: coelomycetes, synnematous
and Zygomycota. Major fungal dominance was found in
elements of the so-called «Mycelia sterilia», which had
a special interest as possible endophyte. Besides the
antagonic interaction of seven fungal isolations in front
of bacteria was assessed: Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumomiae, Pseudomonas aeruginosa and
Escherichia coli. Most of fungal strains investigated
revealed activity , however most promising results could
be seen in an isolation of «Mycelia sterilia».

asociados a diversas especies de Baccharis entre los
cuales estan: 22 especies de Ascomycota (19 géneros), 24
especies de Basidiomycota (18 géneros), 5 especies de
hongos anamorfos (4 géneros) y 5 géneros de coelomy-
cetes (Farr et al., 1995). Registros de la micota epifita se
han reportado también para algunas especies de los
géneros Piper y Borreria (Farretal., 1995), pero faltan
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antecedentes sobre Piper barbatum, Borreria laevis,
Baccharis latifolia y Baccharis obtusifolia.

Las especies vegetales utilizadas en este estudio
han sido seleccionadas en base a dos principios: son
nativas de la zona Andina del Ecuador y poseen
propiedades medicinales y por tal motivo utilizadas por la
poblacién local que las cultiva (Bidlack et al., 2000;
Aguirre, 2002; WHO, 2002;Villavicencio, 2006).

Zaragoza (2003) y Ordéfiez & Vega (2005), en el
estudio etnobotanico de la «Planta de Productos
Naturales», comentan los beneficios de las siguentes
especies de interés medicinal analizadas en este estudio :
Baccharis obtusifolia Kunth, vértigo, reumatismo y
micosis de la piel, Borreria laevis (Lam.) Grises, para el
espanto, en aplicacion directa de sus hojas maduras
machacadas, Piper barbatum Kunth, en dermatitis, como
desinfectante y cicatrizante, Baccharis latifolia (Ruiz &
Pav.) Pers., como antiinflamatorio, célico estomacal y célico
hepético, Chuquiragua jussieui J.F. Gmel, pararesfriados,
gripe, tos, dolor de huesos y Bidens andicola Kunth,
contra la cefalea e insolacion.

Los hongos en asociacién endofitica con estas
especies vegetales podrian jugar un rol importante en las
propiedades medicinales de las mismas.

El propésito principal de esta investigacion, fue
aislar los hongos endofitos de estas 6 plantas ecuatorianas
y determinar la interaccion de los hongos aislados y las
bacterias patogenas: Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumomiae, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia
coli.

MATERIALES Y METODOS

Area estudiada. La investigacion se llevo a cabo al sur
del Ecuador, en la provincia de Loja, que limita al norte
con las provincias de Azuay y El Oro, al este con Zamora
Chinchipe, al sur y oeste con Perd, con una superficie de
11.027 km? (Figura 1). La zona de estudio, esta localizada
a lo largo del sector suburbano de la ciudad de Loja. La
temperatura promedio anual es de 15.7 °C, y la preci-
pitacién media mensual es de 75,6 mm, con su maximo
en los meses de febrero y marzo (INAMI 2006). El sector
se encuentra dentro de las siguientes coordenadas:
Longitud: 079°11,366 W hasta 079°11,893 W, Latitud:
03°57,966 S hasta 03°59,343 S. Altitud: 2.125 hasta 2.144
msnm.

Recoleccién y tratamiento de la muestra.

Seis plantas ecuatorianas de interés medicinal: Bac-
charis latifolia, Baccharis obtusifolia, Piper barbatum,
Borreria laevis, Chuquiragua jussieui y Bidens andicola,
fueron colectadas desde sus areas naturales. De cada
planta seleccionada, se muestrearon diez individuos
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Figura 1: Localizacion geogréfica de la Prov. de Loja.

diferentes y de cada uno se colectaron diez hojas al azar.
Estas fueron puestas en bolsas de plastico estériles y
llevadas al laboratorio para procesarlas en un periodo no
superior a 24 h a partir del muestreo.

Las hojas se lavaron con agua potable y fueron
esterilizadas superficialmente por inmersiones consecu-
tivas, durante 1 minuto en etanol 70% (v/v), 10 minutos
en hipoclorito de sodio 3% y 30 segundos en etanol 70%
(v/v), siguiendo el método reportado por Bills (1996). Para
el secado de las hojas se dejd pasar unos minutos bajo la
cabina de bioseguridad, cada hoja fue dividida en cuatro
partes y mediante técnicas asépticas se cortaron en
secciones pequefias (3-5 mm?) entre la nervadura central
y el borde de la hoja, con el uso de una tijera esterilizada
con alcohol y flameada en el mechero.

Después de la esterilizacion, las secciones
correspondientes a cada hoja se inocularon en cajas Petri
(100 x 15 mm) con Agar extracto de malta, (MEA;
DIFCO). Las cajas se rotularon de acuerdo al cédigo
establecido (planta-individuo-hoja-muestra), e incubaron
en el laboratorio a temperatura ambiente (25 + 2°C)
expuestas a periodos naturales de luz y oscuridad. Se
inocularon un total de 40 fragmentos de hojas por especie
vegetal. El crecimiento de las colonias se observo durante
las primeras 2 semanas, luego se aislaron cada una de las
nuevas colonias a cajas Petri (60 x 15 mm) con agar extracto
de malta y agar papa dextrosa (PDA) (Salgado & Cerero,
2005). Los cultivos puros se rotularon y mantuvieron a
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tempera-tura ambiente (25 + 2°C), expuestos a periodos
naturales de luz y oscuridad.

Evaluacion de la interaccién antagdnica entre los aislados
fangicos y bacterias patégenas.

Las bacterias patogenas fueron proporcionadas
por la Planta de Productos Naturales de la Universidad
Técnica Particular de Loja, las cepas con las que se evalué
la interaccidn fueron: Staphylococcus aureus subsp.
aureus (ATCC Number, 25923), Klebsiella pneumoniae
subsp. pneumoniae, (ATCC Number, 9997), Pseudomonas
aeruginosa, (ATCC Number, 27853), Escherichia coli
(ATCC Number, 25922). Las bacterias fueron inoculadas
en cajas Petri (100 x 15 mm) con Tryptic Soy Agar (TSA,;
DIFCO), como medio de cultivo e incubadas a 37 °C, hasta
observar crecimiento.

De la colonia fangica crecida sobre PDA, se cortd
y retir6 con puntales estériles discos de micelio de 4 mm
de didmetro. Estos fueron inoculados en cajas Petri de
(100 mm), que contenian 20 ml del mismo medio de cultivo,
y a una distancia de 2, 6 cm del margen de la caja. A una
distancia de 3.7 cm del disco flngico recientemente
inoculado, se colocé 0.5 ml de suspension (1 McFarland)
de las bacterias patégenas S. aureus, K. pneumomiae, P.
aeruginosa, o E. coli, en linea recta, tal como se indica en
el esquema (Figura 2).

Cada prueba de antagonismo se repitié por
triplicado, y al mismo tiempo se realiz6 un control del
crecimiento bacteriano de las diferentes especies
ensayadas. Las cajas fueron incubadas a 28°C. La actividad
inhibitoria por parte del hongo se considerd positiva
cuando se verificd el crecimiento limitado o inexistente de
la bacteria ensayada en direccién al hongo

RESULTADOSY DISCUSION

Los taxa de hongos encontrados en las especies
de plantas medicinales investigadas se observan en Tabla
1. El porcentaje referido a la incidencia del hongo en la
planta, se calcul6 sobre el total de fragmentos de hojas
analizados por especie vegetal (French & Hebert; 1998).

Figura 2. Esquema de la inoculacion del hongo y las
bacterias para el ensayo del antagonismo.

Los principales taxa aislados, fueron: Mycelia
sterilia (micelios sin fructificaciones), Alternaria, algunos
representantes de los coelomycetes y algunos hongos
ambientales comunes (Acremonium, Epicoccum,
Fusarium, Phoma) (Tabla 1), estos Gltimos se encuentran
comunmente en el aire como epifitos 0 en asociacion con
diversos sustratos (Barnett & Hunter,1972; Domsch et al.,
1980; Kiffer & Morelet, 1997). Su presencia en las plantas
analizadas podria ser indicativa de una colonizacién
temporal eventual de los tejidos del hospedero, sin excluir
un posible significado ecoldgico de endéfitos (Carroll,
1986, 1988).

El hospedador con la mayor presencia y abundancia
de endofitos fue Borreria laevis con 7 taxa, le siguen en
importancia Chuquiragua jussieui y Piper barbatum
(Tabla 1).

Algunos hongos aislados se consideran paté-
genos. Esto vale en particular para los géneros Alternaria
y Fusarium, pues, se conoce su distribucién cosmopolita,
su habilidad fitopatogénica en diversos hospedadores no
especie-especificos (tanto en plantas silvestres como
cultivadas), la produccién de micotoxinas, su oportunismo
en el hombre y su rol endofitico (Sridhar & Raviraja, 1995;
Janardhanan & Ahmad, 1997; Kuldau & Yates, 2000;
Rudgers et al., 2004; Rubini et al., 2005).

El grupo fangico seguramente mas interesante es
el que corresponde a los micelios estériles. Estos se aislaron
en todas las plantas medicinales investigadas (Tabla 1),
seguidos por Alternaria spp. (presentes en 4 de los
vegetales) y los colelomycetes (en 3). Por lo tanto,
especialmente para los integrantes del primer grupo, podria
existir un posible rol de asociacion endofitica por su
crecimiento solamente vegetativo en cultivos.

No fue posible asignarles una clara posicion
taxondmica a este grupo morfoldgicamente muy similar,
debido a la falta de elementos sistematicos y a su
incompleto desarrollo en cultivos.

Los hongos endoéfitos derivan de un largo proceso
de coevolucidn con sus hospederos vegetales, es por esto
que puede ser muy dificil su aislamiento desde el
hospedero vegetal (Espola, 2005). Una vez aislados,
dificilmente se muestran fértiles in vitro. Petrini (1981),
sefiala «...el factor mas importante de induccién a la
esporulacion es el tiempo: aislados de endéfitos pueden
fructificar solo dos o tres meses luego de la inoculacién y
algunos requieren sobre los 12/14 meses...». El aislamiento
de micelios estériles, es quizas uno de los resultados mas
interesantes de la presente investigacién micoldgica, que
necesita ser posteriormente analizado y que arroja una
perspectiva muy amplia para el aislamiento de metabolitos
secundarios, de interés potencial (Schulz, et al. 2002; Radu
& Kqueen, 2002; Agary et al., 2005). Revisiones recientes
de la diversidad de metabolitos secundarios aislados de
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Tabla 1: Hongos encontrados en las seis especies de Plantas. El porcentaje esta referido a la incidencia del hongo
en la planta calculada sobre el total de fragmentos de hojas analizados por especie de planta

hongos endoéfitos enfatizan su  favorable rol ecolégico
(Tan & Zou, 2001).

Pruebas de Interacciéon entre Hongos y Bacterias.

Los resultados de la interaccién antagénica de
algunas de las cepas de hongos aislados que mostraron
mayor actividad frente a bacterias patdgenas, se presentan
en la Tabla 2. Como una prueba de la accion de Mycelia
sterilia, se consider6 la cepa aislada de Baccharis obtusi-
folia, por su Unica presencia en este vegetal.

La mayoria de las cepas fungicas analizadas,
muestran actividad antibacteriana, en contra de Escheri-
chia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aerugi-
nosa y Staphylococcus aureus, sin embargo, la mayor
actividad se detecté con Mycelia sterilia frente a
Klebsiella pneumoniae (Tabla 2).

Se ha descrito en la literatura que los metabolitos
secundarios fingicos tienen una accién protectiva contra
los insectos herbivoros en gramineas y coniferas (entre
otras) y un buen nimero de ellos son potenciales antimi-

Tabla 2: Interaccién antogénica de algunas
cepas fungicas en bacterias patdgenas

crobianos, motivo de nuestra busqueda (Fisher et al, 1984;
Stone & Petrini, 1997; Picco & Rodolfi, 2004). Resulta de
interés considerar que dentro de los beneficios medicinales
de algunas de los 6 vegetales analizados, se mezcla su
accién analgésica, antiinflamatoria y antimicrobiana, donde
los endofitos fungicos podrian contribuir en sus efectos
benéficos en la farmacopea popular.

CONCLUSION

Este reporte preliminar sobre la presencia de endo-
fitos fungicos en plantas del Ecuador consideradas
medicinales en la farmacopea homeopética nacional,
demostré que varias especies de hongos y especialmente
los micelios estériles aislados, podrian constituir un ptimo
y quizas inocuo material bioldgico para investigaciones
futuras, en particular por la marcada actividad antagénica
con los bacterias patdgenas utilizadas.
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Tabla 1: Hongos encontrados en las seis especies de Plantas. El porcentaje esta referido a la incidencia del hongo

en la planta calculada sobre el total de fragmentos de hojas analizados por especie de planta

. .. Borreria | Baccharis | Baccharis | Bidens |Chuquiragua Piper
Aislados ftngicos | ™\ o | latifolia | obtusifolia| andicola | jussieui | barbat
JUSSIEUI arpatum
Acremonium sp. X (6 %) X (4 %)
Alternariasp.l | X (20%) | X (10 %) X (22 %) X (17 %)
Alternaria sp.2 X (70 %) | X (30 %) X (10 %)
Aspergillus sp. X (20%)
Coelomycetes X (15 %) X (12 %) X (20%)
Epicoccum sp. X (10%) X (10 %)
Fusarium equiseti X (24 %)
Fusarium sp. X (17 %)
Micelia sterilia | X (100%) | X (40%) | X (10%) | X (33 %) X (25 %) X (70%)
Nigrospora sp. X (10%)
Phoma sp. X (10 %) X (5 %)
Stilbacea X (10%)
Zygomycetes X (10 %)






