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Resumen

La preocupacion por conseguir nuevas alternativas terapéuticas para el
tratamiento de infecciones producidas por bacterias resistentes a antibioticos
disponibles, trajo consigo el interés de buscar nuevos agentes antibacterianos. Los
productos naturales de diversas fuentes biologicas presentan ciertas ventajas frente a
compuestos sintéticos. Uno de los sistemas biolégicos de gran interés son los
microorganismos. Por lo que el presente estudio documental se enfoca en las bacterias
endofiticas, los cuales son microorganismos que viven dentro de las plantas. El
objetivo de este estudio es analizar los articulos publicados sobre el uso de bacterias
endofiticas para la obtencion de agentes con actividad antibacteriana. Ademas, se
pretende ordenar y resumir la informacion disponible en los indices Scopus y Web of
Science (W0S).

La busqueda de articulos cientificos se realizé en Scopus y WoS, utilizando los
términos de busqueda [“endophytic bacteria” AND (“antimicrobial activity" OR
antibacterial)] en ambas bases de datos. Se considerd todos los articulos con
informacion relevante sobre el tema, publicados hasta el 10 de noviembre del 2021. Se
excluyeron articulos de revision, meta-analisis, libros y capitulos de libros y aquellos
articulos cuyo texto completo es en idioma con alfabeto distinto al latino. Ademas, se

realiz6 un analisis bibliométrico utilizando el programa VVOSviewer.
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Como resultado de la busqueda bibliografica, se encontré 278 articulos entre
Scopus y WoS. De estos, 44 documentos solo estdn en WoS. Luego de aplicar los
criterios de inclusion y exclusion, se determind que 126 articulos cientificos tienen
informacion relevante para el presente estudio. Ademas, se evidencid que las bacterias
endofiticas son microorganismos con un interés creciente en diversos sectores
industriales. Con el fin de obtener agentes antibacterianos y luego del analisis de los
articulos cientificos, se determinG que el proceso de obtencion de compuestos con
actividad antibacteriana a partir de bacterias endofiticas consta de seis etapas, los
cuales son: (i) seleccion del material vegetal, (ii) aislamiento de bacterias endofiticas,
(iii) identificacion de las bacterias aisladas, (iv) extraccion de metabolitos activos, (v)
evaluacion de la actividad antibacteriana y (vi) aislamiento e identificacion del

metabolito activo.

Por otro lado, se evidencid una considerable variedad de plantas de las que se
aislaron diversas bacterias, utilizando diversos medios de cultivo y los mas utilizados
son agar nutritivo, soya triptico, Luria-Bertani, medio de aislamiento de actinomicetos,
entre otros. Ademas, se identificd dos principales problemas: escasos estudios que
aislan, purifican e identifican el compuesto antibacteriano y muchos estudios que

aislaron bacterias sin identificarlas genéticamente.

En conclusion, la busqueda de agentes antibacterianos a partir de bacterias
endofiticas es un area de la ciencia emergente con gran potencial. Los desafios de los
estudios enmarcados en esta area son: demostrar la influencia de la actividad
metabolica de las bacterias endofiticas sobre las propiedades farmacoldgicas de las
plantas medicinales y aislar e identificar nuevos compuestos antibacterianos que

puedan ser estudiados como posibles farmacos.

Palabras clave: Actividad antibacteriana; Actividad antimicrobiano; Bacteria

endofitica; Metabolito bacteriano; Plantas medicinales.
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Abstract

The concern for finding new therapeutic alternatives to treat infections produced
by bacteria resistant to available antibiotics brought with it the interest to search for
new antibacterial agents. Natural products from various biological sources have certain
advantages over synthetic compounds. One of the biological systems with great
interest are microorganisms. Therefore, this documentary study focuses on endophytic
bacteria, which are microorganisms that live inside plants. The objective of this study
is to analyze the articles published about the use of endophytic bacteria to obtain agents
with antibacterial activity. In addition, it is intended to order and summarize the

information available in Scopus and Web of Science (WoS).

The search for scientific articles was carried out in Scopus and WoS, using the
search terms ["endophytic bacteria” AND ("antimicrobial activity" OR antibacterial)]
in both databases. All articles with relevant information on the subject, published until
November 10, 2021, were considered. Review articles, meta-analysis, books and book
chapters and those articles whose full text is in a language with an alphabet other than
Latin were excluded. In addition, a bibliometric analysis was performed using the

VOSviewer Software.
As a result, 278 articles were found between Scopus and WoS. Of these, 44

documents are only in WoS. After applying the inclusion and exclusion criteria, it was

determined that 126 scientific articles have relevant information for the present study.
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In addition, it was evidenced that endophytic bacteria are microorganisms with a
growing interest in several industrial sectors. In order to obtain antibacterial agents, it
was determined that the process to obtain compounds with antibacterial activity from
endophytic bacteria consists of six stages. These stages are: (i) selection of plant
material, (ii) isolation of endophytic bacteria, (iii) identification of isolated bacteria,
(iv) extraction of active metabolites, (v) evaluation of antibacterial activity, and (vi)

isolation and identification of the active metabolite.

On the other hand, there was evidence of a considerable variety of plants from
which various bacteria were isolated, using various culture media and the most
commonly used are nutrient agar, tryptic soybeans, Luria-Bertani, actinomycete
isolation medium, among others. In addition, two main problems were identified: few
studies that isolate, purify and identify the antibacterial compound and many studies

that isolated bacteria without identifying them genetically.

In conclusion, the search for antibacterial agents from endophytic bacteria is an
emerging area of science with great potential. The challenges of the studies framed in
this area are: to demonstrate the influence of the metabolic activity of endophytic
bacteria on the pharmacological properties of medicinal plants and to isolate and

identify new antibacterial compounds that can be studied as possible drugs.

Keywords: Antibacterial activity; Antimicrobial activity; Endophytic bacteria;

Bacterial metabolite; Medicinal plants.
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1. INTRODUCCION

Segin la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), la resistencia a
antimicrobianos puede producir infecciones intratables que conlleva no solamente
problemas de salud, sino también sociales y econdémicas *. Tal es asi que incluso se
dice que la continua aparicién de resistencia a los antimicrobianos puede limitar el
logro de muchos Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de la Organizacion de las
Naciones Unidas, por ser un problema de salud publica y social 2. En ese contexto, la
busqueda de nuevos agentes antibacterianos a partir de diversas fuentes es de interés
mundial. Es por ello que existe un gran interés y preocupacion de la comunidad
cientifica en la busqueda de nuevos antibidticos. Esta busqueda es realizada
principalmente a partir de fuentes de origen natural o bioldgico tales como: plantas,
insectos y bacterias®. Ademas, los microorganismos son preferidos por la capacidad
que tienen de incrementar su poblacion en determinados medios de cultivo y la

diversidad de especies y habita que poseen.

El interés por las bacterias como fuentes de nuevos agentes antibacterianos
empezd en 1925 cuando se reportd por primera vez que una cepa de Escherichia coli
inhibia el crecimiento de otras cepas de la misma especie *. Asi, posteriormente, a
partir de cultivos bacterianos se desarrollaron farmacos como: cloranfenicol, colistina,
eritromicina, estreptomicina, kanamicina, polimixina B, vancomicina, entre otros >®.
Actualmente, se sabe que nuevos antibi6ticos tales como teixobactin * que fue aislado
de bacterias de suelo y darobactin 7 aislado de Photorhabdus que es un género de
bacteria que vive dentro de nematodos estan en proceso de desarrollo. Ademas, entre
las bacterias mas utilizadas se tiene a las aisladas de suelos 8%, medios y organismos
marinos 113 y plantas 148, Estas ultimas incluyen a las endofitas o bacterias

endofiticas que en los Ultimos afios aumento su interés.

El interés por las bacterias endofiticas inicia principalmente por el deseo de
investigar la relacion que tienen con los vegetales y analizar si tienen un rol en las
propiedades terapéuticas que poseen las plantas medicinales. Asi, se tiene el reporte

de la obtencion de compuestos como: ecomicina, pseudomicina, xiamixina y
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munumbicina quienes son antibacterianos, antimicéticos y antiplasmidos *°. Ademas,
segun la busqueda en Scopus, el primer reporte de un estudio con el propdsito de
buscar nuevos agentes antibacterianos a partir de bacterias endofiticas es del afio 1999.
Desde entonces se publicaron diversos articulos que evaltan la actividad
antibacteriana de extractos de cultivos bacterianos frente a bacterias patdgenas para
plantas, animales y humanos. Sin embargo, solo existe una revision general sobre las
bacterias endofiticas como fuente de antibidticos y no existe revisiones sistematicas
sobre la obtencidn de agentes antibacterianos a partir de bacterias endofiticas. Es decir,
se desconoce a profundidad el estado del arte de este tema. Por lo que el objetivo del
presente estudio documental es analizar los estudios publicados sobre el uso de
bacterias endofiticas para la obtencion de agentes con actividad antibacteriana.
Ademas, permitira ordenar, analizar y resumir la informacién disponible en los indices
Scopus y Web of Science.

2. METODOLOGIA

La busqueda articulos cientificos se realizo en los indices o bases de datos Scopus
y Web of Science (WoS). Luego de un andlisis previo sobre los descriptores adecuados
para la presente investigacion documental se decidid utilizar los términos de busqueda
[“endophytic bacteria” AND (“antimicrobial activity" OR antibacterial)] en ambas
bases de datos. En Scopus, la busqueda se realizé en los campos “Titulo, Resumen 'y
Palabras Clave”; mientras que en WoS la busqueda se realizo en “Todos los Campos”
del articulo. El analisis bibliométrico de las publicaciones de bacterias endofiticas para
la obtencién de agentes con actividad antibacteriana se realiz6 utilizando el Software
VOSviewer.

Debido a que la obtencion de agentes antibacterianos a partir de bacterias
endofiticas es una linea de investigacion relativamente nueva. Tal es el caso que el
primer articulo publicado en Scopus sobre el tema fue en el afio 1999. Se consideraron
todos los articulos encontrados en ambas bases de datos, segun el criterio de busqueda
indicado en el parrafo anterior. Ademas, de todos los articulos encontrados, se realizd

una seleccion segun los siguientes criterios:
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2.1. Criterio de inclusion
e Articulos originales que contienen informacion relevante sobre el tema de

estudio.

2.2. Criterio de exclusion
e Articulos cuyo texto completo no esté disponible.
e Atrticulos de revision, meta-analisis, libros o capitulos de libros.

e Articulo cuyo texto completo es en idioma con alfabeto distinto al latino.

3. ANALISIS BIBLIOMETRICO

Utilizando el criterio de busqueda sefialado en la parte metodoldgica, La
Figura 1 muestra el nmero de articulos encontrados en Scopus y WoS, siendo
234 y 152 articulos publicados hasta el 10 de noviembre del 2021,
respectivamente. Ademas, sustrayendo los articulos indizados en ambas bases de
datos (duplicados), se determiné que en total son 278 articulos publicados entre
Scopus y WoS. De estos, 44 articulos s6lo estan en WoS. Asimismo, aplicando
los criterios de inclusion y exclusion para la seleccién de articulos en la presente
investigacion documental, se determind que son 126 documentos cientificos los
que estan estrechamente relacionados con el tema del presente estudio y cumplen
con los criterios de inclusion, segun metodologia. De los cuales, 14 articulos s6lo
estan en WoS, 71 articulos estan en ambos indices y el resto sélo est4 en Scopus
(Figura 2 y Figura 3). Ademas, se utilizaron articulos cientificos con informacion
relevante para contextualizar el tema, con los que sumaron un total de 178

articulos, visualizados en la lista de referencias bibliogréficas.

De los articulos excluidos, la mayoria fueron por tratarse de estudios que
evaluan la actividad antifingica, otros fueron porque el estudio se refiere a hongos
endofiticos, porque utilizaba a las bacterias endofiticas con otros fines o porque

no se tiene acceso al articulo en texto completo.
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Figura 1 Articulos cientificos publicados en Scopus y WoS (Criterio de busqueda:
["endophytic bacteria™ AND (“antimicrobial activity" OR antibacterial)]
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Figura 2 Namero de articulos cientificos que cumplen con los criterios de inclusion
y exclusién, segun el afio de publicacion.
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distinto a plantas

+ Utilizan BE con otros fines

Resultado total de la busqueda
n=386
Scopus:234
WoS: 152

A

Articulos excluidos (n=19)
+ Estudios sin acceso
al texto completo <

Y

Numero de articulos después
de eliminar los duplicados
n=278
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Chino mandarin

Y
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de excluir los irrelevantes
para el presente estudio
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Y

Articulos incluidos en
el presente estudio
n=126
Scopus: 41
WoS: 14
Scopus + WoS: 71

Figura 3. Diagrama del proceso de seleccion de articulos cientificos en el presente

estudio.
Elaboracidn propia

La basqueda de articulos cientificos en la base de datos Scopus evidencio que

el término mas utilizado como palabra clave es “endophytic bacteria”, seguido por

“endophytes”, “antimicrobial activity”, “antibacterial activity”, entre otros

(Figura 4). Ademas, la primera palabra clave tiene una fuerza total de enlace de

82, que segun el manual de VOSViewer, este dato se refiere al nimero de

publicaciones en la que dos términos aparecen juntos y cuanto mayor sea este

valor, mas fuerte es el vinculo 2. Ademas, el término “endophytic bacteria” tiene

conexion con 19 palabras clave.
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Figura 4 Analisis bibliométrico de palabras clave en publicaciones de bacterias

endofiticas, indizadas en Scopus. Mapa segun palabras clave.
Elaborado con el programa VOSviewer.

Por otro lado, los autores que mas articulos publicados del tema tienen en
Scopus son Li Yan y Baek Kwang-Hyun, ambos con cinco articulos. Sin embargo,
los autores mas citados son Berg G. y Sunkar S. con 148 y 132 veces citados,
respectivamente. Ademas, China, con 69 articulos, es el pais que mas publica en
revistas indizadas en Scopus, seguido por India, Indonesia, Corea del Sur, Egipto
y Brasil con 41, 29, 17, 13 y 11 documentos publicados, respectivamente. Los
paises que colaboran con China son: USA, Egipto, Canad4, Arabia Saudi y
Uzbekistan (Figura 5).

En el caso de WoS, el término “endophytic bacteria” es la principal palabra
clave con una fuerza total de enlace de 47. Ademas, este término tiene conexion
con otros 15 términos de los cuales los mas frecuentes son ‘“Antimicrobial

activity”, “endophytes”, “antibacterial activity

(Figura 6).

2 ¢

, “medicinal plants”, entre otros
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Figura 5 Analisis bibliométrico de co-autoria en publicaciones de bacterias
endofiticas, indizadas en Scopus. Mapa segun paises.
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Elaborado con el programa VOSviewer.

Figura 6 Analisis bibliométrico de palabras clave en publicaciones de bacterias

endofiticas, indizadas en WoS. Mapa segun palabras clave.
Elaborado con el programa VVOSviewer.
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Por otro lado, Se evidencié que Baek Kwang-Hyun es el autor que mas
articulos ha publicado (siete) hasta el momento. Sin embargo, Hedlund Brian P. y
Li Li son los autores mas citados (112 citas), siendo ambos coautores de tres
articulos relacionados al tema. Ademas, el pais que més publica sobre el tema es
China, con 30 articulos; seguido por india con 26 articulos. EI nimero de paises
que colaboran con China son cinco (USA, Pakistan, Egipto, Arabia Saudi y
Bangladesh). Los paises que colaboran con India son tres (Brasil, Arabia Saudi y
USA), Ver Figura 7.

South Africa

Egypt

Peoples R China USA
Sau.’abia e o@wany
Pg.pn

Ban h
Wt o

&, vosviewer

Figura 7 Analisis bibliométrico de co-autoria en publicaciones de bacterias

endofiticas, indizadas en WoS. Mapa segln paises.
Elaborado con el programa VOSviewer.

4. BACTERIAS ENDOFITICAS

Segun Lodewyckx et al., la definicion del término endofito ha ido cambiando con
el transcurso del tiempo 2*; asi, en 1992 se denomind endofitos a los microorganismos
localizados dentro de los tejidos internos de la epidermis. Posteriormente, en 1997
James & Olivares se referian a las bacterias endofiticas como microorganismos que

pueden o no producir alguna enfermedad en la planta huésped ?2. Sin embargo, en la
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actualidad se define a las bacterias endofiticas como microorganismos que viven

dentro de la planta durante cierta parte o todo su ciclo de vida %,

El origen de las bacterias endofiticas se desconoce. Sin embargo, segin Hardoim
et al. %, todas las plantas tienen en su interior microorganismos que desempefian un
rol fundamental en la planta. Los microorganismos que habitan el interior de la planta
pertenecen a taxones bacterianos, fungicos, protistas y arqueas. Ademas, en el caso de
las bacterias, su transmision puede ser de forma horizontal (a través de esporas en el

aire o en el medio rizosférico) o vertical (través de las semillas o el polen) °

Asi mismo, se sabe que las plantas se benefician de las bacterias endofiticas por
adquirir proteccion frente a la colonizacién de otros microorganismos patdgenos,
degradacién o disminucion de compuestos toxicos, obtencion de nutrientes generados
por las bacterias, fijacion de nitrégeno y sintesis de fitohormonas %', Ademas, las
bacterias endofiticas pueden intervenir en la sintesis de metabolitos secundarios con

efectos bioldgicos beneficiosos .

4.1. Usos potenciales

El interés por las bacterias endofiticas ha ido creciendo en diversas areas. En
laindustria farmacéutica, diversos estudios reportan el uso de bacterias endofiticas
para el desarrollo de nuevos farmacos o para la obtencion de materia prima en la
produccion de farmacos. En el primer caso, se tiene por ejemplo el reporte de que
Bacillus cereus SZ1 produce exopolisacaridos que previene el dafio oxidativo del
DNA vy la oxidacion celular ?; Streptomyces SUK10 tiene la capacidad de
sintetizar compuestos con actividad antimalarica *°, Pseudomonas helmanticensis
para la obtencion de compuestos con actividad antibacteriana y anticandida 3;
Bacillus subtilis NCIB3610 para sintetizar monosacaridos, polisacaridos, y
aminoécidos con actividad antibacteriana y antifingica 2. Todos estos estudios
sugieren un potencial uso de las bacterias sefialadas en la industria farmacéutica
para el desarrollo de nuevos farmacos. Por otro lado, una potencial fuente

amigable con el medio ambiente de precursores en la produccion de farmacos son
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las bacterias endofiticas. Por ejemplo, Anjum & Chandra 3

reportaron que
Microbacterium sp., aislado de Catharanthus roseus, tiene la capacidad de
sintetizar Vindolina, un alcaloide de interés farmacéutico para la produccion de
vinblastina; Zou et al. * reportaron que las bacterias endofiticas aisladas de
Ginkgo biloba tienen la capacidad de sintetizar terpenos y flavonoides. Ademas,
Bacillus licheniformis Syt1, aislado de Dioscorea zingiberensis, tiene la habilidad
de sintetizar diosgenina que es un precursor de farmacos esteroidales y otros

metabolitos de interés en la industria farmacéutica .

En la agricultura, se reportd que estas bacterias se podrian utilizar como
promotores de crecimiento, control de plagas, prevencion y control de
enfermedades en las plantas y mejorar la tolerancia de la planta a condiciones de
estrés 23 Ademas, se estima que el uso de este recurso disminuira
significativamente el uso de agroquimicos como fertilizantes, insecticidas,
fungicidas y herbicidas *. Por lo que es una posible solucion al problema de la

seguridad alimentaria.

En la solucién de problemas medioambientales, un potencial recurso para la
remediacion de contaminantes son las bacterias endofiticas. Asi por ejemplo estos
microorganismos actlan sinérgicamente con las plantas huésped para la
fitorremediacion de contaminantes organicos en agua *8. Se observo también la
capacidad de estas bacterias para la captacion de metales pesados >, Incluso, se
report6 que Bacillus amyloliquefaciens RWL, aislado de semillas de arroz, tienen
la capacidad de promover el crecimiento de plantas, al mismo tiempo captar
metales pesados de un suelo contaminado *!. Ademas, para contrarrestar los
contaminantes producto de la industria farmaceéutica, estas bacterias podrian
ayudar en la degradacién de medicamentos que llegan a los cultivos de plantas a

través del agua de irrigacion 2.

Otro potencial uso de las bacterias endofiticas es en el area nanotecnolégico.

Asi, se reportd el uso de estas bacterias para la biosintesis de nanoparticulas
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metéalicas y no metalicas con actividad antibacteriana, antifingica, antioxidante, y

un posible uso contra el cancer 44°,

5. BACTERIAS ENDOFITICAS COMO FUENTES DE AGENTES
ANTIBACTERIANOS

Los productos naturales se refieren a los metabolitos producidos por animales,
plantas y microorganismos “°. Ademas, debido al interés de conseguir productos
naturales por su afinidad y mejor tolerancia en los seres humanos ’ es que la busqueda
de agentes antibacterianos a partir de bacterias endofiticas es una linea de investigacion
emergente. Como se vera mas adelante, las BE son una fuente potencial para la
obtencién de nuevos agentes antibacterianos que puedan ser utilizados en la industria

agricola, alimentaria y farmacéutica (en el desarrollo de nuevos antibioticos).

5.1. Proceso de obtencion de agentes antibacterianos a partir de bacterias

endofiticas

El proceso completo de obtencion de compuestos con actividad antibacteriana
a partir de bacterias endofiticas consta de seis etapas, los cuales son: (i) seleccion
del material vegetal, (ii) aislamiento de bacterias endofiticas, (iii) identificacion
de las bacterias aisladas, (iv) extraccion de metabolitos activos, (v) evaluacién de
la actividad antibacteriana y (vi) aislamiento e identificacion del metabolito

activo.

En la préctica investigativa, la evaluacion de la actividad antibacteriana
frecuentemente se realiza en tres momentos del estudio: de forma preliminar
(inmediatamente después del aislamiento del microorganismo), luego de obtener
un extracto con solvente organico de bacterias endofiticas y después del
aislamiento del posible metabolito con actividad antibacteriana. Cabe mencionar
que casi todos los estudios publicados estan constituidos por una parte de este

proceso; generalmente se reporta desde el aislamiento de la bacteria endofitica
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hasta la evaluacién de la actividad antibacteriana de extractos de aislados

bacterianos.

5.1.1. Fuentes de aislamiento de bacterias endofiticas para la obtencion
de agentes con actividad antibacteriana

Se puede inferir diversas estrategias para seleccionar las plantas con el
fin de aislar sus enddéfitos. La principal justificacion del uso de determinado
material vegetal es el antecedente etnobotanico *’, es decir, se consideran para
su estudio las plantas con valor tradicional terapéutico. Otro motivo es la
preocupacion del riesgo de extincion de diversas especies vegetales por causa
del cambio climatico, una extraccién indiscriminada y otras actividades
humanas 3%, El problema de extincion de plantas eliminaria potenciales
fuentes de metabolitos con interés farmacoldgico, por lo que la comunidad
cientifica expresa el interés de explorar de forma exhaustiva el potencial
biotecnoldgico antes de la extincion completa de la planta, tal como reporta
Liu et al. °%. Estas dos justificaciones son las que frecuentemente se hallan en
los estudios que aislan bacterias endofiticas. Sin embargo, Strobel & Daisy
sugieren que la estrategia de seleccion de plantas son también cuando el
vegetal tiene un entorno ambiental Unico, especialmente las condiciones
dificiles de supervivencia; plantas que son endémicas y plantas que crecen
en zonas de gran biodiversidad. Ademas, se puede considerar como un
criterio de seleccidn de plantas por su valor como fuente ya comprobada de
compuestos bioldgicos activos. Tal como sucede con las plantas del género
Taxus, del que se obtiene paclitaxel (farmaco anticancerigeno) y que algunos
investigadores ya reportaron potenciales agentes antibacterianos a partir de
BE de esta planta 165354,

La Tabla 1 muestra 138 especies de plantas utilizadas para el
aislamiento de bacterias endofiticas alrededor del mundo. Algunas plantas
son estudiadas en diferentes lugares por distintos investigadores, por ejemplo:
Aloe vera, estudiada en Malasia y en la India °>°%; Avicennia lanata, estudiada
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en Indonesia y Malasia 58, Calotropis procera, estudiada en Pakistan y
Egipto °°%; Carica papaya L., estudiada en Indonesia, Filipinas y Pakistan
61-64. Catharanthus roseus, estudiada en la India y Birmania %°; Centella
asiatica L., estudiada en la India y Malasia ®'®8; Citrus limdn, estudiado en
China y Pakistan %%, Curcuma cedoaria, estudiada por diferentes
investigadores en Indonesia ""?; Hibiscus rosa-sinensis L., estudiada por
distintos investigadores en la India ®""3; y otros. Ademas, otras plantas son
reportadas en mas de un articulo, por ejemplo: Arabidopsis thaliana "7
Bacopa monnieri "®"7; Ginkgo biloba L. 5378 y Taxus brevifolia *5°. Por otro
lado, algunos estudios le dan mayor importancia al potencial uso de las
bacterias endofiticas aisladas y sus metabolitos, sin reportar la identidad del
material vegetal utilizado. Esta situacion ocurre por ejemplo con Webster et
al. ™ gue sefialan haber utilizado 24 especies de plantas que incluyen 19
géneros, de forma similar sucede con Beiranvand et al. 8 quienes reportan

haber utilizado 23 plantas medicinales en Iran.

Cabe mencionar que de todas las plantas utilizadas para el aislamiento
de bacterias endofiticas en el mundo, s6lo se tiene un articulo publicado
indizado tanto en Scopus como en WosS. El articulo peruano fue publicado
por Valdez-Nufiez et al. &, el objetivo del estudio fue aislar BE en blsqueda
de agentes antibacteriano contra Burkholderia glumae (fitopatogeno del

arroz).

Tabla 1. Plantas estudiadas para el aislamiento de bacterias endofiticas
Planta huésped Referencia

Acalypha indica Linn 82

Achillea kellalensis 83

Aloe vera 55,56

Alternanthera brasiliana 84

Amorphophallus konjac 8

Andrographis paniculata L. 67

Angelica sinensis 86
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Planta huésped Referencia
Anisophyllea disticha 87
Anredera cordifolia 88
Arabidopsis thaliana 475
Arachis hypogaea 89
Arisaema %0
Armoracia rusticana 2l

Artemisia annua L. i

Astrocaryum sciophilum 93
Avicennia alba 58
Avicennia lanata 57,58
Avicennia marina 58

Azadirachta indica (neem) 94

Bacopa monnieri =
Boscia variabilis Collett & Hemsl ¥
Brassica campestris L S

Brassica oleracea i

Bruguiera cylindrica e

Bruguiera gymnorrhiza S

Byrsonima crassifolia o

Calotropis gigantea &

Calotropis procera 59,60
Camellia sinensis 98
Camellia assamica 99
Camellia oleifera 100

Capsicum annuum 101

Carica papaya L. 61-64
Catharanthus roseus 65-67
Centella asiatica L. 67,68

Chenopodium album L. 69

Cichorium intybus L. 102

Cissus quadrangularis 103
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Planta huésped Referencia
Citrus aurantifolia 104
Citrus limon 69,70
Citrus spp. 105
Cocos nucifera L. 106
Coix lacryma-jobi 107
Commiphora wightii 108
Cosmos caudatus Kunth 109
Crinum macowanii 110

Curcuma aeruginosa 2

Curcuma xanthorrhiza 72
Curcuma zedoaria 71,72

Cymodocea rotundata 111

Dendrobium officinale A’
Dicoma andémala ey
Dryopteris uniformis L

Echinacea purpurea S

Enhalus acoroides 111
Ephedra foliata 116
Epimedium brevicornu Maxim 117

Equisetum arvense 118

Eugenia uniflora L. 19

Euterpe oleracea 120
Fagonia indica 121
Ficus minahassae 122

Garcinia mangostana L. 123

Ginkgo biloba L. 53,78
Glycine max 124
Glycyrrhiza uralensis 125
Grewia tenax 108

Hedyotis corymbosa (L.) Lamk 126

Helianthus annus L. 69
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Planta huésped Referencia

Hemsleya sinesis 127

Hibiscus rosa-sinensis L. 67.73

Holostemma ada-kodien 128

Hoya multiflora Blume 129

Hypericum perforatum 130

Hypericum scabrum &3

Hyptis suaveolens 131

Lonicera japonicae 282

Mahonia fortunei 133

Malus domestica Borkh. &

Mangifera indica 2

Memecylon edule Roxb 135

Mentha arvensis L. R’

Mentha sativa L. ¥

Mentha spicata L

Messerschmidia sibirica 1

Metasequoia glyptostroboides e

Millettia pachycarpa Benth all

Morinda citrifolia L. 138,139

Musa accuminata Colla 69

Neesia altissima 140

Nerium oleander L. 67

Ocimum sanctum 141

Ocimum tenuiflorum L. 67

Olea europea 142

Origanum vulgare L. 143

Oryza sativa L. 8l

Pajanelia longifolia 144

Panax quinquefolius 145

Peganum harmala L. 146

Pelargonium hortorum 102
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Planta huésped Referencia
Phaseolus vulgaris 147
Phragmites australis 148

Pimpinella pruatjan Molkend 149

Pinus densiflora 53
Piper retrofractum Vahl 150
Platycodon grandiflorum 31
Plectranthus amboinicus L. il
Plectranthus tenuiflorus -2
Portulaca oleracea 102
Pseudobrickellia brasiliensis &3
Raphanus sativus L. P4

Rauvolfia serpentina (L.) Benth. Y

ex. Kurz
Rhizophora apiculata 57,58
Rhizophora mucronata Lam. 57,156

Rumex pulcher N

Salix babylonica 53
Salix chaenomeloides 53
salvia miltiorrhiza 157

Salvodora oleoides 108

Scutellaria baicalensis 158

Solanum lycopersicum L. 159
Solanum mauritianum 160
Solanum sp 161
Solanum tuberosum L. 162,163
Sonneratia caseolaris 57,58
Stachys lavandulifolia 83

Starja bachteriarica 83

Styrax benzoin L. 164
Syzygium polycephalum 165

Tamarindus indica Linn. 166

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =&  DE SANTA MARIA

Planta huésped Referencia
Taxus brevifolia 16,53
Taxus wallichiana Zucc. 54

Tectaria barberi 167

Tectona hamiltoniana Wall 66

Thalassia hemprichii 111,168

Tinospora cordifolia (Wild.) Miers g6

Vernonia anthelmintica i

Xylocarpus moluccensis d

Elaboracidn propia.

5.1.2. Aislamiento de bacterias endofiticas

Tal como se conoce por definicion, una bacteria endofitica es aquella
bacteria localizada en el interior de una planta, ademas el microorganismo no
produce dafio alguno al vegetal. Por lo que se deduce que las poblaciones
bacterianas ubicadas en la parte externa de la planta son microorganismos
ajenos a las BE. Entonces, una de las etapas criticas de este procedimiento es
eliminar los microorganismos de la parte externa del material vegetal. Segun
el procedimiento reportado, este proceso de esterilizacion se lleva a cabo
utilizando etanol al 70% y 96%, hipoclorito de sodio en un rango de 2 al 5%,
agua y materiales estériles. Para confirmar la esterilidad de la parte externa
de la planta, se toma el agua del Gltimo lavado y se siembra en una placa con

un determinado medio de cultivo.

En resumen, el proceso de esterilizacion de la parte externa del material
vegetal consiste primeramente en el lavado de la planta para eliminar
particulas de gran tamafio. Inmediatamente después, se lava con etanol por un
determinado tiempo, que puede ir de 3 a 5 minutos. Posteriormente, se lava
con solucion de hipoclorito de sodio y finalmente se deja secar. Todo el

procedimiento se lleva a cabo en condiciones asépticas.
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Por otro lado, el aislamiento de las bacterias endofiticas consiste en
extraer estos microorganismos utilizando determinados medios de cultivo.
Estos medios de cultivo pueden ser selectivos tales como: Man, Rogosa y
Sharpe (MRS), triptona de soya (TS), caseina de almidén (SC), medio
marino, agar marino Zobell 2216, Luria Bertani (LB) y Rogosa SL (RMW).
Los medios de cultivo no selectivos utilizados son: agar o caldo nutritivo (NA
0 NB), medio plate count (PC) extracto de levadura triptona (TYE), infusion
cerebro corazon (BHI) y extracto de levadura (YN). Ademas, se evidencia el
uso de medios no selectivos suplementados con determinados
antimicrobianos para aislar bacterias endofiticas de forma selectiva. Es el
caso del uso de acido nalidixico, cicloheximida, nistatina y ketoconazol. La
Tabla 2 muestra las bacterias endofiticas y su fuente de aislamiento. Estas
bacterias fueron reportadas por su habilidad de sintetizar algin compuesto
antibacteriano o mostrar un crecimiento antagonico frente a al menos una
bacteria patdgena para humanos o para vegetales. Ademas, se observa que
algunos autores refieren que el detalle del proceso de aislamiento de las BE
se consigna en otro articulo; por lo que el medio de cultivo utilizado se

desconoce.

Tabla 2. Bacterias endofiticas con capacidad para sintetizar agentes antibacterianos

Planta huésped Medl_o de Bacteria endofitica Referencia
cultivo
Acalypha indica NA Staphylococcus saprophyticus y 82
Linn Luteimonas terrae
Aloe vera LB Ralstonia pickettii 56

Bacillus tequilensis, Pseudomonas
Aloe vera NA entomophila, Chryseobacterium %
indologenes y Bacillus aerophilus

Alternanthera _ .
brasiliana NA Bacillus

Amorphophallus

- i ili 85
konjac Bacillus subtilis BSn5.
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Planta huésped Medl_o de Bacteria endofitica Referencia
cultivo
Andrographis o . . o7
TSA Paenibacillus dendritiformis APL3.

paniculata L.

Bacterias de géneros Proteobacteria,
Angelica sinensis Varios Actinobacteria, Bacteroidetes,
Microgenomates y Saccharibacteria.

86

Bacterias de géneros Bacillus,

Anisophylled - Staphylococcus, Lysinibacillus, 87
disticha D b
Paenibacillus y Mycobacterium.
Anredera . 88
cordifolia NA Pseudomonas aeruginosa CP043328.1
Arabidopsis : Rhodococcus kyotonensis KB10 4,15
thaliana
Arachis hypogaea NA Bacillus velezensis LDO2 89
Armoracia Stenotrophomonas maltophilia KRT1,
rusticand TSA Serratia ficaria KRT5 y Pantoea o1

agglomerans KLT4

Bacillus selenatarsenatis y 92

Artemisia NgIREuiis Y3Ba Achromobacter xylosoxidans

Astrocaryum

o PDA Luteibacter sp. BSNB-0721 9
sciophilum
Avicennia lunata TSA Serratia marcescens 58
Azadirachta indica KB Bacillus sp. 94
(neem)
Bacopa monnieri NA Bacillus mojavensis "
Boscia . o -
variabilis Collett & BM BacHIu_s subtilis su_bsp. sut_)tllls str. 168 y 66
H Bacillus amyloliquefaciens DSM7
emsl
Brassica PDA Bacillus sp., Bacillus subtilis %
campestris L
Brassica oleracea - Pseudomonas aeruginosa %
Brugulera TSA Pseudomonas aeruginosa %8
gymnorrhiza
Byrsonima - Streptomyces ansochromogene o1
crassifolia
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Medio de

Planta huésped . Bacteria endofitica Referencia
cultivo
Calotropis TSA NA Bacillus siamensis y Bacillus 59
procera amyloliquefaciens
Camellia assamica PDA Bacillus velezensis FZ06 9
Camellia oleifera NA Bacillus subtilis 1-L-29 100
Capsicum annuum NA Bacillus sp. 101
. Kosakonia sp., Sphingomonas sp., 64
Carica papaya L. PSA Bacillus sp.
Catharanthus BM Bacillus amyloliquefaciens DSM7 66
roseus
Catharalftiys SCA Bacillus amyloliquefaciens DSM7 66
roseus G. Don
el Pantoea agglomerans AR_PSBH2, 68
Centella asiatica J& - Bacillus gibsonii AR_PBSTSB
Centella asiatica L. TSA Paenibacillus dendritiformis APL3 o7
Bacillus cereus, Bacillus megatarium,
Chenopodium Bacillus subtilus, Serratia marcescens,
album L., LB. Adar Pseudomonas spp., Bacillus spp.,
Helianthus annus A Pseudomonas spp., Stenotrophomonas 69
arroz
L., Musa spp., Stenotrophomonas spp.,
accuminata Colla Micromonospora spp.
Cissus : 103
quadrangularis NA Achromobacter anxifer
Bacillus cereus RNS_01, Pantoea
Citrus aurantifolia NA agglomerans ZFJ-15, Bacillus subtilis 104
55C1-1y Bacillus pumilus SH-B11
Citrus limén LB Bacillus subtilis L1-21 89,70
Citrus spp. YNA Bacillus velezensis 105
Cocos nucifera L. NA Staphylococcus cohnii 106
Coix lacryma-jobi LB Paenibacillus amylolyticus KMCLE06 107
Commiphora
wightii, Grewia - Bacillus safensis, Bacillus subtilis 108
tenax, Salvodora
oleoides
Cosmos caudatus TSA Serratia sp., Neisseria sp., Acinetobacter 109

Kunth

sp., Yersinia sp.
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Planta huésped Medl_o de Bacteria endofitica Referencia
cultivo
Raoultella ornithinolytica,
Acinetobacter guillouiae, Pseudomonas
Crinum sp., Pseudomonas palleroniana, 110
. PDA, NA : . .
macowanii Pseudomonas putida, Bacillus safensis,
Enterobacter asburiae, Pseudomonas
cichorii y Arthrobacter pascens
Curcuma NA Bacillus amyloliquefaciens y Bacillus 72
aeruginosa cereus
Curcuma NA Bacillus amyloliquefaciens y 72
xanthorrhiza Lysinibacillus sphaericus
Citrobacter freundii, Bacillus subtilis,
Curcuma Zedoaria NA Pseudomonas otitidis y Burkholderia .2
cenocepacia
Bacillus megaterium KAKJ6, Bacillus
sp. BAB-4161, Bacillus flexus
Cymodocea Marseille-P670, Bacillus flexus PR1,
rotundata, Enhalus MA Bacillus flexus STRFG-13, 11
acoroides Pseudomonas aeruginosa DM1,
Shewanella algae MARS-14,
Paracoccus zeaxanthinifaciens F71025
Dendrobium 112
officinale ISP4 Streptomyces sp.
Dicoma anémala NA Stenotrophomonas sp., Enter'obacter sp., 113
Staphylococcus sp., Bacillus sp.
Dryopteris ISP4 Streptomyces sp. 114
uniformis
Paenibacillus polymyxa, Bacillus
australimaris, Bacillus zhangzhouensis,
Ephedra foliata TSA Bacillus atrophaeus, Microbacterium 116
maritypicum, Kytococcus schroeteri,
Brevundimonas diminuta
Epimedium WA Phyllobacterium sp. a
brevicornu Maxim
Streptomyces albolongus, Dermacoccus
Equisetum arvense YNA sp., Mycobacterium sp., Streptomyces 118
griseoaurantiacus, Paenibacillus sp.
Eugenia uniflora L. NA Bacillus cereus, Bacillus 119

amyloliquefaciens, y Bacillus sp.
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Planta huésped Medl_o de Bacteria endofitica Referencia
cultivo
Euterpe oleracea - Lacticaseibacillus rhamnosus 120
Fagonia indica TSA Bacillus Sl:lk_)tlhs, SFenotroph_omo_nas 121
maltophilia, Bacillus tequilensis
Ficus minahassae NA Brach_ybacterlu_m muris, 122
Pseudacidovorax intermedius
Ginkgo biloba L. YNA Bacillus subtilis &
Glycine max NA Bacillus sp. y Burkholderia sp. 124
Glycyrrhiza g Bacillus atrophaeus and Bacillus 125
uralensis mojavensis
Holostemma ada- NA Bacillus pumilus, Micrococcus luteus y 128
kodien Bacillus pseudomycoides
Hoya multiflora NA Bacillus siamensis KCTC-13613, 129
Blume Bacillus aryabhattai B82W22.
Hvpericils Arthrobacter, Achromobacter, Bacillus,
yp TSA Enterobacter, Erwinia, Pseudomonas, 130
perforatum g
Pantoea, Serratia, y Stenotrophomonas
Hypericum . 83
scabrum PAYy YEA Bacillus sp.
Hyptis suaveolens NA Bacillus amyloliquefaciens y 131
Pseudomonas sp.

Lonicera japonicae PDA Bacillus subtilis 182
Mabhonia fortunei NA Bacillus wiedmannii 133
Malu;gﬁ?‘estlca NA, AA Pantoea sp., Pseudomonas fluorescens 134
Memecylon edule NA Bacillus amyloliquefaciens UD25 135

Roxb
Mentha sativa L. LB Bacillus subtilis NCIB 3610 82
Pseudomonas putida, Pseudomonas
Mentha spicata NA pictorum, Bacillus thuringiensis, 136
Pseudomonas straminea
Messerschmidia LB Pseudomonas alcaliphila, Bacillus 137

sibirica

subtilis
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Planta huésped Medl_o de Bacteria endofitica Referencia
cultivo
Millettia — . 47
pachycarpa Benth LB Paenibacillus peoriae IBSD35
Morinda citrifolia LB, TSA, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis,
R2A, PDA Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus 139
L. X ; X .
y MEA velezensis y Bacillus mojavensi
MorlndaLcnnfoIla NA Enterobacter cloacae 138
Neesia altissima - Pseudomonas aeruginosa UICC B-40 140
Ocimum sanctum - Enterobacter cloacae 141
Olea europea LB Bacillus amyloliquefaciens 142
Agrobacterium, Arthrobacter, Bacillus,
Origanum vulgare Cellulosimicrobium, Chryseobacterium, 143
TSA : . \
L. Curtobacterium, Microbacterium,
Micrococcus y Pantoea
Bacillus megaterium, Burkholderia
: vietnamiensis, Bacillus velezensis, 81
Oryza satygrig ) <8 Burkholderia vietnamiensis, Bacillus
aryabhattai y Bacillus subtilis
Pajanelia PDA Enterococcaceae sp. 144
longifolia
_Panax - Chryseobacterium indologenes 145
quinguefolius
Erwinia toletana, Erwinia
piriflorinigran, Bacillus endophyticus,
Peganum harmala TSAy R2A Brevibacterium hal_c_)tole_:rans, 146
L. Leucobacter chromiiresistens,
Leucobacter chromiiresistens y Bacillus
aryabhattai
Phaseolus vulgaris TSA Microbacterium testaceum 147
Stenotrophomonas sp., Achromobacter,
Phragmites ) Acinetobacter, Enterobacter, 148
australis Halomonas, Janthinobacterium,
Ochrobactrum y Pseudomonas
Pimpinella TSB Bacillus subtilis, Bacillus cereus y 149

pruatjan Molkend

Enterococcus faecalis
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Planta huésped Medl_o de Bacteria endofitica Referencia
cultivo
Piper r@gﬁr ractum  rsa+vEG Lysobacter sp. y Pseudomonas sp. 150
Platycodon . 151
grandiflorum TSA Bacillus sp.
Bacillus megaterium, Bacillus pumilus,
Plectranthus TSA Bacillus licheniformis, Micrococcus 152
tenuiflorus luteus, Paenibacillus sp., Pseudomonas
sp., y Acinetobacter calcoaceticus
Pseudobrickellia TSA Bacillus subtilis y Pseudomonas sp. 153
brasiliensis
Raphants SRS TSA Bacillus subtilis y Enterobacter sp. 154
Rauvolfia
serpentina (L.) TSA Pseudomonas aeruginosa 185
Benth. ex. Kurz
Rumex pulcher PAYy YEA Bacillus sp. 83
eyl Pseudomonas brassicacearum subsp. 157
Salvia miltiorrhiza Neoauradinn
Scutellaria : . : 158
baicalensis PDA Bacillus amyloliquefaciens ES-2
Solanum TSA Bacillus cereus 159
lycopersicum L.
Solanum NA Pantoea ananatis, Pantoea eucalypti, 160
mauritianum Pantoea vagans
Solanum YIM38 Bacillus megaterium NBRC 15308 163
tuberosum L.
Syzygium NA Bacillus pumilus y Bacillus 165
polycephalum amyloliquefaciens
Taxus brevifolia NA Bacillus thuringiensis 53
Bacillus altitudinis,
Taxus brevifolia NA, MRS, Paenibacillus kribbensis, Paracoccus 16
YNA, LB marinus, B. altitudinis, Staphylococcus

hominis, Staphylococcus caprae
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Planta huésped Medl_o de Bacteria endofitica Referencia
cultivo
Taxus wallichiana . 54
ZUCC. TYE Burkholderia sp.
Bacillaceae E2M1, Bacillaceae E2M3,
. Bacillus E2M4, Bacillus E2M7,
PL Tﬁ:}?ﬁg;ﬁl MA Bacillaceae E2M8, Pseudomonadaceae 11
C1M7, Shewanellaceae C2M3y
Rhodobacteraceae TIM3
Micrococcus endophyticus, Bacillus
megaterium, Pseudomonas
Vernonia TSA chlororaphis, P. kilonensis, 169
anthelmintica Stenotrophomonas pavanii, B.
endophyticus, S. maltophilia, Pantoea
ananatis, B. atrophaeus y M. flavus
Staphylococcus intermedius,
Xylocarpus NA Bacillus licheniformis, Staphylococcus 57
moluccensis lentus, Bacillus pumilus y Bacillus
coagulans

Elaboracién propia.

Comparando las tablas 1 y 2, se evidencia que existen un considerable
numero de plantas de las que se aislaron bacterias no identificadas. Asi, se
tiene el reporte del aislamiento de BE de Achillea kellalensis, Calotropis
gigantea, Camellia sinensis, Cichorium intybus L., Garcinia mangostana
L., Grewia tenax, Hedyotis corymbosa (L.) Lamk, Hemsleya sinesis,
Mangifera indica, Metasequoia glyptostroboides, Musa accuminata Colla,
Panax quinquefolius, Pelargonium hortorum, Pinus densiflora, Portulaca
oleracea, Rhizophora apiculata, Rhizophora mucronata Lam., Salix
babylonica, Salix chaenomeloides, Salvodora oleoides, Solanum sp.,
Sonneratia caseolaris, Stachys lavandulifolia, Starja bachteriarica, Styrax
benzoin L., Tamarindus indica Linn., Tectaria  barberi, Tectona
hamiltoniana Wall y Tinospora cordifolia (Wild.) Miers. Sin embargo, se
desconoce la identidad de estas bacterias.
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5.1.3. Identificacion de bacterias con actividad antibacteriana

La identificacion de bacterias se realiza mediante la caracterizacién de
las colonias segun su forma, color y tamafio; pruebas bioquimicas que
incluyen reacciones enzimaticas y degradacion de azUcares y la identificacion
genética (a la que se da mayor importancia en los articulos cientificos), por el
andlisis de la secuencia parcial o total del gen 16S rRNA. Una vez se tiene la
secuencia genética, se evalta la similitud en la base de datos de gen del
National Center for Biotechnology Information (NCBI) 115170-174
Finalmente, se tiene una aproximacion con un porcentaje de similitud de la
identidad de la bacteria aislada. Este proceso concluye con el registro de la
bacteria y la obtencion de un cédigo de acceso en el banco de gen antes

mencionado.

Las bacterias aisladas para la evaluacion de la actividad antibacteriana
corresponden, mayoritariamente, a las divisiones de: Firmicutes,
Proteobacteria, Bacteroidetes y Actinobacteria. Ademas, se observa que se
identificaron géneros de bacterias tales como: Bacillus, Lactobacillus,
Pediococcus, Pseudomonas, Leuconostoc, Paracoccus, Enterococcus,
Pseudoalteromonas, Psychrobacter, Staphylococcus, entre otros (Tabla 2).
Todas estas bacterias fueron aisladas con el propdsito de evaluar la actividad
antibacteriana. Por ejemplo, la Tabla 3 muestra algunas bacterias endofiticas
aisladas que presentaron actividad antibacteriana frente a bacterias patogenas.

Tabla 3. Algunas bacterias endofiticas que controlaron al menos una bacteria

patdgena.
Planta huésped Bacteria Endofitica Bacteria susceptible
Acalyphaindica  Staphylococcus saprophyticus Klebsiella pneumoniae
Linn y Luteimonas terrae
Pseudomonas aeruginosa patdgena,
Bacillus tequilensis, Staphylococcus aureus, Bacillus
Pseudomonas entomophila, cereus, Salmonella Typhimurium,
Chryseobacterium Proteus vulgaris, Klebsiella
Aloe vera indologenes y Bacillus pneumoniae, Escherichia coli
aerophilus. Streptococcus pyogenes y Candida
albicans
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Andrographis

Paenibacillus dendritiformis

Escherichia coli, Salmonella sp.,

paniculata L. APL3 Staphylococcus sp. y Pseudomonas
sp.
Bacterias de géneros
Proteobacteria, Pseudomonas
Angelica sinensis Actinobacteria, aeruginosa y Streptococcus
Bacteroidetes, pneumoniae.

Microgenomates y
Saccharibacteria.

Bacillus cereus (ATCC 10102)
y Staphylococcus aureus (ATCC

Anredera Pseudomona aeruginosa 25925) y de 0,391 mg/ml frente
cordifolia CP043328.1 a Escherichia coli (ATCC 25922)
y Proteus mirabilis(ATCC 25933)
Arabidopsis Variovorax paradoxus KB5 y
thaliana Rhodococcus kyotonensis Pseudomonas syringae pv.
KB10
Stenotrophomonas
Armoracia maltophilia KRT1, Serratia  Staphylococcus aureus y Escherichia
rusticana ficaria KRT5 y Pantoea coli
agglomerans KLT4.
Astrocaryum Luteibacter sp. BSNB-0721  Staphylococcus aureus resistente a la
sciophilum meticilina (MRSA).

Azadirachta indica
(neem)

Bacopa monnieri

Bacillus sp.

Bacillus mojavensis

Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes,Bacillus cereus, Escherichia
coli, Salmonella Typhimurium. y
Klebsiella pneumoniae.

Escherichia coli , Salmonella enterica
Typhi , Bacillus subtilis , Klebsiella
pneumoniae y Staphylococcus aureus.

Boscia Bacillus subtilis subsp. Salmonella typhi, Staphylococcus
variabilis Collett &  subtilis str. 168 y Bacillus aureus, Escherichia coli,
Hemsl amyloliquefaciens DSM7 Enterococcus fecalis, Bacillus
cereus y Pseudomonas aeruginosa
Byrsonima Streptomyces Staphylococcus aureus, Escherichia
crassifolia ansochromogene coli y Pseudomonas aeruginosa

Calotropis procera

Bacillus siamensis y Bacillus
amyloliquefaciens

Escherichia coli , Klebsiella
pneumoniae , Streptococcus
agalactiae , Salmonella
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Camellia oleifera Bacillus subtilis 1-L-29

Carica papaya L.  Kosakonia sp., Sphingomonas

sp., Bacillus sp.
Centella asiatica L. Paenibacillus dendritiformis
APL3

Cissus
quadrangularis

Achromobacter anxifer
Citrus spp.

Bacillus velezensis

Cosmos caudatus Serratia sp., Neisseria sp.,

Kunth Acinetobacter sp., Yersinia
sp.
Curcuma Bacillus amyloliquefaciens y
aeruginosa Bacillus cereus

Citrobacter freundii, Bacillus
subtilis, Pseudomonas otitidis
y Burkholderia cenocepacia

Curcuma Zedoaria

Stenotrophomonas sp.,
Enterobacter sp.,
Staphylococcus sp., Bacillus

sp.

Dicoma andémala

Dryopteris

uniformis Streptomyces sp.

Paenibacillus polymyxa,
Bacillus australimaris,
Bacillus zhangzhouensis,
Bacillus atrophaeus,
Microbacterium maritypicum,
Kytococcus schroeteri,
Brevundimonas diminuta

Ephedra foliata
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typhi , Serratia
marcescens y Staphylococcus aureus.

Pseudomonas syringae.
Erwinia mallotivora

Escherichia coli, Salmonella sp.,
Staphylococcus sp. y Pseudomonas

sp.

Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Escherichia coli, y Klebsiella
pneumoniae.

Xanthomonas citri

Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa.

Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (MRSA), Klebsiella
pneumoniae y Citrobacter freundii.

Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus y
Escherichia coli.

Escherichia coli (ATCC
25922), Bacillus cereus (ATCC
10876), Staphylococcus
aureus (NCTC 6571), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853)

y Klebsiella oxytoca(ATCC 13182)

Listeria monocytogenes , Salmonella
Typhimurium , Bacillus
cereus , Staphylococcus aureus,

y Escherichia coli

Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Pseudomonas
aeruginosa y Escherichia coli.
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Equisetum arvense

Eugenia uniflora L.

Fagonia indica

Ficus minahassae

Ginkgo biloba L.

Hoya multiflora

Blume

Mahonia fortunei

Memecylon edule
Roxb

Mentha sativa L.

Morinda citrifolia
L.

Morinda citrifolia
L.

Streptomyces albolongus,
Dermacoccus sp.,
Mycobacterium sp.,
Streptomyces
griseoaurantiacus,
Paenibacillus sp.

Bacillus cereus, Bacillus

amyloliquefaciens, y Bacillus

sp.

Bacillus subtilis,
Stenotrophomonas
maltophilia, Bacillus
tequilensis.

Brachybacterium muris,

Pseudacidovorax intermedius

Bacillus subtilis

Bacillus siamensis KCTC-
13613, Bacillus aryabhattai
B82W22.

Bacillus wiedmannii

Bacillus amyloliquefaciens
uD25

Bacillus subtilis NCIB 3610

Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus
velezensis y Bacillus
mojavensi

Enterobacter cloacae

Staphylococcus aureus y Escherichia
coli

Streptococcus bovis, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli y
Salmonella enterica

Klebsiella pneumonia y B. subtilis.

Staphylococcus aureus y Escherichia
coli.

Escherichia coli ATCC
43890, Salmonella Typhimurium
ATCC 19586, Bacillus cereus ATCC
10876, Listeria
monocytogenes ATCC19115
y Staphylococcus aureus .ATCC
12600.

E. coliy S. aureus.

Staphylococcus aureus

Streptococcus sp., methicillin resistant
Staphylococcus aureus (MRSA),
Enterococcus faecalis, Bacillus cereus
y Escherichia coli.

Staphylococcus
aureus y Streptococcus pneumoniae

E. coli y Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Shigella dysenteriae y
Streptococcus mutans
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Ocimum sanctum

Panax
quinquefolius

Peganum harmala
L.

Pimpinella
pruatjan Molkend

Plectranthus
tenuiflorus

Rauvolfia
serpentina (L.)
Benth. ex. Kurz

Solanum
mauritianum

Syzygium
polycephalum

Taxus brevifolia

Enterobacter cloacae

Chryseobacterium
indologenes

Erwinia toletana, Erwinia
piriflorinigran, Bacillus
endophyticus, Brevibacterium
halotolerans, Leucobacter
chromiiresistens,
Leucobacter chromiiresistens
y Bacillus aryabhattai

Bacillus subtilis, Bacillus
cereus y Enterococcus
faecalis

Bacillus megaterium, Bacillus
pumilus, Bacillus
licheniformis, Micrococcus
luteus, Paenibacillus sp.,
Pseudomonas sp., y
Acinetobacter calcoaceticus

Pseudomonas aeruginosa

Pantoea ananatis, Pantoea
eucalypti, Pantoea vagans

Bacillus pumilus y Bacillus
amyloliquefaciens

Bacillus altitudinis,
Paenibacillus kribbensis,
Paracoccus marinus, B.
altitudinis, Staphylococcus
hominis, Staphylococcus
caprae
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Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Bacillus subtilis, Klebsiella
pneumonia, Salmonella entérica 'y
Pseudomonas aeruginosa.

Pseudomonas syringae pv.

Escherichia coli , Staphylococcus
aueus resistente a
la meticilina (MRSA), Enterococcus
faecium , Enterococcus
faecalis y Pseudomonas aeruginosa.

Staphylococcus
aureus y Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus agalactiae y Proteus
mirabilis

Micrococcus, Arthrobacter,
Rhodobacter , Mycobacterium,
Bacillus, Escherichia, Staphylococcus
y Klebsiella.

Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Klebsiella
pneumoniae y Pseudomonas

aeruginosa

Klebsiella pneumoniae y Bacillus
cereus

Bacillus
cereus ATCC10876, Staphylococcus
aureus ATCC12600, Listeria
monocytogenes ATCC19115, Escheri
chia coli ATCC43890
y Salmonella Typhimurium
ATCC19585.
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Bacillaceae E2M1,
Bacillaceae E2M3, Bacillus
Thalassia E2M4, Bacillus E2M7, Staphylococcus aureus resistente a la
hemprichii Bacillaceae E2MS8, meticilina (MRSA)
Pseudomonadaceae C1M7,
Shewanellaceae C2M3y

Rhodobacteraceae T1IM3
Elaboracién propia.

5.1.4. Extraccién de agentes antibacterianos

La extraccion de agentes antibacterianos a partir de cultivos bacterianos
se utiliza medios de cultivo liquido. Este medio de cultivo se incuba durante
un determinado tiempo y temperatura (generalmente entre 28 a 30 grados
Celsius), con agitacion constante en un rango de 100 a 300 rpm.
Posteriormente, el cultivo bacteriano se centrifuga de 9000 a 10000 rpm por
alrededor de 20 minutos. A partir de las dos fases del residuo centrifugado, se
realiza un proceso de extraccion con solventes organicos tales como acetato
de etilo, acetato de amilo, éter de petroleo, metanol o acetona, tanto del
supernadante, como del sedimento. Finamente, se procese a evaporar el
solvente organico y se conserva en estado sélido o en solucion con metanol o
dimetilsulféxido (DMSO).

5.1.5. Evaluacién de la actividad antibacteriana

Las bacterias endofiticas son evaluadas por su capacidad de producir
agentes antibacterianos frente a bacterias patdgenas. Asi por ejemplo se tiene
el reporte de Muzzamal et al. %, quienes evaluaron la actividad antibacteriana
frente a bacterias formadoras de biopeliculas. Ademas, diversos estudios
reportan el potencial uso de las bacterias endofiticas para prevenir, controlar
y eliminar microorganismos patdgenos de plantas. La Tabla 4 muestra las
bacterias fitopatdgenas de importancia en el sector agrario. Al menos una
bacteria endofitica fue capaz de sintetizar metabolitos con actividad
antibacteriana frente a estas bacterias patdgenas. Se observa que tres de los

fitopatogenos mas utilizados para evaluar la actividad antibacteriana de las
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BE son Erwinia carotovora, Pseudomonas syringae y Ralstonia

solanacearum, patgenos que producen dafo a diversas plantas.

Tabla 4 Bacterias fitopatdgenas controladas con al menos una bacteria endofitica

Bacterias fitopatdgenas Referencia
161

Acidovorax avenae

Acidovorax citrulli 137

Agrobacterium tumefaciens 161

Burkholderia cepacia 161

Burkholderia glumae 81

Chryseobacterium sp 17

Clavibacter michiganensis 161

Erwinia carotovora 70,85,90,137,161,162

Pectobacterium carotovorum &

Pseudomonas syringae 70,75,100,137,161

Ralstonia solanacearum 70,137,159,161,162,175,176

Xanthomonas campestris 161,177

Xanthomonas cirri 53,70

Xanthomonas oryzae 65,70,161

Elaboracidn propia.

Por otro lado, la mayoria de estudios se enfocan en la evaluacion de la
actividad antibacteriana de bacterias endofiticas frente a patdgenos del ser
humano. Asi te tiene que la evaluacion de la actividad antibacteriana de BE
generalmente se realiza utilizando bacterias tales como: Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus, S.
aureus meticilino resistente, Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus

haemolyticus.
En general, la evaluacion de la actividad antibacteriana se realiza

mediante la técnica de difusion en disco, el cual consiste en la preparacion de
un medio de cultivo al cual se siembra un inoculo de bacteria patdgena y se
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coloca un disco impregnado con el extracto que se desea evaluar. Este disco
es de papel de celulosa de 6mm de diametro al cual se impregna una
determinada cantidad de extracto problema o compuesto aislado. Este
extracto o compuesto aislado generalmente esta en solucién de metanol o
DMSO vy se espera que seque para colocarlo sobre el medio de cultivo con
inoculo de bacteria patdgena. Posteriormente se lleva a la incubadora a una
determinada temperatura durante 24 horas. Finalmente, si se observa la
formacién de un halo, se concluye que el extracto problema tiene compuestos
con actividad antibacteriana frente al patdgeno. Este ensayo requiere de una
prueba control con solvente y el uso de un antibidtico. El primero para evaluar
el efecto del solvente utilizado para disolver el extracto de BE y el segundo
para comparar la actividad antibacteriana del extracto. Todos los estudios

sefialan realizar el ensayo por lo menos tres veces.

5.1.5.1. Evaluacion preliminar

Casi todos los estudios reportan un ensayo preliminar de la
actividad antibacteriana. Este ensayo consiste en un procedimiento
previo a la extraccion con solvente organico y sirve para determinar,
de forma rapida, si una BE tiene la capacidad de sintetizar metabolitos
antibacterianos. Los estudios que refieren este tipo de ensayo utilizan
principalmente dos métodos: el de crecimiento antagdnico y el cultivo

en parche.

El método de cultivo dual o ensayo de crecimiento antagénico
consiste en la inoculacién tanto de la BE como de la bacteria patdgena
frente a la que se desea evaluar la actividad antibacteriana. Muchos
estudios reportan este método de dos formas. La primera, se siembra
la BE sobre un medio solido inoculado con la bacteria patégena. La
Figura 8, tomado de Sun et al. 3, muestra un ejemplo de este ensayo,
en la que los autores cultivaron bacterias endofiticas en presencia de
Staphylococcus aureus. Otra forma de realizar este ensayo es

mediante el sembrado de las BE en pozo o en disco en un medio de
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cultivo sélido que contiene la bacteria patdgena. La Figura 9 muestra
la zona de inhibicion de una BE contra Ralstonia solanacearum (una
bacteria fitopatdgena), en el que 200 uL de una suspension de BE se
coloco en un pozo de 6mm de diametro en un medio sélido con el
fitopatogeno y se incubo a 28°C durante 72 horas. Finalmente, se mide
el diametro de inhibicién. En ambas formas de este ensayo, el tiempo
de incubacidn es el mismo para ambas bacterias, es decir la BE y la
patégena se siembran al mismo tiempo; y es la diferencia con el

método en parche.

Figura 8. Ensayo de crecimiento antagonico entre la bacteria
endofitica (centro) y bacteria patégena (Staphylococcus aureus).
Tomado de Sun et al. 1°,

Por otro lado, el método en parche (Figura 10) consiste en el
sembrado de la bacteria endofitica en forma de parche sobre un medio
solido, luego se deja incubar de 28 a 30 °C durante 24 a 48 horas.
Posteriormente, las BES se someten a un tratamiento con vapor de
cloroformo y luz UV con el fin de destruirlas. Luego de este
tratamiento, se agrega un medio con 0.7% de agar que contiene la
bacteria patdgena sobre el medio con la BE destruida. Una vez que
solidifica el nuevo medio, se deja incubar a 37°C por 24 horas.

Finalmente, se mide el didmetro de la zona de inhibicién.
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Figura 9. Crecimiento antagonico entre la bacteria endofitica y
patdgena (Ralstonia solanacearum). Ensayo en pozo. Tomado de
Wang & Liang 17

Figura 10 Ensayo en parche de una bacteria endofitica contra
Listeria monocytogenes. Tomado de Islam et al.

5.1.5.2. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria y

concentracién minima bactericida

La concentracién minima inhibitoria (MIC) y la concentracion
minima bactericida (MBC) son las minimas concentraciones que
producen la inhibicion del crecimiento bacteriano y la muerte de las
bacterias, respectivamente. Estos ensayos generalmente se realizan
utilizando fracciones de extractos de BES con solventes organicos o

compuestos puros aislados de los extractos bacterianos. Este
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pardmetro permite caracterizar y comparar a los nuevos agentes
antibacterianos. Mientras menores sean la MIC y MBC, mejor es la

actividad antibacteriana del compuesto antibacteriano.

a) Concentracion minima inhibitoria

La determinacion de la MIC se realiza mediante el método
de microdilucién. Tal como describe Balouiri et al. 1’8, se realiza
una dilucidon seriada del compuesto aislado en una placa de 96
pocillos con un caldo de cultivo. Posteriormente, se transfiere un
volumen de suspension de bacteria patdégena a cada pocillo y se
deja incubar de 30 a 37°C durante 18 a 24 horas. Transcurrido el
tiempo se determina, visualmente, la menor concentracion del
compuesto en estudio que produce la inhibicidn del crecimiento

de la bacteria patogena.

b) Concentracién minima bactericida

Por otro lado, la MBC se determina utilizando el medio de
cultivo resultado del anterior procedimiento. Para lo cual, se toma
el contenido de los pocillos de la MIC y la siguiente
concentracion mas alta del compuesto en estudio y transfiere a un
medio de cultivo sélido y se deja incubar a 37°C durante 24 horas.
Posteriormente, se determina la MBC, el mismo que corresponde
a la menor concentracion del compuesto antibacteriano que

produce la muerte del 99,9% de bacterias 3.

Tabla 5. Metabolitos de bacterias endofiticas detectados por TLC.

Bacteria endofitica Metabolito Fase movil Proporcion Referencia
detectado
Acinetobacter sp. . Cloroformo—metanol- . 65
ACMS25 Glucolipidos agua 65:15:2
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Actinobacterias
endofiticas*

Bacillus
amyloliquefaciens

Bacillus sp.

Bacillus subtilis y
Enterococcus faecalis

Bacillus velezensis
FZ06

Paenibacillus
amylolyticus
KMCLEQ6

Pseudomonas RAU
305

Serratia sp, Neisseria
sp., Acinetobacter sp.,
y Yersinia sp.

Stenotrophomonas sp.,
Micromonospora sp.,
Pseudomonas sp.,
Bacillus subtilus

Esteres, aminas,
fenoles,
metilpentosas e
indoles

lipopéptidos

Lipopéptidos

alcaloides

Lipopéptidos

Acido dipicolinico

Fenacinas

Flavonoides

Aminas, indoles,
fenoles, esteroides
y terpenos

Diclorometano-metanol

Butanol-metanol-agua

Hexano-acetato de etilo-
metanol

Acetato de etilo-n-
hexano

Cloroformo-metanol-
agua

Acetato de etilo-n-
butanol-acido acético-
agua

Cloroformo-metanol

Cloroformo-metanol

Diclorometano-metanol

2:1

39:10:20

4:6

7:3:2

3:6:1:1

2:1

1:4

61

142

101

149

99

107

155

109

69

Elaboracién propia.

5.1.6. Identificacion de agentes antibacterianos

Muchos estudios refieren que la identificacion de los compuestos

aislados se realiza a partir de fracciones de extracto bacteriano con solventes

organicos luego de determinar la actividad antibacteriana del compuesto o

grupo de compuestos en estudio. Este procedimiento se realiza para detectar

los grupos de metabolitos activos o para identificar el metabolito activo que

sintetiza la bacteria endofitica en estudio.
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La deteccion de grupos de metabolitos presentes en el extracto crudo de
bacterias endofiticas se realiza mediante cromatografia en capa fina (TLC)
utilizando diversas fases moviles para cada grupo de compuestos, tal como se
muestra en la Tabla 5. Esta tabla muestra los estudios que reportaron las
bacterias endofiticas aisladas y su metabolito con actividad antibacteriana
frente a al menos una bacteria patdgena. Todos esos grupos de compuestos
fueron detectados mediante TLC.

Por otro lado, la identificacion del o los compuestos antibacterianos se
realiza a partir de aislados puros. Tal como se evidencia en diversos estudios,
usualmente se utiliza la técnica de HPLC preparativa para aislar, purificar y
concentrar el compuesto responsable de la actividad antibacteriana.
Posteriormente, se suele utilizar técnicas analiticas como la espectrometria de
masas y resonancia magnética nuclear (NRM), tanto de proton (*H) como de
carbono 13 (**C). Utilizando la técnica de NRM se aplican los métodos de
espectroscopia de correlacion (COSY), espectroscopia de coherencia
cuantica simple heteronuclear (HSQC) y espectroscopia de correlacion de
enlace multiple heteronuclear (HMBC). Estos métodos permiten dilucidar la
estructura quimica e identificar al compuesto antibacteriano aislado de la
bacteria endofitica. La Tabla 6 muestra los compuestos con actividad

antibacteriana aislados de extractos de bacterias endofiticas.

Tabla 6. Compuestos antibacterianos de extractos bacterianos.

Bacteria endofitica  Compuesto identificado Referencia

Acinetobacter sp. “Biosurfactante glicolipido” 65

Acido (9Z,11E)-13-hidroxi-9,11-octadecadiendico

Acido (10E,127)-9-hidroxi-10,12-octadecadientico

Acido (10E,12E)-9-hidroxi-10,12-octadecadientico 8
Acido (8E,122)-10-hidroxi-8,12-octadecadiendico

Acido (9Z,13E)-12-hidroxi-9,13-octadecadiendico

Bacillus megaterium, B.
Mycoides y B. cereus
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23R-hidroxi-(20Z,24R)-ergosta-4,6,8(14),20(22)- 133

Bacillus wiedmannii
tetraen-3-ona

Acido (R)-2-hidroxi-13-metiltetradecanoico
Acido (R)-3-hidroxi-14-metiltetradecandico
Acido (S)-B-hidroxipalmitico

Luteibacter sp. BSNB- Acido (R)-3-hidroxi-15-metilhexadecandico

93

0721 c . . .
Acido 13-metiltetradecandico
Acido (92)-hexadecentico
Acido 15-Metil-(9Z)-hexadecendico
Pseudomonas 140

aeruginosa UICC-B-40 (2E,5E)-feniltetradeca-2,5-dienoato

Pseudomonas ) .
: “Cliclopéptidos” 157
brassicacearum

(+)-estreptazolina
Streptomyces sp. SH- estrepchazolinas A 112
1.2-R-15 estrepchazolinas B

(R)-(E,E)-2-(1,3-penta-dienil)-piperidina

Elaboracién propia.

6. PERSPECTIVAS FUTURAS

La busqueda de compuestos con actividad antibacteriana a partir de bacterias
endofiticas es una linea de investigacion relativamente reciente. Ademas, en nuestro
pais sdlo existe un articulo publicado e indizado en las bases de datos utilizadas en el
presente estudio. Es decir, para nuestro medio es un area de investigacion nuevo. Por
lo que constituye un area de la ciencia con diversas posibilidades de estudio, mas aun
porque el Per( es un pais con gran diversidad vegetal.

El uso de plantas medicinales en nuestro pais se extiende por todo el territorio
geografico. Sin embargo, en los Ultimos afios surgid la preocupacién por la extincion
de diversas especies vegetales debido a diversos motivos “3-*°, Una posible solucion a
este problema emergente es el estudio de bacterias endofiticas de las plantas

medicinales en peligro de extincion. Especialmente si ya se tiene el reporte de que
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ciertos metabolitos de las bacterias endofiticas tienen propiedades bioldgicas similares
a la planta huésped . Por lo que estudios futuros deberan analizar y comparar la

composicion quimica de extractos de planta y bacterias endofiticas.

Por otro lado, dado que existen diversos estudios que solamente reportan un efecto
de crecimiento antagénico o la actividad antibacteriana de extractos crudos de
bacterias endofiticas frente a bacterias patogenas; se desconoce la identidad del o los
compuestos activos. Por lo que es necesario realizar estudios que alcancen identificar
al agente antibacteriano con el fin de realizar ensayos in-vivo, evaluar la toxicidad,

analizar su estabilidad y demas estudios con el fin de desarrollar nuevos antibiéticos.

7. CONCLUSIONES

1) La busqueda de articulos cientificos que aislan bacterias endofiticas y evaltan
su capacidad para producir compuestos con actividad antibacteriana evidencio
la existencia de 126 documentos estrechamente relacionados al tema e
indizados en Scopus y WoS.

2) La mayoria de los articulos excluidos fueron debido a que evaluaron la
actividad antifangica, en lugar de la actividad antibacteriana.

3) El incremento de casos de resistencia a antibiéticos disponibles y las
limitaciones para el tratamiento de estas infecciones produjo el interés de la
busqueda de moléculas antibacterianas que puedan convertirse en nuevos
farmacos y debido a ciertas ventajas, se prefiere fuentes naturales.

4) Se identifico diversas bacterias endofiticas que constituyen una potencial
fuente de produccion de nuevos agentes antibacterianos.

5) Se tiene escasos estudios que identificaron el metabolito activo y por ende
existe un limitado nimero de potenciales agentes antibacterianos Utiles en la
practica clinica. Por lo que es necesario realizar estudios profundos a fin de
dilucidar la estructura quimica de los compuestos activos que producen las
bacterias endofiticas.
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