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RESUMEN

Los hongos marinos constituyen un grupo de microorganismos capaces
de biosintetizar metabolitos con estructuras novedosas. Las poblaciones
microbianas, en general, producen compuestos que desfavorecen el crecimiento
de otras poblaciones. Los antibidticos, producidos de forma natural por estas
poblaciones, podrian suministrar beneficios en el control de enfermedades,
tanto en acuicultura como en patologia humana y animal; en este contexto los
hongos tropicales se estan incorporando a los programas de preseleccion como
potenciales productores de farmacos con nuevos modos de accion. En la presente
investigacion se establecieron dos protocolos para la evaluacion de la bioactividad
de hongos marinos contra bacterias Gram positivas y Gram negativas: extractos
fungicos y discos fungicos. No se observd bioactividad en los bioensayos de
extractos fingicos de ascomicetos marinos versus las bacterias Gram negativas
Rhodospirillum sp. y Pseudomonas sp. Los métodos de conservacion de los
extractos fingicos a 4 y -20°C resultaron adecuados para la conservacion, no se
observo pérdida de volumen ni cambio en la coloracion de los extractos ni ningtin
otro signo de deterioro, no hubo contaminacion bacteriana ni fungica. En ninguno
de los bioensayos de bioactividad de discos fungicos de ascomicetos marinos
versus las bacterias Gram negativas Enterobacter sp., Escherichia coli, E. coliy,,
Klebsiella sp., Klebsiella,, y 1a bacteria Gram positiva: Staphylococcus sp., se
observo inhibicion del crecimiento bacteriano.

Palabras claves. Ascomicetos, metabolitos secundarios, bioactividad.
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SUMMARY

Marine fungi are a group of microorganisms capable of biosynthesized metabolites
with novel structures. Generally microbial population produces compounds that
work against the growth of other populations. Antibiotics produced naturally
by these populations, could provide benefits in the control of diseases, both in
aquaculture and in human and animal pathology, in this context tropical fungi are
entering in screening programs as potential producers of drugs with new models
of action. In the present investigation two protocols were established to evaluate
the bioactivity of marine fungi against Gram positive and Gram negative bacteria:
fungal extracts and fungal discs. There was no bioactivity in bioassays of fungal
extracts of marine ascomycete versus Gram negative bacteria Rhodospirillum sp.
and Pseudomonas sp. Methods of preservation to fungal extracts at 4 and -20°C
were suitable for conservation, there was no loss of volume or change in color of
the extracts or any other signs of deterioration, there was no fungal or bacterial
contamination. None of fungal discs bioassays of marine ascomycetes versus
Gram negative bacteria Enterobacter sp, Escherichia coli, E. coli, Klebsiella
sp., Klebsiella sp., and the Gram positive bacterium Staphylococcus sp. were
observed inhibition of bacterial growth.

Key words.- Ascomycetes, secondary metabolites, bioactivity.

1. INTRODUCCION

Desde la segunda mitad del siglo XX se ha informado sobre cerca de 50
000 productos naturales provenientes de microorganismos, de los cuales
aproximadamente mas de 10 000, son compuestos biologicamente activos y mas
de 8 000 son agentes antibidticos y antitumorales (Mahdy, 2004). Los principales
productores de estos metabolitos son bacterias del suelo del orden Actinomicetales
(Mahyundin, 2008), de cuyos cultivos se han aislado importantes agentes
terapéuticos, como estreptomicina, aminoglucosidos, macrélidos y tetraciclinas.

Las bacterias del suelo siguen siendo estudiadas, pero hay una notable merma en
el hallazgo de nuevos productos, estimandose que mas de 90% de los cultivos
bioactivos descubiertos producen agentes ya informados o son variaciones
menores de uno ya descrito (Mahdy, 2004). Por ello, la pesquisa se ha reorientado
hacia otros ambientes, como son: los sedimentos de rios, lagos y océanos, asi
como plantas y animales acuaticos, que ofrecen la posibilidad de encontrar
cepas silvestres no descritas que produzcan nuevos metabolitos secundarios
farmacoldgicamente activos (Kosta et al. 2008). La lista de compuestos
obtenidos a partir de microorganismos acudticos incluyen: antimicrobianos,
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anticancerigenos y antiinflamatorios, muchos de los cuales pertenecen a clases
quimicas no descritas en microorganismos terrestres, estando algunos de ellos ya
en etapa de evaluacion clinica (Kosta ez al. 2008).

Debido a que los ecosistemas acuaticos difieren notablemente de los ecosistemas
terrestres, es de esperar que las capacidades metabolicas y fisioldgicas de los
microorganismos acuaticos sean diferentes a las de sus contrapartes terrestres, lo
que ofrece un enorme potencial de descubrimiento de nuevas drogas.

Desde el punto de vista biotecnoldgico, los hongos marinos constituyen una
novedosa fuente de productos bioldgicamente activos, incluyendo compuestos
de interés farmacoldgico (Mahdy, 2004). De algunos hongos marinos se han
obtenido acidos grasos como oleico, palmitico y linoleico, asi como muchos
aminodcidos (Damare, 2006). Se ha demostrado que los hongos marinos pueden
degradar algunos compuestos del petréleo como el n-hexadecano, 1-hexadecano,
pristano y en menor grado n-tetradecano (Damare, 2006).

Debido a estos antecedentes los hongos de habitat marinos estan recibiendo
mucha atencion en recientes aflos por la produccion de metabolitos secundarios
tutiles (Punyasloke et al. 2006). Las investigaciones en hongos marinos y sus
enzimas usadas biotecnologicamente, han estado restringidas a los hongos
aislados de habitat costeros y a enzimas lignoceluliticas, las cuales son aplicadas
en la industria del papel y en biorremediacion (Raghukumar, 2008).

Investigaciones recientes muestran que los hongos marinos son una importante fuente
de metabolitos secundarios bioactivos con estructuras sin precedentes (Zu-Jian,
2008). Reseiias publicadas muestran la importancia de estos microorganismos como
una potencial fuente de productos farmacéuticos. Muchos metabolitos de hongos
marinos poseen actividad antimicrobiana, antifingica, citotoxica, antitumoral,
inmunoestimulante, antiviral e inhibidora de la kinasa (Zu-Jian, 2008).

Las investigaciones realizadas por Lin y colaboradores (Lin et al, 2002), Chen y
colaboradores (Chen e al, 2003), Krohn y Riaz ( Krohn & Riaz, 2004) revelaron
la presencia de metabolitos secundarios provenientes de los hongos marinos,
aislados de mangles, entre ellos: Verruculina enalia 2606, Kandelia candel 1893
y Xylaria sp., con potentes y diversas actividades: antifungicas, antitumorales,
e inhibitorias de la acetilcolina esterasa, respectivamente. Esto es indicativo de
que los manglares y los sedimentos asociados a estos ecosistemas, representan
microambientes importantes para el aislamiento de hongos marinos productores
de metabolitos con actividad antifingica u otras propiedades bioactivas.

El objetivo general de la presente investigacion fue evaluar la actividad biologica
de los extractos y discos fungico de micromicetos marinos lignicolas del
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manglar de Palmar, los que fueron previamente conservados en el laboratorio de
Biotecnologia & Genética de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad
de Guayaquil, para establecer criterios de seleccion de cepas que presenten
caracteristicas antimicrobianas idoneas.

2. MATERIALES Y METODOS

Los hongos marinos fueron suministrados por el Laboratorio de Biotecnologia &
Genética de la Facultad de Ciencias Naturales, estos fueron aislados de material
orgéanico del mangle Rhizophora mangle del manglar de Palmar — provincia de
Santa Elena. Las bacterias patégenas fueron proporcionadas por el Laboratorio
de Biomedicina de la Facultad de Ingenieria Maritima y Ciencias del Mar de la
Escuela Superior Politécnica del Litoral.

2.1 Método 1: bioactividad de extractos fingicos de ascomicetes marinos.

2.1.1 Reactivacion de cepas flingicas.

Figura 1. A) Reactivaciéon de cepas de Lulworthia grandispora, Verruculina enalia,
Dactylospora haliotrepha, Trichocladium achrasporum y NX,, en bafio maria. B)
Acercamiento de los viales. C) Siembra del vial 1. D) Crecimiento monosporico a los
veinte dias.
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La reactivacion de cepas de L. grandispora, V. enalia, D. haliotrepha, T.
achrasporum y NX, conservadas a -20 °C se llevd a cabo en bafio maria a 37
°C durante una hora. El micelio de cada cepa reactivada fue inoculado en medios
especificos e incubados a 30 °C hasta el crecimiento de la colonia.

2.1.2 Obtencion de extractos flingicos a partir de cultivos envejecidos.

Una vez desarrollada la colonia fue inoculada en medio liquido y colocada en la
zaranda rotatoria a 120 rpm durante 60 dias a 25 °C.

Se realiz6 la filtracion de los cultivos fingicos con papel filtro estéril para
la obtencion del micelio envejecido. El micelio fue pesado en una balanza
analitica (6,89 + 0,9 g) antes del proceso de extraccion y después de este
(0,8030 + 0,005 g) (Figura 2).

Figura 2. A) Filtracion del cultivo envejecido. B) Obtencion del peso del micelio antes
de la extraccion

Para la obtencion de los extractos se evaluaron dos solventes organicos en un
extractor de Soxhlet: metanol (40 mL), y una mezcla de acetato de etilo mas
metanol (1:1 v/v) (100 mL). Una vez obtenidos los extractos fingicos estos
fueron trasvasados en Erlenmeyers de 250 mL, sellados con papel parafilm y
colocados a 4 °C y -20 °C durante seis meses, posteriormente fueron utilizados
para los bioensayos de bioactividad (Figura 3).

86

\\



INVESTIGACION TECNOLOGIA E INNOVACION

Figura 3. Proceso de extraccion en el Soxhlet: A) Micelio introducido en el dedal de
celulosa. B) Extractor de Soxhlet en funcionamiento. C) Extractos fungicos obtenidos.

2.1.3. Evaluacion de extracto flingicos.

Las pruebas antibacterianas se llevaron a cabo segun el método estandar de
antibiograma descrito por Bauer (Bauer et al. 1966). Las cinco cepas de hongos
marinos fueron evaluados contra dos cepas de bacterias haléfilas Gram negativas,
de los géneros Rhodospirillum sp. y Pseudomonas sp.

En un tubo Eppendorf se colocd 1 mL de medio KING (Pseudomonas Agar)
especifico para Pseudomonas sp., y en otro tubo se colocdé 1 mL de medio MY
(Moraine & Rogovin, 1966) especifico para Rhodospirillum sp. (Figura 4).

Con un asa de inoculacion se sembrd cada una de las bacterias en su medio
especificoy sele aplicd vortex al tubo hasta que el inoculo bacteriano se disgregara
y homogenizara con el medio.

Luego, se agregaron 100 pL de cada suspension bacteriana en las placas con los
medios especificos, y con un asa de Drigalski se diseminé por toda la placa hasta
conseguir una fina pelicula.

Unmililitro de cada extracto fingico fue colocado en tubos Eppendorfindividuales.
A cada disco de papel filtro (MN 617) de 10 mm de diametro se le aplicaron 17
pL de extracto, con una pinza fina se colocaron 4 discos con el mismo extracto
por cada placa previamente inoculada con las bacterias a evaluarse. Las placas
fueron colocadas en la incubadora durante 48 horas a 30 ©
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Figura 4. A) Extractos fingicos en tubos Eppendorf para su evaluacién. B) Diecisiete pL
de extracto fungico aplicados a discos de papel filtro (10 mm @). C) Discos de papel filtro
con los extractos fungicos colocados en el cultivo bacteriano.

Como control se utilizaron discos de papel filtro con 17 pL de metanol y una
mezcla de acetato de etilo mas metanol (1:1; v/v).

2.2. Método 2: bioactividad de discos fiingicos.
2.2.1. Reactivacion de cepas bacterianas.

La reactivacion de las cepas de Staphylococcus sp.,Klebsiella sp., Klebsiella,,
Escherichia coli, E. coli y Enterobacter sp. conservadas a -80 °C se realiz en
medio de cultivo LB (Lenox Agar). Con la punta de una micropipeta de 1000 mL
se pico la cepa bacteriana congelada y se sembré directamente en placas de LB
por agotamiento. Las bacterias fueron llevadas a incubacion a 30 °C durante 24

horas (Figura 5).
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Figura 5. Activacion de bacterias patogenas: A) Equipo de -80 °C para conservacion.
B) Bacterias patogenas conservadas a -80 °C. C) Escherichia coli previa a su siembra.
D) Siembra de Escherichia coli en medio LB.

2.2.2. Evaluaciéon del crecimiento de hongos y bacterias a distintas
salinidades.

Para poder evaluar los discos fingicos y su bioactividad hubo que establecer un
medio de cultivoyuna concentracionde salinidad enla que ambos microorganismos
puedan crecer sin que se vea afectad su metabolismo. La siembra y evaluacion
del crecimiento de las bacterias y hongos marinos se realizé en medio de cultivo
PDA preparado a las siguientes salinidades: 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26,
28, 30 y 32%o. (Figura 6).

El crecimiento de las colonias de hongos marinos fue evaluado durante 20 dias, y
el de las bacterias durante 24 horas.
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Figura 6. Siembra de bacterias patdgenas a distintas salinidades: A) 8%o. B) 10%o. C)
12%o. D) 14%o. E) 16%o. F) 18%0. G) 20%o. H) 22%o. T) 24%o. J) 26%o. K) 28%o. L)
30%o.
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2.2.3 Evaluacién de la bioactividad de discos fungicos de ascomicetos
marinos.

2.2.3.1 Siembra de una concentracion de bacterias patégenas (0,07 pg/mL)
en medio PDA 14%..

Enun tubo Eppendorfde 1,5 mL se colocé 1 mL de LB y con un asa de inoculacion
se sembro la bacteria reactivada. Se le aplico vortex al tubo hasta que el indculo
bacteriano se disgregara y homogenizara con el medio.

Se midi6 la absorbancia de la suspension bacteriana en un espectrofotometro
a 530 nm, si el resultado era mayor a 0,07 pg/mL se diluia la suspension hasta
alcanzar los 0,07 pg/mL. Asi por ejemplo para E. coli el procedimiento fue:

— En un tubo Eppendorf de 1,5 mL se coloc6é 1 mL de LB.

— Con un asa de inoculacion se sembro una colonia de E. coli reactivada, y se
realizd vortex hasta que la colonia se homogenice con el medio.

— Se midi6 la absorbancia de la suspension bacteriana en un espectrofotémetro:
0,424 pg/mL

— Debido a que la concentracion deseada era de 0,07 pg/mL se diluyo la
suspension de la siguiente forma:

— 0,07 pg/mL /0,424 pg/mL = 0,165 pg/mL (suspension bacteriana)

— Enun tubo Eppendorf nuevo se agregaron 0.165 mL de suspension bacteriana
mas 0.835 mL de medio de cultivo LB para llegar a un volumen de 1 mL.

— Se agregaron 100 pL de suspension bacteriana (0,07 pg/mL) en la placa de
PDA 14 %o y con un asa de Drigalski se dispers6 por toda la placa hasta
conseguir una pelicula fina.

2.2.3.2 Siembra de discos fiingicos.

Inmediatamente se realizo la siembra de los discos fungicos en el medio con la
pelicula fina de bacterias.

Con el extremo de un sorbete estéril se extrajo un disco de la placa de PDA
14%o con bacterias, mientras que con el otro extremo se extrajo un disco de
la colonia fungica a evaluar y se lo coloco en el hoyo de la placa con bacterias
(Figura 7).

Las placas fueron colocadas en incubacion durante 48 horas a 30 °C, y fueron
observadas cada 24 horas para determinar la formacion de halos de inhibicion.

Como control se utilizaron discos de agar PDA a 14%o de @ 10 mm, colocados en
los cultivos bacterianos patogenos.
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3. RESULTADOS
3.1. Conservacién de los extractos fingicos obtenidos.

Ambos métodos de conservacion a 4 °C y -20 °C resultaron adecuados para la
conservacion, no se observo pérdida de volumen ni cambio en la coloracion de
los extractos ni ningun otro signo de deterioro, no hubo contaminacion bacteriana
ni fingica.

3.2. Evaluacion de la bioactividad de los extractos fungicos de ascomicetos
marinos.

Enninguno de los bioensayos de bioactividad de extractos fungicos de ascomicetos
marinos versus las bacterias Gram negativas Rhodospirillum sp. y Pseudomonas
sp. se observo inhibicion del crecimiento bacteriano, asi mismo el control no
presento bioactividad.

3.3. Evaluacién de la bioactividad de los discos fungicos de ascomicetos
marinos.

En ninguno de los bioensayos de bioactividad de discos fungicos de ascomicetos
marinos versus las bacterias Gram negativas Enterobacter sp., Escherichia
coli, E. coliy,, [.(le}.)s{‘e'lla sp., Kle}):vicfllam, yla Qram posﬁlya: Staphylococcus
sp., se observo inhibicion del crecimiento bacteriano, asi mismo no se observo
bioactividad en el control.

4. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en la presente investigacion, determinaron que tanto los
extractos y discos fingicos de los ascomicetes marinos: L. grandispora, V. enalia, D.
haliotrepha, T achrasporum y NX . no inhibieron el crecimiento de las bacterias
Gram negativas: Enterobacter sp., Klebsiella sp., Klebsiella,,, E.coli, E. coli
Rhodospirillum, y Pseudomonas sp., y la Gram positiva Staphylococcus sp.

001>

Se observo crecimiento del micelio fungico de D. haliotrepha sobre el cultivo
de las bacterias patogenas, el resto de ascomicetes marinos no presentaron esta
caracteristica.

Conelpresente estudiose estandarizé lametodologia debioensayos de bioactividad

de ascomicetos marinos, estableciéndose dos tipos de pruebas: discos fingicos y
extractos fungicos.
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Siendo los ascomicetes marinos organismos halofilos obligados, necesitan NaCl
para su metabolismo, para las pruebas de discos fungicos se establecié que la
salinidad de 14%o, era la indicada para evaluar esta metodologia, ya que tanto
bacterias patdgenas y ascomicetos marinos se desarrollaban con normalidad.

Se pudo determinar que la concentracion de 0,07 pug/mL de la suspension
bacteriana era la que permitia obtener una fina pelicula (biofilm) de bacterias
patégenas en el medio PDA 14%..

La conservacion de los extractos fingicos de ascomicetes marinos no presentd
ningun inconveniente, pudiendo estos ser conservados a 4 °C.

Para la manipulacion de las bacterias patégenas Gram negativas y Gram
positivas se siguieron protocolos de bioseguridad, el trabajo con este tipo de
microorganismos se efectud en el laboratorio de biomedicina de la ESPOL.
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