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RESUMEN

Hypericum laricifolium Juss se utiliza para el tratamiento de infecciones
microbianas. Su perfil metabdlico secundario es influenciado por distintas
variables ambientales. Se busca evaluar el efecto de la altitud y composicion de
suelos sobre la actividad antibacteriana y antifingica de extractos lipofilicos de
Hypericum laricifolium evaluando 29 individuos y sus muestras de suelo
recolectados en diferentes ambientes, y construir un modelo predictivo de su
efecto utilizando fingerprint cromatografico mediante HPLC. En el suelo se
analizaron pH, conductividad eléctrica, materia organica, nitrogeno, fésforo y
potasio. Los extractos se obtuvieron mediante fluidos supercriticos. Para la
identificacion molecular se secuenciaron los loci para ITS1, ITS2 y rbcL. La
identidad para ITS1 e ITS2 fue del 100% y 99,7% respectivamente, rbcL mostré
identidad de género (98,5%). La actividad antibacteriana fue evaluada
mediante microdilucion en placa frente a SARM, evidenciando alta actividad.
Mediante minimos cuadrados parciales (PLS) se establecio correlacion entre la
actividad antibacteriana y los perfiles cromatograficos a 254, 280 y 360 nm. El
modelo fue construido usando los individuos con sus réplicas, con 7501
variables X (respuestas en los diferentes tiempos de retencion), variable y
(CI50 de cada individuo) y fue evaluado usando parametros de correlacion R2.
El modelo a 254 nm predijo mejor la actividad antibacteriana (R?=0,92).

Palabras clave:

Altitud, cédigo de barra molecular, composicion suelo, efecto antimicrobiano,
Fingerprint cromatografico, Hypericum laricifolium.
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ABSTRACT

Hypericum laricifolium Juss is used for the treatment of microbial infections. The
secondary metabolic profile and hence the biological activity could be
influenced by several environmental variables. The aim of this work was to
evaluate the effect of altitude and soil compositions on the antibacterial and
antifungal activity of lipophilic extracts of Hypericum laricifolium, by evaluating
29 individuals and their soil samples obtained in different environmental
conditions and to get a predictive model of their effect using fingerprint
chromatography by HPLC. Soil samples were analyzed for pH, electrical
conductivity, organic matter, nitrogen, phosphorus and potassium. The extracts
were obtained by supercritical fluid extraction. For molecular identification, the
loci ITS1, ITS2 and rbcL were sequenced. The identity for ITS1 and ITS2 was
100% and 99.7% respectively, rbcL exhibited genus identity (98,5%). The
antibacterial activity was performed by micro-dilution technique against MRSA.
A high activity has been detected. Using partial least squares (PLS) a
correlation was established between antibacterial activity and chromatographic
profiles at 254, 280 and 360 nm. The model was constructed using the
individuals with their replicas, with 7501 X variables (responses at different
retention times), variable y (IC50 of each individual). The model was evaluated
using R? correlation parameters, the model at 254 nm predicted better the
antibacterial activity (R?=0.92).

Key words:

Altitude, antimicrobial effect, chromatography fingerprint, Hypericum laricifolium,
molecular barcode, soil composition
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1. Introduccién

El uso indiscriminado de antimicrobianos ha provocado un aumento en la
resistencia microbiana, a esto se suma la presencia de efectos no deseados y
la aparicion de nuevas infecciones han puesto en alerta a la poblacién mundial,
considerando éste problema como una grave amenaza para la salud publica,
siendo de vital importancia la busqueda de nuevas fuentes de principios activos
con propiedades antimicrobianas (Li et al., 2015; OMS, 2014).

La medicina tradicional ha utilizado plantas medicinales durante siglos para el
tratamiento de diversas afecciones de salud, entre ellas, para infecciones
microbianas (Tistaert, Dejaegher, & Vander Heyden, 2011). Al igual que otras
aplicaciones medicinales, el potencial terapéutico se atribuye mayoritariamente
a la presencia de los llamados metabolitos secundarios. Hypericum laricifolium
Juss es una especie nativa de los Andes, también conocida como romerillo,
matequillcana, escobilla o bora, es utilizada para el tratamiento de infecciones
bacterianas, fungicas y parasitarias (Bussmann et al., 2010; Elif et al., 2008;
Jerves et al., 2014; Ruiz & Huamani, 2005; Saroglou, Petar, Rancic, Veljic, &
Skaltsa, 2007). Estudios previos atribuyen estas propiedades a metabolitos con
actividad antimicrobiana, como los derivados acilfloroglucinoles de naturaleza
apolar, que pueden ser aislados especialmente en extractos lipofilicos (Ccana-
Ccapatinta, Barros, Bridi, & Poser, 2015; Ccana-Ccapatinta & von Poser, 2015;
Fobofou et al., 2015; Zhou, Zhang, Pan, Luo, & Kong, 2014).

Su perfil metabdlico como el de muchos seres vivos, puede ser influenciado por
distintas variables ambientales como la altitud, humedad, precipitacién,
radiacion solar y la composicion del suelo en el cual se desarrolla la planta.
Esta variabilidad puede generar modificaciones sobre el efecto bioldgico
ejercido por la planta, asi, existen varios estudios que demuestran la influencia
de la altitud sobre los metabolitos secundarios de la especie Sinodophyllum
hexadrum, en donde el contenido de flavonoides (responsables de la actividad

Carmen Ortega P. 11
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antioxidante y antiviral) increment6 en las plantas obtenidas a mayor altitud y
por el contrario el contenido de ligninas (responsables de la actividad
anticancerigena) fue mas elevado a menor altitud (Dong, Ma, Wei, Peng, &
Zhang, 2011; Liu, Liu, Yin, & Zhao, 2015; Zidorn & Stuppner, 2001). Otros
estudios muestran la influencia de la radiacion ultravioleta sobre los metabolitos
secundarios (Cuadra, Harborne, & Waterman, 1997; Wilson, Wilson, &
Greenberg, 1998), en el género Eucommia la relacion altitud y contenido de
flavonoides fue directamente proporcional (Dong et al., 2011). En Hypericum
perforatum la temperatura incrementd el contenido de hiperacina (Zobayed,
Afreen, & Kozai, 2005), la iluminacion afectdé el metabolismo de Eucommia
ulmoides y su acido geniposidico (Dong et al., 2011), la fotorespiracion reveld
ser una estrategia util a gran altura, en cultivos de cebada y trigo se observé
mayor incremento de la peroxidasa a mayor altitud (Kumar, Kumar, & Ahuja,
2005). Nuevas investigaciones mostraron que componentes del suelo como el
pH, materia organica y potasio influenciaron sobre los metabolitos secundarios
con accion antitumoral en S. hexadrum (Dong et al., 2011; Liu et al., 2015). Sin
embargo, existe poca investigacion de los atributos medicinales de H.
laricifolium, y tampoco se ha considerado la influencia de las variables
ambientales sobre su actividad biolégica, ya que estas Ultimas pueden ser
estresores de la planta y determinar de este modo la produccion de metabolitos
secundarios, con una influencia directa sobre la actividad farmacoldgica (Dong
et al., 2011; Liu et al., 2015; Yang et al., 2005; Zidorn & Stuppner, 2001).

Hoy en dia, existen herramientas cromatograficas que permiten separar los
componentes quimicos individuales de una planta y obtener asi su perfil
metabdlico caracteristico conocido como fingerprint (Bansal, Chhabra, Rawal, &
Sharma, 2014), su uso permite realizar controles de calidad herbal, solucionar
problemas de autenticacion, (adulteracion o confusion entre especies),
determinar picos de interés (metabolitos) (Tistaert etal.,, 2011), proveer la
informacion necesaria para evaluar la influencia de factores ambientales sobre
el perfil metabdlico de una especie y desarrollar modelos predictivos de su
actividad bioldgica, mediante el uso de herramientas estadisticas y analisis
PLS, el cual es una técnica ampliamente utilizada con gran poder predictivo,
que utiliza los datos obtenidos del fingerprint para encontrar la relacion entre
las variables predictoras X y la variable respuesta y (actividad biologica),
construyendo asi nuevas variables capaces de predecir su actividad (Liu et al.,
2015; Tistaert et al., 2011).

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto de la altitud y la
composicion del suelo sobre las actividades antibacteriana y antifingica de
extractos lipofilicos de Hypericum laricifolium Juss, mediante analisis de
fingerprint cromatografico.

Carmen Ortega P.
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2. Metodologia
2.1 Area de estudio y muestreo

La recoleccion de los especimenes se realizé en 3 provincias ecuatorianas, en
la regidén andina del Azuay, Loja y Cafiar, en un rango de altitud de 2.596 a
3.509 m.s.n.m, bajo la supervision de la Blga. Maria Cecilia Carrasco; las
especies fueron utilizadas en investigaciones previas y contaban con el
respectivo marcaje de individuos taxonOmicamente caracterizados (Jerves
etal.,, 2014). El tipo de muestreo fue dirigido (Tongco, 2007). Se tomaron
muestras del suelo del lugar donde crecié cada individuo, segun el protocolo
descrito por la Food Agriculture Organization (FAO), se recolect6 2 kg de suelo
de alrededor de la copa del arbusto, removiendo la hojarasca depositada sobre
el suelo y llegando a una profundidad entre 20-30 cm (FAO, 2009).

2.2 Andlisis de suelos

Para el analisis de suelo se contratd los servicios del Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP). Los pardmetros analizados fueron pH,
conductividad eléctrica, materia organica, nutrientes totales de nitrégeno,
fésforo, potasio (Liu Wei et al., 2015). La metodologia para la determinacion de
pH fue potenciométrica (suelo: agua/ 1:2,5), la conductividad eléctrica se
evalub por extracto de pasta saturada, la materia organica por medicion del
carbono organico total, nitrégeno y fésforo por colorimetria, y potasio a través
de absorcion atomica.

2.3 ldentificacion molecular barcode de H. laricifolium

La identificacién de los especimenes se realiz6 mediante la técnica molecular
barcode, a través de la secuenciacion del ADN de fragmentos obtenidos de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de los loci rbcL, ITS1 e ITS2. Se
extrajo el ADN a partir de las hojas frescas de diferentes individuos de cada
localidad de muestreo (n=15). La extraccion de ADN sigui6 el protocolo CTAB
modificado (protocolo establecido por el laboratorio de Biologia Molecular del
CIBE-ESPOL), de Doyle (1987). Se obtuvieron los amplicones por PCR a 56°C
(Eppendorf, Hamburg, Germany) (Anexo 1 y 2). Para la secuenciacién de los
fragmentos de ADN (5-60 ng/ul) se contrataron los servicios de la empresa de
secuenciacion Macrogen (Maryland, EE.UU). Los resultados fueron
comparados mediante BLAST en las bases de datos de secuencias genéticas
disponibles en el software Geneious 9.1.6 y en GenBank (Chen et al., 2010;
Costa et al., 2016; Manzano, Miranda, Gutiérrez, Santos, & Scull, 2014; Purty &
Chatterjee, 2016).

Carmen Ortega P.
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2.4 Preparacion de los extractos de H. laricifolium

Se seleccionaron las partes aéreas de la planta, se lavaron y secaron a
temperatura ambiente durante 24 horas y en estufa de circulacién de aire
forzado (Pro 3. Cuenca, Ecuador), a 37°C £1 durante 48 horas hasta obtener
peso constante, para luego ser trituradas (Mufioz, 1987; World Health
Organization, 1998). La obtencion de los extractos lipofilicos de cada individuo
se realiz6 mediante Fluidos Supercriticos (Waters®, USA), el solvente usado
fue CO2 grado alimenticio (Indura, Ecuador), como cosolvente 10% de etanol
absoluto (MERCK, Darmstadt, Alemania), a una velocidad de flujo de 4,5
ml/min, 40°C y 100 bares de presion. Se programo en el software del equipo
las siguientes condiciones: 4 min de duracion dinamica y 2 min duracion
estética, durante 7 ciclos (de Melo, Silvestre, & Silva, 2014). El extracto
recolectado se concentré y evapor6 el exceso de solvente en un evaporador al
vacio RapidVap (LABCONCO, USA) a 36°C y 500 mBar, hasta tener peso
constante del extracto en los viales. Se conservaron los extractos a -20°C hasta
su analisis.

2.5 Test de actividad antibacteriana

Se utilizé la técnica de microdilucién en placa descrita por Eloff J. N. (1998)
frente a la cepa ATCC BAA44 de Staphylococcus aureus meticilino resistente
(SARM) con tres réplicas por extracto. La concentracion del inoculo para el
screening fue de 5x10% UFC/mL (Cos, Maes, Sindambiwe, Vlietinck, & Vanden
Berghe, 2006).

El extracto lipofilico fue disuelto con Dimetilsulfoxido (DMSOQO) (Invitrogen, USA)
y fue llevado a una concentracion inicial de 20 mg/mL (solucién stock), para
luego ser diluido en la placa test con el medio nutriente caldo tripticasa soya
(TSB) a concentraciones finales en la placa test de 64,0 a 0,25 pg/mL, por
medio de la preparaciéon de placas intermedias de dilucién con DMSO/agua. La
proporcién de DMSO no excedié al 1% en el medio. La solucién de referencia
fue ciprofloxacina (64 a 0,12 pg/mL) (Proflox, Siegfried). Se incub6 durante 24
horas a 35°C+2°C. La placa fue leida a 405 nm en un lector de microelisa
(Biotek EIX800 Universal Microplate Readers, USA), para obtener la CI50
(ug/mL). Ademas con la finalidad de determinar la capacidad bactericida o
bacteriostatica del extracto, 100 pL de los pocillos que presentaron inibicion
bacteriana fueron sembrados por duplicado en agar tripticasa soya (TSA), se
incubaron a 35°C+2°C durante 24-48 horas. La presencia de crecimiento
bacteriano en las placas indicé una actividad bacteriostatica del extracto y su
ausencia una capacidad bactericida.

2.6 Test de actividad antifangica
Se utilizo la técnica descrita por Cos et al. (2006), frente a la cepa ATCC 90028

de Candida albicans con tres réplicas por extracto. La concentracion del inéculo
para el screening fue de 10* UFC/mL.

Carmen Ortega P.
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El extracto lipofilico fue disuelto con DMSO (Invitrogen, USA) y fue llevado a
una concentracion inicial de 20 mg/mL (solucion stock), para luego ser diluido
en la placa test con el medio nutriente Roswell Park Memorial Institute 1640
(RPMI 1640 R8758, Sigma, USA), el cual fue usado con el buffer 3-
morpholineopropanesulfonic acid 0,165 mol/L (MOPS- MW 209.26, Sigma,
USA) ajustando el pH a 7 con NaOH 1N. Las concentraciones finales en la
placa test fueron de 128, 32, 8, 2 y 0.5 pg/mL, a través de la preparacion de
placas intermedias de dilucibn con DMSO. La solucion de referencia fue
fluconazol (Diflucan, Pfizer). Se incubé durante 24 horas a 35°C+2°C. La placa
fue leida a 405 nm en un lector de microelisa (Biotek EIXx800 Universal
Microplate Readers, USA), con la finalidad de obtener la CI50 (ug/mL) de cada
extracto.

2.7 Analisis HPLC

Muestras de 5 mg de cada individuo de H. laricifolium fueron disueltas en 1 mL
de la solucion del disolvente compuesto por diclorometano/metanol, 10:90 (v/v).
Se mezcld en un vortex. Se homogenizé durante 12 horas usando un
homogenizador multiple (Labquake shaker rotisserie,Thermo Scientic, USA) y
se mantuvo durante 20 min en un bafio ultrasonico (Cole-parmer, USA). Un
volumen de 100 uL del extracto fue diluido con 900 pL de metanol grado
HPLC (Merck millipore, USA) para obtener una concentracion final del extracto
de 500 ug/mL. Finalmente la muestra fue filtrada con filtro de un diametré de
poro de 0,45 ym, y un volumen de 20 L fue inyectado en el HPLC.

El andlisis se llevé a cabo en un sistema Agilent 1200 HPLC Technologies
(Agilent Technologies, USA) utilizando una columna monolitica C18 (100 x 4,6
mm, Merck Chromolitic® RP18E, Alemania) dispuesta en un horno a 40°C. Las
fases moviles fueron constituidas por el solvente A, solucién acuosa de 0,1%
de &cido fosférico (Merck); y solvente B, acetonitrilo puro (Merck). El gradiente
fue el siguiente en la concentracién del solvente B: 25 % de 0-5 min, 35 %
hasta el minuto 25; 80 % hasta el minuto 45 y un 100% en los 5 minutos
finales. La deteccion se lo realizé con un detector de arreglo de diodos (DAD) a
254, 280 y 360 nm. Todos los analisis fueron desarrollados por duplicado.

2.8 Andlisis de datos

La actividad antimicrobiana fue evaluada y cuantificada segun la CI50 de cada
individuo (variable dependiente) y analizada frente a su altitud de muestreo
correspondiente (variable independiente) mediante One Way ANOVA, con el fin
de establecer si habia diferencias significativas, en el software SPSS Statistics
20. Valores p<0.05 fueron considerados estadisticamente significativos
(Massart et al., 1997).

Se realizo un test de regresion lineal maltiple entre los componentes del suelo
(variables independientes) y los valores CI50 por individuo de la actividad
antimicrobiana (variable dependiente), en donde todas las variables del suelo
(pH, conductividad eléctrica, materia organica, nutrientes totales de nitrégeno,

Carmen Ortega P.
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fésforo, potasio) en conjunto fueron introducidas en el andlisis para construir el
modelo de regresion. Adicionalmente se realiz6 un test de regresion lineal
stepwise, en donde se introdujo una variable cada vez para la obtencion del
modelo final. Valores p<0.05 fueron considerados estadisticamente
significativos (Massart et al., 1997). La interpretabilidad de los coeficientes 8
fueron los criterios considerados para la obtenciébn del modelo (Gad, El-
Ahmady, Abou-Shoer, & Al-Azizi, 2013). Se utiliz6 el software SPSS Statistics
20.

2.9 Andlisis fingerprint cromatogréfico y desarrollo de un modelo de la actividad
antibacteriana

Los datos para el andlisis fingerprint fueron obtenidos a partir del analisis
cromatografico HPLC, los cuales fueron exportados al software MATLAB
7.11.0.584 (R2010b) permitiendo obtener el perfil fingerprint para cada
individuo (Tistaert et al., 2011).

Para el desarrollo del modelo predictivo de la actividad antibacteriana se cre6
una matriz de datos X, a partir de los datos obtenidos del analisis fingerprint,
con una dimension nxp, siendo n el nimero de observaciones y p las variables
(sefales correspondientes en los diferentes tiempos de retencién). La matriz y
correspondio a los valores CI50 de cada individuo. Los datos fueron pre-
tratados mediante centrado de la columna. Se obtuvo el modelo predictivo de la
actividad mediante analisis PLS. Los coeficientes de regresion B, fueron usados
para obtener la ecuacion del modelo. Los coeficientes de correlacion R?
permitieron establecer la capacidad predictora del modelo obtenido (Liu et al.,
2015; Otto, 2016; Tistaert et al., 2011).

En el Anexo 3, se visualiza de forma resumida la metodologia utilizada en la
investigacion.

3. Resultados y Discusién

3.1Individuos muestreados

Se obtuvieron 30 individuos de diferentes localidades de muestreo. Las
altitudes correspondientes a cada individuo se encuentran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Informacién de muestreo de las 8 localidades en 3 provincias del Ecuador

rous (YIA '
AE ,‘,JI

Lugar de Cadigo Altitud
muestreo individuo (m.s.n.m.)

Via a Aguarongo 0101C- 0105C 3.165

Octavio Cordero 0206B-0207B 2.870

Nero 1 0308C-0310C 3.196

Nero 2 0412C 3.200

Via Loja 1 0513D-0514D 3.416

Via Loja 2 0615D-0617D 3.490

Via Cafiar 0718D-0727D 3.509

Loja 0828A-0831A 2.600

T p—
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n=30
3.2Componentes del suelo

En el Anexo 4, se presentan las concentraciones de los pardmetros medidos de
la composicion del suelo (pH, conductividad eléctrica, materia organica,
nutrientes totales de nitrégeno, fésforo, potasio), para cada individuo
muestreado. El pH del suelo fue acido, su rango estuvo entre 4,2 - 6,4; la
conductividad eléctrica presenté una variacion minima entre muestras siendo
su promedio de 0,13 8S/m; para la materia organica se observé una notable
diferencia entre individuos 1,1- 37,68%, al igual que para las concentraciones
de nitrégeno (2,87 — 183,48 ppm), fésforo (0,30 - 136,18 ppm), calcio (3,21 —
22,5 meg/100mL), magnesio (0,58 — 7,21 meqg/100mL) y potasio (0,11 — 1,0
meqg/100mL).

3.3 Clasificacion taxonémica

Se obtuvieron los amplicones esperados para los tres loci (Figura 1). Los
resultados de la secuenciacion se encuentran en el Anexo 5, 6 y 7. El loci rbcL
mostré una coincidencia en el género Hypericum, mas no en la especie, con
una identidad del 98,8%, con codigo de accesiéon GQ436683, lo cual es posible
debido a que no se han encontrado reportes en las bases de datos con el gen
rbcL para ésta especie, permitiendo asi que las secuencias obtenidas puedan
alimentar la base de datos para la especie laricifolium, considerando ademas
gue los individuos investigados ya tenian previa identificacién taxonémica como
H. laricifolium y que el porcentaje de identidad de la planta para los loci ITS1 e
ITS2 fue del 100% y 99,7% respectivamente, en la base de datos GenBank y
del software Genious. Encontrandose la accesion con codigo HG004716.1,
concluyendo de este modo que en cada localidad de muestreo se obtuvo la
especie H. laricifolium Juss (informacién corroborada también al obtener el
fingerprint de cada individuo). Los resultados obtenidos concuerdan con los
obtenidos por Nurk, Scheriau, & Madrifian (2013), en donde se investigaron los
patrones filogenéticos del género Hypericum, entre ellos H. laricifolium.
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Figura 1. (a) Amplicon generado del loci rbcL (banda esperada 600 pb); (b) Amplicon
generado del loci ITS1 (banda esperada 707 pb; obtenido del tejido foliar de H. laricifolium.

3.4 Evaluacion de la actividad antibacteriana

Se obtuvieron distintas CI50 para cada individuo de H. laricifolium. Es
importante considerar esta variacion, ya que a pesar de haberse evaluado el
efecto antibacteriano con la misma especie de planta, se obtuvieron para cada
extracto concentraciones inhibitorias diferentes contra SARM. La accion
antibacteriana de todos los extractos fue bacteriostatica, Figura 2.

c: ¢;;7;6/4/1/0 25 p.g/mL

i 01—)‘50\9

o2zl @@
| 03—)@@ g“ @
| tews'sle e 00
@@9@@@0
@969996

Figura 2. (a) Microdilucion en placa de extractos de H. laricifolium, 5 concentraciones de 68-
0,25 ug/mL, después de 24 h de incubacion; (b) Determinacion de la actividad bactericida o
bacteriostatica de las concentraciones inhibitorias de SARM-Medio TSA.

Las CI50 se presentan en la Tabla 2, en un rango de 0,8017 - 6,7382 pg/mL,
considerandose de este modo como extractos muy activos, ya que si la CI50
es < 5 pg/mL el compuesto es muy activo, si se encuentra entre 5 — 30 pg/mL
es ligeramente activo y si es > 30 ug/mL no tiene actividad (Jerves et al., 2014).
La presencia de la actividad antibacteriana de H. laricifolium en esta
investigacién coincide con los resultados obtendios por Bussmann et al. (2010)
al encontrar inhibicion de sus extractos alcohdlicos frente a S. aureus
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Tabla 2. CI50 determinados para H .laricifolium

Cadigo Act. antibacteriana Cadigo Act. antibacteriana
individuo CI50 (ug/mL) individuo CI50 (ug/mL)
o101C 1,48369275 0617D 5,5206274
0102C 1,18622471 0718D 0,80172041
0103C 2,00640012 0719D 0,86142584
0104C 1,72660404 0O720D 1,4765427
0105C 2,15885596 0721D 2,00640012
0206B 3,13683802 0722D 1,43566783
0207B 3,85291603 0723D 2,06461819
0308C 2,20780386 0724D 1,75221124
0309C 1,58121456 0O725D 2,07434041
0310C 2,48351109 0O726D 1,67566576
0412C 1,38855145 0O727D 2,3922026
0O513D 1,59151545 0828A 2,04520612
0514D 1,58059625 0O829A 6,738220571
0615D 4,26210538 O830A 1,94203049
0616D 1,68852632 0831A 2,20780386

Los valores son presentados por individuo. n=30.
3.5Evaluacién de la actividad antifungica

Las dosis de 128, 32, y 8 pg/mL no presentaron inhibicion de las cepas de C.
albicans, sin embargo las dosis de 2 y 0,5 pg/mL inhibieron mas del 70% de
las cepas en los pocillos. Estos resultados inusuales se debieron posiblemente
a una alta concentracién de DMSO en las diluciones previas de las muestras,
ya que éste diluyente pudo haber actuado como un antifingico durante la
incubacion de la cepa con el medio de cultivo en la placa, o también se
presume que pudo ser un efecto del medio de cultivo utilizado, RPMI 1640 con
bicarbonato de sodio en su formulacion (Gnico en stock), ya que se prefiere la
ausencia de este compuesto en el medio de cultivo, para evitar posibles
interferencias durante la prueba. Concluyendo asi que los resultados obtenidos
no brindaban la confiabilidad necesaria para el andlisis de datos subsiguiente,
por lo que la evaluacion de las variables altitud y composiciéon de suelo se
realizé unicamente con las CI50 obtenidas de la determinacion de la actividad
antibacteriana de los extractos de H. laricifolium.

3.6 Actividad antibacteriana y altitud
La CI50 de cada individuo fue evaluada frente a su altitud de muestreo, no se

encontraron diferencias significativas (p>0,05). Se formaron 4 grupos de
individuos con altitudes similares (2596, 2870, 3165-3200 y 3416-3509
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m.s.n.m.), para asi establecer si existian diferencias significativas entre los
grupos de individuos y la CI50 correspondientes, y tampoco se encontrd
significancia (p>0,05). Por lo que se concluye que, en este estudio no existe
influencia de la altitud sobre la actividad antibacteriana. Se debe considerar que
el numero de individuos que se pudo muestrear fue pequefio y hubo poca
diferencia altitudinal entre ellos.

No obstante, se sugiere la existencia de otros factores que influyen sobre la
actividad antibacteriana evaluada, como la diferente composicién del suelo en
donde se desarrollaron las especies de H. laricifolium.

3.7 Actividad antibacteriana y composicion del suelo

El test de regresidn lineal multiple mostro significancia para la materia organica
y el fésforo con valores p=0,035 y p=0,034 respectivamente. El andlisis de
regresion stepwise, revelo la influencia de la materia organica y el pH (p=0,028
y p=0,001 respectivamente). Concluyendo asi, que la actividad antibacteriana y
por lo tanto el contenido de ingredientes activos esta fuertemente relacionado
con la fertilidad del suelo (Lu, Sui, & Sun, 2006).

Asi la materia organica (8=-0,024) junto con el pH (8=-0,846) fueron
considerados los factores que influenciaron sobre la actividad antibacteriana
evaluada, indicando ademas una correlacion negativa (coeficientes ) con la
CI50. Los resultados del modelo final permiten predecir la CI50, a partir de las
concentraciones de materia organica y los valores de pH, de acuerdo con la
ecuacion 1.

CI50 = 6,638 — 0,846 (pH) — 0,024 (materia organica %) Ecuacion (1)

En consecuencia las muestras que presentaron las concentraciones mas altas
de materia organica al igual que los valores méas altos de pH, utilizaron
menores CI50s, y por consiguiente sus extractos mostraron la mejor actividad
antibacteriana.

Liu etal., (2015) encontraron que para los ingredientes activos de S.
hexandrum, la relacion de canferol y quercetina fue significativa y directamente
proporcional con la materia organica; ademas de demostrar que los factores
ecoldgicos tienen una importante influencia sobre el contenido de ingredientes
activos, en donde los factores ambientales (promedio de precipitacion anual-
correlacion negativa, pH del suelo y materia organica-correlacion positiva y la
disponibilidad de potasio) explicaron el 98,13% del total de variaciones
geograficas en el contenido de los ingredientes activos.

La relacion encontrada entre la actividad antibacteriana y el pH, se debe a que
el pH es considerado uno de los principales factores para el mantenimiento de
todos los organismos vivientes, ademas de ser un factor ambiental critico para
el crecimiento de las plantas, debido a la fuerte influencia sobre la
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disponibilidad de nutrientes, formando parte de complejas reacciones quimicas,
en donde las cinéticas de las reacciones desarrolladas en el suelo son
influenciadas por el pH y tienen un alto impacto en la actividad microbiana que
catalizan estas reacciones, considerando asi a la materia organica como una
importante fuente de electrones en el suelo, expresando de este modo que
existe una relacion del pH sobre la materia organica (Husson, 2013).

La biota del suelo incluyendo los microorganismos, a través de sus productos
de deshecho contribuyen a la formacion de la materia organica en el suelo
(FAO, 2015). Desde el punto de vista de la ecologia y dinamica de los suelos
es importante sefalar que tanto la velocidad de adicion como la de
descomposicion de materia organica, cambian conforme las condiciones
ambientales y de uso del suelo. Tal es el caso de los compuestos fendlicos
presentes en las plantas, como la lignina y los flavonoides que pueden provenir
de la presencia de sustancias aromaticas presentes en la materia organica del
suelo, al igual que de la sintesis por microorganismos de compuestos de
carbono no aromaticos (Paneque, 1978). Por lo que la materia organica
(incluyendo la comunidad bacteriana) y el pH influencian en la sintesis de
metabolitos especificos en las plantas (Cheynier, Comte, Davies, Lattanzio, &
Martens, 2013; Liu et al., 2015).

3.8 Fingerprint cromatografico de H. laricifolium
Los cromatogramas obtenidos (Figura 3) se analizaron para identificar todas las

seflales cromatograficas obtenidas en los diferentes tiempos de retencién y
para cada espectro de absorcion (254, 280 y 360 nm).

100 — —

80 — —

sefiales obtenidas

20 | | | | |
0 10 20 30 40 50

Tiempo de retencidn (min)

Figura 3. Sefiales fingerprint obtenidas de cada muestra en el analisis HPLC
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Se obtuvo de este modo, una matriz de datos a partir de la informacién de los
fingerprint herbales de cada individuo, la cual fue organizada en una matriz de
datos X con dimension nxp, en donde n fue el nimero de observaciones
(fingerprint por individuo y sus réplicas) y p las variables (respuestas en los
diferentes tiempos de retencidon). La matriz y correspondi6 a las
concentraciones de la actividad antibacteriana IC50.

En la calibracion multivariada realizada, un modelo cuantitativo fue desarrollado
para la prediccion de la actividad antibacteriana, partiendo de un nimero de
variables predictoras (xi, X2,.....xn) proveniente de puntos o variables de una
fuente cromatografica HPLC (respuestas los tiempos de retencién). El modelo
servira como base para predecir el valor de la propiedad antibacteriana en
muestras futuras (Dejaegher, Tistaert, Dumarey, Alaerts, & Vander Heyden,
2010; Gad et al., 2013; Tistaert et al., 2011; Vander Heyden et al., 2013).

Se realiz6 el pre-tratamiento de datos mediante column centering. Con el
andlisis PLS se crearon variables latentes en base a la covarianza maximizada
entre la matriz de datos X y el vector de respuesta y. Por lo tanto, para modelar
la relacion entre la capacidad antibacteriana y los datos cromatogréficos de los
extractos de H. laricifolium, la matriz de calibracion X (60x7501) consistié de 30
muestras con sus respectivas réplicas, con 7501 variables correspondientes a
las respuestas obtenidas en los diferentes tiempos de retencion hasta el minuto
50. La variable "y" consistié de la concentracién de actividad antibacteriana de
cada extracto, expresada como CI50. Para evitar sobreajustes del modelo, se
empled la técnica de validacién cruzada para construir los modelos PLS en la
gue una muestra se remueve del set de calibracion, y el modelo de PLS se
calibra con los datos restantes (Leave-one-out cross-validation, LOOCV). El
modelo de PLS fue validado por cross-validation, su capacidad predictiva fue
evaluada usando el coeficiente de correlacion R?.

Al comparar los valores de actividad antibacteriana medida frente a la predicha,
se obtuvo un valor del coeficiente de correlacién bajo, para 254nm (R? =
0,7115), 280 nm (R? = 0,5452) y 360 nm (R? = 0,6915). Este resultado se
puede explicar debido, a la presencia de valores atipicos u outliers. En este
caso, una actividad antibacteriana de 6,73 pug/mL, con los valores mas bajos de
materia organica (2,95%) y pH (4,2) en la muestra O829A 2 y su réplica, lo
cual permitié identificarla como un elemento distante del resto de datos de
CI50. Su eliminacion (de cada longitud de onda analizada) mejoré
evidentemente la capacidad predictiva del modelo.

Por lo que el modelo de prediccion final constd de 29 individuos mas sus
réplicas, una matriz de datos X (58x7501). En la Figura 4, se puede observar la
correlacion entre los valores de CI50 observados y los CI50 predichos.
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Figura 4. Correlacion entre la actividad antibacteriana predictiva y experimental de las
muestras usadas para la calibracion del modelo a 254 nm

El modelo de calibracion viene dado por la ecuacién (2).

Ecuacion (2)

9 =Bo+ Z Bi Xi

i=1
Donde:
y = actividad predictiva
[So= Intercepto
Si= coeficientes de los predictores
n= numero de observaciones
X= variable predictora original

Los coeficientes de regresion bi fueron usados para evaluar la contribucion de.

las variables originales al modelo final y para predecir los valores de actividad
antibacteriana en nuevas muestras de H. laricifolium.

Los coeficientes de correlacion obtenidos para el modelo final se muestran en
la Tabla 3.

Tabla 3. Resultados comparativos de los coeficientes de correlacion en los modelos de
prediccion a 254, 280 y 360 nm

Espectro R?

254 nm 0,9297
280 nm 0,4783
360 nm 0,8059
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El nimero 6ptimo de componentes principales fue de cinco, ya que con estos
componentes se presentd el menor valor para RMSECV (Figura 5).

09— —

RMSECY

08 —

| | | |
1 2 3 4 5 6
Mumber of PLS components

Figura 5. Numero de componentes principales en funciéon del RMSECV

Se concluye que para estimar la mejor capacidad antibacteriana, la longitud de
onda 254 nm present6 el mejor valor de R?, donde el ajuste del modelo fue del
92%, 46% para 280 nm y 81% para 360 nm (Figura 7).
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Figura 6. Resultados de los modelos en sus respectivas regresiones (a) 254 nm; (b) 280 nm;

4. Conclusiones

La actividad antibacteriana de los extractos lipofilicos de H. laricifolium fue
influenciada por los componentes del suelo pH y materia organica, mas en este
estudio no se encontrd una relacién entre la altitud y el efecto antibacteriano.
Por lo que, se concluye que al igual que en otras investigaciones ciertas
condiciones ambientales producen situaciones de estrés sobre las plantas,
afectando de este modo su metabolismo secundario y por lo tanto su actividad

bioldgica.

El perfil cromatogréfico fingerprint de H. laricifolium Juss, posibilitd el desarrollo
de un modelo base de prediccion de la actividad antibacteriana, que permitira
determinar ésta actividad en nuevas muestras de H. laricifolium, por medio de
la obtencidn de sus datos cromatograficos mediante HPLC.
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ANEXOS
ANEXO 1

Metodologia para la identificacion molecular barcode
Extraccion de ADN de Hypericum laricifolium.

» Seleccionar el tejido foliar
» Pulverizar tejido foliar con nitrégeno liquido
» Extraccion de ADN - Método CTAB
+ Lisis:
» Buffer de extraccién (CTAB, NaCl, EDTA, Tris- HCL, PVP, B-
mercaptoetanol, ddH20)
* ADN + Buffer (150 mg + 800 uL)
» Proteinasa K (15 pL)
» Bafio Maria, 60 min
+ Purificacion
» Cloroformo-isoamil (700 pL)
» Centrifugar (14.000 rpm/4°C/10 min) - sobrenadante
* RNAsa (6 uL)/15 min/37°C
» Cloroformo-isoamil (1V)
» Centrifugar (14.000 rpm/4°C/10 min) — sobrenadante
» Precipitacién
* Isopropanol (1V), -20°C/30 min
» Centrifugar (14.000 rpm/4 °C/20 min) — sobrenadante
« Lavar pellet con etanol (200 uL)
» Centrifugar
« Secar (temperatura ambiente)
» Resuspension (Agua libre de nucleasas)
» Purificacion (Kit comercial)

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

« Mix: Go taq, primers rbcL, 5a4, S2S3 (F/R), ddH20
* Mezclar Mix 8 uL + ADN 2 uL
» Centrifugar (7/14.000 rpm)

Electroforesis

* Gel agarosa 1.8 %, Buffer TAE 1X

* Sol. Loading 1 uL + ADN 5 uL

e 10 pL muestra, 30 min, Marcador 100 pb

» Visualizar imagen — verificar presencia de bandas esperadas
» Preparar el PCR con 50 uL de ADN

Secuenciar

Verificar los resultados de la secuenciacion en una base de datos.
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ANEXO 2

Secuencias de los primers utilizados en el analisis molecular

Marcador Nombre del primers  Secuencias de los primers 5'-3'

ITS1 5a fwd CCTTATCATTTAGAGGAAGGAG
4 rev TCCTCCGCTTATTGATATGC

ITS2 S2F ATGCGATACTTGGTGTGAAT
S3R GACGCTTCTCCAGACTACAAT

rbcl rbcLa_F ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC
rbcLa_R GTAAAATCAAGTCCACCRCG
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ANEXO 3

Metodologia para la evaluacion de las variables altitud y composicién de suelo sobre la
actividad antimicrobiana de H. laricifolium y proceso utilizado para la obtencion del
fingerprint y el modelo predictivo.

pH
Conductividad eléctrica
Materia organica

p

K
n=29 —
2596-3509 m.s.n.m.

EXTRACCION-SFE  ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Inhibiciéon

co, + |
Y A 10% etanol 2000800600
'DNA BARCODING ' 40°C "eoeeone X '
1A BARIDIN - i~ )|
_ g 4,5 mL/min Microdilucion en placa
loci rbcL 100 bares 5 Conc. Extracto: 68-0,25 ug/mL
ITS, yITS, presion Medio cultivo: TSB/TSA
3
SARM ATCC BAA44 (5x10 UFC/mL)
24 h/35°C /405 nm

Bactericida?bacteriostatica?

ACTIVIDAD ANTIF[']_NGICA

Microdilucidn en placa

5 Conc. Extracto:

128-0,5 ug/mL

Medio cultivo: RPMI 1640

4 )
C. albicans 90028 (10 UFC
24 h /[ 35°C /405 nm

Fingerprint — H. laricifolium

254 nm
-1 280 nm
| 360 nm

n variables

m x n data matrix X 9 RS 9 PLS 9 @i p,edid;e Z

I Modeling S

m objacts = samples
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ANEXO 4
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Concentraciones de los componentes de los suelos analizados por individuo muestreado
(H. laricifolium)

Muestras pH CE. M.O. N P K Ca Mg
®S/m) (%) (ppm) (ppm) (meg/100mL) (meqg/100mL) (meqg/100mL)
o101c 48 0,04 26,50 43,15 6,60 0,25 5,07 0,91
ol02c 48 004 26,50 43,15 6,60 0,25 5,07 0,91
o103c 49 015 37,68 135,13 4,63 0,12 9,58 1,53
o104c 49 015 37,68 135,13 4,63 0,12 9,58 1,53
ol105c 46 012 35,82 183,48 9,28 0,11 7,17 0,87
02068 952 0,07 1,10 548 5,68 0,48 18,25 5,34
o278 92 007 11 5,48 5,68 0,48 18,25 5,34
o30sc 48 0,08 36,80 72,72 88,55 0,25 3,21 0,58
0309c 49 0,07 25,77 3526 58,99 0,56 3,91 0,66
o3loc 49 007 25,77 3526 58,99 0,56 3,91 0,66
o412c 49 0,07 25,77 3526 58,99 0,56 3,91 0,66
os13p 64 033 357 2,87 57,34 0,66 20,98 1,45
os14D 64 033 3,57 2,87 57,34 0,66 20,98 1,45
oelsp 42 0,05 14,6 44,38 80 0,6 4,28 1,03
o616D 42 0,05 146 4438 80 0,6 4,28 1,03
o617D 42 018 8,57 30,2 136,18 0,8 7,99 2,63
o718D 57 0,26 794 9,64 15,76 0,63 22,01 3,05
o719D 58 031 785 11,02 7,39 1,00 22,50 3,12
o720p 53 0,26 6,26 5,15 5,78 0,70 22,18 3,01
o721D 53 0,26 6,26 5,15 5,78 0,70 22,18 3,01
o722D 52 012 8,20 4,81 0,30 0,73 19,35 3,90
0723D 52 012 820 481 0,30 0,73 19,35 3,90
o724D 54 013 251 2,73 8,67 0,30 21,89 3,62
o725D 954 013 251 2,73 8,67 0,30 21,89 3,62
o726p 51 013 14,45 31,40 2,24 0,26 9,99 2,54
o727 51 013 1445 3140 224 0,26 9,99 2,54
og2sa 42 0,06 295 39,31 6,03 0,33 3,37 0,72
og29A 42 0,06 295 39,31 6,03 0,33 3,37 0,72
0830A 45 004 435 9,06 15,54 0,48 3,55 2,52
0831A 45 0,03 2,74 17,17 4,39 0,34 3,97 7,21

Los valores son presentados por parametro analizado y por cada individuo. n=30. C.E., Conductividad
Eléctrica; M.O., Materia Orgénica; N, Nitrogeno total; P, Fosforo; K, Potasio; Ca, Calcio; Mg, Magnesio.

Carmen Ortega P.

37



Universidad de Cuenca

P

\

UNVERSIDAD € CUEN

ANEXO 5

Secuencias resultados de la amplificacidn del loci rbcL del primer foward y reverse-
formato FASTA

>160915-02_K07_46_rbcLa_F.abl 578
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNGGCGTTAAGAGTATAANTTGACTTATTATAC
TCCTGACTATGAAACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCATTTAGAGTAA
CTCCTCAACCTGGGGTTCCCCCGGAGGAAGCAGGAGCAGCGGTAGCTGCG
GAATCTTCTACTGGTACCTGGACAACTGTCTGGACGGATGGATTGACAAG
TCTTGATCGTTATAAAGGACGATGCTACCACATTGAGCCTGTTCCTGGAG
AGGAAAATCAATATATATGTTATGTAGCTTACCCCTTAGACCTTTTTGAA
GAAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTAGGAAATGTATTTGG
ATTCAAAGCCCTGCGTGCTCTACGCTTGGAGGATTTGCGAATCCCGCCTG
CTTATTCGAAAACTTTCCAAGGTCCGCCCCATGGGATCCAAGTTGAAAGA
GATAAATTGAACAAGTATGGCCGTCCCCTATTAGGTTGTACGATTNNNCC
TANNTTGNNNNNNCCCGCNNNGAAGTCAGCTCTNNNNGNNTNNTNAGTNN
NCGTCAAAAAAATNNTTCGNNTTNANAN

>160915-02_C13_66_rbcLa_R.abl 143
NNNNNNNNNNNNNCGACGNNNTCTNAGCGGANAACCCCNATTTAGGTTTA
ATAGTACAACCTAATAGGGGACGGCCATACTTGTTCAATTTATCTCTTTC
AACTTGGATCCCATGGGGCGGACCTTGGAAAGTTTTCGAATAA

>160915-02_M07_47_rbcLa_F.abl 130
ANNNNNNNNNNNNNNNNNNCGTTAAGAGTANAAATTGACTTATTATACTC
CTGACTATGAAACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCATTTAGAGTAACT
CCTCAACCTGGGGTTCCCCCGGAGGAAGCA
>160915-02_E13_67_rbcLa_R.abl 145
NNNNNNNNNNNNNNCGANNNNNNTCTNAGCGGANAACCCCNATTTAGGTT
TAATAGTACAACCTAATAGGGGACGGCCATACTTGTTCAATTTATCTCTT
TCAACTTGGATCCCATGGGGCGGACCTTGGAAAGTTTTCGAATAA

>160915-02_007_48_rbcLa_F.abl 128
NNNNNNNNNNNNNGNNNGGCGTTAAGAGTANAAATTGACTTATTATACTC
CTGACTATGAAACCAAAGATACTGNTATCTTGGCAGCATTTAGAGTAACT
CCTCAACCTGGGGTTCCCCCGGAGGNNN

>160915-02_G13_68_rbcLa_R.abl 424
NNNNNNNNNNNNNNNNGNNNNNNNNNNGGANAACCCCANNNNNNNNTTNA
NNAGTACAACCTAATAGGGGACGGCCATACTTGTTCAATTTATCTCTTTC
AACTTGGATCCCATGGGGCGGACCTTGGAAAGTTTTCGAATAAGCAGGCG
GGATTCGCAAATCCTCCAAGCGTAGAGCACGCAGGGCTTTGAATCCNAAT
ACATTTCCTACAATGGAAGTAAACATGTTAGTAACAGAACCTTCTTCAAA
AAGGTCTAAGGGGTAAGCTACATAACATATATATTGATTTTCCTCTCCAG
GAACAGGCTCAATGTGGTAGCATCGTCCTTTATAACGATCAAGACTTGTC
AATCCATCCGTCCAGACAGTTGTCCAGGTACCAGTAAAAGATTCCGCAGC
TACCGCTGCTCCTGCTTCCTCCGG

>160915-02_A09_49_rbcLa_F.abl 132
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCGTTAAGAGTATAAATTGACTTATTATACT
CCTGNCTATGAAACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCATTTAGAGTAAC
TCCTCAACCTGGGGTTCCCCCGGAGGAAGCAN
>160915-02_113_69_rbcLa_R.abl 438
NNNNNNNNNNNNGANGNNNTCTTAGCGGANAACCCCAATTTAGGTTTAAT
AGTACAACCTAATAGGGGACGGCCATACTTGTTCAATTTATCTCTTTCAA
CTTGGATCCCATGGGGCGGACCTTGGAAAGTTTTCGAATAAGCAGGCGGG
ATTCGCAAATCCTCCAAGCGTAGAGCACGCAGGGCTTTGAATCCAAATAC
ATTTCCTACAATGGAAGTAAACATGTTAGTAACAGAACCTTCTTCAAAAA
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GGTCTAAGGGGTAAGCTACATAACATATATATTGATTTTCCTCTCCAGGA
ACAGGCTCAATGTGGTANCATCGTCCTTTATAANNANCANNACTTGTCNA
TCCNTCCGTCCAGACNGTTGTCCAGGNACCANNANAANATTCCGCANCTA
CCGNTGCTCCNGCTTCCNCCNNNNGANNNNNNNGNNNN

>160915-02_C09_50_rbcLa_F.ab1563
NNNNNNNNNNNNNNNGNNGGCGTTAAGAGTATAAATTGACTTATTATACT
CCTGACTATGAAACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCATTTAGAGTAAC
TCCTCAACCTGGGGTTCCCCCGGAGGAAGCAGGAGCAGCGGTAGCTGCGG
AATCTTCTACTGGTACCTGGACAACTGTCTGGACGGATGGATTGACAAGT
CTTGATCGTTATAAAGGACGATGCTACCACATTGAGCCTGTTCCTGGAGA
GGAAAATCAATATATATGTTATGTAGCTTACCCCTTAGACCTTTTTGAAG
AAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTAGGAAATGTATTTGGA
TTCAAAGCCCTGCGTGCTCTACGCTTGGAGGATTTGCNAATCCCGCCTGC
TTATTCNANNACTTTCCAAGGNCCGCNCCATGGGATCCAANTTGAANNAG
ANAANTTNANNNNNTNTNNNCNCCCCCTATTANGTNGNACTATTNNNCCT
ANNTTGNNNNNANCNNNNNNNNNNACNNNNNANNNNTTTANNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNTN

>160915-02_K13_70_rbcLa_R.abl 148
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNGNANNNNNNNNGGANAACCCNNANNNNNNNN
TTTAATAGTACAACCTAATAGGGGGCGGCCATACTTGTTCAATTTATCTC
TTTCAACTTGGATCCCATGGGGCGGACCTTGGAAAGTTTTCGAATAAG

Primer rbcLa_F: rbcLa foward, rbcLa_R: rbcLa reverse. n=5
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ANEXO 6

Secuencias resultados de la amplificacion del loci ITS1 del primer foward y reverse-
formato FASTA

>160915-02_E09_51_5a_fwd.abl 678
NNNNNNNNNNNNNNNAGGTGANCTGCGGAGGANCATTGTCGAAACCTGCA
AATGACCCGCGAACTAGTTATCAACATGTTGGGAGAGATGGGAGAAATCC
CATAGCTTCTTCGTGCCAGTGGAGGGTAATTGTGTCGTTATAATGGCGGC
ATGATTATTTGACACTCGGACAAACTAACCAACCCCGGCGCGGTATGCGC
CAAGGAACTTTGCATTAAATGTGGTCGTGCCCACGATCGTTCCGTAAAAC
GGAAGAAGCGAACGTGATCTTGGCCACTTTTTCATTACACAAAACGACTC
TCGGCAACGGATATCTAGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATG
CGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAAC
GCAAGTTGCGCCCGAAGCCTCCTGGCCAAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTC
ACACATCATCCCCACCGAACCAAATAATTCATTGTCGTTGTTTGGTAAGA
GGATGGGCGGAAAATGGTCTCCCGTGCGCATTGCTCGCGGTTGNCCTANA
AANAAATTCCTGGNGATTGCNANCCATGACCANCGNNGGTTNANNNACCC
TCNATGGNTGNTGTNANANCTTNNNNNNNNTNNNNNNNNACNCNNNNNNN
NNNNNNNNTTNTTNNNNNNNNNNNNNNN

>160915-02_M13_71_4 rev.abl 248
NNNNNNNNNNNNNNNNNGACTGGGGTCNCTTGAAGAGTGTTTGACATAAC
AAACACGTTCAGGGTCAGAGTCTCCCAACATGTGATGCAAGCTCTCACAA
CACCCATCGAGGGTCTTTCAACCACCGCTGGTCATGGCTTGCAATCACCA
GGAATTTATTTTTAGGCCAACCGCGAGCAANGCGCACGGGAGACCATTTT
CCGCCCATCCTCTTACCAAACAACGACAATGAATTATTTGGTTCGGNG

>160915-02_G09_52_5a_fwd.abl 432
NNNNNNNNNNNNNNNAGGTGANCTGCGGAGGANCATTGTCGAAACCTGCA
AATGACCCGCGAACTAGTTATCAACATGTTGGGAGAGATGGGAGAAATCC
CATAGCTTCTTCGTGCCAGTGGAGGGTAATTGTGTCGTTATAATGGCGGC
ATGATTATTTGACACTCGGACAAACTAACCAACCCCGGCGCGGTATGCGC
CAAGGAACTTTGCATTAAATGTGGTCGTGCCCACGATCGTTCCGTAAAAC
GGAAGAAGCGAACGTGATCTTGGCCACTTTTTCATTACACAAAACGACTC
TCGGNNACGGATATCTANGCTCTTGCATCGATGAANAACGTANNNAAATG
CNATACTTGNNGGGAATTGCNNAATCCCNNGNNCCNTCNNNNCNTTGAAC
GCNNGNNNNNCCCTNANCCNNNNGNNCNNNGN
>160915-02_013_72_4 rev.abl 220
NNNNNNNNNNNNNNNGNNNGACTGGGGNCNCTTGAGAGTGTTTGACATAA
CAAACACGTTCAGGGTCAGAGTCTCCCAACATGTGATGCAAGCTCTCACA
ACACCCATCGAGGGTCTTTCAACCACCGCTGGTCATGGCTTGCAATCACC
AGGAATTTATTTTTAGGCCAACCGCGAGCAATGCGCACGGGAGACCATTT
TCCGCCCATCCTCTTACCAA

>160915-02_109_53 5a_fwd.ab1639
NNNNNNNNNNNNNNNNAGGTGANCTGCGGAGGANCATTGTCGAAACCTGC
AAATGACCCGCGAACTAGTTATCAACATGTTGGGAGAGATGGGAGAAATC
CCATAGCTTCTTCGTGCCAGTGGAGGGTAATTGTGTCGTTATAATGGCGG
CATGATTATTTGACACTCGGACAAACTAACCAACCCCGGCGCGGTATGCG
CCAAGGAACTTTGCATTAAATGTGGTCGTGCCCACGATCGTTCCGTAAAA
CGGAAGAAGCGAACGTGATCTTGGCCACTTTTTCATTACACAAAACGACT
CTCGGCAACGGATATCTAGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAAT
GCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAA
CGCAAGTTGCGCCCGAAGCCTCCTGGCCAAGGGCACGTCTGCCTGGGTGT
CACACATCATCCCCACCGAACCAAATAATTCATTGTCGTTGTTTGGTAAG
AGGATGGGCGGAAAATGGTCTCCCGTGCNCNTTGCTCGCGNTTGGCCTAN
NAANNNNNTTCNNNNNGANTGNNNNCCNTGANCANNNNNNNNTGAAANAN
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NNTNNNNGGNNNNNTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
>160915-02_A15_73_4 rev.abl 247
NNNNNNNNNNNNNNNNNNGACTGGGGTCNCTTGAAGAGTGNTTGACATAA
CAAACACGTTCAGGGTCAGAGTCTCCCAACATGTGATGCAAGCTCTCACA
ACACCCATCGAGGGTCTTTCAACCACCGCTGGTCATGGCTTGCAATCACC
AGGAATTTATTTTTAGGCCAACCGCGAGCAATGCGCACGGGAGACCATTT
TCCGCCCATCCTCTTACCAAACAACGACAATGAATTATTTGGTTCGG

>160915-02_K09_54 5a_fwd.abl 634
NNNNNNNNNNNNNNAGGTGACCTGCGGAGGANCATTGTCGAAACCTGCAA
ATGACCCGCGAACTAGTTATCAACATGTTGGGAGAGATGGGAGAAATCCC
ATAGCTTCTTCGTGCCAGTGGAGGGTAATTGTGTCGTTATAATGGCGGCA
TGATTATTTGACACTCGGACAAACTAACCAACCCCGGCGCGGTATGCGCC
AAGGAACTTTGCATTAAATGTGGTCGTGCCCACGATCGTTCCGTAAAACG
GAAGAAGCGAACGTGATCTTGGCCACTTTTTCATTACACAAAACGACTCT
CGGCAACGGATATCTAGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGC
GATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACG
CAAGTTGCGCCCGAAGCCTCCTGGCCAAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCA
CACATCATCCCCACCGAACCAAATAATTCATTGTCGTTGTTTGGTAAGAG
GATGGGCGGAAAATGGTCTCCCGTGCGCATTGCTCGNGGTTGNCCTAAAA
ATAAATTCCNGNCGATTGCAAGCCNTGACCANCGGTGGTTGAAANANCCT
CNATGNNNGNNNNNANNNNTTGNNNNNNNNNNNN
>160915-02_C15_74 4 rev.abl 676
NNNNNNNNNNNCCGNNNGACTGGGGTCNCTTGAAGAGTGTTTGACATAAC
AAACACGTTCAGGGTCAGAGTCTCCCAACATGTGATGCAAGCTCTCACAA
CACCCATCGAGGGTCTTTCAACCACCGCTGGTCATGGCTTGCAATCACCA
GGAATTTATTTTTAGGCCAACCGCGAGCAATGCGCACGGGAGACCATTTT
CCGCCCATCCTCTTACCAAACAACGACAATGAATTATTTGGTTCGGTGGG
GATGATGTGTGACACCCAGGCAGACGTGCCCTTGGCCAGGAGGCTTCGGG
CGCAACTTGCGTTCAAAGACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCAATTCACA
CCAAGTATCGCATTTCGCTACGTTCTTCATCGATGCAAGAGCCTAGATAT
CCGTTGCCGAGAGTCGTTTTGTGTAATGAAAAAGTGGCCAAGATCACGTT
CGCTTCTTCCGTTTTACGGAACGATCGTGGGCACGACCACATTTAATGCA
AAGTTCCTTGGCGCATACCGCGCCGGGGTTGGTNANTTNNNCCNANNGNN
ANTANNCNTGNCNNNNNTANNNNNNNNANTTACNNTCCNNTGNNNNNNNN
NNNCNANNNNNNNNCNNNTNTTNNNNNNNCNNGTTGNNNACNANNTNNNN
TNTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNANN

>160915-02_MO09_55_5a_fwd.ab1 553
NNNNNNNNNNNNNNNNNNGANCTGCGGAGGANCATTGTCGAAACCTGCAA
ATGACCCGCGAACTAGTTATCAACATGTTGGGAGAGATGGGAGAAATCCC
ATAGCTTCTTCGTGCCAGTGGAGGGTAATTGTGTCGTTATAATGGCGGCA
TGATTATTTGACACTCGGACAAACTAACCAACCCCGGCGCGGTATGCGCC
AAGGAACTTTGCATTAAATGTGGTCGTGCCCACGATCGTTCCGTAAAACG
GAAGAAGCGAACGTGATCTTGGCCACTTTTTCATTACACAAAACGACTCT
CGGCAACGGATATCTAGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGC
GATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACG
CAAGTTGCGCCCGAAGCCTCCTGGCCAAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCA
CACATCATCCCCACCGAACCAAATAATTCNTTGNCGTTGTTTGGNAANAN
NATGNNNNNANNNNGNNCNNCNNTNNTCCNNTGNTNNNNNNNNNNNNNNC
NNN

>160915-02_E15 75_4 rev.abl 638
NNNNNNNNNNNCCGNNNGACTGGGGTCNCTTGAAGAGTGNTTGACATAAC
AAACACGTTCAGGGTCAGAGTCTCCCAACATGTGATGCAAGCTCTCACAA
CACCCATCGAGGGTCTTTCAACCACCGCTGGTCATGGCTTGCAATCACCA
GGAATTTATTTTTAGGCCAACCGCGAGCAATGCGCACGGGAGACCATTTT
CCGCCCATCCTCTTACCAAACAACGACAATGAATTATTTGGTTCGGTGGG
GATGATGTGTGACACCCAGGCAGACGTGCCCTTGGCCAGGAGGCTTCGGG
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CGCAACTTGCGTTCAAAGACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCAATTCACA
CCAAGTATCGCATTTCGCTACGTTCTTCATCGATGCAAGAGCCTAGATAT
CCGTTGCCGAGAGTCGTTTTGTGTAATGAAAAAGTGGCCAAGATCACGTT
CGCTTCTTCCGTTTTACGGAACGATCGTGGGCACGACCACATTTAATGCA
AAGTTCCTTGGCGCATACCGCGCCGGGGTTGNTTANNTTGTNNNANNNNN
ANNTANTNNTGCCNNNNNNNNNCGACNNNNTTACCCTCNANTGNCNCGAN
TANNCTNTGGNNNNNNNNNNNNNTNNCNNNNNNNNNNN

5a_fwd: 5a foward, 4 _rev: 4 reverse. n=5
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ANEXO 7

Secuencias resultados de la amplificacion del loci ITS2 del primer foward y reverse-
formato FASTA

>160915-02_009_56_S2F.abl 477
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCGNNNCTTTGACGCANGTTGCGCCCGAAGC
CTCCTGGCCNAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCACACATCATCCCCACCGA
ACCAAATAATTCATTGTCGTTGTTTGGTAAGAGGATGGGCGGAAAATGGT
CTCCCGTGCGCATTGCTCGCGGTTGGCCTAAAAATAAATTCCTGGTGATT
GCAAGCCATGACCAGCGGTGGTTGAAAGACCCTCGATGGGTGTTGTGAGA
GCTTGCATCACATGTTGGGAGACTCTGACCCTGAACGTGTTTGTTATGTC
AAACACTCTTCAAGTGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTA
AGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCTTAGTAA
CGGCGAGCGAACCGGGAAATGCCCAGCTTGAAAATCGGACGCCTTTGGTG
TTCGAATTGTAGTCTGGAAAANCGTCA

>160915-02_G15_76_S3R.abl 467
NNNNNNNNNCGNNTTNNNGCTGGGCATTTCCCGGTTCGCTCGCCGTTACT
AAGGGAATCCTTGTTAGTTTCTTTTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAAC
TCAGCGGGTAGTCCCGCCTGACCTGGGGTCACTTGAAGAGTGTTTGACAT
AACAAACACGTTCAGGGTCAGAGTCTCCCAACATGTGATGCAAGCTCTCA
CAACACCCATCGAGGGTCTTTCAACCACCGCTGGTCATGGCTTGCAATCA
CCAGGAATTTATTTTTAGGCCAACCGCGAGCAATGCGCACGGGAGACCAT
TTTCCGCCCATCCTCTTACCAAACAACGACAATGAATTATTTGGTTCGGT
GGGGATGATGTGTGACACCCAGGCAGACGTGCCCTTGGCCAGGAGGCTTC
GGGCGCAACTTGCGTTCAAAGACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCAATTC
ACACCAANTATCGCATA

>160915-02_A11_57_S2F.abl 469
NNNNNNNNNNNNCGAGNCTTTGACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCTCCTGGC
CNAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCACACATCATCCCCACCGAACCAAATA
ATTCATTGTCGTTGTTTGGTAAGAGGATGGGCGGAAAATGGTCTCCCGTG
CGCATTGCTCGCGGTTGGCCTAAAAATAAATTCCTGGTGATTGCAAGCCA
TGACCAGCGGTGGTTGAAAGACCCTCGATGGGTGTTGTGAGAGCTTGCAT
CACATGTTGGGAGACTCTGACCCTGAACGTGTTTGTTATGTCAAACACTC
TTCAAGTGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAGCATATC
AATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCTTANTAACGGCGAGC
GAACCGGGAAATGCCCAGCTTGAAAATCNNANGCCTTTGGTGTTCGAATT
GTANTCTGNNAAANCGTCA

>160915-02_115_77_S3R.abl 467
NNNNNNNNNNNNNNNTNNNCTGGGCATTTCCCGGTTCGCTCGCCGTTACT
AAGGGAATCCTTGTTAGTTTCTTTTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAAC
TCAGCGGGTAGTCCCGCCTGACCTGGGGTCACTTGAAGAGTGTTTGACAT
AACAAACACGTTCAGGGTCAGAGTCTCCCAACATGTGATGCAAGCTCTCA
CAACACCCATCGAGGGTCTTTCAACCACCGCTGGTCATGGCTTGCAATCA
CCAGGAATTTATTTTTAGGCCAACCGCGAGCAATGCGCACGGGAGACCAT
TTTCCGCCCATCCTCTTACCAAACAACGACAATGAATTATTTGGTTCGGT
GGGGATGATGTGTGACACCCAGGCAGACGTGCCCTTGGCCAGGAGGCTTC
GGGCGCAACTTGCGTTCAAAGACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCAATTC
ACACCAAGTATCGCATA

>160915-02_C11_58 S2F.abl 469

NNNNNNNNNNNNCNNNTCTTTGACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCTCCTGGC
CAAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCACACATCATCCCCACCGAACCAAATA
ATTCATTGTCGTTGTTTGGTAAGAGGATGGGCGGAAAATGGTCTCCCGTG
CGCATTGCTCGCGGTTGGCCTAAAAATAAATTCCTGGTGATTGCAAGCCA
TGACCAGCGGTGGTTGAAAGACCCTCGATGGGTGTTGTGAGAGCTTGCAT
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CACATGTTGGGAGACTCTGACCCTGAACGTGTTTGTTATGTCAAACACTC
TTCAAGTGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAGCATATC
AATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCTTANTAACGGCGAGC
GAACCGGGAAATGCCCAGCTTGAAAATCGNANGCCTTTGGTGTTCGAATT
GTANTCTGGAAAANCGTCA

>160915-02_K15_78_S3R.abl 468
NNNNNNNNNNCNANTTTNNGCTGGGCATTTCCCGGTTCGCTCGCCGTTAC
TAAGGGAATCCTTGTTAGTTTCTTTTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAA
CTCAGCGGGTAGTCCCGCCTGACCTGGGGTCACTTGAAGAGTGTTTGACA
TAACAAACACGTTCAGGGTCAGAGTCTCCCAACATGTGATGCAAGCTCTC
ACAACACCCATCGAGGGTCTTTCAACCACCGCTGGTCATGGCTTGCAATC
ACCAGGAATTTATTTTTAGGCCAACCGCGAGCAATGCGCACGGGAGACCA
TTTTCCGCCCATCCTCTTACCAAACAACGACAATGAATTATTTGGTTCGG
TGGGGATGATGTGTGACACCCAGGCAGACGTGCCCTTGGCCAGGAGGCTT
CGGGCGCAACTTGCGTTCAAAGACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCAATT
CACACCANNTATCGCATA

>160915-02_E11 59 S2F.abl 471
NNNNNNNNNNNNTCGNGTCTTTGACGCNAGTTGCGCCCGAAGCCTCCTGG
CCNAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCACACATCATCCCCACCGAACCAAAT
AATTCATTGTCGTTGTTTGGTAAGAGGATGGGCGGAAAATGGTCTCCCGT
GCGCATTGCTCGCGGTTGGCCTAAAAATAAATTCCTGGTGATTGCAAGCC
ATGACCAGCGGTGGTTGAAAGACCCTCGATGGGTGTTGTGAGAGCTTGCA
TCACATGTTGGGAGACTCTGACCCTGAACGTGTTTGTTATGTCAAACACT
CTTCAAGTGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAGCATAT
CAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCTTAGTAACGGCGAG
CGAACCGGGAAATGCCCAGCTTGAAAATCGNACGCCTTTGGTGTTCGAAT
TGTAGTCTGGNAAAANCGTCA

>160915-02_M15_79 S3R.abl 467
NNNNNNNNNCGNNTTTCAGCTGGGCANTTCCCGGTTCGCTCGCCGTTACT
AAGGGAATCCTTGTTAGTTTCTTTTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAAC
TCAGCGGGTAGTCCCGCCTGACCTGGGGTCACTTGAAGAGTGTTTGACAT
AACAAACACGTTCAGGGTCAGAGTCTCCCAACATGTGATGCAAGCTCTCA
CAACACCCATCGAGGGTCTTTCAACCACCGCTGGTCATGGCTTGCAATCA
CCAGGAATTTATTTTTAGGCCAACCGCGAGCAATGCGCACGGGAGACCAT
TTTCCGCCCATCCTCTTACCAAACAACGACAATGAATTATTTGGTTCGGT
GGGGATGATGTGTGACACCCAGGCAGACGTGCCCTTGGCCAGGAGGCTTC
GGGCGCAACTTGCGTTCAAAGACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCAATTC
ACACCAAGTATCGCATA

>160915-02_G11_60_S2F.abl 469
NNNNNNNNNNNNCNNNTCTTTGACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCTCCTGGC
CNAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCACACATCATCCCCACCGAACCAAATA
ATTCATTGTCGTTGTTTGGTAAGAGGATGGGCGGAAAATGGTCTCCCGTG
CGCATTGCTCGCGGTTGGCCTAAAAATAAATTCCTGGTGATTGCAAGCCA
TGACCAGCGGTGGTTGAAAGACCCTCGATGGGTGTTGTGAGAGCTTGCAT
CACATGTTGGGAGACTCTGACCCTGAACGTGTTTGTTATGTCAAACACTC
TTCAAGTGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAGCATATC
AATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCTTAGTAACGGCGAGC
GAACCGGGAAATGCCCAGCTTGAAAATCGGACGCCTTTGGTGTTCGAATT
GTAGTCTGGNNAANCGTCA

>160915-02_015 80 _S3R.abl 471
NNNNNNNNNNNNCNNANTTTNNGCTGGGCATTTCCCGGTTCGCTCGCCGT
TACTAAGGGAATCCTTGTTAGTTTCTTTTCCTCCGCTTATTGATATGCTT
AAACTCAGCGGGTAGTCCCGCCTGACCTGGGGTCACTTGAAGAGTGTTTG
ACATAACAAACACGTTCAGGGTCAGAGTCTCCCAACATGTGATGCAAGCT
CTCACAACACCCATCGAGGGTCTTTCAACCACCGCTGGTCATGGCTTGCA
ATCACCAGGAATTTATTTTTAGGCCAACCGCGAGCAATGCGCACGGGAGA
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CCATTTTCCGCCCATCCTCTTACCAAACAACGACAATGAATTATTTGGTT
CGGTGGGGATGATGTGTGACACCCAGGCAGACGTGCCCTTGGCCAGGAGG
CTTCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAGACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCA
ATTCACACCAAGTATCGCATA

S2F: S2 foward, S3R: S3 reverse. n=5
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