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1. Resumen

Los organismos endofitos en particular los hongos, han recibido una creciente
atencion a lo largo de los ultimos afios. Este grupo de microorganismos vive
asintomaticamente y en simbiosis dentro de tejidos vegetales sanos, asi permitiendo e
incrementando la supervivencia de ambos organismos. Este tipo de hongos
proporcionan al vegetal proteccion frente a diversos factores, capacidad de adaptacion a
diversos medios, como al estrés salino, temperaturas extremas o presencia de metales;
también les otorgan proteccion frente a insectos, herbivoros y otros microorganismos
patogenos. Ademas, se han observado propiedades antioxidantes con utilidad para la
alimentacion, y especialmente, los hongos endofitos son estudiados por su posibilidad
de producir una serie de metabolitos bioactivos como es el caso del taxol, utilizado para
combatir diversas enfermedades, tales como distintos tipos de céncer. Todo esto
constituye una nueva via para obtener nuevas moléculas que pueden poseer un gran

potencial en areas como la agricultura y la medicina.

Palabras clave: hongos endoéfitos, simbiosis, proteccion planta, taxol.

Abstract

Endophytic organisms, in particular fungus, have received increasing attention
over the past few years. This group of microorganisms lives asymptomatically and in
symbiosis within healthy plant tissues, thus allowing and increasing the survival of both
organisms. This type of fungus provides the plant with protection against various
factors, such as the ability to adapt to various environments, such as salt stress, extreme
temperatures or the presence of metals; also give them protection against insects,
herbivores and other pathogenic microorganisms. In addition, antioxidant properties
have been observed with utility for food, and especially, endophyte fungus are studied
for their possibility of producing a series of bioactive metabolites such as taxol, used to
combat various diseases such as different types of cancers. All this constitutes a new
way to obtain new molecules that can have a great potential in areas such as agriculture

and medicine.

Keywords: endophytic fungus, symbiosis, plant protection, taxol.



2. Introduccion

La palabra ‘endofito’ etimoldgicamente significa ‘dentro de la planta’ (endon:
dentro, phyton: planta). El término fue propuesto por primera vez en 1866 por De Bary
[1]. En un principio, el término endéfito se referia a cualquier organismo que colonice
el interior de los tejidos de las plantas, pero fue Wilson en 1995 [2] quien restringid el
término Unicamente a microorganismos, refiriéndose solo a bacterias y a hongos que no

provocan dafo aparente a la planta hospedadora.

2.1 Generalidades de los hongos endofitos

Su presencia dentro de los drganos de las plantas ha sido conocida desde finales
del siglo XIX [3]. Desde que se describieron por primera vez en el Darnel (Lolium
temulentum) [4], se han aislado de varios organos de diferentes especies de plantas
como musgos, licofitos, helechos y espermatofitos desde los tropicos hasta el artico, y
de los ecosistemas silvestres a los agricolas [5]. Y a fecha de hoy, se ha encontrado que

todas las especies de plantas estudiadas albergan al menos un endoéfito [6].

Actualmente, el término “hongos endofitos” se refiere a bacterias, hongos, algas
e insectos [7] en donde los hongos son un grupo polifilético muy diverso de

microorganismos que se han aislado con mayor frecuencia como endofitos [6]

Los hongos endofitos pasan la mayor parte o todo su ciclo vital colonizando los
tejidos de la planta, pudiendo prosperar asintomdaticamente en ellos (tanto en la
superficie como en el subsuelo, pudiendo incluir los tallos, las hojas y/o raices), sin

causar dafio evidente [6].

En la Figura 1 [6], aparecen las colonias principales de crecimiento de los

hongos endofitos en distintas partes de la planta.



Figura 1. Colonias de crecimiento hongos endéfitos en partes de la planta:
A) Trozos de corteza B) semillas y C) Ramas [6]

2.2 Ventajas de su presencia en el vegetal

Existe una estrecha relacion entre el hongo y su planta hospedadora, ya que el
hongo es capaz de producir metabolitos bioactivos, asi como modificar los mecanismos
de defensa de su hospedadora, lo que incrementa la supervivencia de ambos
organismos. Estudios recientes demuestran la gran capacidad que tienen los hongos
endofitos para producir compuestos activos que le confieren protecciéon también al
ataque de patogenos herbivoros y de microbios, constituyendo una nueva via para la

obtencion de diversos precursores o moléculas novedosas de utilidad en la agricultura

[8].

La aplicacién de hongos endofitos a raices ha sido considerada una estrategia
con ¢xito para mantener o mejorar el desempefio ecofisioldgico y supervivencia en
diferentes especies de arboles y arbustos. En ambientes extremos con condiciones
climaticamente estresantes (estrés hidrico), han mostrado proporcionar beneficios en
términos de supervivencia y crecimiento a la vegetacion que se asocia a ellos [9]. Como
ejemplo, la Antartida, que posee bajas temperaturas y un marcado déficit hidrico y
nutricional [10]. Se podria esperar que endofitos asociados a raices de plantas antarticas
puedan beneficiar a otras especies expuestas a condiciones estresantes y que formen

asociaciones con ellos.



Existen condiciones ambientales que favorecen la presencia de hongos, como los
manglares. En ellos la presencia de hongos, tipicamente terrestres, se ha relacionado con
posibles adaptaciones al impacto de las condiciones ecologicas tipicas de dicho
ecosistema, como alta concentracion de sales, anegamiento y condiciones anaerobicas

[11].

2.3 Propiedades de los hongos endofitos

Los hongos endofitos le confieren a la planta una alta capacidad de actividad
antimicrobiana frente al crecimiento de organismos diversos, tales como hongos
fitopatdgenos, siendo capaces de provocar una inhibicion considerable del crecimiento

del patégeno. [12].

También, se han hallado algunos hongos endofitos con facultades antioxidantes
que facilitan la sustitucion de antioxidantes sintéticos en la industria alimentaria, como

el acido ascorbico [12].

Incluso se ha observado que ciertos hongos endéfitos producen los precursores o
los metabolitos secundarios con actividad biologica, cuya sintesis se le habia atribuido a
la planta [13-15]. Esto se ha obtenido principalmente en las interacciones entre los
hongos endofitos y los pastos. En plantas lefiosas (arboles o arbustos) se ha comprobado

en escasas ocasiones [14,16,17].

Estos metabolitos bioactivos pueden utilizarse directa o indirectamente como
agentes terapéuticos frente a distintos tipos de cancer [18-22]. Se han descubierto
algunos endofitos que producen metabolitos secundarios de la planta hospedadora con
gran valor o potencial. Son ejemplos el paclitaxel (también conocido como taxol) [23],
podofilotoxina [24], desoxipodofilotoxina [25], camptothecin y andlogos estructurales
[25,26], la hipericina y la emodina [27] y azadirachtin [28]. También se ha intentado
mejorar la eficiencia del taxol en combinacion con otros o modificado para desarrollar
analogos del taxol [29], como en el Docetaxel (Taxotere), derivado modificado del taxol

que es mas facil de formular y de administrar debido a su mayor solubilidad acuosa.

También se han podido aislar compuestos inmunomoduladores a partir de



hongos endofiticos. Debido a la aparicion de nuevas enfermedades, en particular las
autoinmunes, ha aumentado considerablemente su uso. Se utilizan principalmente para
prevenir el rechazo de los injertos en pacientes trasplantados, y también en
enfermedades autoinmunes como la diabetes insulinodependiente y la artritis

reumatoide [30].

Los hongos endoéfitos (Figura 2) también son capaces de producir compuestos
exclusivos de sus plantas hospedadoras, importantes desde el punto de vista ecologico,
bioquimico y molecular. Los hongos endoéfitos se pueden explotar para la produccion de
una multitud de nuevos y conocidos metabolitos secundarios biolégicamente activos.
Por ejemplo, mediante la modificacion de parametros como el tipo de medio y
composicion, aireacion, pO,, pCO,, pH, temperatura, agitacion, muestreo y puntos de

cosecha, podria optimizarse la produccion de estos compuestos.

a

Figura 2. Patron de colonizacion en las raices de cebada. a) Los hongos entran en las raices
a través de los pelos de la planta. b) El hongo crece en el tejido de la corteza de la raiz. c) Seccion
longitudinal. el hongo no se detect6 en la parte central de las raices mas alla de la endodermis [31].

Esto podria conducir a una economia rentable con un rendimiento ecolégico,
continuo y reproducible. En los endo6fitos con condiciones de fermentacion optimizada,
se podrian producir los distintos compuestos que se sintetizan en las plantas
hospedadoras, siendo una produccion independiente de las cantidades variables

generadas por las plantas influenciadas por las condiciones ambientales [28]. Su cultivo



en fermentadores proporcionaria un suministro inagotable de compuestos bioactivos,

pudiendo ser explotado comercialmente.

Las plantas al ser una fuente continua de nuevos metabolitos bioactivos tienen
gran impacto en la medicina. Alrededor del 68 % de los compuestos antibacterianos y el
34% de los productos utilizados en la terapia del cancer son productos naturales o sus
derivados [32]. Los productos naturales surgidos de las plantas medicinales han sido

explotados durante miles de afios para facilitar la vida humana [30].

Que sean una fuente potencial de metabolitos secundarios bioactivos hace que
los hongos endofitos estén siendo explorados por la industria farmacéutica y agricola ya
que representan un conjunto de metabolitos secundarios sin explotar [33]. En los
ultimos afos, la busqueda del aislamiento de nuevos compuestos de las plantas

medicinales se ha convertido en un area de gran interés dentro de la investigacion [34].

3. Objetivos

General: Mostrar la importancia de los hongos endéfitos como fuente potencial
de metabolitos secundarios con un amplio espectro de actuacion en diversos campos de

la ciencia.

Especifico: analizar la capacidad que tienen diversos géneros de hongos
endofitos para producir taxol, compuesto inicialmente extraido a partir de especies
vegetales. Estudiar los métodos de mayor rendimiento para la obtencion de dicho
compuesto, ya sea el sistema de extraccion a partir de la misma planta, por sintesis
quimica, por medio de cultivos in vitro en c€lulas, o mediante sistemas de fermentacion

de hongos in vitro.

4. Materiales y métodos

Al tratarse de una revision bibliografica, el método empleado para redactar el

trabajo ha sido mediante la busqueda de articulos de investigacion en revistas acerca del



tema expuesto. La recopilacion de informacion ha sido a través de Google Académico
un buscador especializado en contenido y bibliografia cientifico-académica mediante la
utilizaciéon de palabras clave como “endophytic fungus”, “bioactive metabolites”,

29 <

“cancer”, “taxol”, etc.

5. Resultados y discusion

El género Taxus pertenece a la clase Pinopsida, la Orden Taxales y la Familia
Taxaceae. Como las especies son muy similares, a menudo son mas faciles de separar
geograficamente que morfoldgicamente. Existen mas de 30 tipos de tejo, siendo las mas
usuales: 7. baccata (tejo europeo o inglés), T. brevifolia (tejo del Pacifico o tejo
occidental), 7. canadensis (tejo canadiense), 7. chinensis (chino tejo), T. cuspidata (tejo
japonés), T. floridana (Florida tejo), 7. globosa (tejo mexicano) y 7. wallichiana
(Himalaya tejo) [35], que podemos ver en la Figura 3 [36]. Segun Cope [37] también
hay dos hibridos reconocidos: Taxus x media = T. baccata x T. cuspidata y Taxus X

hunnewelliana = T. cuspidata x T. canadensis.

T. brevifolia
T. baccata T. cuspidata

\u e m il

- T canadensis
/\ % T. floridana b Y T T. chinensis
/%
<)

T. globosa i ‘f

Figura 3. Especies reconocidas de tejo [36]

A esto se podria afiadir que el planteamiento de Cope [37] sobre la distincion
geografica de las plantas del género Taxus podria llevarnos a perder informacién sobre
aspectos morfologicos comunes o diferenciales y en algunos casos puede finalizar con

posibles errores de clasificacion.



Una de las mas tipicas y con mayor importancia es 7. baccata o el tejo europeo
que se distribuye por las zonas templadas del hemisferio norte. Es un arbol de tamafio
medio, que histéricamente se ha utilizado para la fabricacion de armas, medicina, siendo
toda venenosa, excepto su fruto [38]. También se encuentra abundantemente en la

naturaleza 7. brevifolia [39].

Figura 4. Taxus baccata [40]

Figura 5. Taxus brevifolia [41]

Al ser estas dos plantas las mas abundantes, podria ser interesante fomentar la
extraccion de taxol a partir de ellas, ya que, dentro de este género, son las plantas de

mas facil crecimiento.

De acuerdo con lo anterior, a nivel cientifico se debe seguir potenciando el
estudio de nuevos métodos que ayuden a un analisis més en profundidad de los hongos

endofitos, con métodos no so6lo mas econdémicos, sino que permitan desarrollar



resultados que lleven ademas de a un mayor conocimiento, a potenciar los beneficios de
estos hongos.

Actualmente el taxol es el compuesto mas utilizado frente al cancer por sus
propiedades anticancerigenas. Entre ellos: el carcinoma de ovario avanzado, carcinoma
gastrico, carcinoma de colon, carcinoma escamoso de cabeza y cuello, adenocarcinoma
metastasico de mama, carcinomas testiculares, carcinoma de pulmén de células
pequeiias, melanoma metastasico, leucemia linfoblastica aguda y leucemia mielocitica

aguda [42].

También esta siendo estudiado para el tratamiento de taupatias (afecciones en las
proteinas tau), como el Alzheimer, reduciendo el desarrollo de la neurofibrilacion que
lleva a la pérdida de la integridad neuronal [43,44], o el parkinsonismo, entre otros [45].

Siendo un alcaloide natural de alta eficiencia, baja toxicidad y de amplio espectro [46].

El taxol es una sustancia quimica diterpeno lactamico tetraciclico. La primera
vez que se aislo a partir de 7. brevifolia, fue a finales de los 60 [47]. La fuente mas
comun es la corteza de los arboles pertenecientes a la familia Taxaceae y existe en baja
concentraciones, de 0,01%-0,05% [48]. Desafortunadamente, estos arboles son raros, de
crecimiento lento, y es necesario procesar una gran cantidad de corteza para obtener una
pequeiia cantidad de este metabolito, lo que contribuye a su alto precio en el mercado.
Aunque con sus aplicaciones farmacoldgicas, la demanda sigue aumentando anualmente

entorno al 5-8%.

Esto lleva a analizar otras posibilidades, como la sintesis quimica del taxol, lo

que hacia necesario el conocimiento de su estructura quimica (Figura 6 [49]).

:H 2%
“"HO 0BzOAC

Taxol (Paclitaxel)

Figura 6. Estructura quimica del taxol [49]
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Las enfermedades comentadas tienen una gran incidencia en la poblacion
general yendo en aumento en los ultimos afios. De ahi la importancia de la busqueda de
sustancias eficaces para combatirlas. Aqui el taxol tiene un importante papel, siendo
fundamental potenciar investigaciones que promuevan el crecimiento y la produccion

de esta planta.

El mecanismo de accion del taxol es algo tunico, involucra la unién en la -
subunidad de la tubulina, al promover la polimerizacion de la tubulina e inhibir la
despolimerizacion o el desensamblamiento de los microtibulos [50]. En
concentraciones subnanomolares bloquea la mitosis e inhibe la proliferacion celular. La
determinacion de la conformacion del complejo microtubulo-taxol se complica ante la
imposibilidad de cristalizar microtibulos [51]. Ademas, se ha demostrado que taxol
también reprime angiogénesis alterando las estructuras citoesqueléticas e inhibiendo a la

célula endotelial la migracion in vitro e in vivo [52,53].

Este mecanismo de accion se puede observar en la Figura 7 [54], en la que se

utilizé inmunofluorescencia indirecta en células del tejido conectivo.

Figura 7. Inmunofluorescencia indirecta de las células fibroblisticas BALB/c,
usando anticuerpos contra la tubulina. (A) Célula de control, (B) célula expuesta a
10 microMolar(uM) de taxol, (C) célula de control mantenida a 4°C. (D) célula
incubada con 10 microMolar(uM) de taxol, y luego cambiada a 4°C. Barras de
escala:20 micrometros(um). Las flechas indican el borde de la membrana de plasma
en el plano de enfoque [54].

En cuanto al mecanismo de accion frente al cancer, los medicamentos

disponibles poseen enormes efectos secundarios y no son eficaces contra muchas
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formas de cancer. El taxol presenta un amplio espectro de actividad frente a tumores
solidos y ha sido prescrito para numerosos tipos de cancer, ya que tiene un modo de
accion unico cuando se compara con otros compuestos anticancerigenos [34]. Existe
amplia evidencia sobre la induccion de la apoptosis en diversas células cancerosas
tratadas con taxol, tales como cancer de mama, glioblastoma y céancer de ovario,

pulmon, prostata e higado [55,56].

En las ultimas décadas ha habido un interés creciente en descubrir otros hongos
que produzcan este metabolito, llevando a conseguir un producto mas barato a través de
la fermentacion industrial [57,58]. Taxomyces andreanae, fue el primer organismo
endofito a partir del cual se obtuvo el taxol [57]. Sin embargo, los rendimientos de taxol
han sido bajos. Pero, hay que tener en cuenta que, aunque la cantidad de taxol producida
por los hongos endofiticos asociados a los arboles de Taxus es relativamente pequena, al
compararla con la de los arboles, el corto tiempo de generacion y la alta tasa de
crecimiento de los hongos, hace que valga la pena continuar con la investigacion de

estas especies [34].

Aunque la produccion de este metabolito se puede obtener por sintesis quimica
total, es muy costosa. Los procesos de cultivo in vitro de células se perfilan como una
buena estrategia, pero con bajo rendimiento. Por tanto, es urgente generar alternativas
debido a la creciente demanda del taxol y la escasez del recurso vegetal. El método mas
prometedor a gran escala es la produccion de sistemas de fermentacion de hongos in
Vitro.

La Figura 8 [59], muestra la efectividad de las distintas concentraciones de taxol

en la apoptosis de células de diferentes tipos de cancer.
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La extraccion del taxol a través de la planta se puede realizar a partir de las hojas
o de los callos. Estos se obtienen del cultivo in vitro y se secan en una estufa de secado
durante 48h, se homogenizan en un mortero, y se transfieren a un tubo de centrifugacion
anadiéndole metanol y se deja reposar durante 48h. Posteriormente se filtra y se
centrifuga de nuevo. El residuo se diluye en un embudo de separacion, el extracto se
filtra y posteriormente se evapora el disolvente a presion reducida, hasta obtener un
extracto crudo sin disolvente organico y la solucion se filtra a través de un cartucho de
extraccion. Y finalmente, los extractos se colocan en viales y se mantienen en

refrigeracion [60].

Este tipo de extraccion tiene como desventaja principal, que se necesita un gran
volumen de material vegetal para poder adquirir una pequeiia cantidad del taxol, aunque

se puede recurrir al cultivo in vitro, es una técnica bastante costosa.

En cambio, en la extraccion del taxol a partir de los hongos, sus ventajas son
sumamente importantes, pudiéndose cultivar en un laboratorio de un modo sencillo,
siendo posible modificar los medios en los que se encuentren, la temperatura, pH, luz,
etc., lo que favoreceria en mayor medida su crecimiento. Estos poseen un rapido
crecimiento, condiciones de cultivo reproducible, alta densidad celular, facil
manipulacion genética y la posibilidad de escala a nivel industrial de la produccion del
compuesto. Frente a esto, la desventaja de producir taxol flngico en cultivos in vitro se
ve limitado porque se atentia con el tiempo, aunque esta la posibilidad de reactivarlos

mediante la adicidn de elicitores de tipo bidtico o abiotico [61].

El descubrimiento de 7. andreanae, en 1993 por parte de Stierle, Strobel y
Stierle [55] a partir del tejo del Pacifico (7. brevifolia) supuso un importante hallazgo y
demostré que los hongos endofiticos de la planta también tenian la capacidad de
producir taxol, dandonos un novedoso y prometedor enfoque para producir este valioso

compuesto.

Desde entonces, ha aumentado el interés de muchos grupos de investigacion en
el estudio de los hongos endofitos como candidatos potenciales para producir taxol.

Amplias investigaciones se han desarrollado, como la busqueda de hongos endofitos

13



productores de taxol dentro del propio género Taxus, asi como de otras especies de

plantas afines, y se ha avanzado mucho en las dos ultimas décadas. En la actualidad, se

conoce un numero amplio de hongos endoéfitos productores del compuesto (Tabla 1

[62]).

Tabla 1. Especies de hongos endéfitos productores de taxol y sus plantas hospedadoras

Concentracion

Familia Género Especie Hongo endéfito Taxol (ug/L)
Sapindaceae Cardioespermun | Cardiospermum helicacabum | Pestalotiopsis pauciseta 113.3
Eqsl]::i:zs Rutaceae Citrus Citrus medica Phyllosticta citricarpa 265
pertenecen | Cupressaceae Cupressus Cupressus sempervirens Phyllosticta spinarum 235
anga(-;l;;‘o Ginkgoaceae Ginkgo Ginkgo biloba Alternaria sp. 0.12-0.26
Malvaceae Hibiscus Hibiscus rosa-sinensis Phyllosticta dioscoreae 298
Podocarpaceae | Podocarpus Podocarpus sp Aspergillus fumigatus 557.8
Xylariaceae Pestalotiopsis Taxodium distichum Pestalotiopsis microspora 0.05-1.49
Combretaceae Terminalia Terminalia arjuna Pestalotiopsis terminaliae 211.1
Taxaceae Torreya Torreya grandifolia Periconia sp. 0.03-0.83
Araucariaceae Wollemia Wollemia nobilis Pestalotiopsis guepinii 0.49
Pestalotiopsis sp 0.17
Taxaceae Taxus T. baccata Botryodiplodia theobroma 280.5
Especies Fusarium lateritium 0.13
que Pestalotia bicilia 1.08
pertenecen
al género -
Taxus Taxaceae Taxus T. brevifolia T. andreanae 0.024-0.05
Taxaceae Taxus T. celebica Fusarium solani 1.6
Taxaceae Taxus T. chinensis Fusarium solani 163.35
Metarhizium anisopliae 846.1
Taxaceae Taxus T. chinensis var. mairei Ectostroma sp. 276.75
Fusarium mairei 286.4
Botrytis sp. 161
Tc .
Taxaceae axus T. cuspidata Aspergillus niger var. taxi 273.6
BOt}’)}tiS Sp. 206.34
Fusarium arthrosporioides 131
Taxaceae Taxus T. sumatrana Pithomyces sp. 0.095
Taxaceae Taxus T wallichiana Pestalotiopsis microspora 0.34-1.83
Taxaceae Taxus T. Yunnanensis Taxomyces sp. 23

Un namero tan grande y una gama tan amplia, implica que tanto los hongos

productores de taxol como sus hospedadoras tienen una gran diversidad bioldgica. Estos

resultados abren nuevos caminos en la busqueda de alternativas para la produccion de

farmacos, mostrando que la naturaleza tiene mucho que ofrecer dentro del campo de la

medicina y farmacologia, proporcionando un abanico amplio de metabolitos con

prometedoras propiedades.
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6. Conclusiones

En la actualidad, se conocen mas de 20 géneros de plantas con la facultad de
producir taxol. Gracias al primer descubrimiento del hongo 7. adrianae, se pudo
observar su grandisima capacidad y asi poner en marcha la bisqueda de otros hongos

endofitos, y de este modo, desarrollar distintos procedimientos para su obtencion.

Una de las ventajas que poseen los hongos endofitos frente al rendimiento de la
planta en la produccion de taxol, es su cultivo en laboratorios, siendo de suma
importancia por su sencillez, la capacidad de controlar su crecimiento y la posibilidad

de explotacion industrial.

Las especies de arboles del género Taxus estan en peligro de extincion, como
consecuencia de su dificil reproduccion, lento crecimiento y la tala incontrolada; esta
situacion no hace mas que corroborar la idea de que el futuro del taxol se encuentra en

la produccién de estos hongos endoéfitos en cultivos.

No podemos obviar, por la importancia de estos compuestos, la necesidad de
mejorar la produccidon biotecnoldgica, con la intenciéon de optimizarla, teniendo en

cuenta que aun se desconocen algunos aspectos de su biosintesis.

Queda patente la necesidad de generar nuevas alternativas para la produccion de
este farmaco, ya que la demanda de taxol va en aumento y los recursos vegetales son

€Scasos.
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