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RESUMEN

La microbiota intestinal de las larvas de Hermetia illucens es capaz de eliminar a
patdgenos bacterianos encontrados en los residuos organicos de los cuales se
alimenta; mostrando que el intestino de estas larvas es un nicho interesante para la
seleccion de microorganismos con capacidades antimicrobianas. Poco se sabe de la
micobiota intestinal de la larva de H. illucens, la cual podria participar en la
eliminacién de patogenos. El objetivo del presente estudio fue aislar e identificar
hongos provenientes del tracto digestivo de larvas de H. illucens alimentadas con
dos dietas diferentes, alimento comercial para aves (GS) y guano de gallina (GU);
ademas se evaluo el potencial antimicrobiano (PA) de cada cepa flngica contra
Staphylococcus aureus ATCC 43300 y Salmonella Typhimurium ATCC 13311. La
levadura Pichia kudriavzevii, encontrada en la micobiota intestinal de larvas
alimentadas con GS, presentd la mayor actividad antimicrobiana contra S.
Typhimurium ATCC 13311 (PA=1.92+0.04). Mientras que una cepa filamentosa
del orden Onygenales, encontrada en la micobiota intestinal de larvas alimentadas
con GU, mostr6 la mayor actividad antimicrobiana contra S. aureus ATCC 13311
(PA=1.42+0.03). La actividad antimicrobiana del extracto crudo de esta cepa contra
S. aureus ATCC 13311 fue confirmada mediante la técnica de microdilucion en
caldo (IC50=1.6+0.16 mg/mL y MIC=4 mg/mL). Este estudio muestra que las
larvas de H. illucens podrian seleccionar a microorganismos fangicos con actividad
antimicrobiana contra S. aureus ATCC 43300 y S. Typhimurium ATCC 13311.

PALABRAS CLAVE: Micobiota intestinal, Hermetia illucens, Actividad

antimicrobiana, Bioautografia.



ABSTRACT

The intestinal microbiota of Hermetia illucens larvae has shown to be able of
eliminating bacterial pathogens found in the organic waste on which they feed; thus,
the intestine of these larvae is an interesting niche for the selection of
microorganisms with antimicrobial capabilities. Little is known about the intestinal
mycobiota of H. illucens larvae, which may be involved in the elimination of
pathogens. The objective of the present study was to isolate and identify fungi from
the digestive tract of H. illucens larvae fed with two different diets, commercial
chicken feed (GS) and chicken guano (GU); in addition, the antimicrobial potential
(PA) of each fungal strain was evaluated against Staphylococcus aureus ATCC
43300 and Salmonella Typhimurium ATCC 13311. The yeast Pichia kudriavzevii
found as part of the intestinal mycobiota of GS-fed larvae, showed the highest
antimicrobial activity against S. Typhimurium ATCC 13311 (PA=1.92+0.04).
While, a filamentous strain of Onygenales order of GU-fed larvae, showed the
highest antimicrobial activity against S. aureus ATCC 43300 (AP=1.42+0.03). The
antimicrobial activity of the crude extract of the filamentous strain against S. aureus
ATCC 43300 was confirmed by broth microdilution technique
(IC50=1.6£0.16mg/mL and MIC=4mg/mL). This study shows that H. illucens
larvae might select fungal microorganisms with antimicrobial activity against S.

aureus ATCC 43300 and S. Typhimurium ATCC 13311.

KEY WORDS: Intestinal mycobiota, Hermetia illucens, Antimicrobial activity,

Bioautography.



1. INTRODUCCION

El descubrimiento de los antibidticos ocurrio en el afio 1929 con el compuesto
conocido como Penicilina, revolucionando el tratamiento de enfermedades
bacterianas, y generando una mejora para la salud pablica y la medicina. Desde
entonces su uso ha reducido la mortalidad por enfermedades infecciosas, pero
lamentablemente su empleo inadecuado ha generado la seleccion de cepas
resistentes a diversos medicamentos. En la actualidad méas del 70% de bacterias
patdgenas son resistentes a la mayoria de antibidticos del mercado (1),
denominandolas cepas multidrogo-resistentes (MDR). Esto provocd un interés
creciente en la busqueda de nuevas drogas antimicrobianas (2); sin embargo, estos
“nuevos” compuestos antimicrobianos, resultaron ser igualmente ineficaces por
tener una estructura y funcién parecida a los antibioticos comerciales ya existentes.
Dichos compuestos eran aislados generalmente de ambientes anteriormente
explorados, por lo que una de las alternativas para evitar este problema es
concentrarse en explorar nichos poco conocidos que puedan ofrecer variedades

interesantes de compuestos antimicrobianos (1).

En este contexto, las larvas del diptero Hermetia illucens (Black Soldier Fly o BSF
por sus siglas en inglés), utilizadas en la bioconversion de desechos organicos, han
mostrado la capacidad de producir sustancias antimicrobianas originadas en su
tracto digestivo (2-4), gracias a la microbiota propia de dicho ecosistema. Las
sustancias producidas actuan como defensa y previenen la colonizacion de los

patogenos propios de su medio ambiente; por este motivo, la larva de BSF es un



sistema biologico candidato para la bdsqueda de nuevos compuestos

antimicrobianos.

La diversidad bacteriana intestinal de esta mosca ha sido caracterizada por diversos
autores (4-6); sin embargo, la diversidad fungica no ha sido aun reportada a pesar
de ser uno de los grupos mas prometedores en la produccion de compuestos Utiles
para el hombre (7, 8). En la actualidad, los hongos son considerados como uno de
los grupos microbianos con mayor aporte de metabolitos bioactivos (42%). De este
porcentaje el 35% es producido por Basidiomicetos y el 75% es producido por
hongos filamentosos. El 99% de metabolitos producidos por hongos filamentosos
han sido aislados de los géneros Aspergillus, Trichoderma y Penicillium (1).
Ademas, los hongos son poseedores de un largo nimero de genes que codifican
varias vias metabdlicas que generan numerosos metabolitos secundarios por cada
especie fungica (9), mostrando de esta manera la gran diversidad que ofrece para

su investigacion.

Por este motivo, en el presente estudio se ha aislado e identificado cepas fungicas
propias del tracto digestivo de la larva de H. illucens. Ademas, se ha determinado
su actividad antimicrobiana frente a los patdgenos bacterianos Staphylococcus
aureus subsp. aureus ATCC 43300 (abreviada como S. aureus ATCC 43300) y
Salmonella enterica subsp. enterica var. Typhimurium ATCC 13311 (abreviada
como S. Typhimurium ATCC 13311). Los resultados proporcionan especies con
nuevos comportamientos antimicrobianos que podrian ser utilizados como fuente

de compuestos alternativos para lidiar con el problema de la resistencia microbiana.



2. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

2.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En 1929 se inicio la era de los antibidticos gracias al descubrimiento de la actividad
antimicrobiana del hongo filamentoso Penicillium notatum contra la bacteria
Staphylococcus aureus (8), posteriormente se supo que su actividad provenia de un
metabolito secundario activo secretado por el hongo al que Ilamaron Penicilina. Su
utilizacion y aprovechamiento revoluciond el tratamiento de enfermedades
bacterianas como la escarlatina, gonorrea, heridas infectadas y neumonia (10).
Posteriormente, el descubrimiento de diversos antibidticos y su uso paulatino, no
solo han reducido la mortalidad por enfermedades infecciosas sino también han
generado la seleccion de cepas resistentes a diversos medicamentos o multidrogo-
resistentes (MDR). Por este motivo, la OMS considera que el desarrollo de estas
resistencias puede generar un aumento de la mortalidad mundial en los proximos
30 afios si no se da énfasis a investigaciones basicas y aplicadas sobre nuevos
antibidticos capaces de superar estas resistencias, ademas incentiva a promover el

uso adecuado de los medicamentos existentes (11).

En el Pert el problema de la resistencia antimicrobiana es ain mas serio, puesto
que los niveles de bacterias resistentes a diversos farmacos son mayores y con
menos estrategias de eliminacion y prevencion que en paises desarrollados. Entre
las bacterias con mas porcentaje de resistencias de importancia en salud publica
tenemos a Staphylococus aureus. Esta bacteria es un patdgeno Gram positivo y es
el agente etiologico de diversas patologias incluyendo infecciones de piel y tejidos

blandos, bacteriemia, endocarditis, entre otros (12, 13). Este patdgeno es uno de los



principales agentes infecciosos en las enfermedades intrahospitalarias, y genera
altas tasas de resistencia a las drogas administradas para su eliminacion. Tan sélo
en el periodo del 2008-2009, el 50% de los aislados a partir de sangre en varios
hospitales de Lima eran resistentes a meticilina (14). Por otro lado, entre las
bacterias Gram negativas encontramos a las Salmonellas no typhi con historiales de
resistencia a mdultiples antimicrobianos. Especificamente Salmonella enterica
variedad Typhimurium es responsable de diarreas en pacientes
inmunocomprometidos (14) y se ha reportado su asociacion con resistencias hacia

Ampicilina, Cloranfenicol, Neomicina, Tetraciclina y Sulfa-trimetropim (15).

Ademaés, desde el afio 2000, la eficiencia de bdsqueda de nuevos compuestos
antimicrobianos decreci6 ya que ocurrian muchos redescubrimientos de
compuestos ya conocidos, mientras que los pocos “descubrimientos nuevos” no
eran mas que una variacién de otros antibioticos igualmente ineficaces en el
tratamientos de patdgenos (16). El fracaso en el descubrimiento de nuevos
compuestos antibidticos se deberia a que la blasqueda se realizaba en nichos
explorados con anterioridad y que no aportaban nada nuevo. Tal fue el caso de la
busqueda de antibidticos a partir de microorganismos aislados de suelo que durante
20 afios aportd un numero significativo de compuestos nuevos como la
estreptomicina, sin embargo llegd un punto en el que el rendimiento de
descubrimientos de antibidticos disminuyé debido al redescubrimiento de

compuestos conocidos (17).

Por este motivo, consideramos que el principal problema de urgencia nacional e
internacional es enfrentar la resistencia microbiana, teniendo a disposicion nuevos

compuestos que propongan su eliminacién y que sean eficaces. Para esto, el estudio



de microorganismos como los hongos microscopicos, ha sido desde el inicio uno
de los sistemas con una produccion de compuestos activos bastante grande.
Ademas, se sabe que los hongos son cosmopolitas, pudiendo ser encontrados en
diversos ecosistemas que aun no han sido explorados. En adicién a esto, se ha
reportado sistemas que incluyen insectos con la capacidad de producir sustancias
antimicrobianas dentro de su tracto digestivo para prevenir infecciones microbianas

en diversas etapas de su ciclo de vida (18-20).

Ante esta problematica se plante6 el aislamiento e identificacion de la microflora
fangica del tracto digestivo de larvas de H. illucens como posibles productores de

nuevos perfiles antibidticos que pudieran lidiar con la resistencia bacteriana.



3. MARCO TEORICO

3.1. La mosca soldado negra: Hermetia illucens (Orden: Diptera)

Hermetia illucens (Linnaeus, 1758; Orden Diptera; Familia Stratiomyidae) o
también Ilamada mosca soldado negra o BSF (Figura 1), es originaria de América
del Norte (sur de EE.UU) y logro expandirse por muchos lugares del mundo
incluyendo el Pert (21, 22). Esta especie no se encuentra asociada a la transmision
de ninguna enfermedad humana a pesar de que sus larvas pueden desarrollarse en

desechos organicos, por lo que se considera inofensiva.

Ademaés, no representa ningun tipo de amenaza para el ser humano ya que su habitat
natural se encuentra dentro de los bosques y no es propensa a ingresar a las casas
ni generar algun tipo de contacto con el hombre. En la etapa adulta no cuenta con
segmentos bucales funcionales por lo que no puede alimentarse de basura ni generar

algun tipo de picaduras (21).

Figura 1: Ejemplares de Hermetia illucens.
(A)Estadio larval y (B) estadio adulto. Fuente: Propia



3.1.1. Ciclo de vida del insecto

Su ciclo de vida completo dura aproximadamente mes y medio en condiciones de
laboratorio con parametros de luz, temperatura y humedad controladas. El ciclo
consta de 4 fases propias de un insecto holometabolo o de metamorfosis completa
(2), iniciando en el estadio de huevo, larva, pupa y por Gltimo imago (insectos

adultos).

Instalacién de Jaulas
para apareamiento

Cluster de
huevos

Eclosién de Adultos

Pupacion

Larvas (Instar I-VI)

Figura 2: Ciclo de vida de H. illucens en condiciones de laboratorio.
Las moscas adultas se aparean dentro de Jaulas de crianza, las hembras ponen
huevos en conjunto (clusters) los mismos que luego eclosionan en microlarvas
que son alimentadas para que puedan desarrollarse desde L1-L6 posteriormente
son colectadas e ingresadas en sistemas oscuros para facilitar la pupacion; por
ultimo luego de la metamorfosis emergen nuevamente las moscas adultas.

Los huevos depositados por los adultos suelen estar conglomerados en “Clusters”

que eclosionan en 2-4 dias después de haber sido ovipositados. De ellos salen unas



larvas minuasculas conocidas como “microlarvas” que miden aproximadamente
0.5 mm. Estas larvas desarrollan 6 subestadios en un lapso de 2 semanas (L1, L2,
L3, L4, L5 y L6 o prepupa) y son las que se utilizan para la degradacion de
desechos organicos (Figura 1A). Una vez que llegan a ser prepupas, buscan un
lugar seco para pasar al estadio de pupa y realizar la metamorfosis que demora
aproximadamente 2 semanas, para luego emerger los imagos o insectos adultos.
Estos dltimos tienen como funcion principal la reproduccion y proliferacion de la
especie, teniendo 2 semanas como tiempo estimado de vida (Figura 1B). En este
tiempo el adulto no se alimenta, sélo se hidrata con liquidos dulces o con agua,
por lo que no suelen ser los transmisores de enfermedades a través del consumo

de alimentos (21-23).

3.1.2. Importancia de la utilizacion de H. illucens

La importancia cientifica, biotecnoldgica y econdémica de esta mosca radica en sus
larvas; puesto que no sélo son utilizadas en la bioconversion de desechos
organicos, sino que a partir de este proceso se genera el aumento de biomasa
larval, la misma que es utilizada como fuente de alimento rico en proteinas
(40£3.8%) y lipidos (28+8.6%) para animales de granja y peces (24). Ademas,
poseen una particularidad debido a la microflora de su tracto digestivo, la cual no
solo juega roles importantes en la digestion de estos desechos sino también actla
como un sistema inmune y previene la colonizacion de patdgenos por medio de la
microbiota propia de su tracto digestivo (25, 26). Reportes anteriores mencionan
que dichos microorganismos forman una relacion antagénica con bacterias de la

especie Escherichia coli en restos lacteos (3) y en guano de pollo (19).



3.2. Microflora intestinal de insectos

Desde hace varios afios se ha comenzado a estudiar la relacion existente entre
microorganismos endosimbidticos y los animales (27-29). Demostrando que existe
la presencia de bacterias y hongos en el tracto digestivo de ciertos insectos
saprofagos que se alimentan de materia organica en descomposicion; dichas micro
comunidades son indispensables en transformacion de ciertos alimentos para

beneficio del huésped (30).

Los microorganismos asociados de manera simbiotica, degradan los compuestos
que sus hospederos son incapaces de digerir, mostrando su papel importante en la
digestion de la materia organica. Ademas, son considerados esenciales en el
sostenimiento del suelo, en la fisiologia de acogida y sobretodo en el sistema
inmunoldgico de los insectos, teniendo un rol muy importante en el impedimento

de la colonizacion de patdgenos nocivos (25, 26, 31, 32).

La diversidad microbiana del tracto digestivo de los insectos es parcialmente
dependiente de la dieta que consuman y hasta del estadio en el que se encuentren,
tal y como se demuestra en el mismo ser humano. Las comunidades microbianas
cambian y predominan las especies que son capaces de degradar los componentes

de la dieta vigente (33).

Otra importancia resaltante es que la microflora intestinal de los insectos es una
fuente importante en el aislamiento e identificacion de nuevas especies fungicas y
bacterianas (29, 34, 35). Sin embargo, la informacion de la diversidad fungica
propia de esta especie alin no se encuentra reportada pero se cree que participan de

una forma activa en el potencial antagonista contra bacterias patdgenas.



3.3. Los insectos como posibles fuentes de antibidticos

Se ha reportado que diferentes insectos tienen la capacidad de producir sustancias
antimicrobianas que se originan en la superficie o dentro de su tracto digestivo para
prevenir la infeccién microbiana (18-20). Estas investigaciones incluyen la especie
H. illucens utilizada en la bioconversion de desechos y que genera sustancias

antibacterianas para eliminar los patégenos presentes en estos sustratos (3, 4).

Un grupo muy prometedor de sustancias antibioticas son los péptidos microbianos
(36). Su produccion ha sido reportada en varios microorganismos, en donde su
expresion puede ser constitutiva o inducida por la presencia de sustancias sefal
formadas por microorganismos acompafantes. En la naturaleza, diferentes
microorganismos pueden competir por los sustratos, asi como actuar de una manera
simbidtica, por lo que algunos microorganismos han desarrollado mecanismos para
proteger sus sustratos y defender su habitat contra los competidores (37); dicha

interaccidn se puede simular al utilizarse el método del cocultivo in vitro.

3.4. Hongos

Microorganismos eucariotas, que presentan un ndcleo rodeado por membrana y
gue contienen cromosomas; dentro de sus células presentan diversas organelas. Su

ADN contiene intrones y sus ribosomas son del tipo 80S (7).

Su pared celular esta compuesta por quitina y glucanos (polimeros de glucosa con
enlaces B-1,3 and B-1,6), teniendo al ergosterol como el mayor esterol encontrado
en sus membranas. Otra de sus caracteristicas es que son heterdtrofos, mas

especificamente quimio-organdétrofos. Contienen es su mayoria un nucleo haploide;
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sin embargo, existen algunas células hifales que pueden tener diversos nucleos en

cada compartimento, o incluso algunas levaduras se presentan como diploides (7).

Su reproduccion puede ser sexual o asexual produciendo esporas que son
caracteristicas de cada género ayudando a su clasificacion taxondmica.
Generalmente se desarrollan como filamentos Ilamados hifas que tienen
crecimiento apical, es decir, que sélo crecen a partir del extremo de la hifa y que en

su conjunto son Ilamados micelio (38).

3.4.1. Desarrollo morfoldgico

Pueden presentarse de diversas maneras ya sea como una Unica célula o como un

grupo de ellas. Dividiéndose en:

3.4.1.1. Hongos levaduriformes

Hongos unicelulares que se reproducen por gemacién o fision. Normalmente
se las encuentran en situaciones donde no es necesario la penetracion del
sustrato colonizado. Pocas de sus especies son dimorficas; es decir, que pueden
ser capaces de cambiar su morfologia levaduriforme a un crecimiento parecido

a una hifa (39).

Las levaduras tienen una amplia extension ecoldgica, y se encuentran en
ambientes naturales como cuerpos de agua, suelos, hasta incluso las podemos
encontrar en la flora microbiana natural de los humanos, animales, insectos,
plantas entre otros. La interaccion que pueden presentar estos microorganismos

incluye simbiosis, mutualismo, parasitismo y competencia (40).
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3.4.1.2. Hongos filamentosos

Hongos pluricelulares que estdn compuestos por micelio o hifas que pueden o
no ser septadas. Presentan también micelio aéreo donde se encuentran las
estructuras reproductivas de diferentes formas y tamafios. La diferencia en la
morfologia de las estructuras reproductivas ayuda en la identificacion del
género fungico. Este tipo de hongos pueden existir en diversas formas
(Pleomorficos); la morfologia que incluye la formacion de esporas de manera
sexual se le llama Teleomorfo, mientras que la forma en la que se producen
esporas de manera asexual es llamada Anamorfa. En la antigiiedad se les
consideraba como hongos con estadios perfectos a aquellos que presentaban la
reproduccion sexual, mientras que los hongos con estadios imperfectos

presentaban reproduccion asexual (39).

3.4.2. Dimorfismo sexual

Aunque la mayoria de los hongos puedan desarrollarse como levaduras o como
hongos filamentosos. Existen algunos de ellos que son capaces de crecer en ambas
formas, dependiendo de las condiciones ambientales que se les presenten. Los
hongos que pueden desarrollarse en cierto momento de su vida como hongos
levaduriformes y en otros como hongos filamentosos se les llaman dimorficos.
Normalmente pertenecen a hongos patdgenos ya que la variabilidad en su
morfologia les permite abarcar diferentes ventajas de infeccion, sin embargo

también pueden ser sapréfitos o comensales (8).
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3.4.3. Clasificacion

Los hongos han sido clasificados en sus inicios de acuerdo a la morfologia de sus
esporas. Sin embargo, esto ha acarreado diversos problemas en su identificacion
taxondmica, puesto que un mismo hongo ha sido nombrado de multiples maneras
debido a sus caracteristicas fenotipicas. Para disminuir este problema se ha
iniciado la utilizacion de técnicas moleculares con las que se analiza las secuencias
de ADN del hongo comparandolas con la secuencias de diversas bases de datos

fungicas (41).

En la actualidad se han reconocido la division de 6 filos a partir del Reino Fungi
conocidos como: Filo Ascomycota, Basidiomycota, Blastocladiomycota,
Chrytridiomycota, Glomeromycota, Neocallimastigomycota. Ademas, existen
algunos hongos cuya data genética no encaja con ninguno de estos filos como por
ejemplo los Zygomycota incluida en las anteriores clasificaciones como un filo
independiente, y que por el momento se ha separado de esta nueva clasificacion
(42). En este caso se tomard en cuenta los filos mas abundantes para su

descripcion.

3.4.3.1. Filo Ascomycota

Es la divisién de hongos mas abundante, se cree que tienen mas de 33 000
especies entre hongos clasificados y no clasificados. En este filo se encuentran
no solo levaduras sino también hongos filamentosos. Ademas, se encuentran
los microorganismos que forman simbiosis ya sea con algas o cianobacterias
formando liquenes; o en simbiosis con plantas (especies micorrizicas,

saprofitas), incluso tambien como patdgenos de plantas y animales.
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Su reproduccion puede ser asexual (anamorfos) produciendo esporas o conidias
0 también pueden reproducirse de manera sexual (Teleomorfo) a traves de
organos sexuales llamados de manera general como “ascomas’ que de acuerdo
a su morfologia se les da diferentes denominaciones (apotecios, peritecios o
cleistotecios). Asi mismo dentro de estos ascomas se encuentran unas células

Ilamadas ascas, que son las productoras de las ascosporas (Figura 3) (42).

En este grupo se encuentran los Saccharomycetes como las levaduras del
género Candida, Pichia, Stephanoascus, etc; los Eurotiomycetes como los

hongos filamentosos del género Aspergillus, Penicillium, etc (39).
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Figura 3: Reproduccion sexual y asexual de un Ascomycota
del género Aspergillus.
Fuente: modificado de http://cdn.biologydiscussion.com/wp-
content/uploads/2016/02/clip_image015-34.jpg
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3.4.3.2. Filo Basidiomycota

Es una de las divisiones mas grandes y conocidas, que incluyen a mas de 30
000 especies de hongos pertenecientes a diversos ambientes. Estos juegan roles
importantes en la ecologia, como por ejemplo los hongos que forman setas o
macrohongos que pueden formar simbiosis con algunos arboles. Incluyen
ademas hongos simbioticos de diversos insectos como termitas y hormigas
siendo utilizados como su alimento. Por otro lado, en este grupo también se
afiaden hongos patdgenos para plantas como las royas y los carbones. Incluso
se pueden afadir algunas levaduras y otros hongos dimorficos como los

Tremellomycetes. (39, 42)

Este filo se caracteriza por tener 3 caracteristicas principales: producir esporas
Ilamadas basidiosporas a partir de células llamadas basidios; presentar septos a
través de sus estructuras hifales formando asi compartimientos estructurales

sucesivos; y presentar clamps o abrazaderas en las hifas (42).

Estos microorganismos generalmente producen basidiosporas que son
esparcidas al ambiente, al germinar se inicia el crecimiento de las hifas las
cuales son haploides. Posteriormente, al recombinarse otra hifa haploide
compatible, se convierte en una hifa diploide la cual es capaz de formar un

cuerpo fructifero que va a contener los basidios y las basidiosporas (Figura 4).
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Figura 4: Ciclo de vida de un basidiomyceto del género Agaricus.
Fuente: Modificado de
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/bc/03_02_09 life_cy
cle_of _Agaricus_sp.%2C_Agaricales_Basidiomycota_%28M._Piepenbri
ng%?29_nl_txt.png.

3.4.3.3. Otros Filos
Los filos Blastocladiomycota, Chrytridiomycota, Glomeromycota,

Neocallimastigomycota son menos abundantes que los anteriormente

mencionados.

El filo Blastocladiomycota contiene alrededor de menos de 200 especies
descritas, y se caracteriza por ser hongos acuaticos que presentan esporas
flageladas llamadas zoosporas. Este filo también es caracterizado por producir
colonias cortas con atrofia de hifas y por presentar rizoides en la base del hongo

cuando se encuentran en un medio liquido. Por otro lado se ha encontrado que
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en cultivos solidos tienden a formar colonias ramificadas de hifas cenociticas

0 sin tabicaciones (42).

El filo Chrytridiomycota también son hongos acuaticos que producen
zoosporas uniflageladas aerdbicas; sin embargo, no forman ningun tipo de
micelio, lo que forman es un tipo de talo que dentro contiene cuerpos
esferoidales multinucleados, y que en condiciones de niveles bajos de

nutrientes se liberan como zoosporas (42).

El filo Glomeromycota es conocido por tener asociaciones micorrizicas con las
plantas. Contienen unas estructuras llamadas arbusculos que les sirven para

realizar la transferencia de nutrientes entre las plantas (42).

Por dltimo el filo Neocallimastigomycota contiene tan sélo 20 especies
descritas, caracterizadas por ser anaerdbicas del tracto digestivo de los
herbivoros. Son fibroliticas y sus zoosporas suelen ser uni o multiflagelares

(42).

3.4.4.  Hongos productores de antibioticos

En los afios 80, los hongos se caracterizaron por ser los productores de metabolitos

secundarios con mas propiedades antimicrobianas. Los hongos junto con diversas

especies de Streptomyces han sido los que practicamente han producido todos los

metabolitos bioactivos que conocemos. Ahora se sabe que los hongos son el

segundo grupo microbiano con mas produccion de metabolitos, y entre ellos

podemos mencionar a los basidiomicetos (macrohongos) y a los microhongos

filamentosos (Penicillium, Aspergillus, Trichoderma y otras especies) (1). Otro
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grupo fungico menos explorado son los microhongos levaduriformes que han sido
reportados por la produccion de “Yeast Killer toxins”(43). Estos compuestos
tienen propiedades antagonistas contra levaduras de su misma especie, las mismas

que son llamadas levaduras susceptibles.

3.5. Técnicas para detectar antagonismo entre microorganismos

Las técnicas de antagonismo para detectar actividad antimicrobiana normalmente
se realizan en agares sélidos que permiten observar la inhibicion de crecimiento de
la cepa bacteriana patdgena. Existen dos tipos de métodos, el enfrentamiento

simultaneo (o directo) y la prueba diferida (44).

El enfrentamiento simultaneo consta de cultivar a dos tipos de microorganismos
vivos de manera conjunta y en un mismo sistema; uno de ellos liberara moléculas
que inhibira el crecimiento del otro microorganismo. Estos métodos en simultaneo
(o directos) han sido llamados también como métodos de cocultivo, y son
considerados como una herramienta que incrementa la diversidad quimica de los

productos secundarios provenientes de hongos o bacterias (45).

Existen variaciones de este procedimiento, el mas conocido es la prueba del “Spot”
0 por punto; donde el microorganismo con presunta produccién de moléculas
antibidticas es inoculado en una gota en la superficie del agar que contiene al
microorganismo a inhibir. Otra variacion de los métodos directos incluye la técnica
“agar slab” 0 agar en bloque que permite el crecimiento del microorganismo con
presunta produccion de moléculas en una porcion de agar (cilindros pequefios) que
estara en contacto con la superficie del agar inoculado con la bacteria a inhibir (44).

A su vez, existe el método de “difusion en pozos” en donde se realizan pequetios
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pocillos en una placa inoculada con la bacteria a inhibir, dentro de ellos se realiza
el crecimiento en paralelo de microorganismos vivos con presunta actividad

antimicrobiana.

Por otro lado, los procedimientos de antagonismo diferido prefieren trabajar solo
con los compuestos que liberan los microorganismos, mas no con el organismo vivo
y eliminan a la cepa productora de compuestos antes de enfrentar su cultivo con las
bacterias a inhibir. Entre las técnicas pertenecientes a este grupo encontramos “test
de discos de difusion” y “difusion en pozos” utilizando el medio de cultivo con el
cual crecia el microorganismo. Si bien es cierto este método no genera interaccion
directa de los microorganismos, pero resultan ser mas sensibles por no tener

limitantes de tiempo y temperatura de incubacion (46).
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4. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Las larvas de BSF vienen siendo utilizadas en la bioconversion de desechos
organicos por su alta productividad (21, 22). Dichas larvas poseen una ventaja
debido a la microflora de su tracto digestivo, la cual no sélo juega roles importantes
en la digestion de estos desechos sino también sirve como sistema inmune y
previene la colonizacion de patdgenos (25, 26). Se ha reportado en algunos estudios
la presencia de diversas especies de bacterias propias de su tracto digestivo; sin
embargo, no existen publicaciones de las especies fungicas que también estarian
interactuando y produciendo diversos metabolitos favorables para el desarrollo del
sistema inmune de esta larva. Y como es sabido, los hongos son uno de los mayores

grupos productores de antibioticos (1, 7).

Por este motivo en este estudio se aislé e identificd hongos provenientes del tracto
digestivo de larvas de BSF que demuestren tener propiedades antimicrobianas
contra alguna de las dos bacterias patdgenas ATCC probadas. Los organismos
fangicos con actividades antimicrobianas tendrian una importancia relevante en la
salud publica, ya que podrian ser utilizados como productores de futuros
compuestos antimicrobianos para ayudar y enfrentar el problema de la resistencia
microbiana. Ademas, esta investigacion generd un reporte en la identificacion de
cepas flngicas pertenecientes al tracto digestivo de H. illucens que hasta el

momento no se ha obtenido.
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5. HIPOTESIS

La microbiota fungica del tracto digestivo de larvas de la mosca sapréfaga
Hermetia illucens posee actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus
subsp. aureus ATCC 43300 y Salmonella enterica subsp. enterica var.

Typhimurium ATCC 13311.

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Aislar e identificar hongos provenientes del tracto digestivo de larvas de la mosca
H. illucens, que demuestren tener actividad antimicrobiana contra las bacterias
patdgenas Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 43300 y Salmonella

enterica subsp. enterica var. Typhimurium ATCC 13311.

6.2. Objetivos especificos

e Aislar hongos provenientes del tracto digestivo de las larvas de H. illucens
utilizando técnicas convencionales de cultivo.

e Identificar por morfologia y por técnicas moleculares a las distintas especies
fangicas presentes en el tracto digestivo de la larva de H. illucens.

e Enfrentar los organismos fungicos aislados del tracto digestivo de la larva,
contra Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 43300 y Salmonella
enterica subsp. enterica var. Typhimurium ATCC 13311.

e Evaluar la actividad antimicrobiana a partir del extracto crudo de acetato de

etilo proveniente del cultivo del hongo con actividad promisoria.
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7. METODOLOGIA DE INVESTIGACION

7.1. Disefio de investigacion

Este estudio posee un disefio descriptivo, experimental y prospectivo. La dimension
temporal es del tipo transversal ya que la colecta de datos se realiz6 en un solo corte

en el tiempo o época.

El disefio experimental se ha dividido en 4 etapas (Figura 5); la primera de ellas
inicid en el aislamiento de cepas fangicas de morfotipos diferentes a partir del tracto
digestivo de larvas de H. illucens; para esta actividad se trabajé con dos poblaciones
larvales de dietas diferentes (Alimento comercial para aves y Guano de gallina); las
cepas obtenidas fueron preservadas a diferentes temperaturas y diferenciadas como

hongos levaduriformes u hongos filamentosos.

En la segunda etapa, las cepas flangicas de morfotipos diferentes fueron
caracterizadas de manera macroscépica y microscépica; realizando una descripcién
detallada de cada una de ellas. A su vez cada cepa pasd por el proceso de
identificacion molecular, para tal fin se procedio a extraer el ADN y amplificar una
porcién del mismo que contenia los genes 18S, 5.8S y 28S asi como también los
ITS 1 y 2. Estas porciones fueron secuenciadas y analizadas por técnicas

bioinformaticas para poder identificar la especie de cada hongo.

En la tercera etapa se realizaron las pruebas de antagonismo en donde se enfrento
cada una de las cepas aisladas del tracto digestivo de la larva contra dos cepas
patdgenas ATCC (S. aureus ATCC 43300y S. Typhimurium ATCC 13311), en esta
etapa se busco reconocer las cepas fangicas que poseen actividad antimicrobiana

contra alguna de las dos cepas patdgenas anteriormente mencionadas. Finalmente
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se eligio la cepa fungica que tenia la mejor actividad antimicrobiana para ser

trabajada en la cuarta etapa.

Por Gltimo en la cuarta etapa se cultivé la cepa fungica promisoria en un medio
liquido al cual posteriormente de la incubacion se le realiz6 una extraccion liquido-
liquido con Acetato de etilo, evaluandose la actividad antimicrobiana de este
extracto crudo por medio de bioautografia. A su vez se determino el MIC y la

minima concentracién media (IC50) de este extracto.

. - Alimento estandar
illucens - Guano

[ Larvas de Hermetia} Dietas:

Y

1. Aislamiento de cepas Fungicas

a partir del tracto digestivo de las Preservacion
larvas.

[

!

2. Caracterizacion e identificacion
de las cepas flingicas

3. Pruebas de
antagonismo
contra bacterias
patégenas ATCC

Bacterias ATCC:
- Staphylococcus
aureus ATCC 43300
- Salmonella Typhimurium
ATCC 13311
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L v i (" Extracciony actividad actividad
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[ DetaII’e.? ] [ . Detaltlef: ] \__ PCRdelADN ) I
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Seleccion del hongo
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Secuenciamiento y e
con mayor actividad

andlisis
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fangico con actividad 1c50
promisoria

Figura 5: Esquema general de la metodologia realizada.
Los enunciados mostrados en negrita son las 4 etapas principales en las que se
dividié el presente estudio.
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7.2. Poblacién

El nimero de individuos necesarios para realizar un estudio de este tipo, dependio
en primera instancia del objetivo del estudio y tambien del efecto de tamario de la
muestra, para esto se recomendo realizar estudios pilotos que ayudaron a tener una
idea de la dimension de la poblacion dentro del tracto digestivo del individuo y de
su variabilidad (47); ademas se sabe que las variaciones en el tracto intestinal de los

seres Vivos se debe a la divergencia en su alimentacion.

En nuestro caso, la crianza estandarizada del insecto con un tipo de alimento,
disminuye los factores que afectan en la variacion de su microbiota. Para confirmar
este enunciado se han realizado estudios pilotos en el laboratorio, que muestran baja
variabilidad de morfotipos de hongos dentro del tracto digestivo de diferentes larvas
de H. illucens cuando son alimentadas bajo las mismas condiciones y con un mismo
tipo de alimento. Por lo cual se ha visto conveniente que el “n” muestral colectado
para realizar el aislamiento de cepas fungicas fuese de 10 individuos en cada uno
de los experimentos de alimentacion. Ademas, se realiz6 3 repeticiones de

aislamiento con el mismo nimero de larvas colectadas.

7.3. Muestras bioldgicas

7.3.1. Larvas del insecto

Se utilizd larvas de Hermetia illucens en el proceso de aislamiento de hongos a
partir de su tracto digestivo. Para esto, las larvas contaban con un tamario de 1.5-
2 cm con 11 dias de vida, alimentadas con 2 tipos de alimentos. La primera

poblacién fue alimentada con un alimento comercial de engorde para aves
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(Puricarne®: 16.5% de proteinas, 3% de grasa, 6% de fibra, 14% de humedad y
10% de ceniza) al que nosotros Ilamamos Alimento comercial para aves (GS) y
fue utilizada como control de alimentacion. La segunda poblacién de larvas fue
alimentada con Guano de gallina (GU) no esterilizado durante todos los 11 dias

de crecimiento.

7.3.2. Cepas bacterianas ATCC

Se utiliz6 dos cepas bacterianas ATCC patdgenas para realizar el enfrentamiento
contra los hongos aislados del tracto digestivo de la larva. Ambas cepas
bacterianas fueron utilizadas en el 6to pasaje en todos los experimentos realizados,
incluso en sus repeticiones. Se utilizd una cepa bacteriana Gram positiva y otra

Gram negativa.

La cepa Gram positiva fue representada por Staphylococcus aureus subsp. aureus
ATCC 43300 caracterizada por ser una bacteria meticilino resistente (MRSA) y

que de ahora en adelante se le abreviarda como S. aureus ATCC 43300.

Por otro lado la cepa bacteriana Gram negativa fue representada por Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC 13311 y que de ahora en

adelante se le abreviard como S. Typhimurium ATCC 13311.

7.4. Procedimientos y técnicas

7.4.1. Crianzay seleccion de larvas de H. illucens.

La crianza del ciclo bioldgico completo de H. illucens se realizd segun el
protocolo manejado en el laboratorio LMI-LAVI UPCH-IRD a temperaturas de

28 £ 1°C a 70% de humedad relativa para los insectos adultos con un periodo de
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luz de 12:12 horas y con una produccion de larvas continuas alimentadas con dos

tipos de comida.

Se utiliz6 2 poblaciones de larvas de H. illucens en donde cada poblacion fue
alimentada con dietas diferentes, la dieta GS Ilamada Alimento comercial para
aves consistio en un alimento comercial de engorde para pollos (Puricarne®) que
no contenia ningdn tipo de residuo orgéanico contaminante; y la dieta GU la cual

consto de guano de gallina.

Posteriormente se efectud la seleccion de 10 larvas de H. illucens por cada dieta
con 11 dias de vida de 1.5-2 cm de longitud. La colecta de larvas se efectu6 en
tres ocasiones para obtener las repeticiones bioldgicas necesarias. Dichas larvas
fueron utilizadas para los experimentos de extraccion del tubo digestivo y el

posterior aislamiento de hongos.

7.4.2. Aislamiento de cepas fungicas a partir del intestino de H. illucens

7.4.2.1.  Extraccion del tubo digestivo de larvas de H. illucens.

Como primera instancia, las 10 larvas seleccionadas en cada muestreo fueron
desinfectadas con alcohol al 70%, manteniéndose a 4°C para su transporte, y
posteriormente fueron esterilizadas con radiacion UV por 15 minutos. Este
proceso fue realizado para descartar cualquier microorganismo proveniente de

la superficie de la larva que pudiera alterar los resultados de aislamiento.

Pasado este tiempo se disectd cada una de las larvas de manera longitudinal
desde la zona central al extremo caudal utilizando bisturis estériles, y se extrajo

sus tubos digestivos. Se seleccion6 un porcion del intestino medio (Figura 6) que
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presentaba contenido interno y se cortd 0.5 cm del mismo. Las porciones de 10
tractos digestivos larvales fueron utilizados en conjunto (pool) para el

aislamiento de hongos.

Figura 6: Fisiologia del tracto digestivo de larvas de H. illucens.
IA: Intestino anterior; IM: Intestino medio; IP: Intestino posterior; ES:
esofago; Cl: Ciegos intestinales; TM: Tubos de Malpighi. ©OLMI-LAVI

7.4.2.2.  Aislamiento de cepas fungicas

Las muestras de 10 tractos digestivos de larvas de H. illucens fueron
homogenizadas en 200 pL de solucién salina estéril 0.89% (pool).
Posteriormente se realizaron diluciones seriadas en solucion salina estéril (10°-
104 y se utiliz6 10 pL por triplicado de cada dilucion para ser sembrados con
la técnica de extension en placa en Agar Papa Dextrosa o APD (BD-Difco) y en
Agar Sabouraud o ASB (BD-Difco) ambos suplementados con los antibioticos

Cloranfenicol (100 mg/L) y Gentamicina (50 mg/L).

Se utilizaron dos controles para corroborar el aislamiento de hongos propios del

tracto digestivo y descartar el aislamiento de algun tipo de contaminacion

27



externa; un control negativo utilizando el diluyente (solucion salina estéril) y
otro control negativo a partir del hisopado de la superficie de las larvas en el
proceso posterior a la desinfeccidn y previo a la diseccién. Las placas sembradas
con las diluciones de las muestras fueron incubadas por un lapso de 21 dias a 30
+ 1°C, verificando constantemente si existe la aparicion de colonias

levaduriformes o filamentosas de morfotipos diferentes.

Las cepas con morfologia diferente fueron repicadas por separado y de manera

constante en los mismos agares para obtener colonias puras.

El objetivo principal de esta actividad fue el aislamiento de diversas cepas
fangicas con morfotipos diferentes a partir de larvas alimentadas con dietas
diferentes (GS y GU), pudiendo obtener asi una coleccion de cepas fungicas con

un posible potencial antibacteriano.

7.4.2.3.  Preservacion y recuperacion de los hongos

Previamente a la preservacion, cada cepa pura fue cultivada de acuerdo a su tipo
y condiciones de crecimiento para obtener una biomasa Optima. Las cepas
fangicas levaduriformes fueron incubadas por un periodo de 48 horas a 30°C en
ASB (BD-Difco); mientras que las cepas fungicas filamentosas fueron incubadas

por un periodo de 5 dias a 30°C en el mismo agar hasta obtener esporas maduras.

La preservacion es un paso importante en el correcto almacenaje de cepas
fangicas, por lo cual se unié tres grupos (por triplicado) preservados en
temperaturas y medios de cultivo diferentes para garantizar su almacenamiento.
El primer lote fue preservado a 4°C utilizando crioviales con 1 mL de agua

destilada estéril en donde se coloco una asada del cultivo de la cepa; el segundo
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lote fue preservado a -20°C utilizando crioviales con 1 mL de caldo leche
inoculados con la cepa y por ultimo un tercer lote fue preservado a -70°C
utilizando crioviales con 1 mL de caldo extracto de levadura peptona dextrosa

(YEPD) con 40% de glicerol inoculados con la cepa.

Para la recuperacion de los hongos preservados, se descongelaron los viales en
bafio maria a 37°C por 5 minutos hasta que se observo la descongelacion de los
medios de cultivo, los mismos que fueron sembrados en ASB incubados a 30°C

por el lapso de tiempo necesario de acuerdo al tipo de hongo.

7.4.3. Caracterizacion morfoldgica e identificacion molecular de las cepas
flngicas
7.4.3.1.  Caracterizacion morfologica
Las variables de la caracterizacion de cepas fungicas fueron descritas de
manera cualitativa teniendo en cuenta la morfologia de manera macroscépica
y microscopica, dicha informacion fue recopilada en un documento de Excel
en el que se describio las caracteristicas propias de cada cepa bajo los

parametros detallados a continuacion:

7.4.3.1.1. Caracterizacion macroscopica
Se realiz6 un cuadro descriptivo de cada cepa fungica aislada, describiendo
la forma, la elevacion, la textura, el aspecto, la superficie de la colonia, el

color, los margenes y la presencia o0 ausencia de pigmentos.
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7.4.3.1.2. Caracterizacion microscopica

Para observar la morfologia microscépica de cada cepa fangica, se realizé el
método de microcultivo o también llamado técnica de Riddell (48). Este
método se basa en el cultivo del hongo en un sistema de ASB en blogues
pequefios de 1 x 1 cm inoculado en las cuatro aristas del cubo; cuya base se
encuentra sobre un portaobjetos y cuya superficie se encuentra bajo un
cubreobjetos. La incubacion fue a 30°C por un periodo de 48 horas
(levaduras) o de 5 a 7 dias (filamentosos) dependiendo del tipo y crecimiento
de cada cepa. Esta técnica permitio el crecimiento del hongo en el mismo
cubreobjeto y portaobjeto sin deteriorar las estructuras reproductivas que se
formaban, facilitando asi su posterior fijacion con azul de lactofenol
(Merck®) y su visualizacion al microscopio. Ademas, nos permitio realizar

una presunta identificacion del género al que pertenece.

La caracterizacion microscépica de los hongos levaduriformes tuvo en cuenta

la descripcion del tipo de blastospora y la formacién o no de pseudohifas.

Por otro lado la caracterizacién microscopica de los hongos filamentosos tuvo
en cuenta la descripcion del tipo de hifa (septada o cenocitica) y la presencia
0 no de pigmento en ella (hialina o dermatiacea); el tipo de estructura
reproductiva, el tipo de espora y la presencia de estructuras extras que
ayudaron a su identificacion presuntiva utilizando diferentes claves

taxonomicas (49-51).
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7.4.3.2. Identificacion molecular de las especies de hongos aislados del

intestino de H. illucens.

7.4.3.2.1.  Extraccion del ADN fungico

Se realizo la extraccion de ADN fangico utilizando variantes de la metodologia
del fenol-cloroformo de acuerdo al tipo de hongo a utilizar, para esto se utilizo
los cultivos puros de hongos previamente caracterizados de manera

macroscopica y microscopica.

Para el caso de las cepas levaduriformes, se colectdé biomasa de cada cepa en
tubos de 1.5 mL con 500 puL de buffer TE o de lisis (10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, pH8) y con perlas de vidrio de 2 mm (Sigma®). A las muestras se les
afiadié 50 pL de lisozima (100 mg/mL), las cuales fueron incubadas a 37°C
durante 16 horas. Posteriormente se le agreg6 75uL de SDS 10%, y 20 uL de
proteinasa K (20 mg/mL) (Ambiom®) incubandolo a 65°C por 3 horas, las
muestras fueron agitadas en vortex cada 30 min por un lapso de 1 minuto.
Transcurrido el tiempo se afiadié 100 pL de NaCl 5M y 100uL CTAB/NaCl
(previamente calentado a 65°C), las muestras fueron agitadas e incubadas
durante 10 minutos a 65°C. A continuacion, se le adicion6 750 pL de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), se centrifugé a 10,000 rpm por 5
minutos. El sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo al cual se adicion6
750 pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se agitd y centrifug6 a 10,000
rpm por 5 minutos. El sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo y se le
afiadié 1mL de alcohol absoluto frio colocandolo a -70°C por 15 minutos. La

muestra fue centrifugada a 10,000 rpm por 8 minutos. El pellet obtenido fue

31



tratado con 1mL de alcohol al 70% y se centrifugd a 10,000 rpm por 3 minutos.
El sobrenadante fue descartado y el pellet fue puesto a secar a temperatura
ambiente. La elucion del pellet se realizé con 100 uL de buffer TE y se

conservé el ADN a -20°C hasta su utilizacién.

En el caso de las cepas filamentosas, se inici6 con la transferencia de micelio
y esporas de cada cepa a un tubo de 1.5 ml para ser almacenado a -20°C por 24
horas. Posteriormente se afiadié 500 uL de buffer de lisis (5 mg/mL de Sodio
Dodecil Sulfato; 14 mg/mL NaCl; 7.3 mg/mL EDTA, 200 pL/mL Tris-HCI
1M, pH 8), 5 pL de 2-mercaptoetanol y perlas de vidrio de 2 mm, las cuales
fueron homogenizados antes y durante la incubacién a 65°C por 1 hora, en
periodos de 1 minuto cada 15 minutos. A continuacion se le adicioné 500 pL
de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y se homogenizd durante 2
minutos hasta obtener una suspensién homogénea, posteriormente se
centrifugé a 3400 rpm por 15 minutos. El sobrenadante fue transferido a un
nuevo tubo al cual se le afiadié 500 pL de isopropanol a 4°C, se dejo reposar a
-20°C por una noche y luego se centrifugd a 3400 rpm a 4°C durante 15
minutos. El sobrenadante fue descartado y el pellet se lavé con 1 mL de etanol
frio (4°C) al 70% y se centrifugd nuevamente a 3400 rpm por 15 minutos. El
sobrenadante fue nuevamente descartado y el pellet fue puesto a secar a
temperatura ambiente. Por Gltimo, la elucion del pellet se realizé con 100uL de
agua estéril para PCR y se efectu6 una electroforesis para verificar la integridad
del ADN en gel de agarosa. EI ADN extraido fue almacenado a -20°C en agua

para PCR hasta su utilizacion.
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7.4.3.2.2. Verificacion de integridad de ADN gendmico mediante

electroforesis

Posteriormente a la extraccion del ADN flangico se realiz6 una
electroforesis para verificar la integridad del ADN en gel de agarosa al
1% con buffer TAE 1X (40mM acetato de Tris, 2mM EDTA, pH 8.5).
Las muestras fueron incorporadas en diferentes proporciones (1/5, 1/20 y
1/50 asi como también se utilizdé la muestra sin diluir). Asimismo, se
utilizé el marcador de peso molecular y el marcador fago lambda (10
ng/uL) para realizar la cuantificacion de la muestra de ADN fdngico. La
corrida electroforeética se realizé a 80V durante 40 minutos y el gel fue
revelado utilizando bromuro de etidio para visualizar las bandas con el

respectivo peso molecular.

7.4.3.2.3. Amplificacién de ADN fuangico

Se procedio a realizar la amplificacion de ADN fungico por PCR
convencional  utilizando los  cebadores  universales = NS5-F
(AACTTAAAGGAATTGACGGAAG) (52) e ITS4-R
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) (52) que abarca parte de los genes 18S
y 28S; el total del gen 5.8S; y las secuencias intergénicas 1y 2, tal y como
se muestra en la Figura 7. Para esto se preparé un mix de reaccion de 48
pL conteniendo 1X de Buffer HF, 800 pM de deoxinucleétidos
trifosfatados, 0.5 uM del cebador NS5-F y 0.5 uM del cebador 1TS4-R, asi
mismo se utilizo 1.5 pL de DMSO y 1 U de polimerasa PHF. EI ADN fue

incluido en 2 uL en la concentracidn necesaria para realizar un PCR.

33



Las condiciones de ciclado estuvieron conformadas por una denaturacion
inicial a 98°C por 30 segundos, seguido por 30 ciclos de denaturacion a
98°C por 10 segundos, hibridacion a 62°C por 30 segundos, y extension a
62°C por 45 segundos, finalmente se concluyd con una extension final a

72°C por 10 segundos.

Asi mismo se verifico el producto de PCR realizando una electroforesis
en gel de agarosa al 1% con buffer TAE 1X (40mM acetato de Tris, 2mM
EDTA, pH 8.5), utilizindose un marcador de peso molecular y el
marcador fago lambda (10 ng/pL). La corrida electroforética se realizé a
80V durante 40 minutos y el gel fue revelado utilizando bromuro de etidio

para visualizar las bandas con el respectivo peso molecular.

NS5 NS7

555 597 310 377 ITS4

1839 185 ™t ggs ™2 285

315 330

NS5 ITS4

1330pb

Figura 7: Esquema de cebadores empleados para la amplificacion y
secuenciamiento de genes ribosomales fungicos.

Las flechas celestes indican la localizacién de cada cebador mientras que la
linea naranja muestra el lugar y el tamafio aproximado que se utiliz6 para la
amplificacion del gen flngico.
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7.4.3.2.4. Secuenciamiento y analisis bioinformatico del ADN fangico

La identificacion de los hongos aislados del tracto digestivo de H. illucens
se realiz6 en base al secuenciamiento de los genes 18S, 28S vy el total del
gen 5.8S ademas de las secuencias intergénicas 1y 2 (Figura 7). Se utilizé
los cebadores NS5-F (AACTTAAAGGAATTGACGGAAG)(52) e ITS4-
R (TCCTCCGCTTATTGATATGC)(52) en el proceso de amplificacion
de ADN, asi como también se afiadi0 el cebador interno NS7
(GAGGCAATAACAGGTCTGTGATGC)(52) en el proceso de
secuenciamiento. Este procedimiento fue realizado por el servicio de
secuenciamiento de la empresa Macrogen USA, el cual utiliza un sistema
automatizado de secuenciamiento estandar en base a la metodologia de

Sanger.

Las secuencias de ADN de cada hongo fueron analizadas utilizando el
programa MEGA7. Este programa ayud6 a procesar y ensamblar los 3
resultados de secuenciamiento de cada hongo para generar un consenso o
contig. Posteriormente se utilizé la herramienta Nucleotide BLAST en el
NCBI, esta herramienta realiza alineamientos locales de las secuencias, y
consulta con una base de datos en linea para encontrar secuencias similares
y sugerir asi el nombre de la especie con mayor homologia. Es asi como
se logré obtener la identificacion taxondmica de cada una de las cepas

fangicas.
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7.4.4. Pruebas de antagonismo de hongos contra bacterias patogenas

Se realiz6 diferentes técnicas de antagonismo (por triplicado) de acuerdo al tipo
de hongo a enfrentar; es decir, dependiendo si el hongo es levaduriforme o
filamentoso (Figura 8). A su vez se us6 tetraciclina como control positivo contra

las bacterias patdgenas de acuerdo a cada una de las metodologias.

La finalidad de esta prueba fue reconocer a las cepas fangicas que producen
compuestos antibidticos y seleccionar una cepa flingica que presente una
actividad antimicrobiana prometedora y que brinde de un estudio novedoso en

la produccion de compuestos activos, es decir que haya sido poco estudiado.

Figura 8: Pruebas de antagonismo entre hongos y bacterias patdgenas.
A: Método de agar en bloque para levaduras. Los tres circulos pequefios son
los blogues de ASB que contienen levaduras situadas encima de AN con
incorporacion de bacterias ATCC. B: Método de antagonismo para hongos
filamentosos. En el centro se visualiza el crecimiento del hongo filamentoso,
mientras que con la ayuda de un hisopo se inocula la bacteria alrededor de él.
7.4.4.1.  Pruebas de antagonismo para hongos levaduriformes

Las cepas fangicas levaduriformes aisladas del tracto digestivo de la mosca
fueron enfrentadas contra los agentes bacterianos patogenos a través del

método “Agar en bloque” (53) modificado (Figura 8A). Para ello, suspensiones
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de Staphylococcus aureus ATCC 43300y S. Typhimurium ATCC 13311 auna
concentracion de 1 x 10% UFC/mL fueron inoculadas individualmente por
incorporacion en placa en 15 mL de Agar nutritivo (AN), para posteriormente

ser enfrentadas contra las levaduras de interés.

Las levaduras aisladas del intestino de la mosca fueron previamente sembradas
por incorporacion en placa en 15 mL ASB con una concentracion de 1 x 10°
UFC/mL e incubadas a 30°C por 24 horas. Posteriormente se cortdé segmentos
circulares del cultivo de levaduras que fueron colocados sobre el agar cultivado
recientemente con la bacteria patégena ATCC. El enfrentamiento se incub6 por
24 horas a 30°C, luego de este tiempo se procedid a detectar la presencia de
zonas de inhibicion. Todas las pruebas de antagonismo utilizando el método
“agar en blogue” se realizaron por triplicado para cada uno de los

experimentos.

El efecto antagonista positivo se detectd por la inhibicion de crecimiento de la
cepa bacteriana patogena alrededor del circulo de cultivo de la levadura. El
diametro de dicha inhibicién fue medido en su totalidad para poder comparar
el efecto antagonista de cada cepa positiva. Asi mismo, el parametro
cuantitativo a detectar fue representado por el potencial antimicrobiano (PA)

de cada cepa (54), el cual se obtiene a partir de la siguiente formula:

DI

PA=—
DH

Donde DI es el didametro del halo de inhibicién y DH es el diametro del

crecimiento fungico (DH) (Figura 9). Los hongos con actividad antimicrobiana
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presentaron valores mayores a la unidad, mientras que los hongos sin actividad

antimicrobiana presentaron valores iguales a la unidad.

Los controles positivos para medir la reproducibilidad y el correcto desarrollo
de los experimentos fueron realizados de acuerdo a la técnica anteriormente
descrita utilizando cilindros de agar que contenian el antibidtico tetraciclina
(30 pg). Para esto se prepard una placa petri con 22,5 pg/mL del antibi6tico
homogenizado en 15 mL de ASB, se dejo solidificar y se cortd cilindros de 8

mm de diametro los cuales fueron utilizados como los controles positivos.

Bacteria Halo de
patdgena inhibicion

«— DH: Didametro del hongo
«<— DI: Diametro de inhibicion.
Hongo
Figura 9: Representacion grafica del antagonismo esperado en el
enfrentamiento fungico contra la bacteria patégena seleccionada.

Las flechas roja y morada muestran las mediciones que se realizaron
para obtener el potencial antimicrobiano.

7.4.4.2.  Pruebas de antagonismo para hongos filamentosos
Las cepas fungicas filamentosas aisladas del tracto digestivo de la mosca
fueron enfrentadas contra la cepa bacteriana Gram positiva S. aureus ATCC

43300, y la cepa bacteriana Gram negativa S. Typhimurium ATCC 13311.
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Para ello, se realizd el cultivo del hongo filamentoso en una placa de APD
incubandola por 3-5 dias a 30°C. Posteriormente se realizo la colecta de las
esporas, las mismas que fueron cuantificadas y llevadas a una concentracion de
1 x 103 esporas/mL. Posteriormente se inocul6 10 pL de esta concentracion en
un pozo en medio de una placa de ASB, la cual se incub6 por 6 dias a 30°C. A
continuacion, se inoculo las bacterias patdgenas alrededor del hongo utilizando
un hisopo estéril a una concentracion de 1 x 10 UFC/ml (Figura 8B). Las
pruebas de antagonismo utilizando el método de cocultivo se realizaron por

triplicado para cada una de las cepas.

El parametro cualitativo detectado fue el efecto antagonista positivo que se
observd por la inhibicion del crecimiento de la cepa bacteriana patégena
alrededor del crecimiento fangico filamentoso dentro de las 24 horas de
incubacidén en cocultivo. Asi mismo, el parametro cuantitativo detectado fue
representado por el potencial antimicrobiano (PA) de cada cepa (54), el cual se
obtiene a partir de la proporcion entre el didmetro del halo de inhibicion (DI) /
diametro del crecimiento fangico filamentoso (DH). Los hongos con actividad
antimicrobiana presentaron valores mayores a la unidad, mientras que los

hongos sin actividad antimicrobiana presentaron valores iguales a la unidad.

Para medir la reproducibilidad de la técnica y el correcto desarrollo de la
misma, se utilizd el antibidtico tetraciclina como control positivo (30 pg)

inoculados en el centro de la placa.
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7.4.5. Evaluacion de la actividad antimicrobiana a partir del extracto
crudo de acetato de etilo proveniente del cultivo puro del hongo con
actividad promisoria.

Se inicid con el cultivo en caldo del hongo con actividad promisoria, luego de

su crecimiento se separo la biomasa fangica y el residuo acuoso del medio en el

que se desarrolld. Se selecciond el residuo acuoso para realizar una separacion
liquido-liquido con Acetato de etilo en proporcion 1:1 del cual se obtuvo 2 fases

(organica y acuosa). La fase organica confirmé su actividad antimicrobiana por

bioautografia, ademas se determind la minima concentracion inhibitoria (MIC)

y la concentracion inhibitoria de la mitad de la poblacion (1C50).

7.4.5.1.  Cultivo liquido del hongo

Se utiliz6 el hongo seleccionado en el punto anterior, inoculandose una
concentracion de 1x10° esporas/mL en 50 mL de Caldo Sabouraud o CSB (BD-
Difco) y se incubd a 30°C por un lapso de 2 dias a 150 rpm en una incubadora
orbital con agitacion (Benchtop TOU-120), esta primera fermentacion liquida
ayudo a incrementar la biomasa del hongo y fue considerada como un pre-
cultivo. Posteriormente se repartio la mitad del volumen obtenido en este pre-
cultivo en dos matraces que contienen cada uno 500 mL de CSB y se incubo
por 3 dias a 30°C a 150 rpm (Figura 10A). Pasado este tiempo se procedi6 a

realizar la particion liquido-liquido segun el protocolo detallado mas adelante.
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Ademas, se utilizd un control negativo de crecimiento fungico, donde realizo
el procedimiento anterior sin inoculacion del hongo. Con este control se pudo

verificar la esterilidad del medio de cultivo en todo el proceso de incubacion.

Figura 10: Proceso de produccion del extracto crudo del hongo activo.
Proceso de cultivo liquido del hongo (A), Filtracién del cultivo del hongo (B),
Particion liguido-liquido del sobrenadante del cultivo (C) y evaporacion por
presion reducida del extracto (D).
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7.4.5.2.  Particiéon Liquido-Liquido (55)

Se llevé a cabo la separacion del micelio y el cultivo liquido utilizando
filtracion por gravedad con papel Whatman N° 93 (Figura 10B). Cada 500 mL
del filtrado obtenido se llevo a particion liquida-liquida con 500 mL de Acetato
de Etilo grado HPLC (J.T. Baker®); utilizando un embudo de separacion
(Figura 10C). Se separ6 la fase orgénica y se llevo a sequedad utilizando
presion reducida (Rota-evaporador Biichi R-200, Figura 10D). Finalmente se
determind el rendimiento de la extraccion con acetato de etilo por cada litro del
cultivo liquido del hongo seleccionado reportando el peso del compuesto en
miligramos.

Posteriormente se realizd diferentes técnicas para evaluar la actividad
antimicrobiana del extracto contra los patogenos bacterianos elegidos; la
deteccion de actividad antimicrobiana se realizd de manera cualitativa
utilizando la técnica de la bioautografia, asi como también se utiliz6 la técnica

de microdilucidn en caldo para determinar el IC50 y el MIC del extracto crudo.

7.45.3. Evaluacién de la actividad antimicrobiana

7.453.1. Técnica de la bioautografia.

La técnica de la bioautografia permitid la deteccidon cualitativa del compuesto
antimicrobiano aun en matrices complejas como lo es un extracto. En este
caso, se utilizd la técnica basada en la bioautografia con capa de agar o
bioautografia de inmersion (56) realizada de dos maneras. La primera fue una
bioautografia por punto y la segunda una bioautografia con corrida de

solventes.
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Para la metodologia de bioautografia por punto se preparo placas de TLC de
Silica Gel 60°A (Merck®) con soporte de aluminio e indicador de
fluorescencia F2s4 de 8 cm largo x 3 cm de ancho. Se aplico 5pL, 10 pL y 15
pL de una solucién de 20 pg/pL del extracto de acetato de etilo, para tener
una concentracion final de 100, 200 y 300 pg respectivamente. A
continuacion, se esterilizé la placa bajo UV durante 15 minutos y dispensé
sobre ella 5 mL de Agar Nutritivo (BD-Difco) a 45°C inoculado previamente
con cada una de las bacterias patégenas ATCC anteriormente mencionadas
en una concentracion de 1x108 UFC/mL, se esperd a que el agar se solidificara
sobre el TLC para posteriormente incubarlo a 37°C por 24 horas y revelar el

crecimiento bacteriano.

Para la metodologia de bioautografia con corrida de solventes se prepar6 2
placas de TLC por cada ensayo, con 8 cm largo x 3 cm de ancho. Se aplico
5uL de una solucion de 20 pg/uL del extracto de acetato de etilo sobre la linea
base de la placa de TLC iniciando su corrida en una fase mdvil de
diclorometano: metanol (9.5:0.5), posteriormente una de las placas de TLC
fue utilizada como control y fue revelada mediante luz UV (366 nm y 254
nm), mientras que la otra fue utilizada para realizar la bioautografia. A
continuacion, se dispenso sobre ella 5 mL de Agar Nutritivo a 45°C inoculado
previamente con una de las bacterias patdgenas seleccionadas en una
concentracion de 1x10° UFC/mL, se esper6 a que el agar enfriara y
solidificara sobre el TLC para posteriormente incubarlo a 37°C por 24 horas

y revelar el crecimiento bacteriano.
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Es importante recalcar que se realizd controles positivos de actividad
antimicrobiana asi como también controles positivos y negativos de
crecimiento bacteriano. Para realizar el control positivo de la actividad
antimicrobiana se inocul6 5 pL de una solucion stock de Tetraciclina a 0.05
pg/uL disuelto en metanol, inoculado en un Gnico punto dentro de cada placa
de TLC; posteriormente se procedio a realizar el mismo procedimiento del
protocolo anteriormente descrito para inocular las bacterias patdgenas ATCC
sobre la placa de TLC. Para el control positivo de crecimiento bacteriano se
procedio a pasar una placa de TLC por el proceso de solventes o fase mavil
sin la inoculacion del extracto, posteriormente se vertio el agar con bacterias
patdgenas sobre la placa de TLC tal y cual se detalla anteriormente. Por otro
lado, el control negativo de crecimiento bacteriano se realizd de la misma
manera sin embargo el agar vertido sobre la placa no contenia inoculacién
bacteriana.

Para realizar el revelado del crecimiento bacteriano se prepar6 MTT a 5
mg/mL en PBS 1X; y se afiadié 200 pL de dicha solucion sobre la superficie
del agar inoculado en el TLC. Se incubd por 3 horas hasta observar una
coloracion azul que significo la presencia y crecimiento de bacterias, mientras
que un color amarillo representd la inhibicion del crecimiento bacteriano por
parte del extracto.

Se verifico la actividad antimicrobiana del extracto a partir de la presencia o
ausencia de un halo de inhibicion de crecimiento bacteriano. POara el caso de
la bioautografia por punto se reporté el didmetro de dicho halo, mientras que

en el caso de la bioautografia por corrida de solventes se procedié a medir el
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halo de inhibicidn bacteriano y ademas se calcul6 el factor de retencion (Rf)
del halo de inhibicion observado. Para calcular el Rf se procedi¢ a realizar la

siguiente férmula:

~| >

Rf =
Donde “X” fue la distancia recorrida por el compuesto e “Y” fue la distancia

recorrida por el eluyente.

7.45.3.2. Determinacién del IC50

Para determinar la concentracion del extracto crudo que inhibe a la mitad de
la poblacion bacteriana se realizd la técnica de microdilucion en caldo (57,
58). Para esta técnica fue necesario cultivar la cepa patdgena S. aureus ATCC
43300 en 7 mL de Caldo Mueller Hinton (CMH) incubandola a 37°C por 24
horas. Posteriormente se utilizé placas de 96 pozos para realizar el método de
microdilucién en caldo, en donde a cada pocillo se le agregd 50 puL del CMH
que contiene concentraciones diferentes del extracto crudo diluido en DMSO;
a su vez, se afladié 50 pL del cultivo bacteriano en CMH, teniendo como
concentracion final 5 x 10° ufc/mL en cada pocillo. Las concentraciones a
trabajar fueron 4, 3, 2 y 1 mg/mL para el extracto crudo, mientras que la
concentracion utilizada para el antibiético de referencia o control positivo fue

de 0.3, 0.2, 0.1, 0.05y 0.025 pg/mL.

Ademas, se realizé un control de crecimiento de la cepa ATCC en los
porcentajes de DMSO utilizados para cada concentracion del extracto crudo,

un control de crecimiento de la cepa ATCC en CMH y un control negativo el
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cual probd la esterilidad de los medios de cultivos. La placa fue incubada a
37°C por 24 horas y posteriormente se realizd la determinacion del
crecimiento bacteriano por medio de la lectura de la densidad optica (OD) a

650 nm utilizando un iMark™ Microplate Absorbance Reader de BIO-RAD.

(Y]

Con los resultados obtenidos se realizdo una curva cuyo eje “x” estuvo
representado por las diferentes concentraciones testeadas, mientras que el eje
“y” estuvo representado por el porcentaje de inhibicién obtenido a partir de
la siguiente férmula:

Ac — Am

% Inhibicion = ( VE

) x 100%

Donde Ac es la absorbancia del control de crecimiento de la bacteria patogena
en MH y Am es la absorbancia leida del pocillo con la bacteria patdgena
expuesta al extracto crudo.

Por Gltimo, la concentracion inhibitoria media (ICsg) se determiné utilizando

la plantilla PROBIT.

7.45.3.3. Determinacion del MIC (57)
Se evalud la concentracién minima inhibitoria (MIC) con la metodologia
descrita en el punto anterior; sin embargo, en este caso no se realiz6 la
lectura de la densidad éptica de los pocillos sino se determind de manera
visual la minima concentracion del compuesto aislado que inhibe el
crecimiento bacteriano en su totalidad. En este caso se reportd dicha

concentracion como el MIC del compuesto.
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7.5. Analisis estadistico
Los resultados obtenidos en el enfrentamiento de hongos contra bacterias patdgenas
fueron expresados como el promedio + error estandar de la medicion del diametro

del halo de inhibicion obtenido en tres repeticiones.

El analisis de los datos del potencial antimicrobiano obtenido en el enfrentamiento
de cada cepa fungica contra los patdgenos bacterianos ATCC fue realizado en base
a la media y desviacion estandar cuando los datos seguian una distribucion normal,

en caso contrario el reporte se realiz6 en base a la mediana y rango intercuartil (RI).

Para el analisis estadistico de dichos datos se utiliz6 la prueba de Rango-suma de
Wilcoxon o U-Mann Whitney para datos no pareados, donde se compard los
potenciales antimicrobianos de hongos aislados a partir de larvas con diferentes
dietas enfrentados hacia el mismo patdgeno. A su vez también se utilizo la prueba
de Kruskal Wallis, para comparar el potencial antimicrobiano de mas de 2
poblaciones de hongos contra S. aureus ATCC 43300 y S. Typhimurium ATCC

13311.

Por otro lado, se calculd la concentracion que inhibe a la mitad de la poblacion
(ICsp) utilizando la plantilla PROBIT a partir de las 3 repeticiones experimentales
las mismas que fueron expresadas como el promedio * error estandar de la

concentracion minima inhibitoria.
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8. RESULTADOS
8.1.  Aislamiento de hongos provenientes del tracto digestivo de larvas de
H. illucens
Los aislamientos de cepas fangicas obtenidas a partir del tracto digestivo de H.
illucens, fueron realizadas en diluciones que permitian la correcta separacion entre

ellas (Figura 11).

Figura 11: Cepas fungicas obtenidas en diferentes diluciones.
A: Crecimiento de hongos a partir del pool de intestinos de larvas
alimentadas con GS. B: Dilucion 10 C: Dilucién 102 D:
Dilucién 107, E: Dilucion 10, F: Control de diluyente.

Se logré aislar 14 cepas fungicas con morfotipos diferentes a partir del tracto
digestivo de larvas alimentadas con la dieta GS. Por otro lado, se obtuvo 25 cepas
fangicas obtenidas a partir del tracto digestivo de larvas alimentadas con la dieta
GU. La descripcién macro y microscépica de cada cepa fingica aislada se detallara

mas adelante.
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Cada cepa se encuentra preservada a tres temperaturas diferentes (4°C, -20°C vy -
70°C), en el laboratorio de Micologia Clinica del Instituto de Medicina Tropical

Alexander von Humbold (IMTAVH).

8.2.  Caracterizacion e identificacion molecular de las cepas fungicas

obtenidas.

8.2.1. Caracterizacién macroscépica y microscopica.

Se caracteriz6 de manera macroscopica todas las cepas fangicas aisladas a partir
de las dos poblaciones de larvas, obteniendo una descripcién detallada en la Tabla

N° 1 (GS) y Tabla N° 3 (GU).

Al realizar las caracterizaciones microscopicas de cada cepa fungica, se pudo
determinar que, todas las cepas provenientes del tracto digestivo de larvas
alimentadas con GS eran colonias levaduriformes (Ver tabla N°2, Anexo 1),
mientras que las cepas provenientes del tracto digestivo de larvas alimentadas con
GU mostraron dos poblaciones flangicas diferentes, 15 de ellas pertenecian al
grupo de levaduras, mientras que las 10 restantes fueron hongos filamentosos (Ver

Tabla N°4, Anexo 2y 3).

Los géneros del grupo de cepas levaduriformes no pudieron ser identificados de
manera microscopica por lo que se realiz6 una identificacion molecular que
brindaria una mayor confiabilidad en el resultado. Por otro lado, los generos del

grupo de cepas filamentosas fueron descritas de manera microscépica en la Tabla
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N°4, dichas estructuras sirvieron para la identificacion presuntiva de cada cepa

utilizando claves taxondmicas (49-51).

Tres cepas filamentosas (HGU1l1l 2, 4 y 11) mostraron estructuras de
reproduccion asexual que inician en un conidioforo y terminan en una vesicula de
las que parten fialides y conidias en forma de cadena alrededor de ella, dichas
estructuras son caracteristicas del género Aspergillus (anamorfo)(51). Las cepas
HGU11 2y 11 presentaron ademas estructuras de reproduccion sexual llamadas
cleistotecios y en cuyo interior presentan ascosporas dentro de unas bolsas

Ilamadas ascas (49).

Cuatro cepas filamentosas (HGU11 4, 5, 6 y 7) presentaron conidiéforos
pequefios ramificados de donde parten conidios de base trunca en cadena, que
pueden o no estar ornamentados. Este tipo de estructuras reproductivas asexuales

son caracteristicas del género Scopulariopsis (Anamorfo) (49).

La cepa filamentosa HGU11_10 presentd las estructuras caracteristicas del género
Penicillium (49, 51), con conidio6foros ramificados de donde parten fialides y
métulas delgadas en cuyo extremo presentan conidios pequefios en cadenas y que

en conjunto parecen un pincel.

La cepa filamentosa HGU11 8 presentd la forma de un dermatofito con
microconidios de base trunca y sésiles, encontrados en abundancia; sin embargo,
no se pudo obtener algun tipo de identificacion preliminar, ya que dichas
caracteristicas las posee el géenero Trichophyton, Chrysosporium, Aphanoascus,
Monascus y Eremascus (49) por lo que solo fue clasificado en el orden

Onygenales.
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Por ultimo, la cepa HGU11_9 mostro estructuras asexuales del tipo artroconidias,
las cuales son hifas que se diferencian y se dividen generando conidias pequefias
que luego se engrosan y pueden formar nuevas hifas. En este caso el género de
este tipo de hongo es bastante dificil diferenciar a simple vista ya que especies
como Geotrichum y Ascosphaera tienen este mismo tipo de estructuras. Por este

motivo se identificd el género posteriormente por técnicas moleculares.
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Tabla N° 1: Descripcion macroscopica de las colonias fungicas aisladas a partir del tracto digestivo de larvas alimentadas con dieta

GS.
DESCRIPCION MACROSCOPICA DE LA COLONIA
COPIBO FORMA ELEVACION TEXTURA ASPECTO SUPERFICIE COLOR MAI:\(;GEN PIGT'\gEN_ CT(_I)PL%SEA
BORDES
HGS11 1 Irregular | Planay extendida Cremosa Opaca o seca Con surcos radiales Crema Ondulado - Levadura
HGS11 2 Irregular E:%?:gay Cremosa Opaca o seca Con surcos radiales Perla Ondulado - Levadura
HGS11 3 Circular | Planay extendida Cremosa Brillante 0 himeda Plegada Perla Liso - Levadura
HGS11 4 Circular | Planay extendida Cremosa Brillante o himeda Plegada Perla Liso - Levadura
HGS11 5 Irregular | Planay extendida | Aterciopelada Opaca o seca Plegada Perla Liso - Levadura
HGS11 6 Irregular | Planay extendida | Aterciopelada Opaca 0 seca Plegada Perla Liso - Levadura
HGS11 7 Irregular | Planay extendida | Aterciopelada Opaca o seca Con surcos radiales Perla Lobado - Levadura
HGS11 8 Circular | Planay extendida | Aterciopelada Opaca o seca Plegada Perla Liso - Levadura
HGS11 9 Circular | Planay extendida Cremosa Brillante 0 himeda Plegada Perla Liso - Levadura
HGS11 10 | Irregular | Planay extendida | Aterciopelada Opaca o seca Plegada Crema Lobado - Levadura
HGS11 11 | Circular | Planay extendida | Aterciopelada Opaca o seca Plegada Crema Liso - Levadura
HGS11 12 | Circular | Planay extendida | Aterciopelada Opaca 0 seca Sectorizada Crema | Desflecado - Levadura
HGS11 13 | Circular | Planay extendida Cremosa Brillante o himeda Plegada Perla Lisa - Levadura
HGS11 14 | Irregular | Planay extendida | Aterciopelada Opaca o seca Sectorizada Perla Ondulado - Levadura
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Tabla N° 2: Descripcion microscopica de las colonias fungicas aisladas de
tracto digestivo de larvas alimentadas con dieta GS.

CODIGO DE DESCRIPCION DE LAS CARACTERISTICAS
LA CEPA MICROSCOPICAS
FUNGICA
HGS11 1 (_Zolonla de levaduras unicelulares del tipo blastosporas ovoides
- libres.
HGS11 2 Colonia de_levaduras unicelulares del tipo blastosporas
- alargadas libres.
HGS11 3 Co_lonla de levaduras unicelulares del tipo blastosporas globosas
- y libres.
HGS11 4 COI0n|~a de levaduras u_nlcelulares del tipo blastosporas
- pequefias, globosas y libres.
Colonia de levaduras unicelulares del tipo blastosporas ovoides
HGS11 5 : N .
- y libres, que forman pequefias agrupaciones.
HGS11 6 Colonia de levaduras unicelulares del tipo blastosporas globosas
- y ovoides que forman pequefias agrupaciones.
HGS11 7 Colonia de levaduras unicelulares del tipo blastosporas ovoides
- y alargadas que forman pequefias agrupaciones.
HGS11 8 Colonia de levaduras unicelulares del tipo blastosporas ovoides
- y alargadas que forman pequefias agrupaciones.
HGS11 9 Colonia de levaduras unicelulares del tipo blastosporas pequefia
- y esférica que forman pequefias agrupaciones.
Colonia de levaduras unicelulares del tipo blastosporas ovoides
HGS11 10 ~ .
- y alargadas que forman pequefias agrupaciones.
Colonia de levaduras unicelulares del tipo blastosporas esférica
HGS11 11 ~ .
- que forman pequefias agrupaciones.
Colonia de levaduras unicelulares del tipo blastosporas ovoides
HGS11 12 ~ :
- y alargadas que forman pequefias agrupaciones.
Colonia de levaduras unicelulares del tipo blastosporas
HGS11 13 alargadas que forman un pseudomicelio. Ademas presenta
blastosporas globosas unidas al pseudomicelio.
Colonia de levaduras unicelulares del tipo esporas del tipo
HGS11 14 blastosporas ovoides y alargadas que forman pequefias

agrupaciones.
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Tabla N° 3: Descripcién macroscépica de las colonias fungicas aisladas de tracto digestivo de larvas alimentadas con dieta GU.

DESCRIPCION MACROSCOPICA DE LA COLONIA

CODIGO | rhrMA | ELEVACION | TEXTURA | ASPECTO | SUPERFICIE | COLOR MQCI)QF\C’;DEI'E\ISO PIGMENTO CT(;PL%ISEA
HGM11 1 Irregular ﬁ:%ﬁggﬁy Cremosa OE:((;:: 0 Cerebriforme Crema Desflecado - Levadura
HGM11 2 Irregular ﬁ:%?ggay pulverulenta nggg 0 Plegada Crema Ondulado - Levadura
HGM11 3 Circular eitfr?gigj/a Aterciopelada 022((::2 0 Plegada Crema Lisa o entero - Levadura
HGM11 4 Irregular eitfr?gigj/a cremosa Oggg: 0 cerebriforme Crema Desflecado - Levadura
HGM11 5 Circular eitfr?gigj/a Aterciopelada 022((::2 0 Plegada Crema Lisa o entero - Levadura
HGM11 6 Irregular ﬁ:%?ggay Cremosa OE?EZ ° Cerebriforme gsr;:?g Lobado - Levadura
HGM11 7 Irregular IEI:‘;:/i?ggay Cremosa 022((::: ° Cerebriforme gsr;:?g Lobado - Levadura
HGM11 8.1 Irregular eitfr?giﬁa Cremosa ogggg ° Cerebriforme Crema Lisa o entero - Levadura
HGM11 8.2 Irregular ﬁ:%?ggay Pulverulenta OE:EZ ° Cerebriforme Blanco Ondulado - Levadura
HGM11 9 Circular ei::ﬂgié’a Aterciopelada OE:EZ 0 Cerebriforme Crema Lisa o entero - Levadura
HGM11 10 Circular ﬁ:%?ggay Aterciopelada OE:EZ ° Cerebriforme Crema Lisa o entero - Levadura
HGM11 11 Circular ei'::rrl]gi()j/a Aterciopelada OFS):EZ ° C(r); d?:Ir:sos Perla Ondulado - Levadura
HGM11 12 Irregular eitlsggi()j/a Aterciopelada OE:EZ ° Plegada Crema Ondulado - Levadura
HGM11 13 Circular eitlssgi%j/a Aterciopelada OFS):EZ ° Plegada Perla Lisa o entero - Levadura
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HGU11 1 Irregular Plana-y Cremosa Opaca o Con Surcos Blanco Ondulado - Levadura
extendida seca radiales
HGU11 2 Circular E!ev_ada Y Granular Opaca o Sectorizada Ocre Desflecado Marron Moho
limitada seca
Planay Opaca o . .
HGU11 3 Irregular extendida Granular seca Plegada Amarillo Desflecado Amarillo Moho
HGU11 4 Irregular E!ev_ada Y Aterciopelada Opaca o Sectorlzada_y con Crema Desflecado - Moho
limitada seca surcos radiales
HGU11 5 Irregular E!ev_ada Y Aterciopelada Opaca o Sectorlzada_y con Crema Desflecado - Moho
limitada seca surcos radiales
HGU11 6 Irregular E!ev_ada Y Aterciopelada Opaca o Sectorlzada_y con Marron Desflecado - Moho
limitada seca surcos radiales claro
HGU11 7 Irregular E!ev_ada y Aterciopelada Opaca o Con Surcos Marron Desflecado - Moho
limitada seca radiales 0scuro
HGU11 8 Irregular Plana_y Pulverulenta Opaca o Plegada Blanca Desflecado - Moho
extendida seca
HGU11 9 Filamento Con\_/gxa Y Algodonosa Opaca o Sectorizada Blanca Desflecado - Moho
sa umbilicada seca
HGU11 10 Filamento Plana.y Pulverulenta Opaca o Con SUrcos Verde Desflecado Marrén Moho
sa extendida seca radiales 0scuro
HGU11 11 Circular Conygxa Y Pulverulenta Opaca o Plegada Oro Desflecado Marrén Moho
umbilicada seca
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Tabla N° 4: Descripcion microscopica de las colonias fungicas aisladas de
tracto digestivo de larvas alimentadas con dieta GU.

CODIGO DE DESCRIPCION DE LAS CARACTERISTICAS
LA CEPA MICROSCOPICAS
FUNGICA
Colonia de levaduras unicelulares del tipo blastosporas alargadas
HGM11 1 .
- que forman pseudohifas.
Colonia de levaduras unicelulares del tipo blastosporas ovoides
HGM11 2 i
- y alargadas que forman pseudohifas.
Colonia de levaduras unicelulares del tipo blastosporas alargadas
HGM11_3 .
- que forman pseudohifas.
Colonia de levaduras unicelulares del tipo blastosporas ovoides
HGM11 4 i
- y alargadas que forman pseudohifas.
Colonia de levaduras unicelulares del tipo blastosporas alargadas
HGM11 5 .
- que forman pseudohifas.
Colonia de levaduras unicelulares del tipo blastosporas alargadas
HGM11 6 que forman pseudohifas. También se encuentran blastosporas
globosas unidas a las pseudonhifas.
Colonia de levaduras unicelulares del tipo blastosporas alargadas
HGM11_7 que forman pseudohifas. También se encuentran Blastosporas
globosas unidas a las pseudohifas.
HGM11 8.1 Colonia de Ievaduras_ unicelulares del tipo blastosporas ovoides
- que forman pseudohifas.
HGM11 8.2 Colonia de Ievaduras_ unicelulares del tipo blastosporas alargadas
- que forman pseudohifas.
Colonia de levaduras unicelulares del tipo blastosporas ovoides
HGM11 9 .
- que forman pseudohifas.
HGM11 10 Colonia de Ievaduras_ unicelulares del tipo blastosporas globosas
- que forman pseudohifas.
Colonia de levaduras unicelulares del tipo blastosporas ovoides
HGM11 11 .
- y globosas que forman pseudohifas.
HGM11 12 Colonia de Ievaduras_ unicelulares del tipo blastosporas ovoides
- que forman pseudohifas.
HGM11 13 Colonia de Ievaduras_ unicelulares del tipo blastosporas globosas
- que forman pseudohifas.
HGU1L 1 Colonia de levaduras unicelulares del tipo blastospora ovoides y
- alargadas que forman pequefias agrupaciones.
Hongo pluricelular filamentoso, Hifas hialinas tabicadas de
donde parte un conidiéforo recto con terminacion en vesicula.
HGU11 2 Pequefias fidlides rodean a la vesicula terminando en conidios en
cadenas largas. También puede observarse cleistotecios producto
de la reproduccion sexual del hongo.
Hongo pluricelular filamentoso, Hifas hialinas tabicadas de
HGU11 3 donde parte un conididéforo recto con terminacion en vesicula.

Pequefias fidlides rodean a la vesicula terminando en conidios
esféricos de cadenas largas.
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HGU11 4

Hongo pluricelular filamentoso, Hifas hialinas tabicadas de
donde parte un conidi6foro pequefio recto ramificado con
fialides pequefias que son base de las conidias subesfericas con
base trunca de paredes delgadas y verrugosas en cadenas.

HGU11 5

Hongo pluricelular filamentoso, Hifas hialinas tabicadas y
vacuolizadas, de donde parte un conidiéforo pequefio recto
ramificado con fialides pequefias que son base de las conidias
subesféricas con base trunca de pared delgada y verrugosa en
cadena larga.

HGU11_6

Hongo pluricelular filamentoso, Hifas hialinas tabicadas y
vacuolizadas, de donde parte un conidiéforo pequefio recto
ramificado con fialides pequefias que son base de las conidias
subesféricas con base trunca de pared delgada en cadena larga.

HGU11 7

Hongo pluricelular filamentoso, Hifas hialinas tabicadas y
vacuolizadas, de donde parte un conidiéforo pequefio recto
ramificado con fialides pequefias que son base de las conidias
subesféricas con base trunca de pared delgada y verrugosa en
cadena larga.

HGU11 8

Hongo pluricelular, hifas delgadas septadas y hialinas.
Abundantes microconidias piriformes, que se encuentran sésiles
al lado de las hifas en formas alternas.

HGU11 9

Hongo pluricelular, hifas delgadas hialinas. Presentan
artroconidias que aparecen por la segmentacion de hifas.

HGU11_10

Hongo pluricelular, hifas delgadas septadas y hialinas. Cuentan
con conididforos rectos, hialinos, con fialides que nacen sobre
métulas. Conidias producidas en cadenas con forma esféricas
con base trunca y hialinas

HGU11_11

Hongo pluricelular filamentoso, Hifas hialinas tabicadas de
donde parte un conidi6foro recto con terminacion en vesicula.
Pequefias fidlides rodean a la vesicula terminando en conidios
esféricos de cadenas largas. También puede observarse
cleistotecios producto de la reproduccion sexual del hongo.
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8.2.2. Ildentificacion molecular de las cepas fungicas aisladas

El método de fenol:cloroformo para la extraccion de ADN de cepas
levaduriformes logré obtener ADN sin ningun inconveniente. Sin embargo, dicho
método no permitio la extraccion de ADN en cepas filamentosas; por lo que se
realizaron cambios en el protocolo que incluia el uso de mercaptoetanol con el fin

de lograr romper la pared celular fangica.

La amplificacion del ADN fangico utilizando PCR convencional con los
cebadores NS5-F e ITS4-R lograron obtener productos de aproximadamente 1330

pb en la mayoria de casos (Figura 12).

1 kB plus
DNA Ladder

HGU11_7

HGU11_8

HGU11_9

HGU11 11
HGU11_10

HGU11_2

HGU11_3

HGU11_1
CONTROL DE REACTIVOS

HGU11_6

wn
-
-
=}
o
8 =)

Figura 12: Productos de PCR obtenidos a partir de la
amplificacion de ADN de hongos provenientes del tracto
digestivo de larvas de H. illucens.

Se muestra que la mayoria de ellos posee un tamafio de 1330 pb.
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Posteriormente al secuenciamiento de los productos con los cebadores NS5-F,
ITS4-R y NS7 (Interno); se analizaron las secuencias con la herramienta BLAST.
Las especies sugeridas fueron aquellas con el mayor porcentaje de identidad y

cobertura detalladas en la Tabla N° 5y 6.

La micobiota intestinal perteneciente a la poblacion de larvas alimentadas con
dieta GS, mostrd ser poco diversa, todas las cepas aisladas pertenecian al filo
Ascomycota, clase Saccharomycetes y al orden Sacharomycetales con tan so6lo 2
géneros diferentes: Candida y Pichia en porcentajes de 36 y 64% respectivamente
siendo el género Pichia el més prevalente (Figura 13). Se identifico 3 especies
diferentes, 9 cepas obtuvieron un 99-100% de identidad y una cobertura de 99-
100% con la especie Pichia kudriavzevii, otras 4 cepas obtuvieron un 99% de
identidad con una cobertura de 99-100% con la especie Candida glabrata, y sélo
una cepa fue considerada como Candida tropicalis con un 99% de identidad y una

cobertura de 100% (Tabla N°5).

La micobiota perteneciente a la poblacion de larvas alimentadas con dieta GU,
mostrd tener mas diversidad de géneros fungicos teniendo un total de 4 especies
de levaduras y 5 géneros de hongos filamentosos. De manera general el 56% de
las cepas correspondieron al filo Ascomycota y pertenecian a 3 clases
(Eurotiomycetes, Saccharomycetes y Sordariomycetes), 4 oOrdenes (Erotiales,
Onygenales, Saccharomycetales y Microascales) y 8 géneros diferentes (Pichia,
Candida, Stephanoascus, Aspergillus, Penicillium, Arthroderma, Ascosphaera y
Scopulariopsis). El 44% restante correspondieron al filo Basidiomycota, clase

Tremellomycetes, orden Trichosporonales pertenecientes a los Trichosporonales
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no clasificados, los mismos que resultaron ser el grupo més prevalente, seguido

de Scopulariopsis (16%) y Aspergillus (12%) (Figura 13).

Filo Clase  Orden  Género
100 g Bl Gé
Ascomycota Ascosphaera
Basidiomycota B Aspergillus
75 1 Arthroderma
~ — Clases M Candida
e Eurotiomycetes B Penicillium
% Saccharomycetes Pichia
I= B Sordariomycetes W Scopulariopsis
g 2 Il Tremellomycetes Stephanoascus
5 B Trichosporonales
Ordenes no clasificados
254 Erotiales
Microascales
[l Onygenales
B Saccharomycetales
0- I Trichosporonales
GSGU GSGU GSGU GSGU
Dieta

Figura 13: Composicion taxonémica de la micobiota intestinal de larvas de
H. illucens.

GS: larvas alimentadas con alimento comercial para aves, GU: larvas alimentadas
con guano de gallina. Cada cepa se agrup6 de acuerdo al filo, clase, orden y género
al que pertenecian de acuerdo al porcentaje de su abundancia.

Las cepas levaduriformes aisladas del tracto intestinal de la poblacion larval
alimentada con GU ( Tabla N° 6) mostr6 que, 2 cepas fueron identificadas como
Stephanoascus ciferrii con un 100% de identidad y 53% de cobertura, y dos fueron
consideradas de manera individual como Candida pseudorugosa (96% de
identidad en un 100% de cobertura) y Pichia kudriavzevii (99% de identidad en

un 100% de cobertura). Las 11 cepas restantes fueron consideradas como
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Trichosporonales no clasificados con 99% de identidad y un 99-100% de

cobertura.

Entre las cepas fungicas filamentosas ( Tabla N° 6) se obtuvo que tres de ellas
pertenecian al género Aspergillus con una identidad de 97-98% y una cobertura
de 100%. Ademas, 4 cepas (HGU11 4 — HGU11_7) fueron identificadas como
Scopulariosis brevicaulis con un 99% de identidad y 82% de cobertura. La cepa
HGU11_10 fue considerada como Penicillium janthinellum con una identidad del
98% y una cobertura de 99%; mientras que HGU11 9 fue considerada como

Ascosphaera variegata con una identidad del 89% y una cobertura de 100%.

Lacepa HGU11 8 fue identificada como Arthroderma multifidum ya que presento
mayor identidad y cobertura (100 y 65% respectivamente); sin embargo, es
necesario mencionar que dicha especie es el estadio sexual (Teleomorfo) de
Chrysosporium multifidum (anamorfo), y que en nuestro caso, el cultivo en agar

mostro estructuras reproductivas pertenecientes a este Gltimo estadio.
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Tabla N° 5: Identificacién molecular de cepas aisladas a partir del tracto
digestivo de larvas alimentadas con GS.

IDENTIFICACION MOLECULAR

. TIPO DE 0
CODIGO % de ode | edigo de . .
COLONIA | . cobertura Especie sugerida
identidad Acceso
de consulta
Pichia kudriavzevii
HGS11 1 Levadura 100% 100% CP021092.1 .
strain SJP
Pichia kudriavzevii
HGS11 2 Levadura 100% 99% CP021090.1 .
strain SJP
Candida glabrata
0, 0,
HGS11 3 Levadura 99% 99% CR380958.2 strain CBS138
Candida glabrata
0, 0,
HGS11 4 Levadura 99% 99% CR380958.2 strain CBS138
HGS11 5 | Levadura | 100% 99% | cPoz10g.1 | ©ichia kudriavzevii
strain SJP
Pichia kudriavzevii
HGS11 6 Levadura 99% 99% CP021092.1 .
strain SJP
Pichia kudriavzevii
HGS11 7 Levadura 99% 100% CP021092.1 .
strain SJP
Pichia kudriavzevii
HGS11 8 Levadura 99% 100% CP021092.1 .
strain SJP
Candida glabrata
0, 0
HGS11 9 Levadura 99% 100% CR380958.2 strain CBS138
HGS11 10 | Levadura | 99% 100% | CP021092.1 | | ichia kudriavzevii
strain SJP
HGS11 11 | Levadura | 99% 100% | LC317532.1 | Candidatropicalis
- " |isolate LMICRO111
HGS11 12 | Levadura | 99% 100% | CP028774.1 | | ichia kudriavzevii
strain SJP
Candida glabrata
0, 0
HGS11 13 | Levadura 99% 100% CR380958.2 strain CBS138
HGS11 14 | Levadura | 99% 100% | CPo28774.1 | ichia kudriavzevii

strain SJP
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Tabla N° 6: Identificacién molecular de cepas aisladas a partir del tracto

digestivo de larvas alimentadas con Guano de gallina.

CcODIGO

TIPO DE
COLONIA

IDENTIFICACION MOLECULAR

% de
identidad

% de
cobertura
de
consulta

Cddigo de
acceso

Especie sugerida

HGM11 1

Levadura

99%

99%

EF060720.1

Unclassified
Trichosporonales
LM408

HGM11_2

Levadura

99%

100%

EF060720.1

Unclassified
Trichosporonales
LM408

HGM11_3

Levadura

99%

99%

EF060720.1

Unclassified
Trichosporonales
LM408

HGM11_4

Levadura

99%

100%

EF060720.1

Unclassified
Trichosporonales
LM408

HGM11_5

Levadura

99%

100%

EF060720.1

Unclassified
Trichosporonales
LM408

HGM11_6

Levadura

100%

53%

AB000662.1

Stephanoascus
ciferrii

HGM11_7

Levadura

100%

53%

AB000662.1

Stephanoascus
ciferrii

HGM11 8.1

Levadura

99%

100%

EF060720.1

Unclassified
Trichosporonales
LM408

HGM11_8.2

Levadura

99%

100%

EF060720.1

Unclassified
Trichosporonales
LM408

HGM11_9

Levadura

99%

100%

EF060720.1

Unclassified
Trichosporonales
LM408

HGM11_10

Levadura

99%

100%

EF060720.1

Unclassified
Trichosporonales
LM408

HGM11_11

Levadura

99%

99%

EF060720.1

Unclassified
Trichosporonales
LM408

HGM11_12

Levadura

99%

100%

EF060720.1

Unclassified
Trichosporonales
LM408
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Candida

HGM11 13 | Levadura 96% 100% KT336718.1 pseudorugosa
strain CBS 10433
Pichia kudriavzevii
0 0,
HGU11 1 Levadura 99% 100% CP028774.1 strain CBS573
HGU11_2 Moho 97% 100% AP007173.1 Aspergillus sp.
HGU11 3 Moho 97% 100% AP007173.1 Aspergillus sp.
Scopulariopsis
HGU11 4 Moho 99% 82% AY083220.1 | brevicaulis strain
NCPF 2177
Scopulariopsis
HGU11 5 Moho 99% 82% AY083220.1 | brevicaulis strain
NCPF 2177
Scopulariopsis
HGU11 6 Moho 99% 82% AY083220.1 | brevicaulis strain
NCPF 2177
Scopulariopsis
HGU11 7 Moho 99% 82% AY083220.1 | brevicaulis strain
NCPF 2177
HGU11 8 Moho 100% | 65% | ABsel747.1| Arthroderma
multifidum
HGU11_9 Moho 89% 100% | Jx268538.1 | Ascosphaera
variegata
HGU11 10 | Moho 98% 99% | AB2939eg.1 | Fenicillium
janthinellum
HGU11 11 Moho 98% 100% EF614252.1 Aspergillus sp.
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8.3. Pruebas de antagonismo frente a patégenos bacterianos ATCC

Se determind el potencial antimicrobiano para cada una de las cepas aisladas a partir
de larvas alimentadas con 2 dietas diferentes (GS y GU), y enfrentadas contra dos
patogenos bacterianos (S. aureus ATCC 43300 y S. Typhimurium ATCC 13311).
El reporte del potencial antimicrobiano se realizé de manera independiente para los
hongos levaduriformes obtenidos a partir de larvas alimentadas con la dieta GS, los
hongos levaduriformes obtenidos a partir de larvas alimentadas con la dieta GU y

los hongos filamentosos obtenidos a partir de larvas alimentadas con la dieta GU.

Ademaés, para el caso de los antagonismos realizados con levaduras, se catalogo
cada halo de inhibicién de acuerdo a su claridad y su potencial antimicrobiano
(Figura 14). La claridad fue clasificada en 3 categorias ordinales. Los halos con
poca transparencia o tenues (menor efecto inhibitorio) fueron catalogados con una
cruz (+), mientras que halos con transparencia media fueron catalogados con dos

cruces (++) y halos con mayor transparencia fueron catalogados con tres cruces

(+++).

. \N /

Transparencia del Halo + Transparencia del Halo ++ Transparencia del Halo +++

Figura 14: Determinacion de los halos de inhibicién catalogados segin su
transparencia.

Los circulos cremas son las levaduras cultivadas en blogues de ASB; alrededor se
observa los diferentes grados de inhibicion de las bacterias ATCC inmersas en AN,
teniendo halos catalogados con una cruz (A), dos cruces (B) y tres cruces (C).
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La poblacién de hongos levaduriformes aislados a partir de larvas alimentadas con
GS consto de 14 cepas (Figura 15, Anexo 1). El enfrentamiento de dichas cepas no
mostrd actividad antimicrobiana contra S. aureus ATCC 43300. Al contrario, 13 de
estas mismas cepas mostraron actividad antimicrobiana contra S. Typhimurium
ATCC 13311 presentando una mediana de 1.77 (Rl =0.3, p25 = 1.58, p75 = 1.88).
Solo la cepa identificada como Candida tropicalis, no present6 actividad contra los
dos patogenos probados (Valores de actividad antimicrobiana detallados en Anexo

4).

En esta poblacion de hongos levaduriformes se observé que las cepas activas contra
S. Typhimurium ATCC 43300 fueron identificadas como Candida glabrata y
Pichia kudriavzevii. El potencial antimicrobiano de todas las cepas identificadas
como C. glabrata (Mediana = 1.5, Rl = 0.1, p25 = 1.46, p75 = 1.56) fue menor y
estadisticamente significativo (P=0.0001, test de Mann-Whitney) al potencial
antimicrobiano de las cepas identificadas como P. kudriavzevii (Mediana = 1.88,
Rl = 0.13, p25 = 1.75, p75 = 1.88). Por otro lado, se observo que los halos de
inhibicion producidos por C. glabrata fueron categorizados como una inhibicién
tenue (+), mientras que los producidos por P. kudriavzevii fueron categorizados

como tenues a moderados (+, ++).
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Figura 15: Potencial antimicrobiano de hongos levaduriformes aislados
del tracto digestivo de larvas alimentadas con GS.

Los puntos representan el potencial antimicrobiano de cada cepa aislada contra
los patégenos bacterianos S. aureus ATCC 43300 y S. Typhimurium ATCC
13311. Los colores las agrupan con la especie a la cual pertenece. La linea roja
es arbitraria y diferencia entre las cepas levaduriformes con actividad
antimicrobiana (por encima de ella) y las que no presentan actividad (por
debajo de ella).

La poblacion de hongos levaduriformes aisladas a partir de larvas alimentadas con
GU estuvo constituida por 15 cepas (Figura 16, Anexo 2). El enfrentamiento de
dichas cepas mostr6 que 14 de ellas fueron activas contra S. aureus ATCC 43300

presentando una mediana de 2.71 (RI1 = 0.34, p25 = 2.54, p75 = 2.88).
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Figura 16: Potencial antimicrobiano de hongos levaduriformes
aislados del tracto digestivo de larvas alimentadas con GU.

Los puntos representan el potencial antimicrobiano de cada cepa aislada
contra los patdgenos bacterianos S. aureus ATCC 43300 y S. Typhimurium
ATCC 1331. Los colores las agrupan con la especie a la cual pertenece. La
linea roja es arbitraria y diferencia entre las cepas levaduriformes con
actividad antimicrobiana (por encima de ella) y las que no presentan
actividad (por debajo de ella).

En esta poblacion de hongos levaduriformes se observo que las cepas activas
contra Staphylococcus aureus ATCC 43300 fueron identificadas como Candida
pseudorugosa (Mediana = 2.54, Rl = 1.04, p25 =1.75, p75 =2.79), Stephanoascus
ciferrii (Mediana = 2.63, Rl = 0.33, p25 = 2.63, p75 = 2.96), y cepas de
Trichosporonales no clasificados (Mediana = 2.75, Rl = 0.38, p25 = 2.5, p75
=2.88). No se observé diferencias significativas en el potencial antimicrobiano
entre las cepas activas contra S. aureus ATCC 43300 (P=0.5031, test de Kruskal

Wallis). Ademas, se observé que los halos de inhibicién producidos por las cepas
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activas fueron categorizados como una inhibicion tenue (+). Por otro lado, s6lo 1
cepa mostro actividad antimicrobiana contra S. Typhimurium ATCC 13311 y fue
identificada como P. kudriavzevii (Valores de actividad antimicrobiana detallados

en Anexo 5).

Finalmente, la poblacién de hongos filamentosos aislados a partir de larvas
alimentadas con GU constd de 10 cepas (Figura 17, Anexo 3). El enfrentamiento
de dichas cepas mostré que 4 de ellas presentaron actividad antimicrobiana contra
S. aureus ATCC 43300 presentando una mediana de 1.3 (RI= 0.37, p25=1.1,
p75=1.47). Mientras que 5 cepas mostraron actividad antimicrobiana contra S.
Typhimurium ATCC 13311 presentando una medianade 1.17 (R1=0.04, p25=1.16,
p75=1.2). S6lo la cepa identificada como Ascosphaera variegata, no presentd
actividad contra los dos patdgenos probados (Valores de actividad antimicrobiana

detallados en Anexo 6).

En esta poblacion de hongos filamentosos se observé que las cepas activas contra
S. aureus ATCC 43300 fueron identificadas como Penicillium janthinellum,
Aspergillus sp. y Arthroderma multifidum, observandose diferencias significativas
entre sus potenciales antimicrobianos (P=0.01, test de Kruskal wallis). El potencial
antimicrobiano contra S. aureus ATCC 43300 de A. multifidum y P. janthinellum
fue mayor y estadisticamente significativo respecto a la cepa de Aspergillus sp. (P=

0.0176 para ambas especies, test de Mann-Whitney). P. janthinellum y A.
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multifidum presentaron los potenciales antimicrobianos mas altos, dicho potencial

fue similar en ambas especies (P=0.0765, test de Mann-Whitney).
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Figura 17: Potencial antimicrobiano de hongos filamentosos aislados del
tracto digestivo de larvas alimentadas con GU.

Los puntos representan el potencial antimicrobiano de cada cepa aislada
contra los patdgenos bacterianos S. aureus ATCC 43300 y S. Typhimurium
ATCC 13311. Los colores las agrupan con la especie a la cual pertenece. La
linea roja es arbitraria y diferencia entre las cepas filamentosas con actividad
antimicrobiana (por encima de ella) y las que no presentan actividad (por
debajo de ella).

Por otro lado, las cepas activas contra S. Typhimurium ATCC 13311 fueron
identificadas como Aspergillus sp., P. janthinellum y Scopulariopsis brevicaulis. El
potencial antimicrobiano de estas cepas no presento diferencias estadisticamente

significativas entre ellas (P= 0.1, test de Kruskal wallis).
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Los resultados de los controles positivos de inhibicion bacteriana con tetraciclina
presentaron repetitividad, obteniendo potenciales antimicrobianos de 3.17+0.18

contra S. aureus ATCC 43300 y 2.63+0.15 contra S. Typhimurium ATCC 13311.

Con estos resultados se determiné que a pesar que las cepas levaduriformes
mostraron un alto potencial antimicrobiano, no fueron capaces de mostrar una
inhibicion completa contra alguna de las cepas bacterianas patégenas ATCC y no
fueron consideradas como cepas productoras de antimicrobianos prometedores. Por
este motivo, se decidié seleccionar a las cepas filamentosas con alto potencial

antimicrobiano como candidatas a nuestro estudio.

Como se puede observar en la Figura 17 las cepas filamentosas mas prometedoras
fueron HGU11 10 (P. janthinellum) y HGU11 8 (A. multifidum), con un potencial
antimicrobiano para S. aureus ATCC 43300 de 1.49 + 0.01 y 1.42 + 0.03
respectivamente. Al tomar en cuenta las dos condiciones para la eleccion de la cepa
a trabajar, se optd por la cepa HGU11 8 identificada como A. multifidum que
mostraba menos reportes de estudios de produccion de compuestos

antimicrobianos, en comparacion con el género Penicillium.

8.4.  Evaluacion antibacteriana del hongo promisorio

El rendimiento de extracto crudo obtenido a partir del cultivo en medio liquido de
la cepa HGU11 8 (A. multifidum) fue de 142 mg/L y tenia como caracteristica
resaltante su alta viscosidad, ademéas de poseer una coloracion amarillenta. El
extracto se diluia de manera completa en Acetato de etilo y en DMSO; y si se diluia

en compuestos acuosos como caldos de cultivo, tenia la tendencia a emulsionar.
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La cepa HGU11_8 fue evaluada de manera preliminar a partir de dicho extracto
crudo por medio de la técnica de bioautografia para detectar si el hongo era
efectivamente productor natural de algiin compuesto antimicrobiano. Al realizar la
bioautografia por punto en 3 concentraciones diferentes del extracto crudo (100,
200 y 300 pg) contra los dos patogenos ATCC, observamos que era inefectivo para
inhibir a S. Typhimurium ATCC 13311 en todas las concentraciones estudiadas
(Figura 18A). Sin embargo, al ser enfrentado contra S. aureus ATCC 43300, se
observo que adn la concentracion mas baja estudiada (100 pg) del extracto crudo
podia inhibir de manera tenue al patdgeno bacteriano antes mencionado (Figura

18B) con un halo de inhibicién de 6 mm.

Este perfil fue mejorando conforme se aumentaba la concentracion del extracto (8
mm de halo de inhibicion bacteriano para 200 y 300 pg del extracto crudo). Por
ultimo, el control positivo fue exitoso y reproducible en ambos experimentos
obteniendo halos de inhibicion de 14 mm para S. Typhimurium ATCC 13311y 18
mm para S. aureus ATCC 43300 cuando se utilizaba 0.25 pg de tetraciclina;
mientras que los controles negativos y positivos de crecimiento mostraron

resultados de acuerdo a lo esperado.
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A. Salmonella enterica variedad B. Staphylococcus aureus
Typhimurium ATCC 13311 MRSA ATCC 43300

100 pg 100 pg Tet (0.25pg) 100 pg 100 pg Tet (0.25 pg)

ATE—

200 ug 200 ug Tet (0.25 ug) 200 ug 200 ug Tet (0.25 ug)

300 pg 300 pg Tet (0.25 ug) 300 pg 300 pg Tet (0.25 pg)

Figura 18: Bioautografia por punto del extracto crudo del hongo.

El enfrentamiento se realizd en concentraciones de 100, 200 y 300 ug contra S.
Typhimurium ATCC 13311 (A) y S. aureus ATCC 43300 (B). Se visualiza de
color amarillo los halos de inhibicion producidos por el extracto, mientras que el
color azul oscuro es la prueba del crecimiento éptimo de cada bacteria.

Al realizar la bioautografia en TLC con corrida en sistema de solventes, se pudo
visualizar también el perfil del extracto crudo a 254 y 366 nm (Figura 19). La
visualizacion a 254 nm mostré una buena separacién de bandas, de manera visual
las bandas mayoritarias tenian un Rf de 0.84, 0.51 y 0.18; mientras que las bandas
minoritarias fueron observadas mejor a una longitud de onda de 366 nm con Rf
menor a 0.38; en esta longitud de onda de pudo observar que existia una banda con
un Rf de 0.88 bastante cercana a una de las bandas mayoritarias observadas a una

longitud de onda de 254 nm con Rf de 0.84 (Figura 19).
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Figura 19: Perfil del extracto crudo del hongo HGU11 8 en TLC.
Se observa el perfil de compuestos en dos longitudes de onda (254 nm
y 366 nm) presentes en el extracto luego de utilizar la fase movil
Diclorometano:Metanol (9.5:0.5).

Los resultados de la bioautografia mostraron actividad antimicrobiana con un halo
de inhibicion de 6 mm de didmetro y con un Rf de 0.87, el responsable de dicha
inhibicidn seria entonces la banda visualizada a 254 nm con un Rf de 0.84 (Figura

20).
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254 nm  Bioautografia

0.84

Figura 20: Comparacion del perfil del TLC con la
bioautografia por corrida de solventes del extracto crudo.

Bioautografia del extracto crudo del hongo (derecha) contra S.
aureus ATCC 43300, comparado con el perfil del extracto en TLC
visualizado a 254 nm (izquierda). EI compuesto marcado de rojo
(RF=0.84) es el posible causante del halo de inhibicion bacteriano.

Por otro lado, se determind IC50 y MIC del extracto crudo del hongo activo por
medio de la metodologia de microdilucion en caldo. Obteniendo que el valor de
IC50 del extracto crudo frente a la cepa patdgena S. aureus ATCC 43300 fue de 1.6
+ 0.16 mg/mL con un MIC de 4 mg/mL. Mientras que el control positivo
(tetraciclina) mostré un 1C50 de 0.056 + 0.002 pg/mL con un MIC de 0.3 pg/mL

para la misma cepa patdgena.
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9. DISCUSION

La busqueda de nuevas fuentes biologicas de compuestos antibidticos ha sido
propiciada por la envergadura de la resistencia antimicrobiana que se observa dia a
dia. Actualmente se sabe que la microbiota intestinal de diversos organismos es
responsable de protegerlos contra bacterias patogenas, incluso en sistemas tan
pequefios como lo es el intestino de diversos insectos. Las larvas de H. illucens son
un ejemplo bastante claro de este hecho, ya que gracias a su microbiota intestinal
son capaces de sobrevivir a las condiciones agrestes de su alimento reduciendo a la
poblacién de bacterias patdgenas que puede encontrarse habitandolo (3, 4, 19).
Diversos autores reportan a bacterias y hongos benéficos productores de moléculas
antimicrobianas que ayudarian en la proteccion contra poblaciones microbianas

dafiinas impidiendo su colonizacion en el tracto digestivo de insectos (25, 32).

Este trabajo de investigacion se centra en la exploracion de la micobiota de las
larvas de H. illucens, que ha demostrado ser uno de los campos menos estudiados
de esta especie y por tanto con un potencial antimicrobiano poco conocido con
muchas posibilidades de obtener un recurso interesante. Por este motivo se aisl9,
identifico y evalué a los microorganismos fungicos del tracto digestivo de dos
poblaciones de larvas alimentadas con diferentes dietas: larvas alimentadas con
alimento comercial para aves (GS) y larvas alimentadas con guano de gallina (GU)
con la finalidad de determinar la existencia de hongos intestinales que produjeran

sustancias antimicrobianas capaces de hacer frente a patdgenos bacterianos.

Los primeros objetivos de esta tesis fueron secuenciales, iniciando en el aislamiento

y posterior identificacion de la micobiota que habita el tracto digestivo de larvas de
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H. illucens. El estudio de hongos dentro de este habitat no ha sido muy profundizado
en comparacion a los grupos bacterianos, es mas, éste estudio es uno de los primeros
en reportar las especies de cepas fungicas cultivables aisladas del tracto digestivo

de larvas de H. illucens con las dietas GS y GU bajo condiciones de laboratorio.

La alimentacion control (GS) utilizada en la crianza de una de las poblaciones
larvales, fue un alimento enriquecido con las cantidades ideales de nutrientes para
el desarrollo correcto de un organismo, ademas dicho alimento no se encontrd en
contacto con patégenos microbianos y por tanto no es un medio hostil para ellas.
Los tractos intestinales de estas larvas mostraron Gnicamente la presencia de hongos
levaduriformes lo cual concuerda con los reportes de Varotto et al. en donde la
mayoria de las cepas aisladas fueron del tipo levaduras y el Gnico hongo filamentoso
aislado fue Geotrichum candidum (59). En nuestro caso se observo una alta
cantidad de levaduras del filo Ascomycota, todas ellas pertenecientes a la clase
Saccharomycetes con poca diversidad de géneros (Pichia y Candida) y con mayor
predominancia (64%) de la especie Pichia kudriavzevii. La presencia de ambos
géneros en el tracto intestinal de larvas alimentadas con GS no ha sido reportada y
son contrastantes a los hallazgos de Varotto et al. (59) quienes a partir de un
alimento similar pudieron aislar mayor diversidad de cepas pertenecientes a los
géneros Trichosporon y Geotrichum provenientes de larvas criadas por 14 dias con
alimento para pollo; mientras que a los 17 dias de vida, las larvas presentaron una
micobiota diferente, mostrando predominantemente las especies Debaryomyces y
Rhodotorula. Cabe resaltar que ambos experimentos estuvieron provistos de un
tratamiento inicial con antibioticos; es decir, se suministraba alimento para pollo

con agentes antimicrobianos por los primeros 7 dias de vida.
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Los hechos presentados por Varotto et al. (59) nos lleva a suponer que la edad o
estadio larval influye mucho en la diversidad de cepas fungicas dentro del tracto
digestivo por lo cual, la colecta de larvas en diferentes estadios deberia ser un
estudio proximo para diferenciar la fluctuante micobiota a través del tiempo. En
nuestro caso, las larvas colectadas tienen 11 dias de vida y con alimento GS
constante desde su eclosién sin ningun tipo de antibiotico; por lo que seria muy
dificil realizar una comparacion certera con los muestreos de Varotto et al.(59), no

obstante nos sirve como una primera referencia.

La micobiota que reportamos para esta poblacion larval alimentada con GS, esta
emparentada con la micobiota de insectos del orden Diptera e Hymenoptera. La
levadura Pichia kudriavzevii (Teleomorfo de Candida krusei) también conocida
como lIssatchenkia orientalis (sinonimia) (60, 61) ha sido aislada de manera
frecuente del tracto digestivo de larvas de Bactrocera tryoni (62) y dentro del
intestino de Drosophila (63), a su vez P. kudriavzevii y C. glabrata (sinonimia:
Torulopsis glabrata) han sido reportados en el tracto intestinal de abejas (63).
Mientras que Candida tropicalis (sinonimia: Monilia tropicalis) ha sido aislada a

partir de insectos de la familia Vespidae (64).

Por otro lado, la alimentacion con GU utilizada en la crianza de la segunda
poblacién de larvas de H. illucens puede presentar diversos patdgenos bacterianos
ademas de coexistir con la micobiota propia del sustrato (65). Aun no hay
referencias previas sobre la micobiota intestinal de larvas de H. illucens alimentadas
con GU; sin embargo, comparandose con la micobiota encontrada en la dieta GS
observamos una mayor diversidad de géneros que no soOlo pertenecen al filo

Ascomycota sino también al filo Basidiomycota. En este caso los hongos de mayor
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predominancia pertenecen a la clase Tremellomycetes destacando los hongos no

clasificados del orden Trichosporonales (Ver Figura 13).

Los hongos levaduriformes menos abundantes fueron identificados como
Stephanoascus ciferrii (sinonimia: Trichomonascus ciferri, anamorfo: Candida
ciferrii), Candida pseudorugosa (anamorfo, sinonimia: Diutina pseudorugosa (66))
y Pichia kudriavzevii (Sinonimia: Issatchenkia orientalis, Anamorfo: Candida
krusei); de hecho, se aislé también hongos filamentosos identificados como
Arthroderma multifidum (anamorfo: Chrysosporium multifidum) (67, 68),
Ascosphaera variegata, Aspergillus sp., Penicillium janthinellum, y Scopulariopsis
brevicaulis (Sinonimia: Penicillium brevicaule, Teleomorfo: Microascus
brevicaulis). Por Gltimo, la Gnica especie ubicua aislada a partir de ambas dietas fue
Pichia kudriavzevii; sin embargo, se encontraba en mucho menor proporcion en
larvas alimentadas con la dieta GU (9%) que con la GS (64%). Los géneros como
Aspergillus, Candida, Chrysosporium vy Penicillium han sido reportados
anteriormente en guano de pollo (65) lo que nos lleva a respaldar la sugerencia de
Varotto et al. (2017) que indican la selectividad de diferentes comunidades fangicas

a partir del tipo de sustrato en el que se alimentan (59).

Una de las limitantes de este estudio fue no tener los datos certeros de la
composicion fungica dentro de cada dieta (GS y GS) que podria respaldar el anterior
enunciado. Esta informacidn podria servir para comparar a las especies de hongos
ubicuas del sustrato (GU) y del tracto digestivo de la mosca, con el fin de inferir a
las especies de hongos que transitan en el proceso de alimentacion de H. illucens;

asi como también sugerir a las especies fungicas que se encuentren siendo
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seleccionadas naturalmente dentro de su tracto digestivo por las mismas

condiciones ambientales que éste posee.

La importancia del descubrimiento de este tipo de microorganismos fungicos dentro
del tracto digestivo de las larvas de H. illucens se basa en el proposito que estarian
desempefiando como endosimbiontes. Desde hace mucho tiempo se sabe que las
levaduras son microorganismos benéficos dentro del tracto digestivo de cualquier
individuo bajo los parametros adecuados. Pese a ello no se tiene conocimiento
certero del beneficio que estaria obteniendo las levaduras a partir de esta simbiosis;
sin embargo, si se sabe de los beneficios que obtienen los insectos al tenerlas como
endosimbiontes, tanto es asi que muchas veces es dificil discernir si existe

realmente un mutualismo (69).

Por un lado las levaduras proveen a los insectos de enzimas importantes que
mejoran la digestion de sus alimentos; como es el caso de las exo y endoinulinasas
que pueden degradar la inulina a monémeros de fructosa (70) y que pueden ser
asimiladas por los insectos (71). Ademas, producen aminoacidos esenciales,
vitaminas y esteroles que son aprovechados directamente por los insectos (27, 72,
73). Adicionalmente estdn muy relacionadas a la detoxificacién dentro del tracto
digestivo de diversos insectos neutralizando toxinas y permitiendo que éstas sean
excretadas sin generar dafio (72, 74). Del mismo modo, son conocidas por participar
en la comunicacién quimica de los insectos ya que se sugiere que los compuestos
volatiles emitidos por las levaduras pueden ser atractantes para su reproduccion o
generadores de sefiales que permiten conocer el lugar idéneo para su oviposicion.
Por ultimo y lo mas importante es que pueden brindar proteccion frente a las

invasiones microbianas deteniendo la colonizacién de patégenos microbianos (75).
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Los insectos, por otro lado, le brindan a las levaduras de un ambiente protegido y
favorable para su crecimiento, asi como también cumplen la funcion de dispersion

hacia diferentes habitats (73, 76-78)

En contraste con las levaduras, los hongos filamentosos no han sido estudiados
directamente como endosimbiontes, méas bien son vistos como oportunistas y en
otros casos como patdgenos, por lo que no se tiene mucha informacion sobre el
beneficio que aportan dentro del tracto digestivo de los insectos. Lo que se ha
hallado es la relacion directa de su aislamiento dentro del insecto, con su presencia
en el sustrato en el que habitan los huéspedes, esto incrementa la probabilidad de
que sean organismos asimilados junto con el alimento y que estarian siendo
seleccionados dentro del sistema bioldgico de la mosca para su conveniencia (por
contar con enzimas 0 hasta incluso sustancias antimicrobianas benéficas) a cambio
de brindarles un ambiente con la suficiente cantidad de nutrientes para su desarrollo
(79). Se sabe que incluso algunos de estos hongos seleccionados son capaces de
sobrevivir en unas cavidades glandulares o invaginaciones cuticulares llamadas
micangias donde pueden desarrollarse y reproducirse siendo favorablemente

transportadas a nuevos hospederos gracias a los insectos (80, 81)

El siguiente objetivo de esta tesis se centr6 en determinar si las cepas fungicas
aisladas anteriormente, mostraban actividad antimicrobiana contra dos cepas
bacterianas ATCC. Existe evidencia de la presencia de microorganismos dentro del
intestino de cualquier ser vivo con la capacidad de producir o secretar ciertos
metabolitos secundarios cuyo prop6sito es inhibir el crecimiento de otros
microorganismos dafiinos (74, 82, 83). La micobiota hallada en las larvas

alimentadas con la dieta GS detalla a 3 especies de levaduras (Pichia kudriavzevii,
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Candida glabrata y Candida tropicalis) y 2 de ellas mostraron actividad
antimicrobiana (P. kudriavzevii y C. glabrata) contra el patdgeno S. Typhimurium
ATCC 13111.

Estudios previos demuestras que muchas levaduras del género Candida y Pichia
tienen este tipo de perfil antimicrobiano (84). Lo mas reportado de estos géneros es
su actividad antagonista gracias a las toxinas que producen denominadas “Toxinas
asesinas” (killer toxins) o “Miocinas” que pueden inhibir el crecimiento de
levaduras de perfil sensible o susceptible. No obstante, la actividad antagonista
contra bacterias no parece ser tan documentada. El primer hallazgo fue en el afio
1909 donde Hayduck (85) report6 una toxina termolabil muy parecida a una amina
producida por levaduras, que inhibia el crecimiento de E. coli y bacterias
Staphylococci. Los estudios recientes (86) reportaron a diversas especies de
Candida entre las que se encontraba C. tropicalis, como una de las cepas con
actividad antibacteriana moderada contra E. coli, y que present6 una actividad
negativa contra S. aureus. Nuestros resultados confirman que C. tropicalis es
inactiva contra S. aureus ATCC 43300; adem&s no mostré actividad contra S.
Typhimurium ATCC 13311 pese a ser una cepa gram negativa al igual que E. coli.
Hace algunos afios se comprob6 que la especie P. kudriavzevii puede producir una
toxina asesina que tiene actividad antimicrobiana contra bacterias de diversos tipos,
ya que inhibi6 bacterias gram positivas como Enterococcus faecalis y S. aureus; y
bacterias gram negativas como Escherichia coli, Klebsiella sp., Pseudomonas
aeruginosa y Pseudomonas alcaligenes (87). También se ha comprobado la
actividad antimicrobiana del sobrenadante del cultivo de una cepa perteneciente a

la misma especie contra Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, Klebsiella
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pneumoniae, Salmonella typhi, P. aeruginosa, Vibrio cholerae, Salmonella
flexneri, Pseudomonas mirabilis, y Salmonella paratyphi (88). Mientras que su
anamorfo, C. krusei, ha demostrado tener actividad antimicrobiana contra E coli, S.
Typhimurium, S. aureus y Bacillus cereus (89). Nuestros reportes confirman
efectivamente que esta especie de levadura tiene actividad antimicrobiana contra S.
Typhimurium ATCC 13311; sin embargo, no presentd ningun tipo de actividad
contra S. aureus ATCC 43300.

Por otro lado, la especie C. glabrata no ha sido reportada como activa contra ningun
patdgeno bacteriano, por lo que éste estudio mostraria una primera evidencia de su
actividad antibacteriana contra S. Typhimurium ATCC 13311; por el contrario, se
ha reportado su comportamiento contra otras levaduras mencionando que C.
glabrata es una levadura sensible que es susceptible a ser inhibida por levaduras
productoras de las “Toxinas asesinas”. En otra publicacion (90) se reportd que
diversas especies del género Candida, Pichia, Saccharomyces y Metschnikowia
tienen la capacidad de inhibir al patégeno S. Typhimurium ATCC 14028; sin
embargo dichas cepas no pertenecen a las especies que aislamos.

Cabe resaltar que en nuestros ensayos de enfrentamiento de las cepas
levaduriformes contra las bacterias patégenas ATCC se evidencian halos de
inhibicion bacteriana con diferentes grados de opacidad, esto podria deberse a que
los metabolitos excretados por la levadura poseen actividades bacteriostaticas mas
no bactericidas, ya que no elimina de manera total a la bacteria patégena, en cambio
la inhibe de manera parcial disminuyendo el diametro del crecimiento de cada
unidad formadora de colonia bacteriana evidenciandose un “fenémeno de arrastre”

(91). Este fenomeno se ha observado en hongos enfrentados con diferentes
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antifangicos y normalmente se asocia con la capacidad que tiene el microorganismo
de regular algunos genes para generar resistencia, ademas se ha reportado que el
indculo, latemperatura e incluso el pH puede estar interviniendo en dicho fendmeno
(92). En otros casos se puede relacionar este efecto a la poca o mucha difusion que
presentan los compuestos excretados por las levaduras. La difusion dentro del agar
depende mucho de la naturaleza del compuesto y de la solubilidad que presente en
el agar utilizado; por este motivo, es importante determinar el agar adecuado para
realizar las pruebas de inhibicion bacterianas. En algunos articulos se menciona que
es preferible utilizar AMH cuando se realizan pruebas de inhibicién microbiana con
antibioticos conocidos para eliminar el efecto de arrastre (93); sin embargo, en
nuestro caso es dificil discernir el agar idoneo ya que no se sabe cual sera el
comportamiento quimico que mostraran los compuestos excretados por las
levaduras. Por otro lado, la micobiota hallada en las larvas alimentadas con la dieta
GU muestran mayor diversidad de géneros que los aislamientos con la dieta GS y
por tanto tienen una actividad antimicrobiana més diversa que inhibe alguno de los
dos patégenos estudiados (S. aureus ATCC 43300 y S. Typhimurium ATCC
13311). Tres de las 4 especies de cepas levaduriformes aisladas (Candida
pseudorugosa, Stephanoascus ciferrii, y cepas de Trichosporonales no
identificadas) muestran un patrén similar de actividad positiva contra S. aureus
ATCC 43300, mientras que no presentaron actividad contra S. Typhimurium ATCC
13311. Estas especies son conocidas por ser productoras de “toxinas asesinas” por
lo que sus estudios se centran basicamente en conocer su antagonismo contra otras

levaduras (94), no obstante aln no se reporta su actividad antibacteriana.
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Proponemos que la razén por la cual las cepas fungicas aisladas a partir de este
grupo poblacional de larvas muestran actividad contra S. Typhimurium ATCC
13311y S. aureus ATCC 43300 es la gran cantidad de patdgenos microbianos que
habitan la dieta GU tales como Salmonella typhi, Shigella dysenteriae, S. sonnei y
Klebsiella pneumoniae, asi como también E. coli y Staphylococcus sp. (95), ademas
de Enterococcus faecalis, Bordetella sp, Brevibacterium avium y Clostridium sp.
(96). Este hecho sugiere que probablemente la poblacion larval ha adquirido ciertos
hongos externos que han estado expuestos a la presion de habitar junto a estos
patdgenos bacterianos y por ello han podido desarrollar mecanismos para

combatirlos.

Cabe mencionar que la valorizacion de las cepas fungicas aisladas va mas alla de
su poder antibacteriano, ya que también pueden ser consideradas mas adelante
como posibles candidatas a probioticos debido a que pueden hacer frente a bacterias
intestinales (97) como S. Typhimurium ATCC 13311. Y sabiendo que su origen es
el tracto digestivo, pueden tener tolerancia a ambientes con cierto grado de acidez
con el fin de habitar lugares parecidos y realizar la funcién probidtica (98).

En este contexto, las levaduras podrian actuar contra los patdégenos entéricos por
diferentes mecanismos, uno de ellos es la prevencidon de la adherencia bacteriana y
la translocacion en las células epiteliales intestinales, ademas pueden producir
factores que neutralizan toxinas bacterianas y modulan las vias de sefializacion del
hospedero con respuestas inflamatorias durante la infeccion bacteriana (99-101).
En relacion a los hongos filamentosos aislados a partir de larvas alimentadas con la
dieta GU, se reportd cepas de los generos Arthroderma, Aspergillus, Penicillium

con actividades antibacterianas para el patogeno S. aureus ATCC 43300; mientras
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que cepas de los géneros Aspergillus, Scopulariopsis y Penicillium mostraron
actividad antimicrobiana contra el patégeno S. Typhimurium ATCC 13311. La
actividad antibacteriana en hongos filamentosos ha sido mas estudiada que las
levaduras; es mas, los géneros Aspergillus y Penicillium son mundialmente
conocidos por producir diversos metabolitos secundarios con comportamientos
antibacterianos (102). En resumen, cepas del género Aspergillus de diversos
origenes pueden producir importantes productos naturales, como alcaloides,
policétidos, terpenos y péeptidos que tienen un amplio rango de actividad (103). Por
otro lado cepas del género Penicillium ha tomado gran interés como fuente de
nuevos compuestos desde su uso en la produccion de la Penicilina, reportandose
que dicho hongo no sélo puede producir moléculas activas como antibioticos sino
también enzimas y acidos organicos (104). Los géneros Arthroderma, Ascosphaera
y Scopulariopsis, no son tan conocidos en el area antibiética como los dos
anteriores, y es por eso que no se han reportado estudios de inhibicion bacteriana
utilizando estas cepas.

Para el objetivo final de este tesis se realizé una amplia busqueda bibliografica entre
los géneros con mayor actividad antimicrobiana (Arthroderma, Aspergillus y
Penicillium) obviamente los géneros Aspergillus y Penicillium eran muy famosos
por la produccion de diversos metabolitos activos contra muchas bacterias (102);
por lo que decidimos trabajar con la cepa de género Arthroderma (HGU11 8: A.
multifidum) la cual era menos conocida y por lo tanto con compuestos activos
menos estudiados. Ademas, los estudios del género Arthroderma se basan en sus
antecedentes como hongo patdgeno por lo que, los enfoques de su estudio van

ligados a encontrar un antibiético que lo pueda inhibir; mas no se le ha considerado
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como productor de metabolitos antimicrobianos. Cabe mencionar que la cepa que
aislamos e identificamos como Arthroderma multifidum (HGU11_8) no mostré un
estadio teleomorfico en los cultivos realizados, sino que presentaba conidios
pertenecientes a su anamorfo llamado Chrysosporium multifidum. La utilizacion de
este estadio de la cepa nos permitio determinar su actividad antimicrobiana con

diferentes métodos experimentales a partir del sobrenadante de su cultivo.

En nuestro caso, el extracto crudo de acetato de etilo del cultivo de la cepa fungica
HGU11 8 (Teleomorfo: Arthroderma multifidum / Anamorfo: Chrysosporium
multifidum) mostré actividad antimicrobiana contra la bacteria Gram positiva S.
aureus ATCC 43300 con un MIC de 4 mg/mL, en cambio no mostrd actividad
contra la bacteria Gram negativa S. Typhimurium ATCC 13311. Como se mencion6
anteriormente no se ha reportado la actividad antimicrobiana ni el MIC que presenta
el extracto crudo de éste hongo, tampoco se sabe los comportamientos
antimicrobianos que podrian tener las diferentes cepas fungicas dentro del tracto
digestivo de H. illucens. Sin embargo, existen reportes de diferentes hongos
endofitos que presentan valores amplios de MIC contra la especie S. aureus. Sharma
et al. reportaron que un hongo endoéfito identificado como Pestalotiopsis neglecta
obtuvo un MIC de 12 mg/mL para S. aureus a partir del extracto crudo de su cultivo
(105) e incluso otros hongos enddéfitos han mostrado valores mas bajos como es el
caso de Nigrospora sphaerica, cuyo extracto de acetato de etilo presenté un MIC
de 0.39 mg/mL para la misma especie de patdgeno (106), mientras que el extracto
crudo de acetato de etilo de Aspergillus fumigatus present6 un MIC de 0.156
mg/mL(107); cabe mencionar que las cepas bacterianas patogenas utilizadas en

estos estudios no presentan caracteristicas de resistencia a la meticilina por lo que
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muy probablemente los MIC incrementarian al enfrentarla con una de estas cepas

MRSA.

Al observar los valores de MIC obtenidos a partir de otros hongos filamentosos
podemos recalcar que a pesar que nuestros valores de MIC son altos, no se
encuentran fuera de los rangos anteriormente mencionados, por lo que no
podriamos descartar su estudio a fondo. Por otro lado la mayoria de estudios
reportados, se centran en brindar el MIC de los compuestos puros aislados a partir
del extracto crudo de diferentes especies de hongos por lo que sus reportes no son
comparables con los nuestros, s6lo nos muestran que las cifras de MIC obtenidas

son 300 a 250 veces menores a nuestros resultados (108).

La posible explicacion sobre la inhibicion bacteriana producida por el extracto
crudo de Arthroderma multifidum hacia un patégeno gram positivo, se basa en la
diferenciacion de la cantidad de peptidoglicano que contiene una bacteria Gram
negativa y Gram positiva. Las bacterias Gram positivas como S. aureus tienen altas
proporciones de peptidoglicano como primera barrera, y por tanto son mas
propensas a los ataques de antibidticos que genera la destruccion de esta pared; por
otro lado las bacterias Gram negativas como S. Typhimurium son mas resistentes a
los antibioticos de este tipo, ya que poseen adicionalmente una membrana externa
que impide el acceso a ciertos compuestos (109). Por este motivo, podriamos
sugerir que el extracto activo tiene algin compuesto con un mecanismo parecido a
las penicilinas o cefalosporinas que involucran la inhibicién de la sintesis del
peptidoglicano; y que al ser encontrado en el sobrenadante del cultivo podemos

confirmar que dicho compuesto es liberado extracelularmente.
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Los reportes sobre la produccion de metabolitos activos a partir del hongo en
estadio teleomorfico y anamorfico nos mostraron que el estadio sexual identificado
como Arthroderma multifidum no ha sido reportado como productor de metabolitos
antimicrobianos, sin embargo, el estadio asexual de género Chrysosporium mostré
diferentes reportes que no necesariamente pertenecen a la especie C. multifidum
pero que sirven para darnos idea de las capacidades de produccion de este género.
Entre ellos se menciona a la especie Chrysosporium queenslandicum como
productor de la micotoxina Queenslandona encontrada en el caldo de cultivo del
hongo y que mostrod actividad antifungica mas no antibacteriana (110); asi mismo
fue reportada como productora de los compuestos Chrysoqueen y Chrysolandol que
mostraron actividad contra bacterias Gram positivas y eran inactivas contra
bacterias Gram negativas y hongos (111). Luego se report6 la produccion de un
analogo metilo de la Pestalona; sin embargo no se sabe si su actividad es tan
eficiente como la misma Pestalona (112); adicionalmente se report6 la produccion
de un esterol sulfato muy relacionado con la Arundifungina llamada Sch 601324

con actividad antifangica pero que no presentd actividad antibacteriana (113).

Los datos anteriormente mencionados, nos muestran que el género Chrysosporium
tiene mucho potencial como productor de metabolitos activos, y que hasta el
momento no se le ha dado la debida importancia. Nuestros resultados pueden ser
ese primer paso para poder iniciar el estudio de esta especie como productora de

metabolitos activos contra S. aureus ATCC 43300.

Los resultados obtenidos en este estudio no sélo benefician el incremento del
conocimiento de la microbiota dentro del tracto digestivo de la larva de Hermetia

illucens sino que ademas la presenta como un insecto que pese a su dieta puede
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seleccionar microorganismos benéficos con actividades antimicrobianas y que
pueden resultar atractivas para las industrias que actualmente se encuentran en
miras a utilizarlas. Cabe mencionar que dicha larva es una de las mejores opciones
para ser utilizada como harina para la alimentacién de animales de granja y peces,
ya que cuenta con altos contenidos de grasas y proteinas (114, 115) semejantes a
las harinas de pescado y soya. El efecto antibidtico que muestra su micobiota
intestinal y que se ha confirmado en este estudio, le ofrece simultaneamente un
beneficio extra como un reservorio probidtico. Ayudando a disminuir los costos de
las agroindustrias en uso de antibidticos comerciales que tienden a dejar trazas y

generan la seleccion de cepas microbianas resistentes.
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10. CONCLUSIONES

Se aislé 14 y 25 cepas de hongos provenientes del tracto intestinal de larvas
alimentadas con alimento comercial para aves (GS) y con guano de gallina
(GU) respectivamente.

Las cepas provenientes de la primera poblacion de larvas (dieta GS) fueron
identificadas como Candida glabrata, Candida tropicalis y Pichia
kudriavzevii; las cepas de la segunda poblacion de larvas (dieta GU) fueron
identificadas como Candida pseudorugosa, Pichia kudriavzevii,
Stephanoascus ciferrii, cepas no clasificadas de Trichosporonales,
Arthroderma multifidum, Ascosphaera variegata, Aspergillus sp., Penicillium
janthinellum y Scopulariopsis brevicaulis.

Las especies activas contra Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 43300
fueron Candida pseudorugosa, Stephanoascus ciferri, cepas de
Trichosporonales no identificadas, Arthroderma multifidum, Aspergillus sp. y
Penicillium janthinellum, mientras que las especies activas contra Salmonella
enterica subsp. enterica var. Typhimurium ATCC 13311 fueron Candida
glabrata y Pichia kudriavzevii, Aspergillus sp., Penicillium janthinellum y
Scopulariopsis brevicaulis.

La actividad antimicrobiana a partir del extracto crudo de acetato de etilo
proveniente del cultivo liquido del hongo HGU11 8, identificado como
Arthroderma multifidum y presente en su estadio anamérfico (Chrysosporium
multifidum), mostré actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus
subsp. aureus ATCC 43300 con un valor de IC50 de 1.6 £ 0.16 mg/mL y con

un MIC de 4 mg/mL.
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11. RECOMENDACIONES

Para complementar, se debe realizar el aislamiento e identificacion de hongos
provenientes del tracto digestivo de H. illucens en los diferentes estadios
larvales, para observar si fluctGa o no a través del tiempo.

Tratar de iniciar el aislamiento de microorganismos fungicos no cultivables
provenientes del tracto digestivo de larvas de H. illucens utilizando técnicas
que asemejen las condiciones del intestino y explorar la produccion de los
posibles nuevos metabolitos que podrian ser producidos.

Se recomienda ademas, realizar la amplificacion y secuenciamiento de ADN
fangico utilizando otros genes de referencia adicionales para poder obtener una
identificacion mas certera de las cepas fungicas filamentosas obtenidas a partir
del tracto digestivo de la larva de BSF.

Con respecto al extracto del cultivo del hongo HGU11 8, se recomienda
separar la banda activa mostrada en el perfil del extracto crudo, utilizando
solventes que permitan obtenerla de manera pura, para poder realizar su
identificacion. Una vez obtenido el compuesto se debera determinar el IC50 y
MIC para comparar su actividad con otros compuestos provenientes de

diferentes fuentes microbianas.
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13. ANEXOS

Anexo N° 1: Visualizacion Macro y microscopica de las cepas fungicas provenientes del tracto intestinal de larvas alimentadas con
GS'y los resultados de su enfrentamiento contra S. aureus ATCC 43300 y S. Typhimurium ATCC 13311.
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Anexo N° 2: Visualizacion Macro y microscopica de las cepas fungicas levaduriformes provenientes del tracto intestinal de larvas
alimentadas con GU vy los resultados de su enfrentamiento contra S. aureus ATCC 43300y S. Typhimurium ATCC 13311.
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Anexo N° 3: Visualizacién Macro y microscopica de las cepas fungicas levaduriformes provenientes del tracto intestinal de larvas
alimentadas con GU vy los resultados de su enfrentamiento contra S. aureus ATCC 43300y S. Typhimurium ATCC 13311.
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Anexo N° 4: Resultados de las pruebas de antagonismo de cepas levaduriformes aisladas a partir de larvas alimentadas con GS
contra patogenos microbianos ATCC. Los valores estan expresados con el promedio de tres repeticiones + error estandar.

Pruebas de antagonismo contra:
Staphylococcus aureus ATCC 43300 Salmonella Typhimurium ATCC 13311
Cepas Identificacion ) Diametro iy Diametro
Levaduriformes Molecular Claridad I:)i:]ath;aitéioége de la Potencial Claridad Di'nag?gité?ége de la Potencial
del Halo levadura | antimicrobiano | del Halo levadura | antimicrobiano
(mm) (mm) (mm) (mm)

HGS11 1 Pichia kudriavzevii - 8 + 0.00 8 1 + 000| (++) [15.0 = 0.00 8 1.88 + 0.00
HGS11 2 Pichia kudriavzevii - 8 + 0.00 8 1 + 0.00| (++) (145 £ 0.39 8 181 + 0.06
HGS11 3 Candida glabrata - 8 + 0.00 8 1 £ 000 (+) 120 = 0.00 8 150 + 0.00
HGS11 4 | Candida glabrata - 8 + 0.00 8 1 + 000 (%) 120 + 0.45 8 150 + 0.04
HGS11 5 Pichia kudriavzevii - 8 + 0.00 8 1 + 000 (¥) 13.7 = 0.37 8 171 + 0.04
HGS11 6 Pichia kudriavzevii - 8 + 0.00 8 1 £ 000 (+) 142 + 0.70 8 1.77 + 0.10
HGS11 7 Pichia kudriavzevii - 8 £ 0.00 8 1 + 0.00| (++) |153 *= 0.37 8 192 + 0.00
HGS11 8 Pichia kudriavzevii - 8 + 0.00 8 1 + 0.00| (%) 148 + 0.29 8 185 + 0.02
HGS11 9 Candida glabrata - 8 + 0.00 8 1 + 000 (¥) 12.7 + 0.86 8 158 + 0.13
HGS11 10 |Pichia kudriavzevii - 8 + 0.00 8 1 + 0.00| (+) 153 + 0.37 8 192 + 0.04
HGS11 11 |Candida tropicalis - 8 =+ 0.00 8 1 + 0.00 - 8 =+ 0.00 8 1 + 0.00
HGS11 12 [ Pichia kudriavzevii - 8 + 0.00 8 1 + 0.00| (++) (142 £ 0.70 8 177 + 0.10
HGS11 13 |Candida glabrata - 8 + 0.00 8 1 £ 0.00| (+) 120 + 0.63 8 150 + 0.08
HGS11 14 |Pichia kudriavzevii - 8 + 0.00 8 1 + 0.00| (+) 145 + 0.39 8 181 + 0.02
Tetraciclina (+++) |25 + 1.26 8 317 + 018 (+++) | 21 £ 0.87 8 263 = 0.13




Anexo N° 5: Resultados de las pruebas de antagonismo utilizando el cocultivo de cepas levaduriformes aisladas a partir de larvas
alimentadas con GU contra patdgenos microbianos ATCC. Los valores estan expresados con el promedio de tres repeticiones + error

estandar.
Pruebas de antagonismo contra:
Staphylococcus aureus ATCC 43300 Salmonella Typhimurium ATCC 13311
Cepas e, i4 i4 i4

Levadurr;formes \dentificacion molecular Claridad Di:]éhT;tg?ége Dlggn Ie;ro Potencial Claridad Dla(rjr;etro Dlggn Ieatro Potencial

del Halo (mm) levadura antimicrobiano | del Halo | inhibicion | levadura | antimicrobiano

(mm) (mm) (mm)

HGM11 1 Trichosporonales no clasificado (+) 22 £ 0.90 8 278 = 0.12 - 8 = 0.00 8 1 + 0.00
HGM11 2 Trichosporonales no clasificado (+) 23 + 1.37 8 289 = 0.20 - 8 £ 0.00 8 1 + 0.00
HGM11 3 Trichosporonales no clasificado (+) 17 + 156 8 207 + 0.22 - 8 £ 0.00 8 1 + 0.00
HGM11 4 Trichosporonales no clasificado (+) 23 + 1.35 8 288 + 0.19 - 8 £ 0.00 8 1 + 0.00
HGM11 5 Trichosporonales no clasificado (+) 22 + 081 8 272 = 011 - 8 = 0.00 8 1 + 0.00
HGM11 6 Stephanoascus ciferrii (+) 23 + 1.07 8 290 + 0.15 - 8 + 0.00 8 1 + 0.00
HGM11 7 Stephanoascus ciferrii (+) 21 + 0.19 8 261 + 0.01 - 8 + 0.00 8 1 + 0.00
HGM11 8.1 Trichosporonales no clasificado (+) 22 + 0.63 8 272 = 0.07 - 8 = 0.00 8 1 + 0.00
HGM11 8.2 Trichosporonales no clasificado (+) 22 = 0.77 8 281 + 011 - 8 £ 0.00 8 1 + 0.00
HGM11 9 Trichosporonales no clasificado (+) 21 + 0.56 8 265 + 0.08 - 8 + 0.00 8 1 + 0.00
HGM11 10 Trichosporonales no clasificado (+) 21 + 0.50 8 267 + 0.06 - 8 + 0.00 8 1 + 0.00
HGM11 11 Trichosporonales no clasificado (+) 23 + 0.65 8 293 = 0.09 - 8 = 0.00 8 1 + 0.00
HGM11 12 Trichosporonales no clasificado (+) 18 + 154 8 226 + 0.20 - 8 + 0.00 8 1 + 0.00
HGM11 13 Candida pseudorugosa (+) 19 + 221 8 236 + 031 - 8 + 0.00 8 1 + 0.00
HGU11 1 Pichia kudriavzevii - 8 = 0.00 8 1 + 000 (++) |14 + 0.48 8 1.72 = 0.05
Tetraciclina (+++) | 25 + 1.26 8 317 * 0.18 (+++) |21 + 0.87 8 263 + 0.13




Anexo N° 6: Resultados de las pruebas de antagonismo utilizando el cocultivo de cepas filamentosas aisladas a partir de
larvas alimentadas con GU contra patégenos microbianos ATCC. Los valores estdn expresados con el promedio de tres
repeticiones + error estandar.

Pruebas de antagonismo contra:
Cepas |dentificacin Staphylococcus aureus ATCC 43300 _ SalmoneIIaTy!o,himurium ATCC 13311_
Filamentosas molecular Diémetro del Diémetro de PUIEE Didmetro del | Dtametro de HICUEE
Hongo (mm) | inhibicion (mm) antimicrobiano Hongo (mm) inhibicion antimicrobiano
(mm) (mm) (mm)
HGU1l 2 | Aspergillus sp. 270 + 00| 290 + 00 | 1.07 + 000 | 257 + 13| 303 + 1.8 | 118 + 0.02
HGuU1l 3 |Aspergillussp. 287 + 07| 340 + 00 | 119 + 003 | 280 + 12 | 340 + 12 | 1.22 + 001
Scopulariopsis
HGU11 4 |brevicaulis 227 + 13| 227 + 13 1 + 000 | 200 + 16 | 200 = 16 1 + 0.00
Scopulariopsis
HGU11 5 |brevicaulis 193 + 28| 193 + 28 1+ 000 |210 + 33210 = 33 1+ 0.00
Scopulariopsis
HGU11 6 |brevicaulis 247 + 28| 247 + 28 1+ 000 | 260 + 35| 315 + 04 | 1.07 + 0.00
Scopulariopsis
HGU11 7  |brevicaulis 197 + 03| 197 + 0.3 1 + 000 | 213 + 20270 + 16 | 118 + 0.2
Arthroderma
HGU11 8 |multifidum 36.7 + 09| 520 # 21 | 142 + 003 | 390 * 06 | 39.0 + 06 1 £ 0.00
Ascosphaera
HGU11 9 |variegata 36.3 + 09| 363 + 09 1 + 000 | 320 + 08320 = 0.8 1+ 0.00
Penicillium
HGU11 10 |janthinellum 330 + 06| 490 + 06 | 149 + 001 | 340 + 10 | 400 + 10 | 1.18 + 0.01
HGu11 11 | Aspergillus sp. 273 + 03| 273 + 0.3 1+ 000 | 240 +* 30| 240 + 3.0 1 + 0.00
Tetraciclina 8 + 00| 25 + 126|317 + 018 | 8 + 00| 21 + 087|263 + 0.3




