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RESUMEN

Los hongos son microorganismos que Han aportado numerosos compuestos a la
industria farmacéutica, dado su activo metabolismo secundario. Sin embargo, la
busqueda de nueves compuestos provenientes de estos organismos se ve limitada
debido a la gran redundancia de las especies fingicas aisladas en los distintos
ambientes, que no aportan compuestos rovedosos. El continénte Antartico, dado su
. aislamiento geogréafico y extremas condiciones ambientales, es un lugar ideal para la
busqueda de nuevas especies flngicas, las cuales se han adaptado a esas
condiciones de vida y posiblemente provean de compuestos de interés.

" Durante la expedicion a la isla Rey Jorge, Antartica en el verano austral de 2009, se
tomaron muestras de 11 esponjas marinas, de las cuales se obtuvieron 118 aislados
fingicos. A partir de esto, se seleccionaron al azar 87 aislados para continuar con el
estudio de biodiversidad y potencial metabélico. Para el analisis de biodiversidad, se
obtuvo la secuencia ITS de cada aislado, y me(;liante andlisis filogenéticos se clasificd
al 59,7% de los hongos dentro de 9 grupos taxonomicos, siendo el género mas
abundante, Geomyces. El 40,2% restante no fue posible clasificarlo y se denomind
Fungal sp. Paralelamente, los aislados también se caracterizaron morfoldgicamente,
siendo crecidos en 6 medios de culfivos diferentes, e incubados a 15°C y 25°C. Los
resultados mostraron que la temperatura optima de crecimiento, en la mayoria de las
cepas, es 15°C. Ademas, se encontrd crecimiento-diferencial dependiendo de la fuente

de nitrégeno utilizada y la temperatura de incubacion. Asi también, se evidenci la
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produccion de pigmentos rosados y amarillos a 15°C, por hongos de los géneros
Geomyces Yy Epicoccun.

Los estudios del potencial metabolico se llevaron a cabo mediante técnicas quimicas y
moleculares. Se fermentd cada hongo y se obtuvieron los extractos del caldo de
cultivo, los cuales fueron analizados mediante las técnicas de 'H-RMN y cromatografia
en placa fina (TLC) para obtener el perfil de los metabolitos secretados. Asi también se
realizaron bioensayos para la determinacion de actividad antimicrobiana y antioxidante
de los extractos. Finalmente, se. analizd la presencia de los genes de las enzimas
policeto sintasas (PKS) y las sintetasas de péptidos no ribosomales (NRPS), mediante
PCR. Las técnicas de TLC y H-RMN mostraron que cada aislado posee un perfil de
metabolitos tnico, aunque también es posible observar algunas similitudes entre
especies de un mismo género. Estas técnicas también sugieren la presencia de
metabolitos secundarios con funciones organicas de interés, En cuanto a los
bicensayos, la actividad antimicrobiana fue la mas abundante, con un 42,5% de
exiractos con actividad contra Staphylococcus aureus. Un 16% de los extractos
presenté_activdad antioxidante sobre el 20% con respecto al acido ascorbico. Los
genes de las enzimas NRPS se encontraron en 56 aislados y los genes de las enzimas
PKS en 22 hongos.

Los hongos asociados a esponjas marinas antarticas presentan una amplia
biodiversidad, con el potencial de encontrar nuevas especies fungicas. Asi tambien
podrian ser una buena fuente de metabolitos secundarios nuevos con propiedades

biologicas de interés.




ABSTRACT

Fungi are microorganisms that have provided numerous compounds for the
pharmaceutical industry, given its active secondary metabolism. However, the search
for new compounds derived from these organisms is limited owing to the large
redundancy of fungal species isolated from different environments, which do not
provide novel compounds.

The Antarctic continent, given its geographic isolation and exireme environmental
conditions, is an ideal place to search for new fungal species, which have adapted to
these conditions and possibly provide compounds of interest.

During the expedition to King George Istand, Antarctica in the austral summer of 2009,
11 samplés from marine sponges were taken, of which 118 fungal isclates were
obtained. From this, 87 isolates were selected for further study of biodiversity and
metabolic potential. For the analysis of biodiversity, ITS sequence was obtained for
each isolate, and 59.7% of isolates were classified within 9 taxa, being the most
abundant genus, Geomyces. The remaining 40.2% could not be classified and was
designated as Fungal sp. In parallel, the isolates were also characterized
morphologically, being grown in 6 different culture media, and incubated at 15 ° C and
25 © C. The results showed that the optimum temperature of growth, in most strains is
15 ° C. It was also found differential growth depending on the nitrogen source used and
the incubation temperature. Also, some isolates (from genera Geomyces and
Epicoccum) showed the production of pink and yellow pigments 15 ° C.

Metabolic potential studies were carried out by chemical and molecular techniques.

Each fungus was fermented and the extracts were 'analyzed by 'H-NMR and thin plate
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chromatography (TLC) for the profile of metabolites secreted. Bioassays for the
determination of antioxidant and antimicrobial activity of the exiracts were performed.
Finally, the presence of the genes of enzymes policeto synthases (PKS) and the non-
ribosomal peptide synthase (NRP3) was analyzed by PCR. The techniques of TLC and
*H-NMR showed that each fungus has a unigue metabolite profile, but it is also possible
to note some similarities between isolates of the same species. Also, both techniques
suggest the presence of secondary metabolites with organic functions of interest. In
terms of bioassays, the most abundant activity was antimicrobial, with 42 5% of extracts
with activity against Staphylococcus aureus. Genes of NRPS enzymes were found in 56
fungi and genes of PKS enzymes were found in 22 fungal.

Fungi associated with marine sponges have a wide biodiversity, with the potential to
find new fungal species. Also, these fungi could be an important source of new

secondary metabolites with biological properties of interest.
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1.. INTRODUCCION

1.4. Productos naturales versus compuestos sintéticos en ja busqueda de
nuevas drogas.
Los productos naturales o metabolitos secundarios son compuestos quimicos de bajo

peso molecular, producidos por el metabolismo secundario de algunos seres vivos. Si
bien estos compuestos no son necesarios para la supervivencia de 10s organismos

productores, les permite competir de manera mas eficiente por su nicho ecoldgico. La

alta especificidad que existe entre la estructura quimica de los productos naturales y su
funcién biologica, les convierte en excelentes candidatos para el descubrimiento de
nuevas drogas (Rishton 2008; Schmitt y col., 2011). En efecto, los productos naturales
han sido la principal fuente de compuestos muy importantes para [a medicina moderna
tales como los antibidticos, antiparasitarios, InmunOSUPresores, antitumorales, entre
otros (Koehn & Carter, 2005; Li & Vederas, 2009). Esio se debe a que los metabolitos
secundarios presentan una gran diversidad quimica con estructuras que poseen
mayor numero de centros quirales y anillos aromaticos, y mayor complejidad estérica

que cualquier compuesto de origen sintético (Clardy & Walsh, 2004).

El surgimiento de nuevas tecnologias mas rapidas y “sficientes”, como la busqueda
automatizada de compuesios (Ortholand & Ganesan, 2004), vy la guimica
combinatoria, han hecho que en 10s gltimos 20 afios, el area de investigacion de
productos naiurales disminuyera notoriamente. Sin embargo, las promesas de
bﬂsqueda‘y testeo de compuestos en un proceso mas rapido y menos costoso, no se
han cumplidc en su totalidad, puesto que ha disminuido considerablemente [a
obtencién de nuevas drogas. Esfo se debe principaimente a que éstas tecnologias
disefian nuevos compuestos bajo estructuras quimicas previamente conocidas,

intentando maximizar los tamafios moleculares en vez de buscar diversidades

1
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quimicas biolbgicamente relevantes (Newman y col,, 2003; Koehn & Carter, 2005). Un
ejemplo preocupante de esta falta de diversidad estructural es el de los antibidticos:
desde los afios 70 sdlo han salido al mercado 3 clases de antibioticos distintos. Este
hecho, unido a! creciente aumento de microorganismos patogenos resistentes a los
antibioticos existentes, hace urgente la blsqueda de nuevos compuestos
antimicrobianos (Butler & Buss, 2006). Una de las soluciones propuestas es
complementar las tecnologias actuales con la busqueda de nuevos. productos

naturales, desde diversas fuentes y ambientes.

1.2. Los hongos filamentosos: fuente de metabolitos secundarios

~Los hongos filamentosos son MicCroorganismos reconocidos por [os nUMerosos

metabolitos secundarios que han sido obtenidos a partir de ellos. La peniciling,
proveniente de hongos del género Penicillium, marco un hito en la historia de ‘los
productos naturales y la medicina, iniciando los estudios sobre los metaboli’éos
secundarios derivados de este grupo.

Sin embargo, a pesar de los nNUMErosos estudios existentes en esta area, los
metabolitos secundarios siguen representando un enigma. Por un lado, se ha visto que
corresponden a compuestos dispensables por el organismo. Pero por el otro, también
se reportado que en algunos casos la produccion de estos metabolitos esta
correlacionada con una etapa del desarrollo de los hongos (Keller y col., 2005) o
inciuso como adaptaciones quimicas que les permite desarrollarse en el medio que los
rodea (Hanson 2008). De esta forma, distintos factores ambientales tales como
temperatura, salinidad, disponibilidad de nuirientes y agua (entre otros) definirian la

presencia y/o activacion de sus vias de sintesis (Keller y col., 2005). Sin embargo, la




produccion de estos metabolitos no es igual para todos los hongos, puesto que se ha
observado que la produccion de éstos posee una distribucién ta)%onc’)mica restringida,
afirmandose que la produccion de metabolitos secundarios e§ especie especifica
(Larsen y col.,, 2005).

Los metabolitos secundarios de hongos filamentosos comprenden numerosas
1
i

estructuras quimicas que son clasificadas de acuerdo a sus ﬁ)recursores quimicos

provenientes del'metabolismo primario y de acuerdo con las clas#s de enzimas que [as
i

sintetizan (Teichert & Nowrousian, 2011). Encontramos cuatrc} grandes clases de
|

compuestos: los Policétidos (ej.: lovastatina) (Figura 1), los Péptidos no ribosomales
|

(ej.: penicilina, ciclosporina, efc) (Figura 3), los Terpenos (ej.;: giberelinas), vy los

Alcaloides (ej.: ergopéptidos).
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Figura 1. Policétidos. Estructura de 3 policétidos de origen flngico, como las
micotoxinas Aflatoxina B1 y Fusarina C Yy el regulador del coleSterol Lovastatina. Los
compuestos policétidos se caracterizan por presentar varios atomos de oxigeno en su
estructura (Keller y col. 2005) !

Los policétidos son los compuestos mas NUMerosos y estudiadﬂos. Las moléculas que
|

forman la estructura basica de un policétido corresponden a-Acetil-CoA y Malonii-CoA.
|

I
§




Estos compuestos son reconocidos por las enzimas policétidos sintasas (PKS) quienes

catalizan la reaccion de condensaciéon de estas dos moléculas para la sintesis de

cadenas de policétidos (Figura 2).

A)
i P A
CH,~C~S-CoA + n"OOC~CH-C-S-CoA - o> =" ~§-CoATNCO; +nCoA
Acetil-COA Maloni-COA Policétido
B) (? oy 0O OH/ 0Oy O
R” \ FI)LSMEnz RS R)\ = S»Enz
Policétido £ N Ppolicétido

no reducido NADPH  NADP+ reducido

Figura 2. Reacciéon de sintensis de cadena de policétidos. A) Reaccion de
condensacion de Claisen entre Acetil-CoA y Malonil-CoA para la generacion de un
policétido. B) Reaccion de reduccion de grupo carbonilo a grupo hidroxilo con el agente
reductor NADPH.

Las enzimas PKS son enzimas multimodulares y presentan 3 dominios cataliticos
basicos: Cetosintasa (KS), carrier de acil 4'-Fosfopantoteno (ACP) y aciltransferasa
(AT), los cuales llevan a cabo la reaccion de condensacion.

Dentro del grupo de las enzimas PKS de hongos filamentosos, podemos encontrar 1as
enzimas PKS reductoras y enzimas PKS no reductoras. La diferencia radica en que las
enzimas PKS reductoras presentan ofros dominios, como el dominio Cetoreductasa
(KR) que reduce el grupo carbonilo a grupo hidroxilo con NADPH como reductor
(Figura 2), el dominio Deshidratasa (DH) que genera una cadena insaturada liberando
una molécula de agua y el dominio Enoil reductasa (ER) que reduce los dobles enlaces
presentes generando cadenas alifaticas saturadas (Keller y col. 2005). Por otro lado,

las enzimas PKS no reductoras, si bien no presentan dominios de reduccion, si pueden

llevar dominios ciclasa, lo que permite la generacion de compuestos aromaticos.




Adicionalmente, pueden existir modificaciones posteriores

codificadas en el mismo cluster de

deshidrogenasas, esterasas, metiltransferasas, reductasas, 0X

permite la generacion de variados compuestos.

Par ofro lado, el segundo grupo de metabolitos fingicos mas con

real

las PKS fiales cor

zadas por enzimas
no monoxigenasas,

idasas, efc, lo que

ocidos, corresponden

ptidos no ribosomales (Figura 3). Estos son sintetizados por enzimas

a los Pé
multimodulares llamadas Sintetasas de Péptidos no Ribosomales (NRPS).
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Figura 3. Péptidos no ribosomales.
origen fungico. Penicilina G correspond
corresponden a compuestos iNMUNosSUpresores (Keller y col.,
Las enzimas NRPS son muliimodulares y multifuncionales, que ¢

aminoacidos, utilizando como sustratos tanto aminoacidos pro

proteinogénicos (Figura 4). La esfructura basica de una enzima

!
~NHN \éf
s o ] A
N b
o

5s no ribosomales de

osporina y Gliotoxina

05).

atalizan la union enfre

einogénicos como no

NRPS se compone de

moédulos que

presentan el dominio de Adenilacion (activa el aminoécido con gasto de

ATP), dominio de Tiolacion (se une el aminoacido activado) y el dominio de

condensacion (cataliza la formacion del enlace peptidico entr

e los aminoacidos de




distintos modulos). El nimero de enlaces peptidicos generados usualmente coincide

con el niimero de modulos presentes en la enzima. El producto final puede contar entre

2 2 50 aminoéacidos. Adicionalmente, pueden existir otros domin

ios en la enzima como-

el dominio de ciclacién, epimerizacion, metilacion, oxidacion, reduccion, que permiten

realizar diferentes modificaciones quimicas a los péptidos formados. Finalmente, jos

péptidos no ribosomales pueden sufrir modificaciones posteriores por enzimas

codificadas en el mismo cluster de las NRPS, tales como halogenasas, hidroxilasas,

glicosilasas, etc. (Keller y col., 2005; Teichert & Nowrousian, 201

1i).

'31 '32 Mg*2 '31 ﬁ '?
+ _ - - - - - - - - N -v - . - _2
NH3 Cli F}OO + NH3 (.:, Coo~ 4 ATP NRPS‘- NH3 ("J G-NH Cl!l CO0 ™+ AMP + HzF.)'zO?
H H H

Figura 4. Reaccion de sintesis de péptidos no ribosomales. Eﬂ esquema muestra la
formacion de un dipéptido. Esta reaccion se repite de acuerdo con los mddulos
presentgs en la enzima NRPS para generar péptidos de mayor tamafio.

Hasta el afio 2002 se reconoce que [os hongos filamentosos sen responsables de la

produccion de mas de 6400 compuestos distintos, en su mayoria provenientes de [os

géneros Aspergillus, Penicillum y Fusarium (Bérdy 2005). Las actividades que poseen ,

estos metabolitos secundarios son variadas, donde destacan

los antibidticos, pero

también se han podido obtener compuestos que inhiben el crecimiento de parasitos,

insectos, virus, tumores, asi como también compuestos citotoxicos, mutagénicos,

enzimas, inmunosupresores, entre otras actividades biolégicas (Keller y col., 2005;

Blackwell 2011).

Si bien, los hongos filamentosos representan un grupo atractivo para la bisqueda de

nuevos productos naturales, las investigaciones en esta &rea han tenido un bajo

rendimiento. Esto se debe a que se han redescubierto las mismas especies fungicas, o




que- ha llevado al aislamiento de los mismos metabolitos sec

estudiados (Larsen y col., 2005). Las razones detras de este

\ndarios previamente

redescubrimiento de

cepas fangicas y la consecuente redundancia de metabolitos, son que los estudios se

han realizados en nichos ecoldgicos similares (principalmente trc

sin una estrategia de busqueda definida, lo que favorece la

cosmopolitas con vias metabolicas similares (Bugni & Ireland, 200

Si se estima que la biodiversidad fungica asciende a 5.1 [

W

picales y templados),
presencia de hongos
4).

nillones de especies

(Blac§f<well 2011), y solo se han estudiado y mantenido en cepario ~ 64000 aislados del

A

grupo Ascomycete (Richards y col., 2012), se desprende que

hongos existentes ha sido estudiado. Por lo tanio, un enorme

sigue sin ser estudiados. Para tener acceso a esta novedo

estrategias de busqueda de nuevas especies fingicas se ha
ecoldgicos poco frecuentados. Es asf como ambientes con tem

pH extremos, han provisto de microorganismos nuevos, con nuey

por lo tanto, de nuevos metabolitos secundarios (Larsen y col., 20

menos del 5% de los
porcentaje de hongos
sa biodiversidad, las

n centrado en nichos

peraturas, salinidad o
/as vias metabdlicas y

05).

Al analizar los nichos ecologicos donde se han realizado las bisquedas de hongos

filamentosos, se encuenira que un alto porcentaje de las in

[levado a cabo en ambiente terrestre, mientras que los estudios

vestigaciones se han

sobre hongos marinos

sélo representan un 0,6% del total de hongos estudiados (Richards y col., 2012). El

grupo de hongos marinos, al igual que los hongos terrest

ras, se encargan de

descomponer la materia orgénica para que los nutrientes vuelvan al ecosisterna, sin

embargo, su funcién especifica en el ecosistema marino :sigue siendo incierto,

existiendo hongos marinos obligados y hongos marinos facultativ

se pueden encontrar en ambiente terrestre) (Bugni & Ireland, 20

os (los cuales también

D4; Abdel-Lateff. 2004).




Los analisis sobre la biodiversidad flngica en el ambiente ma

comparacion de todas las secuencias [TS de hongos marinos que

bases de datos), ha permitido llegar a la conclusion de que los

presentan mayor biodiversidad en el ambiente marino que en el {

de lo que estudios previos han mostrado. Esto incluye linajes de

rino (basados en la
se encuentran en las
hongos filamentosos
erresire, a diferencia

hongos Ascomycetes

tales como Neurospora, Aspergillus, Cordyceps, Fusarium, Penicillium, Cladosporium,

Eupenicillium, entre otros (Richards y col., 2012). Adicionalmente,

se han encontrado posibles especies nuevas de Ascomycetes ¥y

dos grupos que dominan la presencia de hongos en ambiente

en aguas profundas
Basiodiomycetes, los

marino, lo que daria

cuenta de la enorme biodiversidad que queda aun por estudiar (Le Calvez y col,,

2009).
La mayoria de estos hongos marinos crece en condiciones

favoreciendo la capacidad de produccién de metabolitos secunda

Unicas y exiremas,

rios Unicos. Si bien, a

pesar de que los hongos marinos han sido poco estudiados y que -en ocasiones los

metabolitos son andlogos a los descubiertos en hongos terre

probado ser fuente de promisorios compuestos que poseen

stres, este grupo ha

estructuras quimicas

Gnicas y bioactividades de inferés (Bugni & Ireland, 2004). A Ia fecha se han descrito

272 compuestos provenientes de este grupo, en su mayoria con nuevas estruciuras de

carbono, evidenciando que los hongos marinos son un grupo con un gran potencial

para la produccion de compuestos con interés farmacéutico (Bugni & Ireland, 2004). La

cefalosporina C, un conocido antibibtico proveniente del hongo
chrysogenum es un ejemplo de los compuestos importantes que §

de hongos marinos.

- e o

marino Acremonium

se han aislado a partir




Genéralmente, al momento de iniciar una basqgueda de hongos filamentosos marinos,
es mas facil encontrarios asociados a ciertos organismos marinos, como macro
invertebrados (esponjas marinas, ascidias, moluscos, enfre Jotros) o algas. la

presencia de hongos en estos organismos ha sido Interpretada jcomo una simbiosis,

donde los metabolitos secundarios de los hongos servirian como mecanismos de
defensa del organismo hospedero (Proksch y col., 2003) ol simplemente estos
organismos dctuarian como un reservorio de esporas en estado latente o incluso se ha
descrito como una relacion parasitaria (Bugni & Ireland, 2004).
Dentro de todos los invertebrados, las esponjas marinas son [as que presez"ltan la
mayor diversidad de hongos filamentosos marinos. Esto tiene sentido al considerar que
mas del 40% del volumen de una esponja corresponde a micreorganismos que han
sido filtrados por ésta (Webster & Taylor, 2012). Por ofro lado, se reconoce a las
esponjas marinas como importantes fuentes de metabolitos secundarios bioactives. Sin
embargo, en algunos casos, se ha encontrado semejanzas estruciurales entre las

estructuras de los compuestos obtenidos desde esponjas marinas y los compuestos

producidos por microorganismos, lo que sugiere que los microorganismos asociados a
las esponjas marinas son los verdaderos productores de los metabolitos secundarios
(Webster & Taylor, 2012). Adicionalmente, si se analiza el porcentaje de productos
naturales obtenidos desde hongos marinos, el 33% de los compuestos provienen de
hongos asociados a esponjas marinas y el 28% de éstos corresponden a compuestos
novedosos, por lo gue log hongos asociados a esponjas marinas son un grupo atractivo
para [a blsqueda de nuevos productos naturales (Bugni & [reland, 2004).

Sin embargo, los estudios sobre la biodiversidad fingica asociada a esponjas marinas

son reducidos (Pivkin y col., 2006, Zhou y col., 2011). Los estudiPs de este tfpo se han
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realizado principaimente en aguas temperadas, tropicales ¥ mediterraneas: Mar sur de
China (Zhou y col., 2011), Océano Pacifico (Li & Wang, 2009), Mar Adriatico (Wiese y
cols., 2011), en el Océano indico (Thirunavukkarasu y col., 201 2). El Unico estudio en
aguas frias, corresponde al realizado en las costas de la isla Sakhalin, Rusia en el
Océano Pacifico (Pivkin y col., 2006). A pesar de que todos estos estudios fueron
realizados en ubicaciones geograficas y en esponjas marinas diferentes, se encuentran
en todos ellos y en porcentajes mayoritarios, hongos de los géneros cosmopolitas
como Penicillium, Aspergillus, Fusarium y Trichoderma. Frente a estos, una de las
soluciones para evitar encontrar especies flngicas cosmopolitas en las esponjas
marinas (y asi no encontrar los mismos metabolitos secundarios ya descritos), es

realizar este tipo de busqueda en ambientes poco explorados.

1.3. Antartica: Fuente de recursos biol6gicos y quimicos.

La Antartica es uno de los pocos ambientes pristinos que quedan en el planeta. Las
exiremas - condiciones ambientales que presenta y su aislamiento geografico, no
favorece la existencia de una amplia biodiversidad, pues representa un desaffo para el
desarrollo de cualquier organismo (Malosso y col., 2008; Brunati y col., 2009). Estas
condiciones ambientales (baja temperatura, alta radiacion ultravioleta, fueries vientos)
lleva a que la biodiversidad antartica esté centrada en los microorganismos, con las
adaptaciones necesarias para sobrellevar estas extremas condiciones (Ruisi y col.,
2007).

El estudio de microorganismos antarticos se ha centrado en la bitsqueda de bacterias,
archeas, liquenes y en menor cantidad, hongos filamentosos (Gunde-Cimerman y col.,

2003). En cuanto a [os estudios existentes sobre hongos antarticos, éstos han estado
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enfocados en el estudio de su biodiversidad, sus relaciones filogenéticas y muy poco
sobre su potencial metabdlico. Esto, a pesar de que se ha comprobado que los hongos
provenientes de zonas climaticas frias (tanto de muestras terrestres como acuaticas),
presentan tanto una biadiversidad novedosa como una diversidad quimica de interés,
corroborando las hipotesis de que hongos de climas frios pueden ser igual de prolificos
en cuanto a metabolitos bioactivos, que hongos de otras latitudes (Larsen y col., 2005;
Brunati y col., 2009).

Hasta la fecha existen mas de 1000 especies flngicas descritas en la Antartica,
incluyendo levaduras, hongos filamentosos y hongos mayores como las setas, entre
otros grupos fangicos. Estos datos sugieren que la biota fingica es mas variada de lo
que se esperaba (Bridge & Spooner, 2012). En cuanto a hongos filamentosos, la
mayoria de las especies descritas en la regién corresponden a hongos cosmopolitas
que .no se sabe si han sido traidos como propéagulos o se han generado por co-
evolucion. Sin embargo, hay evidencia que apunta a la presencia de especies
endémicas, como lo son los hongos Cryptococcus vishniacii, Geomyces pannoruim y
Thelebolus microsporus (Ruisi y col,, 2008; Bridge & Spooner, 2012). Dichas
investigaciones se han llevado a cabo principaimente en muestras terrestres (Bridge &
Spooner 2012) y muy poco es lo que se conoce sobre hongos filamentosos acuaticos.
Existe un estudio sobre la biodiversidad y el potencial metabdlico de hongos
provenienies de varios lagos de Larsemann Hills, Vestfold Hills y McMurdo Dry
Valleys, donde se obtuvieron 160 aislados fiingicos, en su mayoria pertenecientes al
género Thelebolus y en menor porcentaje pertenecientes a los géneros cosmopolitas
Cladosporium, Curvularia y Penicillium. Asi mismo, se evaluaron las propiedades

antimicrobianas de los extractos de cada uno, encontrandose que un 29% de los
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hongos posee esta actividad (Brunati y col., 2009). En cuanto a los estudios sobre
biodiversidad de hongos marinos antarticos, si bien son escasos, recientemente se ha
reportado el aislamiento de 12 especies de hongos filamentosos asociados a algas
Antarticas, en la Isla Rey Jorge (Loque y col., 2012), enconirandose como género
mayoritario Geomyces y solo un aislado representante del género Penicillium.

Por ofro lado, contrario a lo esperado, en Ias"z;nas bénticas de la Antariica se
encuentra una amplia diversidad de esponjas marinas; que iguala o supera a la
biodiversidad encontrada en los tropicos (Chown 2012). La presencia de estos
organismos puede deberse a la antigliedad del continente y su aislamienfo geografico
(McClintock y col., 2005). Las esponjas proveen de un importante habitat para
organismos asociados, como bacterias y diatomeas, que frecuentemente colonizan su
superficie (McClintock y col., 2005). En efecto, e! Unico estudio sobre la biodiversidad
de microorganismos en esponjas marinas antarticas, basado en la amplificacion de las
secueﬁcias 16S y 18S de procariontes y eucariontes respectivamente, detecté ia
presencia de numerosas bacterias, diatomeas y dinoflagelados, sin encontrarse
secuencias de hongos asociados a ellos (Webster y col., 2004). Estos antecedentes
indican que no se ha estudiado la biodiversidad fungica asociada a esponjas marinas
antarticas, lo que se presenta como un area de investigacion promisotia para la
blisqueda de una biodiversidad fungica novedosa y el estudio del potencial metabdlico

de los hongos marinos asociados a esponjas marinas antarticas.




Hipotesis
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La Antartica presenta alta biodiversidad de esponjas marinas, es por esto que, al igual

que en otras latitudes y dadas sus caracteristicas de organismos filtradores y alto

porcentajes de microorganismos asociados, es probable que presenten hongos

filamentosos en su interior.

Ademas, teniendo en cuenta el ambiente aislado y extremo en el cual se desarrolia la

bitsqueda, es posible encontrar nuevas especies de hongos, que podrfan ser fuentes

de novedosos productos naturales de interés. Teniendo en consideracién lo anterior, se

plantea como hipotesis del trabajo que:

“ as hongos asociados a las esponjas marinas antarticas presentaran una

hiodiversidad distinta a la encontrada en otras latitudes y proveeréan de nuevos

compuestos con propiedades bioactivas de interés”

Objetivo General

_Estudio de la biodiversidad fangica de esponjas marinas antarticas y evaluaciéon

prefiminar del potencial metabolico de estos hongos mediante técnicas quimicas y

moleculares.
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Objetivos Especificos

1. Realizacion de un cepario de hongos filamentosos provenientes de esponjas

marinas anfarticas.

2 - Identificacion molecular y caracterizacion fenotipica de cada uno de los aislados
fungicos.
3.- Screening quimico y molecular del potencial bicactivo del metabolismo secundario

de los hongos aislados.

4.- Evaluacion de las propiedades antimicrobianas y antioxidantes de los hongos

obtenidos.




MATERIALES Y METODOS

2 4. Obtencion de cultivos axénicos de hongos filamentosos asociados a
esponjas marinas antarticas

Durante la expedicion a la Antartica, realizada en el afio 2009 por el equipo del
Laboratorio de Productos Naturales de la Facuitad de Ciencias, mediante buceo
auténomo, se recolectaron 11 esponjas marinas en Bahia Fildes, Isla Rey Jorge. Estas
esponjas fueron procesadas, tras su reco!ecéién, en el laboratorio de [a éase
Escudera, Antartica, para la obtencion de los hongos filamentosos existentes en su
interior. Para ello se cortd un trozo de 2x2 cm aproximadamente, desde el interior de
las esponjas. El trozo fue frotado sobre las placas con medio PDA y CYA.
Posteriormente, el trozo de esponja fue triturado en agua estéril dentro de un tubo
falcon, desde el cual se plaqued 100uL de la mezcla en las placas con medio PDA 'y
CYA. Las placas se incubaron a 20°C durante 21 dias. Cada 7 dias, las placas fueron
revisadas para repicar en medio nuevo las colonias fangicas que se habian
desarrollado. El punto de partida del trabajo de este seminario de titulo comenzd con
la purificacién de los aislados fungicos hasta la obtencion de cultivos axénicos.

La purificacién se realizd utilizando la técnica de siembra de diluciones seriadas. Para
ello, se obtuvo soluciones de esporas Yy micelio de cada colonia a purificar raspando
dichas colonias con una solucién estéril de NaCl al 0.9%. De estas soluciones se
realizaron diluciones seriadas de 1/1.000, 1/10.000 y 1/100.000 y se sembraron 100 uL
de cada una en placas con medio PDA. Transcurridos 5 dias de incubacion a 22°C, las
placas fueron revisadas, repicandose a placas nuevas de PDA todas las colonias que
presentaron fenotipo distinto. Este proceso se repifié al menos tres veces para cada

aislado flingico, hasta la obtencién de colonias puras. Se comprobé la pureza de las

15 '
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colonias fingicas al realizarle diluciones seriadas y obtener colonias que mostraran el
§

mismo fenotipo.
Las esponjas de las cuales se obtuvieron aislados fingicos fueron identificadas
molecularmente a partir del marcador 183, pudiéndose determinar su orden y género

(ver Tabla ). b

Tabla 1. Nombre asignado a cada esponja y el orden o género al cual pertenece.

Esponja Orden/Género

071209-E1 Poecilosclérida
071209-E2 Poecilosclérida
071209-E3 Tedania sp.
071209-E4  Hymeniacidon sp.
071209-E5 Tedania sp.
071209-E6 Dendriffa sp.
131209-E2  Hymeniacidon sp.

o e Ty - e w— —miys = e
- — e T —————— e+

131209-E3 Dendrifla sp
131209-E4  Hymeniacidon sp.

— et ——— ———

2.2, Elaboracién de un cepario de hongos asociados a esponjas marinas
antarticas.

'

|
Finalizado el procedimiento de purificacién para la obtencion de cultivos axénicos de
hongos, se procedié a guardar las esporas de cada uno de los aislados flungicos
obtenidos en tubos criogénicos para su conservacion a -20°C. Para ello, se
recolectaron las esporas procedentes de dos placas de PDA gada hongo empleando

una solucion de NaCl 0.9%. Esta solucion de esporas y micelios se guardé en tubos
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criogénicos con un 50% de glicerol. Para poder realizar un estudio periddico de la
viabilidad de estas esporas, se realizé una siembra en mediio PDA de diluciones
seriadas (1/10, 1/100, 1/1.000, 1/10.000 y 1/100.000) de cada [ tubo. Transcurridos 7
- dias de incubacién a 22 °C, se contaron las colonias de ca;da una de las placas.
Adicionalmente, este procedimiento se empleé para comprobarla pureza del cultivc.) de

cada uno de los gliceroles chequeando que en cada placa sdlo se observaba un

1
I

feﬁotipo de colonia. ;

2.3. Extraccion de ADN de hongo IL

|
Con la finalidad de realizar estudios moleculares a cada ui’jo de los hongos, se
pr.ocedié a la extracciéon del ADN de cada uno siguiendo ellrfprotocolo descrito por
Fenandez 1997, con algunas modificaciones. Para ello, las esporas provenientes de 1
placa de PDA, se inocularon en 50 mL de medio CYA liquido e:_n matraces de 250 mL.
Los matraces se dejaron en la incubadora orbital a 22°C y 200 rpm durante 2 dias.
Al cabo de los 2 dias de crecimiento, se procedio a filtrar el micelio usando filtros Nytal,
lavandolo con solucién NaCl 0,9%, para luego secarlo Futi[izando papel filtro
autoclavado. El micelio se congeld con nitrégeno liquido y se trituré en un mortero,
para luego, transferir 100 mg del micelio en polvo a tubos Eppendorf de 2 mL. Al tubo
se afiadio 800 pL de Buffer de Ruptura (Tris-HCI 0,2 M; EDTA 1;OmM; SDS 1%; pH 8,2)
y 800 pL de Fenol basico. L.a mezcla se agité mediante vc'.\rtex;ky se dejé 30 minutos a
50°C, agitando cada 5 minutos. Posteriormente, la mezcla se centrifugd a 14000 rpm
por 10 minutos a temperatura ambiente. Cada tubo presentd dos fases: la fase
fendlica, que contiene los restos de micelio y la fase acuosa, que contiene particulas

solubles, entre elios el ADN. Con cuidado, procurando no tomar la fase fendlica, se
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transfirid la fase acuosa a un tubo Eppendorf de 2 mt y agregoé 1 volumen. de
Fenol:CIA (1:1) y se centrifugé a 14000 rpm por 6 minutos a temperatura _ambiente'
Nuevamente, se rescaté la fase acucsa Yy se repitid el proceso 2 veces mas para
asegurar la pureza de esta fase. Al término de esta etapa, se rescatd la fase acuosay
se agrego 1 volumen de CIA (Cloroformo: Alcohol isoamilico 24:1), para eliminar los
restos de fencl. La mezcla se centrifugé por 5 minutos a 14000 rpm y la fase acuosa
se transfirié a un tubo Eppendorf de 1.5 mL, afiadiéndose 1/10 de volumen de Acetato
de sodio (3 M pH 5,2) y 2,5 de volumen de Etanol absoluto frio. Los tubos se
guardaron a -20°C durante 20 minutos para la prnecipitacién del ADN. Una vez
transcurrido el tiempo, los tubos fueron centrifugados por 15 minutos a 14000 rpm a
4°C. Finalmente, se eliminé el sobrenadante obtenido y el pellet, correspondiente al

ADN, se resuspendié en 50 pL de Buffer TE (Tris-HCI 10mM; EDTA 1 mM, pH 8).

2.4 Amplificacion y andlisis de los transcritos del espaciador interno (ITS)

El DNA gendémico obtenido se utilizé como templado para la amplificacion de las
secuencias conocidas como transcrito del espaciador intemo o ITS, utilizando los
partidores ITS1 e ITS4 (White ef al., 1990) (Anexo 1).
En la reaccion de PCR se utilizé el producto Master Mix GoTaq de Promega con los
siguientes volimenes de reaccion: 25 pL de Master Mix, 21 pL de agua libre de
DNAasa, 2 L de cada partidor (10 nmol/uL) y 2 pl. de ADN de cada hongo, en un
volumen de reaccién final de 52 yL.
Las condiciones de amplificacion fueron:

1.- Desnaturacién inicial a 95 °C por Smin

2 - Amplificacion, 30 ciclos compuestos de:
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- Desnaturacién a 95 °C por 30 segundos
- Anillamiento a 50 °C por 30 segundos
- Extensién a 72 °C por 30 segundos

3.- Extensién final a 72 °C por 10 minutos

Los productos de PCR obtenidos se purificaron desde el mix de reaccion utilizando el
kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System de Promega y posteriormente, se
enviaron a la empresa Macrogen [nc. (Corea del Sur), para la secuenciacién de dichos
fragmentos.

Las secuencias obtenidas se compararon con las secuencias de la base de datos de
NCBI (National Center for Biotechnology Information; http://www.ncbi.nim.nih.gov),
donde se escogieron las secuencias con mayor porcentaje de solapamiento y mayor
porcentaje de identidad.

Para estudiar las relaciones filogenéticas entre fos aislados flingicos, se realizé
alineamientos muitiples con el programa ClustalX2 entre las distintas secuencias {TS
obtenidas por la secuenciacion y aquellas descargadas desde GenBank para cada uno
de los hongos aislados. Los datos obtenidos fueron exportados al programa MEGA
para la generacion de arboles filogenéticos usando el método de Neighbor-joining,

realizando 1000 réplicas.

2.5. Ensayos morfolégicos

Con la finalidad de conocer las caracteristicas fenotipicas y diferenciar
morfolégicamente los aislados fungicos obtenidos, se crecié cada hongo en 6 medios

solidos distintos: Czapek-Dox agar (CZ); Czapek Levadura Autolisado Agar (CYA);
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Extracto de Malta Autolisado agar (MEA); Patato Dextrosa Agar {PDA); creatina
sacarosa agar (CREA); y nitrito sacarosa agar (NO,) (Frisvad and Samson 2004)
(Anexo 1).; a dos temperaturas: 15° y 25°C durante 15 dias. Para ello, con fa punta de
un mondadientes estéril, se recogié micelio del hongo y se inoculd tres puntos por cada
placa, cada condicidn por duplicado. Para el seguimiento del crecimiento, se midié &
diametro de las colonias formadas a los 5, 10 y 15 dias de crecimiento. Ademas, se
observaron- las ce;racteristicas maorfolégicas como el color del micelio, forma de la-

colonia, textura, cambios de coloracién en el agar. Se hizo un registro fotografico a los

15 dias de crecimiento, de todas las colonias.

2 6. Fermentacién de los aislados flingicos y extraccién con solventes organicos

Para cada hongo, se recolectaron las esporas procedentes de una placa de PDA
cultivada durante 7-8 dias a 22 °C y se inocularon en 100 ml de medio CYA en
matraces de 500 mL. Tras 15 dias de cultivo a 22°C y 200 rpm, se separd el micelio
del caldo de cultivo con un filtro Nytal. El micelio se lavé con 100 mL de solucién NaCl
0,9%, y este lavado se junto al caldo. La fase acuosa resultante se exirajo tres veces
con 70 mL de acetato de etilo en embudo de decantacion, posteriormente, el pH de la
fase acuosa se disminuy6 a 2 con HCI 1 M y se procedié a realizar 3 extracciones mas
con acetato de etilo. Como Ultima fase de extraccion, se agregdo 70 mL de
Diclorometano y se junté con el resto de la fase organica. La fase organica obtenida se
secod con sulfato de sodio anhidra y se concentrd a presidn reducida en un rotavapor.

Los extractos concentrados se almacenaron en viales de vidrio a 4°C.
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2.7. Analisis quimico

El perfil de metabolitos secundarios de cada extracto, se llevé a cabo mediante las
técnicas de cromatografia de éapg fina (TLC) y resonancia magnética nuclear de
protones ('H-RMN). Para Ia realizacion de los TLC, una pequefia cantidad de cada
extracto se deposité en placas de cromatografia de silica gel mediante el uso de un
capilar. L;exs placas se eluyeron empleando Ia mezlca_mie_ solventes_
Diclorometano:Metanol (9:1) (10% Metanol). Una vez secas, las placas se revelaron
empleando dos técnicas distintas: observandolas bajo luz UV y utilizando reactivo de
Liebermann, un revelador general de compuestos organicos. La luz UV empleada fue
de dos longitudes de onda (264 nm y 356 nm). Para la visualizacion de moléculas
organicas, las placas fueron humedecidas con reactivo de Liebermann, aplicandose
calor para su revelado.

Para el andlisis de "H-RMN, los extractos fueron liofilizados y disueltos en 0.6 mL de

cloroformo deuterado (CDCy). El andlisis se realizé en un equipo Bruker Avance AM-

400 en la Unidad de Instrumentacion de la Universidad Catélica de Chile.

2.8. Amplificacion de genes PKS y NRPS

Con el fin de conocer el potencial metabdlico de los hongos, se buscaron 2 grupos de
enzimas en el genoma: las policetido sintasas (PKS) y las sintetasas de péptidos no
ribosomales (NRPS). Para la deteccion de los genes de las enzimas PKS, se uso la
serie de partidores LC (LC1-LC2 y LC3c¢-LCSc) para la identificacion del dominio
cetosintasa de éstas enzimas (Amnuaykanjanasin y col., 2005). Para la deteccion de
NRPS se utilizaron los partidores de la serie AUGO03-AUG0007; AUG003-AUG0006 y

AUG005-AUGD07, descritos por Slightom y col,, (2009). Estos partidores fueron
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disefiados a partir del alineamiento de 10 genes de NRPS de hongos, encontrando
zonas consenso en los madulos de adenilacion y tiolacion.
Para la amplificacion de las PKS y NRPS se utilizé un volumen de reaccién de 13 pL:
6,25 yL de Master Mix GoTagq, 5,25 pL de agua libre DNAasa, 0,5 i de cada partidor
a (10 nmol/yL) y 1 pL. de DNA.
Las condiciones de amplificacion para las PKS fueron:
1.- Desnaturacién inicial & 95 °C por 4 min - - -
2.- Amplificacion, 35 ciclos compuestos de:
- Desnaturacion a 95 °C por 30 segundos
- Anillamiento a 50 °C por 1 minuto
- Extensién a 72 °C por 2 minutos
3.- Extensidn final a 72 °C por 7 minutos
Las condiciones de amplificacion para las NRPS fueron:
1.- Desnaturacién inicial a 95 °C por 2 min
2.- Amplificacién, 35 ciclos compuestos de:
- Desnaturacién a 94 °C por 30 segundos
- Anillamiento a 55 °C por 30 segundos
- Extensién a 72 °C por 3 minutos

3.- Extensién final a 72 °C por 10 minutos

2.9, Ensayo de actividad antioxidante de los extractos

Para la realizacion del ensayo antioxidante, se utilizé el ensayo del MTT desarrollado
por Liu & Nair,(2010). El compuesto denominado bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-

2.5 difeniltetrazolio o MTT, es un compuesto amarillo que al reducirse cambia a color
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morado, ef cual es la base de la reaccién antioxidante. El acido ascorbico, es un
compuesto con alta capacidad antioxidante, y se usa como control’ pdsitivo en el
experimento. El acido laurico, es un acido graso saturado, sin capacidad antioxidante,
por o que se utiliza como control negativo. Para el desarrollo del experimento, se
disolvié 1 mg de extracto en 250 pl. de BMSO. Paralelamente, se prepararon las
siguientes soluciones: MTT 1mg/1mL en agua, Acido ascérbico 1mg/mL en DMSO,
Acido Laurico 1mg/mL en DMSO. La reaccion se-llevo a cabo en viales de vidrio de 25
mL. La reaccion comenzé con la adicién de 570 pL de MTT al vial junto con 30 pL de la
solucion del extracto a ensayar, mezclandose en vortex por 1 minuto. Luego se anadio
600 uL de DMSO y se volvid a mezclar. Las reacciones de cada extracto y control se
realizaron por triplicados. Como reaccién blanco, se reemplazo los 30 pl de extracto
por DMSO. Los viales se dejaron a 25°C y en oscuridad durante 24 horas.
Posteriormente se midié la absorbancia de las soluciones a 570 nm en un
espectrofotémetro. Los resultados obtenidos se expresan como el porcentaje de
capacidad antioxidante considerando como 100% la capacidad antioxidante del acido

ascorbico [(Absorbancia obtenida x 100)/Absorbancia Ac. Ascorbico]

2.10. Ensayo actividad antimicrobiana de los extractos.

La actividad antimicrobiana de los extractos se midié empleando el ensayo de difusion
en agar contra cuatro bacterias: dos bacterias patégenas humanas, Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus ATCC25922, y dos bacterias fitopatdgenas
Clavibacter michiganensis 807 y Xanthomonas campestris 833. Para la realizacion de
este ensayo, las bacterias se crecieron en medio LB liguido a temperatura ambiente

hasta una densidad dptica de 1. Posteriormente, se prepararon placas de cada una de
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las bacterias agregando 150 pL del cuitivo bacteriano correspondiente a 15 mL de
medio TSA. Los exitractos se disolvieron en metanol a una concentracion final de
1mg/10 pL. Los discos de papel se impregnaron con 10 uL (1mg) de cada extracto y se
depositaron en las placas de TSA con bacteria. Estas placas se dejaron 1 hora a 4°C
para la difusion de los compuestos y posteriormente, se incubaron a 37°C (S.aureus y
P.aeruginosa) o a 27°C (C.michiganensis y X campestris). Transcurridas 24 h de
incubacién, se midieron los halos de inhibicion formados. Como control positivo se .'
utilizd bencilpenicilina (Calbiochem) a una concentracién de 1ug/iul para
Staphylococcus aureus y 0,5 pg/1pL para Clavibacter michiganensis; y estreptomicina
(Sigma-Aldrich), a una concentracién de 1pg/1pL para las bacterias Pseudomonas
aeruginosa y Xanthomonas campestris. Gomo control negativo se utilizé 10 pL de

metanol.




3. RESULTADOS

31. Elaboracién de un cepario de hongos asociados a esponjas marinas
antarticas.

Tras sucesivos pasos de purificacion, se obtuvieron 118 aislados flingicos,
provenientes de 9 de las esponjas recolectadas en Bahia Fildes, Antartica. Estos

aislados se conservan en fubos criogénicos con 50% de glicerol a -20°C.

2.2 [dentificacion molecular y caracterizacién morfolégica de cada uno de los
aislados flingicos.

Para llevar a cabo la identificacién de los hongos, se seleccionaron al azar 87 aislados
fingicos, los cuales fueron sometidos a un estudio molecular de su secuencia TS y a

una caracterizacion morfoldgica.

3.2.1. Identificacion molecular

Con la finalidad de identificar los aislados fangicos a nivel de género o especie, se
analizé la secuencia ITS de cada uno de ellos. Las secuencias ITS obtenidas fueron
comparadas en la base de datos mediante el uso de BLAST (Basic Local Alignment
Search tool) de [a NCBI (National Center for Biotechnology Information).

Con los resultados obtenidos, fue posible identificar 52 aislados (59,7%), de los cuales
16 aislados fueron posibles de identificar a nivel de especie, mieniras que los 36
aislados restantes fueron identificados sélo a nivel del genero. Los aislados

identificados se agrupan en 9 géneros: Geomyces (19 aislados a identificados como

25
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Geomyces sp. y 9. aislados identificados como Geomyces pannorum, 32,1%),
Epicocéum sp. (6 aislados, 6,8%), Thelebolus sp. (5 aislados, 5,7%), Penicillium (2
aislados identificados comeo Penicillium polonicum, 1 aislado identificado como
Penicillium commune, 1 aislado identificado como Penicillium solitum, 4,5%),
Pseudeurotium sp. (3 aislados, 3,4%), Cladosporium sp. (3 aislados, 3,4%), Aspergiflus
versicolor (1 aislado, 1,1%), Aureobasidium pullufians (1 aislado, 1,1%) y Phoma
herbarum (1 aislado, 1,1%). Todos los aislados pertenecen al phylum Ascomycota,
agrupandose en 6 ordenes taxondmicos: Tuberculariales, Thelebolales, Eurotiales,
Capnodiales, Dothideales y Pleosporales (Figura 5). Los géneros Geomyces y
Pseudeurotium aln no tienen consenso para ser clasificados bajo un orden

taxondmico, por lo que se les designa como Leotiomycetes incertae sedis

Por otro lado, 35 aislados (40,3%) no pudieron ser identificados molecularmente. Esto
se debe a que las secuencias ITS de estos aislados tienen un alto porcentaje de
identidad con secuencias ITS de hongos no conocidos. Debido a esto, a este grupo de
aislados se les denominé como Fungal sp. En la Tabla il se presenta la identificacion

asignada a cada uno de los aislados fungicos.

Las secuencias I|TS obtenidas fueron analizadas, encontrandose 22 genotipos
distintos. Para la realizacién del analisis filogenético, se tomé una secuencia
representativa de cada genotipo y la secuencia {TS con mayor porcentaje de identidad

para cada genotipo, descargada desde BLAST. (Figura 5).
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Tabla IlI. Identificacién molecular de los aislados flingicos obtenidos de esponjas
marinas antarticas. Se inciuye mejor match en Blast, porcentaje de solapamiento
(%Q), porcentaje de identidad (%), niimero de nucledtidos (N°) y el nimero de acceso
en Genebank de las secuencias nuevas.

s mewe RS 0w Moo w Ny
OT1209E2CIAA  SBGASP 400y 100%  Fungalsp. 527 JX846296
071209 E2CEAC  JUMSAlSP.  qoo% 100%  Fungalsp. 527 JX845266
OT1209E4.C2AA  JogalSP. q00% 100%  Fungalsp. 527 JK845296
O71200EAC2AB  LumgalSD. 400% 100%  Fungalsp. 527 1X845296
O71200EAC2BB  JongaSP. 100% 99%  Fungalsp. 527 JX845296
O71209E4C2-CD  JSMgESP-  10% 100%  Fungalsp. 527 JX845296
O71200E4CIAA  JLngAlSP qo0% 100%  Fungalsp. 527 JX845298
O71200E4C3AB LGP 100% 100%  Fungalsp. 627 JX845296
O7T1209E4C3AC  JUMGASP.  q00% 100%  Fungalsp. 527 JX845296
O71209E4C3BA  JngalsP. 100% 100%  Fungalsp. 527 845296
O71209E4C3BD  LngAlSP.  qo0% 100%  Fungalsp. 527 JX845296

G ooy | O71209E4C5AD JungalsP-  100% 100%  Fungalsp. 527 JX845296
07T1209E4-CEAE  Jomgalsh- 100% 100%  Fungalsp. 527 IX845295 °
orizoaEscTaA  LUSAS jop 100%  Fungalsp. 527 Voo
O71200E4CT-AB  [JUMSAISE. q00% 100%  Fungalsp. 527 JX845208
O71209E-COPDA-  FungalSD-  qoom to0%  Fungalsp. 527 T
O B DA e opy  100% 100%  Fungalsp. 527 JXB45298
Oﬁg&gggggg GuogasP,  100% 100%  Fungalsp. 527 JXB45296
O71200E6-CHILA  JUOHSP q00% 99%  Fungalsp. 627 JX845296
OMZSESCHI-  FugEls 1o0% 100%  Fungalsp. 527 o

OTIHSESCLIGRY: UGS jogp 0% e 827 JX845296
OTASECCHIPOR:  FUGSR o, s Fugalsp. 527 XB45296
1M200-E3CI-GPYIC g ooeosP  100% 100%  Fungalsp. 527 JXB45296
131200-E3C2LAA2  nSESP.  100% 100%  Fungslsp. 527 X845296
131200.E3C21BB  L9ASP-  100% 100%  Fungalsp. 527 JX845295




Genotipo2  071209-E4-C5-A-C GFJggjé§$'1 100% 100%  Fungalsp. 527  JX845297
Genotipo 3 131209-E3-C2-I1-B-A G%'ngéggﬁ 100% 100%  Fungalsp. 527  JXB45298
131209-E2A-C4-II-B-A Gﬁj’ggjégg'1 j00% 100%  Fungalsp. 527  JXB45299
JX845299
Genotipo 4  131209-E2B-C3-Il-A Gi‘,‘ggj‘;gg:‘ 100% 100%  Fungalsp. 527
JX845299
131209-E2B-C3-III-C-B G%Jggfégg.1 100% 100%  Fungalsp. 527
Genoli Fungal sp. o o
enofipo5  131209-E2B-C3-HI-C GUO04206.14 100% 100% Fungal sp. 527 JX845300
Genotipo 6 071209-E4-CI-A G'?,’;‘ggég% 100% ©99%  Fungalsp. 522  JX845302
Uncultured
X
071208-E4-C6-B-C G(;;‘Sg:fo . 100% 94%  Fungalsp 540 JX845301
Uncultured
, 071209-E4- . . JX845301
Genotipo 7 G10(ROSADA)A-A o (}1'33321501 100% 94% Fungal sp. 540
Uncultured
131200-E4-C1-1I1-C fungus 100% ©94%  Fungalsp. 540 1040301
GQY9410.1
Geomyces
071208-E1-CT-PDA-  oriiim  100% 100%  C2OMVES ga7 yxeas2ro
AA GU212398.1 pannorum.
Geomyces Geornyces
071209-E1-C1-1-B-A pannorum. 100% 100% pannorum 527 JX845279
GU212398.1
Geomyces Geomyces
071209-£1-G1-1I-8-B- pannorum.  100% 100%  pannorum 527 IX845279
AMARILLO GU212398.1 i )
Geomyces Geomyces
Genotipo 8 071209{13'(:'"'@[”\)' pannorum.  100% 100%  pannorum 527 X845279
(n=8) - GLI212398.1
Geomyces Geomyces
071209-E1-C1-1ll- pannorum. 100% 100%  pannorum 527 JX845279
(GPY)A GU212398.1
Geomyces Geomyces
071209-E1-C1-Hii- pannoruri. 100% 100%  pannorum 527 JX845279
GPY)-D GU212398.1
Geomyces
I31200-E4-C11LAB  pannomm.  100% 100%  S9OTOSS  gpy  XBASZTO
GU212398.1 pannofum.
Geomyces
{31200-E4C11LAC  pannoum.  100% 100%  Co0MYees  gog JX845279
GU212398.1 pannorum.
O71209-E2GPY)}A  CeOTYCESSD 0% 100% Geomycessp. 527 JX845281
071200-E2GPY)B  CSOMYCSS D 4qqy 100% Geomycessp. 527 Jx845251
O71209-E2-C2AA  CoOTVOSSSD- q00% 9%  Geomycessp. 527 JX845281
074200E2.C2B-A  CCOMYUSSSE- qo0% 100% Geomycessp. 527 IX845281
071208-E2-C2-B-D Gﬁg’é‘é‘;sgﬂp' 100% 100% Geomycossp, 527  RoASZBI
OT1200E2C3AA  CCOTEISSP ooy 100% Geomycessp, 52T Lo oo

JNB30629.1
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071209-E2-C3-A-B %ﬁ’gﬁ%%sésf' 100% 100% Geomycessp. 527 Jxa45281
071200.E2:C3B-A  CpomVeessh 100% 100% Geomycessp. 527 IX845281
Ge(:gtjgg’g 071209-E2-C3C-A  CoOMVCOSD- 400% 100% Goomycessp. 527 JX845281
07120&{%;,}%2'"%" %ﬁgﬁ%%‘;ﬂp 100% 100% Geomycessp. 527 JX845281
07120(96]53‘)%""0' Goomyces s 100% 100% Geomycessp. 527 JX845281
131209-E2A-C2-1I-C-B %ﬁen%}é%ezﬁp' 100% 99% Geomycessp. 527 UXoA92Ed
131200 E2A.CSILD-A  CEOMYCESSD 4009, 100% Geomycessp. 527 JX845281
131200628 CoILD-B  CLOMICSRP 100% 100% Geomycessp. 527 JXB45281
131200 E2A-CEILEB  CSOMYCES  100% 100% Geomycessp. 527 JX845281
"131200E4CloBC  CEOMVCOSSP q00% 100% Geomycessp. 527 JXg45281
131200 E4C10-D-A  COOMVCOS S qo0% 100% Geomycessp. 527 JX845281
: .
131209-E4-C10-D-B %ﬁgﬁ%;;ip' 100% 100% Geomycessp. 527  JX845281
Ge’;%"p" 131209-E2A-C5ll-A-A %ﬁgﬁ%@%ﬁ”' 100% 99% Geomycessp. 527  JX845282
; Geomyces
Genotipo  o71209.85-C341B-A  pannom  100% 9% Geomyces o5 jx845280
‘ DQ189227.1 pannorum.
i Uncultured A
Genofipo 671209.E6-C211-B-A  Pseudeurotium  100% 9% Pseudeurotium g4 JXB45283
FJ378726.1 sp.
- Uncultured -
O71200-E5-C2VBB  Pseudeurtium  100% gy, seudeurtum g JXB45263
FJ378726.1 Sp-
: Uncultured .
Genolpo  g71200.64.C2B-A  Pseudeurofium  100%  99% Peeudeurolium 516 Jxes284
FJ378726.1 P
OT1200E4Can  TPPBOLSSD yono 100% Treleboussp. 518 Voo
oriz00E4.CaBB  THOEDOUSSE ingo 00y Thetepoussp. 518 T
Genolipo 671200-E6-CHAA Thelobells i 100% 100% Thelebolus sp. 518 JX845292
0712006 CIBA  TTIDOUSSD  qone 100% Thelebolussp. 518 oo
O71200EB.CLBE  THOBOUSSD go0u, 100% Thelebolussp. 518 o
" Aspergillus ;
Genofipo 071209-E6-C2-D- . o Aspergilius
15 (GPY)B-D Versicolor - 100% 100% yorgigoior, 9% IX845209
. . Penicillium i
Genolipo  474508-E1.C1-11-B polonicum ~ 100% 100%  COMOMUM - gap ygaross
16 HQB50925 polonioum
Penicilfm Penicilium
. | -} = 1] ]= it 0, 0,
074208-E1-C1-II-C porieum  100% 100% i 546  JXB45285
. Penicillium .
Genotipo =28 o Penicifiium
i 071200-E3-C3-1BB  commune  100% 100% omolMM g7 xgasose

JN831238.1
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Genotipo 071200 E4-C1-IA J:%%Eg;mui 100% 100% emelum gy ixesser
Genatipo 071209,iE4-ca-A-c sg@ﬁ;;;gﬁg 100% 100% C’ad"jﬁo’f”m gz X845
071209-E6-C2-verde-A Sgﬁ”g’f;’;g;‘g’,l 100%  100% C'adossﬁ”’f”m 51 X845291
071209-£6-C2-verde-B sﬁﬁfﬁgggg} 100% 100% CAIOOTM 517 IXB45291
Genotipo 071200-E6-C2-AAA A:Egﬁgg:m 100% 100% A”ﬁfj:;‘ﬁ”m 542 JX845295
Ser P 131208-E4 CHIFGPY- Fﬁ%%ﬁ& f00% 98% UM 503 JXB45294
07 1205-E2-CA-PDAY Eg}i:c_,o?c:;:g; :s1p. 0% 100% Eploccumsp, 05 X845298
071209'E§:g4'(PDA)' Eg;c;;;ggs.‘p 100% 100% Epicoccum sp. 505 JXB45293
071209-E2 C4-(PDA) Epiooscum $p- 400% 100%  Epicoccum sp. 505 JX845283
Genotpo OTIZ09E2OHPDAY  EDICOCCUTSD. 1003, 100%  Epicoccum sp. 505 JX845293
’071209'EK:E4'(PDA)' Eﬂ’,’:"ffgggﬁp - 100% 100% Epicoccumsp. 505 JX848283
071209'E§:g4'(PDA)' Eﬁ;:c_;:;:ggﬂs‘lp * 100% 100% Epicoccumsp. 505 XB4E293

El grupo mas numeroso corresponde a los aislados que no fue posible identificar y que
se denominaron Fungal sp., encontrando 7 genotipos distintos. Los genotipos 1 (n=25
aislados), genotipo 2  (perteneciente a 071 209-E4-C5-A-C) ¥y e]’ genotipo 3
(perteneciente a 131209-E3-C2-1I-B-A), poseen un porcentaje de identidad entre 98-
100% con la secuencia ITS del aislado fangico proveniente de muestras de suelo de la
Antartica (N° acceso GenBank GU004207.1)

Por otro lado, el genotipo 4 (n=3) y el genotipo 5 (perteneciente a 131 209-E2B-C3-ll}-
C) tienen entre 99-100% de identidad con la secuencia ITS de otro aislado proveniente
de muestras de tierra obtenidas en la Antartica (N° acceso GenBank GU004206.1)

En el érbé)l filogenético, estos genotipos se agrupan formando dos grupos cercanos

entre si, dentro del mismo clado de los aislados Geomyces sp. JNB630629.1. Esto
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permite sugerir que los aislados identificados como Fungal sp. pertenecen al menos a
la misma clase, Leotiomycetes (Figura 5).

Por ofro Iado, el genotipo 6 esta representado por el aislado 071209-E4-C1-A, que
presenta 100% de identidad con la secuencia ITS del hongo proveniente de la planta
Changnienia amoena Chien en China (N° acceso GenBank GU166501.1). E! genotipo
7 (n=3) 'posee un 94% de identidad con la secuencia ITS del aislado Uncultured
fungus, proveniente de n';uestras de.aire (N° acceso GenBank GQ999410.1).

Al analizar el listado de secuencias con mayor porcentaje de identidad para el genotipo
6 y 7, provisto por BLAST, se encuentran numerosas secuencias de hongos
pertenecientes a la clase Sordariomycetes, sugiriendo que los aislados con genotipo 6
y 7 pertenecen a esa clase. Cabe mencionar que estos dos tiltimos genotipos forman

un clado separado del resto de las secuencias Fungal sp.

Los aislados pertenecientes al género Geomyces, presentaron 4 genotipos distintos. El
genotipo 8 cuenta con 8 secuencias [TS que presentaron 100% de identidad con la
secuencia ITS de la cepa Geomyces pannorum, proveniente de estudios de los
microorganismos asociados a las estructuras de madera existentes en la Antartica (N°
acceso GenBank GU212398.1). Los genotipos 9 (n=18) y 10 (perteneciente al aislado
131209-E2A-C5-11-A-A) tienen 99-100% de identidad con la secuencia ITS de la cepa
Geomyces sp. previamente reportado en muestras de suelo de la Antartica (N° acceso
GenBank JN630629.1). Por otro lado, El genotipo 11, pertenece a 071209-E5-C3-11-B-
Ay posee 100% de identidad con la secuencia ITS que la cepa Geomyces pannorun,

proveniente de muestras de depositos marinos en el Artico (N° acceso GenBank
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DQ189227.1). Estos. 4 genotipos represéntan, en el arbol filogenético 3 grupos
cercanos entre si (Figura 5).

Los aislados pertenecientes al género Pseudeurofium presentaron el genotipo 12 (n=2)
y el genotipo 13 (perteneciente al aislado 071209-E4-C2-B-A). Ambos genotipos
poseen un 99% de identidad con la secuencia ITS de la cepa Uncultured
Pseudeurotium aislada desde Kobresia, planta herbacea de los Himalaya (N° acceso
Genbank FJ378726.1) Por otro lado, él genotipo 14 (n=5) presenté 100% de identidad
con la secuencia [TS de la cepa Thelebolus sp, proveniente de muestras de suelo de la
Antartica (N° acceso GenBank GU004201.1). Ambos géneros, Pseudeurofium y
Thelebolus  forman dos grupos cercanos en el arbol filogenético, en un cluster
adyacente al de los Geomyces, pues los fres géneros perienecen a la misma clase
taxonomica, Leotiomycetes.

El aislado 071209-E6-C2-D-GPY-B-D fue el tnico que presentd el genotipo 15, el cual
es igual a la secuencia ITS del aislado identificado Como Aspergillus versicolor, hongo
proveniente de Panicum virgatum, Canada (N° acceso GeneBank JN689347.1). En &l
caso de los aislados pertenecientes al género Penicillium, encontramos el genotipo 16
(n=2) que posee 100% de identidad con la secuencia ITS de la cepa Penicillium
polonicum, aislada en China (N° acceso GenBank HQ850925.1). El genotipo 17,
perteneciente al aislado 071029-E3-C3-lI-B-B que presenta 100% de identidad con
secuencia ITS de la cepa identificada como Penicillium comune, proveniente de la
Antartica (N° acceso GenBank JN831239.1). El genotipo 18 se encuentra en el aislado
071209-E4-C1-lll-A y presenta 100% de identidad con la secuencia ITS de la cepa

Penicillium solitum, aislado proveniente de Rusia (N° acceso GenBank JN§42222.1).
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Ambos géneros, Aspergillus y Penicillium, se agrupan cercanos en el arbol filogenético,

puesto que pertenecen al mismo orden taxondmico, Eurotiales.

Los 3 aislados pertenecientes al géneroc Cladosporium, presentan el genotipo 19. Este
genotipo presenta 100% de identidad con la secuencia IT3 de la cepa Cladosporium
sp., hongo endéfito proveniente de Taxus globosa, planta nativa de México (N° acceso
GenBank JE773595 En el arbol filogenético, forman un tnico grupo, perteneciente al

orden Capnodiales.

El aislado 071209-E6-C2-A-A-A es el Gnico que presenta el genotipo 20, el cual
presenta 100% de identidad con la secuencia ITS del aislado Aureobasidium pullulfans,
proveniente de arboles de manzanas de Japén (N° acceso GenBank AB693902.1).
Este forma, en el arbol filogenético, un clado Unico perteneciente al orden Dothideales.

El aislado 1312009-E4-C1-lI-GPY-B, presenta el genotipo 21, que posee 100% de
identidad con la secuencia ITS del aislado Phoma herbarum, proveniente de muestras
de pino en Espafia. Este forma, en el arbol filogenético, un clado tnico perteneciente al

orden Pleosporales (Botella,L. et al., 2010).

Finalmente, el grupo Epicoccum, presenta 6 aislados con el genotipo 22 el cual tiene
100% de identidad con la secuencia {TS de la cepa Epicoccum sp, hongo obtenido
desde la planta Taxus globosa de México (N° acceso GenBank JF773624.1). En el

arbol filogenético, forma un tnico clado perteneciente al orden Tuberculariales.
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0 Trichocladium asperum HQ115689.1 aislado NG_H18
93 |1 Fungal sp. GU166501.1 aislade B1JL22
%@ | Genotipo 6 Sordariomycetesis.

Figura 5. Arbol filogenético de las secuencias ITS. Alineamiento de los 22 genotipos
encontrados, incluyendo la secuencia ITS mas cercana de cada una de ellas,
descargadas desde la NCBI. Se indica el orden taxonomico al que pertenece cada
grupo filogenético. La secuencia ITS de Meyerozyma guilliermondii (N° Acceso

GenBank JQ425356.1) fue utilizada como grupo exierno.
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Con respecto a la distribucién de los aislados fingicos encontrados en las esponjas, se
puede observar que el género Geomyces es el que se encuentra mayormente
distribuido entre las esponjas (6 de 9 esponjas). Los géneros Aspergillus,
Aureobasidium y Phoma se encuentran asociados s6lo a una esponja marina (Figura

6).

28
26

ol Aureobasidium
2
0 = Phoma
18
16 Ciadosporium
14
12 g W Pseudeurotium
10
- ® Thelebolus
I m Epicoccum
e ‘ i ® Fungal sp

o ) N
‘b‘-“g\‘* ,t‘@ ‘b,g\*‘
N -\ 3 \. {.],

,\fé,gf @“,p"f q9°’,§f

w Aspergifius

o N L O

W Peniciffium

® Geomyces

Figura 6. Abundancia y distribucién de los aislados flingicos en las esponjas
marinas. Cada color representa un género, ademas se incluye la abundancia de cada
uno en las 9 esponjas y el porcentaje de géneros distintos encontrados en cada
esponja. Se incluye también el grupo denominado Fungal sp.
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3,2.2. Caracterizacién morfologica de los aislados flingicos

Con el fin de poder diferenciar los hongos de acuerdo a sus caracteristicas
morfolégicas, cada uno de ellos fue crecido en 6 medios distintos: CYA, PDA, MEA,
CZ, CREA y NO,, incubados a 15°Cy a 25°C, durante 15 dias.

A continuacién se presentan los resultados para cada uno de los géneros fungicos

encontrados asi como para el grupo de hongos no identificados (Fungal sp.).

3.2.2.1. Fungal sp.

El crecimiento de los hongos varié de acuerdo al medio de cultivo y a la temperatura de
incubacion. El crecimiento se siguié midiendo los diametros de las colonias, datos que
se encuentiran en la tabla IV (Anexo 2).

Aquellos aislados. pertenecientes a la clase Leotiomycetes (identificados como Fungal
sp. GU004207.1 y Fungal sp. GU004206.1), presentaron mayor crecimiento a 15°C,
pues el didmetro de [as colonias fluctud entre 0,1 y 4,8 centimetros, mientas que a
25°C el diametro de las colonias vario entre 0,2 y 1,6 cm. Por otro lado, aquellos
aislados que pertenecen a la clase Sordariomycetes presentaron dos comportamientos
distintos. Por un lado, los 3 aislados identificados como Uncultured fungus
(GQ999410.1, presentaron mayor crecimiento a 15°C, pues el diametro de las colonias
fluctué entre 0,3 y 3,9 cm, mientras que a 25°C el diametro fluctué entre 0,3 y 0,8 cm.
En cambio, el aislado 071209-E4-C1-A identificado como Fungal sp GU166501.,
presentd mayor crecimiento a 25°C con didmeiros de colonia que fluctuaron entre 2,5

y 6,4 cm, mientras que a 15°C, el didmetro fluctud entre 1,5 y 4,3 cm.
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En, cuanto a su morfologia, en general se observaron diferencias en la coloracion,
forma y textura de la colonia, dependiendo del medio del cultivo y su temperatura de
incubacién. Los hongos pertenecientes a la clase Leotiomycetes, en los medios
complejos como CYA (Sacarosa y extracto de levadura), PDA (Glucosa y extracto de
papa) y MEA (Glucosa y extracto de Malta), a 15°C presentaron colonias circulares,
tupidas en filamentos, variando su coloracién entre el gris o color beige. En contraste, a
25°C, las colonias se presentaron amorfas, mas compactas y con filamentos mas
cortos. Al evaluar las colonias en medios con diferentes fuentes de nitrébgenc se
observaron algunas variaciones en la morfologia. En medio con nitrato (CZ) se observé
que 4 hongos presentaron colonias con morfologias diferentes al resto, con colonias
con poco crecimiento de filamentos y traslcidas (071209-E4-C2-A-B, 071209-E4-C2-
B-B, 071209-E4-C2-C-D, 071209-E6-C4-II-PDA-C-B) (Figura 7). Esta misma
morfologia se observd en 5 hongos crecidos en medio con creatina (CREA). En cuanto
a los hongos crecidos en medio con nitrito (NO,), se observé que 13 hongos no son
capaces de crecer en este medio a ninguna de las dos temperaturas. En cambio, 9 de
los aislados pueden crecer en este medio sélo a 15°C, y 9 aislados pueden crecer en
este medio en ambas temperaturas, formando colonias tupidas en filamentos (Ver tabla
iV, Anexo 2).

Con respecto a los aislados pertenecientes a la clase Sordariomycetes, en I;)s medios
CYAyY PbA se observé que las colonias de los aislados identificados como Uncultured
fungus GQY9L410.1, a 15°C eran circulares, tupidas en filamentos, con coloracion que
varid entre blanco y naranjo, en cambio a 25°C, se observaron colonias mas
compactas y amorfas, con filamentos mas cortos {(aspecto aterciopelado). En el medio

MEA, se observo que las colonias no tienen forma definida, siendo mas pequerias y
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con menoé filamentos, en ambas temperaturas. Por otro lado, en los medios con nitrato
(CZ) y con creatina (CREA) se observd un crecimiento minimo, con filamentos
trasltcidos, en el interior del agar. Mientras, que en el medio con nitrito (NOg) ningn
aislado presentd crecimiento. En cambio, el aislado 071209-E4-C1-A identificado
como Fungal sp GU166501, en los medios CYA, PDA vy MEA y en ambas
temperaturas, form6 colonias amorfas, con textura de algodén y poco tupida en
filamentos. En los medio con nitrato (CZ) y creatina (CREA).y.en ambas temperaturas,
se observaron filamentos traslicidos, al interior del agar. No se observé crecimiento en
medio con nitrito (NO,). Estas caracteristicas permiten diferenciar a estos dos grupos
de hongos clasificados bajo la clase Sordariomycetes, indicando que se tratarian de

aislados d_istin‘tos.
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CYA PDA MEA cz CREA NO2

131209-E3-C2-11-B-B 071209fE4-C5-A-C_ 071209-£4-C2-B-B

131209-E2-C3-lI-C

071209-E4-C1-A

[rosadka) /A

071209 B4 CXC |

Figura 7. Ensayos morfolégicos de grupo Fungal sp. De la clase Leotiomycetes,
ejemplo de los aislados identificados como Fungal sp. GU004207.1: 071209-E4-C2-B-
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B presenta morfologia distinta en medio CZ a 15°C, 071209-E4-C5-A-C presenia
colonias tupidas y redondas en todos los medios, 131209-E3-C2-1I-B-B presenta
morfologia distinta en medio CREA y no presenta crecimiento en NO,. Uno de los
aislados  identificados como Fungal GU004206.1: 131209-£2-C3-1I-C presenta
colonias pequefias a 25°C y crece en medio NO, solo a 15°C. De la clase
Sordariomycetes, el aislado Fungal sp. GU166501.1 denominado 071209-E4-C1-A y
un ejemplo de los aislados identificados como Uncultured fungus GQ999410.1,
denominado 071209-E4-C10-1-ROSADA-A-A.

3.2.2.2. Geomyces

Los datos de crecimiento, que corresponden al didmetro final de [a colonia (ver detalle
en Tabla IV, Anexo 2), muestran que este grupo de aislados alcanza un mayor tamafio
a 15°C, con diametros de colonia que fluctuaron entre 0,6 y 4,9 cm, mientras que a
25°C las colonias alcanzan diametros que fluctuaron entre 0,1 y 2,1 cm. No se observo
diferencias notorias en el crecimiento entre los 3 tipos de Geomyces encontrados.

En cuanto a la morfologia a 15°C, en los medios CYA, PDA y MEA, se observo
colonias redondeadas, con colores variando entre blanco, beige y grisaceo, tupidas en
filamentos (en algunos casos largos y gruesos, y en otros cortos y finos) y arrugas
radiales en algunas colonias. Por otro lado, los aislados crecidos a 25°C, presentaron
un crecimiento mas reducido, con morfologia mas irregular, compactas y con
filamenios mas cortos (Figura 8).

Al variar la fuente de nitrégeno, se observé que en el medio con nifrato (CZ) las
colonias incubadas a 15°C, presentaron morfologia similar a los medios mencionados
anteriormente. Sélo el hongo 071209-E2-C3-A-A present6 una morfologia diferente, al
generar una colonia de filamentos traslicidos. En cambio a 25°C en medio CZ, las
colonias también presentaron menor crecimiento y forma irregular, como se menciong
en los medios de cultivo anteriores. En cuando al medio con creatina (CREA), tanto a

15°C como a 25°C, la mayoria de los hongos presenté un crecimiento muy distinto al
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resto de los medios, variando entre filamentos traslicidos y pequefios filamentos
blancos irregulares, sin formar colonias redondeadas y compactas. La Unica excepcion
corresponde al hongo 071209-E2-C3-A-A, pues presentd colonias redondeadas y
tupidas. Por otro lado, interes;ntemente, en el medio con nitrito (NOy), 11 de los
aislados no pudieron crecer, a ninguna de las dos temperaturas de incubacion; 14
aislados pudieron crecer en este medio sélo a 15°C, y solo 4 aislados lograron crecer
en este medio, en ambas temperaturas. En este medio, las colonias que lograron
crecer son redondeadas, con colores variando entre blanco, rosado o gris.

En el grupo de los aislados identificados como Geomyces sp JNB30629.1 se observd
un comportamiento muy interesante. Tres hongos colorearon el agar rosado en medio
PDA y MEA a 15°C: 131209-E2-C5-1I-A-A, 131209-E2-C5-1I-D-B y 131209-E2-C5-11-D-
A; y el hongo 131209-E2-C5-1I-E-B coloret el agar rosado en los medios PDA, MEA y

CZ a 15°C.
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CYA PDA MEA CZ CREA NO2

15°C

25°C

15°C

25°C

131209-E2A-C5-11-E-B  071209-E5-C3-1I-B-A

15°C

25°C

15°C

25°C

071209-E1-C1-1I-B-A 071209-E2-C3-A-A

Figura 8. Ensayo morfolégico grupo Geomyces. Se presentan cuatro ejemplos,
ilustrando las variaciones en el crecimiento en todos los medios. Los aislados 071209-
E2-C3-A-A y 131209-E2-C5-1I-E-B estan clasificados como Geomyces sp. JN630629.1
Se puede observar que 071029-E2-C3-A-A presenta diferencias en el crecimiento en
medio CZ y CREA y que el hongo 131209-E2-C5-lI-E-B presenta coloracion rosada en
medio PDA y MEA. El aislado 071209-E5-C3-1I-B-A esta identificado como Geomyces
pannorum DQ189227.1 y 071209-E1-C1-ll-B-A esta identificado como Geomyces
pannorum. GU212398.




43

3.2.2.3 Pseudeurotium sp.

Este grupo de hongos presenté un crecimiento similar en ambas temperaturas. El
tamafio de las colonias fluctué entre 2,3 y 3,1 cm de didmetro a 15°C y entre 0,9 y
3.4 cm de diametro a los 25°C. Todas los hongos fueron capaces de crecer en los
medios CYA, PDA, MEA, CZ y CREA en ambas temperaturas. En los medios CYA,
PDA y MEA, se observaron colonias redondeadas, de color café-beige, planas, con
filamentos muy cortos, caracteristicas que variaron segin el medio de cultivo y la
temperatura, observandose en algunos casos arrugas radiales. La morfologia de las
colonias en CZ y CREA vari6 considerablemente, pues se observaron colonias

formadas por filamentos delgados y traslicidos. En cuanto al medio NO,, solo la cepa

071209-E5-C2-11-B-B logré crecer en este medio a 25°C (Figura 9).
PDA MEA CZ CREA NO2

5°C

15°C

071209-E5-C2-I-B-B  071209-E5-C2-II-B-A

Figura 9. Ensayo morfolégico grupo Pseudeurotium sp. Se presentan dos hongos:
071209-E5-C2-1-B-A que no presenta crecimiento en medio NO. a ninguna
temperatura, y 071209-E5-C2-11-B-B presenta crecimiento en este medio sélo a 25°C.
En ambos casos se observa el crecimiento diferente que presentan las colonias en
medio CZ y CREA.



3.2.2.4. Thelebolus sp.

Los 5 aislados pertenecientes al género Thelebolus presentaron un crecimiento mayor
a 15°C, fluctuando entre 0,4 y 6,2 centimetros de didmetro en la colonia. En cambio, a
25°C se observd un crecimiento mas reducido, variando entre 0,3 y 2,9 cm de
diametro. Interesantemente, dos de los aislados, correspondientes a 071209-E4-C4-A
y 071209-E6-C1-A-A, no presentaron crecimiento en ningun medio a 25°C.

En cuanto a su morfologia en los medios CYA, PDA y MEA en ambas temperaturas,
las colonias se observaron de color beige-verdoso, planas, en algunos casos variando
a colonias redondeadas y en otros, mas filamentosas (Figura 10). En los medios
donde varia la fuente de nitrégeno con nitrato, creatina y nitrito (CZ, CREA y NO;
respectivamente) las colonias se observaron como de filamentos traslicidos. Cabe

resaltar que todos los hongos presentaron crecimiento en medio con nitrito (NO2) a

15°C y 3 de los aislados presentaron crecimiento en este medio a 25°C.
CYA PDA MEA CZ CREA NO2

071209-E4-C4-A 071209-E6-C1-B-B

Figura 10. Ensayo morfolégico grupo Thelebolus sp. Se presentan los hongos
071209-E6-C1-B-B y 071209-E4-C4-A. En ambos casos se observa mayor crecimiento
a 15°C, y el crecimiento casi nulo de la cepa 071209-E4-C4-A a 25°C. Se aprecia la
morfologia de las colonias en los medios CZ, CREA y NO; como filamentos
traslucidos.
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3.2.2.5. Aspergillus versicolor

El Gnico aislado identificado como Aspergillus versicolor (071209-E6-C2-D-GPY-B-D),
presentdé mayor crecimiento a 25°C, con valores de diametro de colonia que variaron
entre 2,9 y 4,4 cm. En cambio, a 15°C, el diametro de las colonias fluctuaron entre 1,2
cm y 1,7 cm. La coloracién de las colonias se vi6 afectada por la temperatura de
incubacién: a 15°C presentaron color blanco-grisdceo, mientras que a 25°C
presentaron color verdoso, indicando su estado de esporulacién (Figura 11). Por otro

lado, el aislado fue capaz de crecer en todos los medios de cultivo, y en ambas

temperaturas, formando colonias tupidas en filamentos, incluyendo el medio NO,.

CYA PDA MEA CZ CREA NO2

15°C

| 25°C

071209-E6-C2-D-GPY-B-D

N

Figura 11. Ensayo morfolégico de 071209-E6-C2-D-GPY-B-D (Aspergillus
versicolor). Las colonias presentan coloracion diferente, indicio de su estado de
esporulacién, que varia de acuerdo con la temperatura de incubacion.

3.2.2.6. Penicillium

El crecimiento de este grupo de hongos fue ligeramente mayor a 15°C, fluctuando
entre 0,3 y 4,9 cm de didmetro de colonia, mientras que a 25°C, el diametro de las
colonias varié entre 0,5 a 3,5 cm. La mayoria de los hongos de este género, lograron
crecer en todos los medios a las dos temperaturas ensayadas, con excepcion del

hongo 071209-E1-C1-11l-B que no crecié en medio con nitrito (NO,) a 25°C.
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Se observaron colonias de color verde oscuro, muy polvosas y de formas irregulares,
esto debido a que se encontraban en estado de esporulacion (Figura 12). En cuanto al
medio con creatina (CREA), sélo los hongos 071209-E1-C1-l1I-B y 071209-E4-C1-lII-A
lograron cambiar el pH del medio, acidificandolo (bajo pH 5,2). Esto se puede apreciar
debido a que el medio posee un indicador de pH, plrpura de bromocresol, que se torna
de color amarillo al disminuir el pH.

CYA PDA MEA CZ-DOX CREA NO2

P iy

15°C

25°C

071209-E1-C1-111-B

15°C

25°C

071209-E3-C3-1I-B-B

Figura 12. Ensayo morfolégico grupo Penicillium. Se presentan como ejemplo las
cepas fungicas 071209-E1-C1-1lI-B , identificada como Penicillium polonicum y 071209-
E3-C3-1I-B-B, identificada como Penicillium commune. Ambos crecen como colonias
irregulares, de color verde. La principal diferencia se ve en el crecimiento en medio
NO,y el cambio de pH en medio CREA.

3.2.2.7. Cladosporium

El grupo de los hongos identificados bajo el género de Cladosporium, presentaron

crecimiento similar en ambas temperaturas. A 15°C se registr6é un didmetro de colonia
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que fluctud entre 2,0 y 4,8 cm, mientras que a 25°C el diametro de colonia vari6 1,4 y
4.2 cm de diametro. Con respecto a su crecimiento en los distintos medios de cultivo,
todos estos hongos fueron capaces de crecer en todos los medios, observandose

colonias de color verde oscuro, redondeadas, polvosas, presentando arrugas radiales,

principalmente a 25°C (Figura 13).

CYA PDA MEA CZ CREA NO2

15°C

d 25°C

071209-E6-C2-verde-A

Figura 13. Ensayo morfolégico grupo Cladosporium. Se presenta como ejemplo la
cepa 071209-E6-C2-VERDE-A , donde se aprecia la diferencia en el crecimiento de las
colonias en medio NO, en ambas temperaturas.

3.2.2.8. Aureobasidium pullulans

El Gnico aislado identificado como Aureobasidium pullulans (071208-E6-C2-A-A-A)
presenté crecimiento similar en ambas temperaturas de incubacion. El diametro de las
colonias varié entre 1,8 y 4,5 cm de didametro de la colonia a 15°C, mientras que a
25°C el didmetro de la colonia varié entre 2,8 y 4,1 cm. Las colonias fueron capaces de
crecer en todos los medios, menos en medio NO, en ninguna temperatura. Se
observaron colonias planas, anaranjadas, de forma irregular. EI mayor crecimiento se

observo en el medio MEA a 15°C, con un diametro de 4,5 cm (Figura 14).




CYA PDA MEA Cz CREA NO2

15°C

071209-E6.C2-A-A-A

25°C

Figura 14. Ensayo morfolégico cepa 071209-E6-C2-A-A-A (Aureobasidium
pullulans). En ambas temperaturas, la cepa mantiene su coloracion y morfologia. Se
observa también la ausencia de crecimiento en medio NO, en ambas temperaturas.

3.2.2.9. Phoma herbarum

El unico aislado identificado como Phoma herbarum (131209-E4-C1-11I-GPY-B)
presenté mayor crecimiento de las colonias a 15°C en todos los medios, variando entre
4,4 y 6.5 cm de didmetro de colonia, mientras que a 25°C el diametro de la colonia
varia entre 3,2 y 5,6 cm. En cuanto a su morfologia, se apreciaron las colonias de
color café-verdoso en los medios CYA, PDA y MEA. En CZ su apariencia fue mas
flamentosa con un ligero tinte rosado. En CREA el crecimiento fue de filamentos
traslicidos; y finalmente, no se observé crecimiento en medio NO, a ninguna

temperatura (Figura 15).
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CYA PDA MEA CE-DOX CREA NO2

131209-E4-C11I1(GPY)-B

Figura 15. Ensayo morfolégico cepa 131209-C4-CI-lll-GPY-B (Phoma herbarum)
Se observa la diferencia en la morfologia de las colonias entre los medios CYA, PDA,
MEA y los medios CZ y CREA.

3.2.2.10. Epicoccum

Las colonias de aislados fungicos identificados como Epicoccum sp. fueron los que
presentan mayor crecimiento entre todos los grupos estudiados. El diametro de las
colonias fluctué entre 1,9 y 7,0 cm a 15°C, mientras que a 25°C, el diametro de las
colonias fluctué entre 2,8 cm y 7,3 cm.

Los hongos fueron capaces de crecer en casi todos los medios, con excepcion del
medio NO,, pues ningin hongo presenté crecimiento a ninguna temperatura en este
medio. Se observaron colonias grandes, de forma irregular, planas, con variadas
tonalidades que variaron desde el café oscuro, rojo y blanco. En el medio CREA las
colonias se observaron como filamentos rojizos, sin formar una colonia compacta.
Todos los hongos estudiados secretaron pigmentos al agar: 071209-E2-C4-PDA-A-A,
071209-E2-C4-PDA-A-C y 071209-E2-C4-PDA-A-E tifieron el agar de color amarillo
intenso, en medio CYA y PDA y MEA a 15°C. En cambio, 071209-E2-C4-PDA-A-B,
071209-E2-C4-PDA-C-A y 071209-E2-C4-PDA-A-D pigmentaron el agar de color

rosado en los medios PDA, MEA, CZ y CYA a 15°C (Figura 16).

15°C

25°C
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CYA PDA MEA Cz CREA NO2

15°C

071209-E2-C4-PDA-AE

15°C

071209-E2-C4A-PDA-A-B

25%C

Figura 16. Ensayo morfolégico grupo Epicoccum sp. Se presentan como ejemplo
las cepas 071209-E2-C4-PDA-A-E y 071209-E2-C4-PDA-A-B, las cuales pigmentan el
agar amarillo y rojizo, respectivamente. En ambos casos se observa las colonias
filamentosas en medio CREA y la ausencia de colonias en medio NO-.
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3.3 Screening molecular y quimico del potencial del metabolismo secundario de
los hongos aislados.

Con la finalidad de estudiar el potencial del metabolismo secundario de los hongos
antarticos aislados, se realizaron dos tipos de andiisis. Por un lado, se realizd la
deteccion de los genes de las enzimas PKS (Policeto sintasa) y NRPS (Sintetasa de
péptidos no ribosomales) y por otro lado, se analizaron los extractos de los aislados

mediante dos técnicas distintas: cromatografia de placa fina (TLC)'y espectros de H-

RMN.

3.3.1. Deteccion de la presencia de genes de PKS y NRPS

Para la basqueda de las presencia de los genes de las enzimas PKS, se utilizaron
partidores degenerados que permiten amplificar dominios cetosintasa de distintas
enzimas. Este corresponde a un dominio altamente conservado, sin embargo es
posible identificar el dominio KS de las enzimas PKS no reductoras mediante el uso de
fos partidores LC1-LC2. En c:—:lmbio. los partidores LC3-LC5c permiten amplificar el

mismo dominio KS de las enzimas PKS reducioras.

Del total de hongos estudiados, fue posible detectar en 23 hongos (26,4%) el gen de
alguna de las 2 enzimas PKS buscadas. La mayor cantidad de genes detectados
corresponden a las enzimas PKS no reductoras, amplificadas con los partidores LC1-
LC2, con un total de 22 hongos que las presentan en su genoma: Geomyces (n=8),

Fungal sp. (n=6), , Peniciflium (n=3), Pseudeurotium (n=2}, Epicoccum (n=2) y Phoma

(1)
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En cambio, los genes de las enzimas PKS reductoras, amplificados con los partidores
1 C3-L.C5, se encontraron Unicamente en 5 hongos, 4 pertenecientes al género
Geomyces y una al género Penicillium. Solo el aislado 131209-E4-C10-B-A, del género
Geomyces, presentd PKS reductoras de manera exclusiva. Los 4 hongos restantes

presentaron ambas genes de las enzimas PKS en su genoma (ver Tabla Ill, seccion

3,4).

Por ofro lado, la deteccion de los genes de las enzimas NRPS se realizd utilizando
partidores degenerados, que permiten amplificar zonas de los dominios de adenilacion
y tiolacién de estas enzimas. En el genoma de los 87 hongos analizados, se detectd la
presencia de los genes de estas enzimas en 56 hongos (64,3%), distribuidos de la
siguiente forma: Fungal (n=22), Geomyces (n=19), Peniciflium (n=4), Thelebolus (n=4),
Epicoccum (n=3), Pseudeurotium (n=2), Cladosporium (n=1) y Aspergiﬂus:(n=1).Los
anicos géneros que no presentan NRPS son: Aureobasidium y Phoma (ver Tabla [ll,

seccion 3.4).

3.3.2. Analisis de los extractos por cromatografia de placa fina (TLC)

Tras el proceso de fermentacion de los 87 aistados fingicos, se obtuvo los caldos de
fermentacion para la posterior extraccidn con solventes orgénicos y generacion de los
correspondientes exiractos. A cada uno de estos, se le realizd un andlisis de TLC
empleando una mezcla de elucion (ver materiales y métodos). Los perfiles de
metabolitos secretados correspondientes a cada grupo flngico se defallan a

continuacion.
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3.3.2.1. Fungal sp.

En el andlisis de todos los extractos correspondientes a los hongos denominados como
Fungal sp, (bajo las distintas técnicas de revelado utilizadas), se puede apreciar que
existen numerosos compuestos, en algunos casos muy similares entre ellos, tanto en
coloracién como en su migracién. Sin embargo, también es posible encontrar
compuestos particulares en uno o pocos exiractos, revelando que cada aislado flingico
posee un perfil de metabolitos distinto.

En las placas eluidas al 10% Metanol (Figura 17}, tras ser reveladas con luz UV de 365
nm, se observaron bandas de tonalidades celestes en la mayoria de los extractos, con
diferentes Rf. Destaca una banda celeste que se encuentra en todos los extractos,
cuyo Rf fluctiia entre 0,35 y 0,47. Dichas bandas pueden corresponder a compuestos
comunes entre todos los aislados fungicos. El Unico extracto que no posee estas
bandas corresponde a 071209-E2-C1-A-A (1), que presenta bandas de color café-
rojizo, destacando entre los deméas extractos ensayados.

Al analizar el perfil de compuestos secretados por los aislados pertenecientes a la
clase Leotiomycetes (extractos 1 al 25 Figura 17), se observan algunas diferencias.
Los 25 aislados identificados como Fungal sp. GU004207.1 presentan mayor variedad
de bandas en sus extractos, encontrandose en 14 exiractos compuestos de coloracion
azul con Rf que fluctta entre 0,37 y 0,47.

Por otro lado, se observan bandas exclusivas y llamativas en algunos exiractos. En el
extracto de 071209-E4-C3-A-A (7) se observa una banda rosada con Rf de 0,55, que
no se encuentra en ningGn otro extracto. Ademas, se observan dos bandas de

coloracion amarilla en 071209-E6-C4-11-(PDA)-C-B (23) y 131209-E3-C2-1-A-A-2 (25),
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con Rf de 0,3 y 0,47 respectivamente. En los extractos de 071209-E2-C1-A-A (1) ¥
071209-E6-C4-1I-GPY-B-B (21) cbservamos una banda roja con Rf de 0,73 y 0,42
respectivamente.

En los 5 extractos de los aislados identificados como Fungal sp. GU004206.1
(extractos del 26 al 31, Figura 17), eluidos a 10% metanol, sélo se observan bandas de
color celeste, sin presentar algtn perfil de compuestos llamativo.

Por otro lado, al analizar el perfil de compuestos secretados por los 4 aisiados
pertenecientes a la clase Sordariomycetes, se observan las bandas celestes comunes
a todos los extractos, mencionadas anteriormente (extractos 32 al 35, Figura 17). No
se observa mayor diversidad de compuestos, solo destaca el perfil de compuestos del
extracio 071209-E4-C10-1I-ROSADA-A-A(34) pues presenta una banda celeste con

gran intensidad, con Rf de 0,89.
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Figura 17. Cromatografia placa fiia éXtractos grupo Fungil §8"'8¥ flechas rojas
indican compuestos llamativos con su respectivo Rf. El revelado en A Luz UV 365 nm,
en B Luz UV 254 nm y en C reactivo de Liebermann. R (rojo), P (rosado), C(celeste),
B (azul), A (amarillo), Br (cafe).
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Al visualizar las p]ace;s bajo luz UV 264 nm, se observan bandas de color celeste
intenso en 14 extractos, con Rf 0,37 y 0,47, las cuales fueron identificadas como
bandas azules por el método de revelacion anterior. Asi también, se ven bandas de
color café con Rf de 0,3 compartidas por todos de los extractos. Superpuesta con esta
misma banda, es posible encontrar en 19 extractos una banda de color azul con el
mismo Rf. Dichos compuestos pueden corresponder a metabolitos secretados de
manera general por los hongos de este grupo. En 5 extractos, -correspondientes a:
071209-E4—CZ-C!-D (6), 071209-E4-C5-A-C (13), 131209-E3-C2-1I-B-A (26), 131209-
E2-C3-11I-C (30) y 131209-E4-C1-1lI-C (35), se observa una banda de color celeste con
Rf de 0,15. Esta banda es encontrada tanto en exiractos de hongos de la clase
[ eotiomycetes como Sordariomycetes y puede corresponder a compuestos especificos
de cada aislado.

X

El uso de luz U\Il permite identificar compuestos capaces de absorber la luz de una
determinada long!jitud de onda y emitir en ofra longitud mayor. Compuestos aromaticos,
insaturados o compuestos conjugados son visualizados como bandas negras u
oscuras cuando son imadiadas con luz UV 254 nm. Al visualizar [as placas bajo luz UV
365 nm también se observan compuestos aromaticos o compuestos con varios dobles
enlaces conjugaldos. Moléculas como antraceno y coroneno, compuestos de varios
anillos arométicos y enlaces dobles conjugados, emiten fluorescencia de color celeste
a 365 nm. Por otro lado, compuestos con menor nimero de anillos arométicos pero
con largas cadenas insaturadas emiten fluorescencia de color azul. Compuestos de

coloracién amarilla pueden incluir aldehidos, &cidos carboxilicos asociados a anillos

bencénicos. Bandas de color rosado pueden indicar compuestos con anillos aromaticos
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con fupciones nitrogenadas como pirroles. Bandas rdjizas pueden corresponder a
derivados de triptéfano.

Al revelar las placas con el reactivo de Lieberman, la mayoria de los compuestos
reacciona tornandose de color café-rojizo. En las placas eluidas al 10% metanol,
destaca en el extracto de 071209-E2-C1-A-A (1), una banda roja de de Rf 0,73 y una
banda amarilla con Rf de 0,26, que no se encuentran en los demds extractos. Asi
también se ve una banda rojiza con Rf 0,42 _en el extracto de 131209.—E2-.C3-III-C-B
(31). Este tipo de reactivo es un revelador general de enlaces carbono-carbono,

indicando principalmente compuestos tipo triterpenos (café-rojizo) y esterorides (azul-

verdoso).

3.3.2.2. Geomyces

Al analizar en conjunto todos los extractos correspondientes a los hongos clasificados
como Geomyces, se puede apreciar que si bien poseen compuestos que son comunes
en casi todos ellos, también presentan compuestos particulares de uno o pocos
extractos, haclendo que cada aislado tenga un perfil metabdlico distinto al resto,

En la placa eluida al 10% Metanol, tras ser revelada con [uz UV 385 nm, se observan
bandas difusas, de tonalidad celeste, que aparecen en la mayoria de los extractos.
Destaca una banda de color celeste encontrada en todos los extractos, cuyo Rf fluctda
entre 0,35 y 0,42. Estas bandas, encontradas también en los aislados Fungal sp.,
pueden corresponder a un compuesto frecuente en los hongos filamentosos.

El revisar el perfil de metabolitos secretados por los 8 aislados identificados como

Geomyces pannorum GU212398.1 (extractos 1 al 8, Figura 18), se ve que cada uno

posee bandas (nicas, tanto en coloracién como en migracion. Destaca el extracto de
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071209-E1-C1-1-GPY-A (5) pues presenta una banda de color rosada con Rf de 0,54.
Estos compuestos deben ser caracteristicas exclusivas de clertas cepas de la especie
Geomyces. Por ofro lado, al revisar el perfil de los 19 extractos provenientes de los
hongos identificados como Geomyces sp. JN630629 (extractos del 9 al 27 Figura 18),
se observan numerosas bandas que distinguen a cada exfracto entre si, con exiractos
que poseen mayor cantidad de compuestos que ofros. Destaca el extracto DE 071209-
E2-C3-B-A (16) pues posee.dos bandas rosada; con Rf de 0,48 y 0,55. Asj también, es
llamativo el extracto de 131209-E2-C2-11-C-B (20) por poseer una banda de suave color
verde con Rf de 0,55 y el extracto de 131209-E4-C10-1I-D-B (26) que posee bandas de
color negro de Rf 0,32.

El perfii de compuestos secretados por el aislado 071209-E5-C3-II-B-A (28)
identificado como Geomyces pannorun DQ189227, presenta pocas bandas. Ademas
de los compuestos comunes, destaca un compuesto de coloracion azut de Rf 0,48.

Al revelar la placa con luz de 254 nm, se obsérvan bandas de color café en 20
extractos, cuyo Rf es de 0,27. Este corresponderia a un compuesto comun a todos los
aislados. Superpueéto con esta banda café, se encuentran compuestos con bandas,
delgadas y anchas, de color azul, en 18 extractos con Rf 0,32. Estas bandas podrian
corresponder a compuestos comunes para estos hongos. Destacan 4 exiractos
correspondientes a 971209-E2-CS—B-A (16), 131209-E2-C5-I1-A-A (21), 131029-E2-C5-
[I-D-A (22) y 071209-E5-C3-1I-B-A (28), con bandas anchas de color celeste intenso,
con Rf de 0,47. Tres de ellos estan identificados como Geomyces sp, y uno como
Geomyces pannorur;n. También es llamativo encontrar solo en los extractos de 131209-
E4-C11-1I-A-C (8), 071209-E2-C2-A-A (11) y 131209-E2-C5-ll-A-A (22) una banda

celeste con Rf de 0,14.
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Figura 18. Cromatografia placa fina de los extractos grupo Geomyces sp. Se
indica con flecha rojas las bandas mas caracteristicas con su respectivo RF. En A
revelado con Luz UV 365 nm, B en revelado con Luz UV 254 nm y en C revelado con
reactivo de Lieberman. R (rojo), P (rosado), G (gris), C (celeste), B (azul), V (verde).
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Tras revelar las placas con el reactivo de Lieberman, se observa que la mayoria de los
compuestos se torna de color café. Destacan 5 extractos, correspondientes a 071209-
E1-C1-I-PDA-B-A (4), 071209-E1-C1-lII-GPY-A (5), 071209-E1-C1-I-GPY-D (6),
131209-E4-C11-1I-A-B (7) y 071209-E2-GPY-A (9), pues presentan una banda de color
gris con Rf de 0,62. Los cinco primeros extractos estan clasificados como Geomyces
pannorum GU212398 y el Ultimo como Geomyces sp. Este puede tratarse de un
compuesto secretado por hongos de la especie Geomyces pannorum.
Particularmente, destacan los extractos de 071209-E1-C1-1I-PDA-B-A (4) y 071209-E1-
C1-II-GPY-A (5), pertenecientes a hongos identificados como Geomyces parnnorum
GU212398, pues se encuentran dos bandas rojas con Rf de 0,3 y adicicnalmente, en el
extracto 5 se encuentra una banda de color verde con Rf de 0,45. Estas bandas son
Gnicas para estos exfractos.
En los extractos de 071209-E2-GPY-B (10), 071209-E2-C3-C-A (17) y 071209-E3-C2-
II-C-GPY-A (18), la concentracion de extracto es tan baja, que no es posible observar -

ningtn tipo de compuesto.

3.3.2.3. Penicillium, Aspergillus, Thelebolus, Pseudeurotium, Cladosporium,
Aureobasidium, Phoma y Epicoccum

Debido a que son pocos extractos de los géneras Penicillium, Aspergillus, Thelebolus,
Pseudeurotium, Cladosporium, Aureobasidium, Phoma y Epicoccum, se p%'ocedié a
analizar los extractos en una misma placa de TLC (Figura 19).

Al analizar estos exiractos en conjunto, es posible observar compuestos que son

compartidos por todos los exiractos, independiente del género al que pertencezcan.

.
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En la placa eluida al 10% Metanol, tras ser revelada con luz UV 365 nm, se observa
una banda celeste ancha en todos los extractos cuyo Rf es 0,42. ‘Adicionalmente, se
observa una banda de coloracién rosada-celeste en todos los extractos con Rf de 0,31.
Esto pareciera ser una caracteristica compartida por los extractos de todos los
extractos de los hongos estudiados, incluidos los hongos del género Geomyces y el
grupo Fungal sp..

Al analizar los 4 extractos de hongos del género Penicillium, se observa un perfil de
compuestcl)s (nico para cada uno, destacando bandas difusas de tonalidades rosadas.
Destaca el extracto de 071209-E1-C1-lI-C (2) que posee una banda de color negro
con Rf de 0,32.

El extracto del hongo 071209-E6-C2-GPY-B-D (5), identificado como Aspergillus
versicolor, muestra varios compuestos de color celeste, destacando un compuesto
rojizo difuso con Rf de 0,23.

El perfil de compuestos secretados por los 5 hongos identificados como The!ébolus 5P,
muestra bandas muy similares entre si, destacando los exiractos de 071209-E6-C1-A-
A (9) y 071209-E6-C1-B-A (10) pues poseen una banda azul difusa con Rf de 0,56 y
una banda rosada con Rf de 0,37, respectivamente.

Los extractos pertenecientes a los 3 hongos identificados como. Pseudeurotium sp.

presentan un perfil de compuestos muy similares, sin poder diferenciar compuestos

llamativos.
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Figura 19. Cranatoﬁ'raﬂa piaca fina de 8 ﬁéne“l'-'o?. El revelado aplicado, en A) Luz
365nm, en B) Luz 354 nm y C) reactivo de Lieberman. Claves: P (Penicillium) As
(Aspergillus versicolor), T (Thelebolus sp). Ps (Pseudeurotium sp) C (Cladosporium
sp), Au (Aureobasidium pullullans), PH (Phoma herbarum), E (Epicoccum sp.) R(rojo),

A(amarillo), Br (café), B (azul), G (gris), C (celeste), N (negro), P (rosado).
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En el perfil de compuestos de los 3 extractos de los hongos identificados como
Cladosporium sp. se observa una diferencia entre el extracto de 071209-E4-C8-A-C
(14), que .posee una banda celeste de Rf de 0,45, y los extractos de 071209-.E6-C2-
VERDE-A (15) y 071209-E6-C2-VERDE-B (16) que no la poseen. Cabe destacar que
estos dos Gltimos tienen un perfil de compuestos identico.

El extracto del hongo 071209-E6-C2-A-A-A (18), identificado como Aureobasidium
pullulans presenta varias bandas de color rosado con Rf que van.de 04,55‘5 0,42.

El exiracto del hongo 131209-E4-C1-llI-GPY-B (19), identificado como Phoma
herbarum, posee bandas de color celeste, con diferentes Rf.

En el perfi de los 6 exiractos pertenecientes a los hongos identificados como
Epicoccum sp., se observa poca cantidad de compuestos, pues se encontraban en
baja conceniracion, encontrandose un perfil muy similar entre todos.

Al revelar las placas con luz 254 nm, se observa bandas celestes de Rf 0,42 en 7
exiractos: 071209-E6-C2-GPY-B-D (5), 071209-E4-C4-A (6), 071209-E4-C4-B-B (7),
071209-E6-C1-A-A (8), 071209-E6-C1-B-A (9), 071209-E6-C1-B-B (10), ¥ 071209-E6-
C2-A-A-A (17). de los géneros Aspergillus, Thelebolus, Pseudeurotium y
Aureobasidium. Se observa también bandas café en todos los extractos, con un Rf de
0,31. En el extracto de 071209-E1-C1-1lI-C (2) se observa una banda celeste de Rf
0,85.

Al revelar las placas con el reactivo de Lieberman, se observan que las bandas
encontradas en todos los extractos con Rf de 0,31 se tornan de color café. Asi
también, las bandas azules de Rf 0,42 encontradas en 8 extractos, se tornan de color

amarillo. Este efecto del reactivo no fue observade en los demas exiractos (incluyendo
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los ‘extractos de Fungal sp y Geomyces), sugiriendo que se frata de un compuesto
distinto al encontrado en los demas extractos estudiados.

En el extracto de 131209-E4-CI-11I-GPY-B (18), correspondiente a Phoma herbarum, se
observan 3 bandas rojizas de Rf 0,79; 0,63 y 0,5. Se observan también bandas
oscuras de Rf 0,69, en los extractos de los hongos identificados como Aspergillus y
Penicillium. En el extracto de 071209-E4-C8-B-C (14), correspondiente al género
Cladosporium, se observa una banda azul oscura de Rf 0,43.

Destaca también una banda anaranjada de Rf 0,35 en el extracto de 071209-E1-C1-llI-
C (2) identificado como Penicillium polonicum. También se distingue una banda celeste
en el extracto de 071209-E4-C4-A (6) con Rf de 0,45 y una banda de color rojizo en el
extracto de 071209-E4-C-B-B (7) con Rf de 0,36, ambos extractos provenientes de
hongos identificados como Thelebolus sp. Estos compuestos marcarian una diferencia

con el resto de los extractos de este grupo.

3.3.3. Analisis 'H-RMN

Los productos naturales poseen funciones organicas que presentan sefales
caracteristicas en un espectro de 'H-RMN. Dichas sefiales caracteristicas pueden ser
identificadas en los extractos de hongos, pudiendo determinar preliminarmente el tipo
de funciones orgénicas presentes y por lo tanto, si el exiracto contiene metabolitos

secundarios qlie ameriten posteriores estudios quimicos.

Las sefiales que pueden dar indicios sobre la presencia de compuestos de interés se
encuentran entre 4-6 ppm, donde se pueden encontrar las funciones organicas como

alcoholes, dobles enlaces, éteres, ésteres; también entre 6 y 8 ppm donde se
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encuentran los anillos aromaticos v los fenoles, entre 5y 8 ppm se encuentran las
amidas, cercano a 8-9 ppm encontramos los aldehidos y mas desplazado, enire 9,5 ¥

13 ppm, encontramos los acidos carboxilicos. Dichas sefiales seran analizadas en

los espectros.

3.3.3.1. Fungal sp.

Al analizar los espectros de 'H-RMN de [os extractos de los hongos clasificados bajo la
clase Leotiomycetes, se observa que un grupo de 18 espectros presentan sefiales de
interés. Este grupo se subdivide en dos subgrupos. El subgrupo | corresponde a 12
espectros que presentan sefiales entre 11y 12 ppmy varias sefiales entre 6 y 9 ppm,
como se observa en la Figura 20 A. Los 6 espectros del subgrupo i solo presentan
numerosas sefiales entre 6 y 9 ppm como se muesira en la Figura 20 B. Con respecto
al resto de los espectros de este grupo taxonémico, se observan bBcasT sefiales en
torno al 65 y 7,5 ppm, como se muestra en la Figura 20 C.

Por otro lado, al analizar los 4 espectros provenientes de los hongos clasificados bajo
la clase Sordariomycetes, se observa que sdlo el espectro del extracto de 071209-E4-
C1-A presenta sefiales de interés entre 6,6 y 9,7 ppm (Figura 20 D). En cambio, los 3

espectros restantes presentan algunas sefiales en torno a 6,5 ppm.
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Figura 20. Espectros '"H-RMN de grupo Fungal sp. En A) 071209-E2-C1-A-A
ejemplo de espectro del subgrupo | B) 071209-E4-C10-II-VERDE-B-B ejemplo de
espectro del subgrupo [I, C) 131209-E2-C3-1ll-C-B espectro sin sefiales de interes y D)

071209-E4-C1-A ejemplo espectro clase Sordariomycete.
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3.3.3.2. Geomyces

En los espectros de 'H-RMN de los extractos correspondientes a los aislados del
género Geomyces, se aprecian sefiales comunes para todos los espectros.

Tras el analisis de los espectros, fue posible enconfrar grupos de espectros que
presentan tanto sefiales de interés como similitudes entre si. E!l grupo |, compuesto de
9 espectros, presentan sefiales de interés en torno a 11 ppm, y ademas 3 sefiales
entre 7-9 ppm, como se muestra en los espectros Ay B de la Figura 21. Estos 9
espectros pertenecen a los siguientes hongos: 071209-E2-GPY-A, 071209-E2-GPY-
B, 071209-E2-C2-B-A, 071209-E2-C3-B-A, 071029-E2-C3-C-A, 071209-E3-C2-1I-A-A-
GPY, 131209-E2-C5-Il-D-A, 131209-E2-C5-1-D-B y 131208-E4-C10-D-B, los cuales
fueron identificados como Geomyces sp..

Por ofro lado, se encuentra el grupo [l compuesto de 3 espectros, que presentan
sefales de interés similares entre 8-12 ppm. Estos espectros pertenecen a los
extractos de los hongos 071209-E1-C1-1I-B-B- AMARILLO, 071209-E1-C1-lII-GPY-D,
071209-E5-C3-II-B-A (Figura 21 C). Estos hongos fueron identificados como
Geomyces pannorum.

Adicionalmente, se encontrd una sefial de interés en el espectro del exiracto del hongo
131029-E4-C11-1I-A-B, enire 11,5 y 12 ppm, como se muestra en la Figura 21 D. El

resto de los extractos no presentan ninguna sefial de interés.
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Figura 21. Espectro de 'H-RMN de hongos del género Geomyces. Se observan las
sefiales 5,5 ppm y 4,5-3,5 ppm compartidas por todos los extractos. A) 071209-E2-
GPY-A y B)071209-E3-C2-lI-A-A-GPY son ejemplos de especiros del grupo I,
C)071209-E1-C1-B-B-AMARILLO ejemplo de espectro del grupo I, D)131209-E4-C11-
II-A-B espectro con sefial de interés.
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3.3.3.3. Pseudeurotium sp.

Al analizar los espectros "H-RMN de los 3 aislados identificados como Pseudeurotivm
sp, se observa que todos los espectros presentan sefiales comunes entre 1y 3 ppm,
35y 45 ppmy en 5,5 ppm (Figura 22). El espectro de 071209-E5-C2-11-B-A
ﬁresentan sefiales en 11, y numerosas sefiales entre 7 y 9 (Figura 22 A). En cambio,
el espectro del hongo 071209-E4-C2-B-A presenta también numerosas sefiales entre 7
y 9 ppm similares al anterior, pero carece de sefiales en 11 ppm. Por uitimo, el
espectro del hongo 071209-E5-C2-1I-B-B, presentan sefiales entre 7 y 7.5,
presentando un perfil distinto al resto y con menor interés (Figura 22 B).
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Figura 22. Espectro TH-RNMN de hongos del género Pseudeurotium Se muesiran
los dos tipos de espectros enconfrados. En A) 071209-E5-C2-1I-B-A se visualizan
sefiales entre 7 y 9 ppm, y la sefial en 11 ppm. En B) 071209-E5-C2-1-B-B se
observan pocas sefiales en 7-7,5 ppm, mostrando un perfil distinto al anterior

o




3.3.3.4. Thelebolus sp.
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Al analizar los 5 espectros de los extractos de este grupo, se observan sefales entre 7

y 8,5 ppm en todos ellos. Adicionalmente, se observan sefiales entre 6 y 7 ppm y una

caracteristica sefial en 5,5 ppm. El patrén de sefiales entre los exiractos es muy

similar, destacando el exiracto de 071209-E6-C1-A-A, que presenta una pequeifia sefial

en 11 ppm, no encontrada en los demas especiros (Figura 23 A).
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Figura 23. Espectros 'H-RMN extractos género Thelebolus sp. Se presentan dos
ejemplos de espectros, que muestran las sefiales similares que comparten. En A)
071209-E6-C1-A-A, donde se observa una sefial en 11 ppm y B} 071209-E4-C4-A.

':’4
S L S W B HEL ML B

P




71

3.3.3.5. Aspergillus versicolfor

El espectro del aislado 071209-E6-C2-D-GPY-B-D presenta, ademas de las sefiales
comunes entre todos los espectros, varias sefiales entre 7,5 y 9,5. Presenta ademas 2

sefales muy cercanas a 6,5 ppm (Figura 24).
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Figura 24, Espectro de "H-RMN del extracto de 071209-E6-C2-D-GPY-B-D
(Aspergiilus versicolor)

3.3.3.6. Penicillium

Al analizar los 4 espectros de los hongos identificados como Penicillium, se observan
espectros variados. Tres de los espectros comparten algunas sefnales como las
encontradas entre 6,25 y 6,5 ppm, las cuales también se encontraron en el género
Aspergillus. Solo el espectro del hongo 071208-E1-C1-llI-B, (Figura 25 A), no presenta
las sefiales descritas, enconirandose solo dos sefiales en 5,5 ppm. Mientras que el
espectro del hongo 071208-E3-C3-11-B-B presenta, ademas de las sefiales en 6 ppm,

desplazamientos quimicos entre el 7 y 9 ppm (Figura 25 B).
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Figura 25. Espectros 'H-RNMN grupo Penicillium. Se presentan dos especiros A)
071209-E1-C1-11-B identificado como Penicillium polonicum sin sefiales de interes y B)
071209-E3-C3-1I-B-B identificado como Penicillum commune,-donde se observa las

diferentes sefiales entre 7-9 ppm.

3.3.3.7. Cladosporium sp

Los 3 espectros de este grupo no presentan sefiales de interés. Las Gnicas sefiales

presentes son las sefiales comunes enire todos los hongos: entre 1y 3 ppm, 3,5-4,5

pmm, v la sefial en 5,5 ppm (Figura 26)
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Figura 26. Espectro 'H-RMN del grupo Cladosporium sp. Se presenta el espectro
del extracto de 071209-E6-C2-VERDE-A No se obsetvan sefiales de interés.

3.3.3.8. Aureobasidium pulfulans

E[ exiracto de 071209-E6-C2-A-A-A no presenta sefiales superiores a 7. Se ven dos

picks en 6,5, al igual que en los espectros de los géneros Penicillum y Aspergillus

(Figura 27). _. . o _
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Figura 27. Espectro 'H-RMN del extracto de 071209-E6-C2-A-A-A. No se observan
sefiales de interés.




74

3.3.3.9, Phoma herbarum

El espectro del aislado 131209-E4-CI-1l-GPY-B, presenta pocas sefiales de interés.

Unas se encuentran cercanas a 7,5 y una, mas pronunciada cerca de 6,7 (Figura 28).
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Figura 28. Espectro TH-RNMN del extracto de 131209-E4-CI-[ll-GPY-B. Se observan
las sefiales entre 6,5y 7,5.

o o o

3.3.3.10. Epicoccum sp.

Al observar los espectros de "H-RMN de este grupo, se ve que todos presentan el
mismo perfil al compartir [as mismas sefiales entre ellos, variando principalmente en su
intensidad. Destacan sefiales entre 6 ppm v 8,5 ppm. En la Figura 29 se muestras dos

espectros representativos de este grupo.
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Figura 29. Espectros 'H-RMN de los extractos grupo Epicoccum sp. Se observan
pocas sefiales en los espectros, ademas de ser espectros iguales, pues sélo se
diferencian en la intensidad de sus sefiales. En A) 071209-E2-C4-PDA-A-D y en B)

071209-E2-C4-PDA-A-B
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3.4.. Evaluacién de las propiedades antimicrobianas y antioxidantes de los
hongos obtenidos.

Con el fin de evaluar el potencial bioactivo de los extractos obtenidos de los aislados

fungicos, se llevaron a cabo dos bioensayos: antimicrobiano y antioxidante. Para cada

uno de los ensayos, los resultados se muestran en la Tabla lll.

Tabla ill. Resultados obtenidos para }os bioensayos antimicrobianos y
antioxidante y la presencia/ausencia de genes de PKS y NRPS en el genoma.
PK

Genotipo Aislado Parlente més (:: . (gf;) (‘;’:) (;f;) Antiox% NRPS Lo Ledo.

L;;Z Lebe

071209-E2-C1-A-A G'i‘,’ggfég% . - ++ o 4+ 2848+ - -

071200E2.C5AC  Jungalse. . + - - 14 .

071209 E4-C2AA L mSmSE - . - el 9% o+ - -

07T1209E4-C2-AB  JomSEsh. . - ; . 87 &+ -

071200E4-C2BB  JoomSk - ¥ - + B8 .-

) o7i200E4-C2-CD  funealsp. - - - 4 L.

O71209E4-CIAA  dooesP - . . - 182 s - .

071200-E4C3-AB  SUnSRSL . + - - 35 s - -

071200E4-C3AC L ongeish. . - . - 184 - - -

OT1209-E4C3-BA  [Fngase. 4 . - + 53 .- -

071200-E4-C3-BD S oasP - - - - 2.8 - r -

Conoany | O71208-E4-C5-AD Jungalsp. - - e R R

O71203-E4-CSAE  glosash - + - - 2.3 - e .

O7T1209-E4-CT-AA  Jongsh- - - - . 42 -

071209-E4-CT-A-B G‘fjgg:;g?h ; ; - w47 . -

071209-E4-C9- Fungal sp.
(PDAYA-A GUO04207.1 - - - 3.4 - - -
ey ol - A S A
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:
§
071209-E4-C10-  Fungal sp. . ) ) ) J
I(VERDE)-BB  GUOD4207.1 -
LI Fungal sp. .
071200-E6-CHIFA o5 o, - - 14,9 -
071209-E6-C4-1I- Fungal sp.
(GPY)BB GUD04207.1 ** - - 13,3 -
071209-E6-C4- Fungal sp.
I{GPY)-C-C GU004207.1 """ - - 128 -
071209-E6-C4-Il- Fungal sp. . i} 775
(PDA)-C-B GUD04207.1 - - -
131209-E3-C1- Fungal sp. N 308
(GPY)-C GU004207.1 - - ' .
131209-E3-C21-  Fungal sp. i 207
A-A-2 GU004207.1 - - : - -
131209-E3-C241- Fungal sp. .
BB GUD04207.1 " - - 108 o
. . A Fungal sp.
Genotipo 2 071209-E4-C5-A-C GUOO4207 1 - - + 2,32 + -
131209-E3-C2-1I- Fungal sp.
Genotipo 3 BA GU004207.1 - - 1 - -
131209-E2A-C4-11- Fungal sp. . 1
B-A GU004206.1 - - 2 - -
. 131200-E2B-C3-  Fungal sp.
Genotipo 4 1I-A (GLI004206.1 - - - 4.5 - -
131209-E2B-C3- Funga! sp. . 15.9
I1l-C-B GU004206.1 - - - - -
. 131209-E2B-C3- Fungal sp.
Genotipo 5 u-c GU004206.1 - - - 838 - .
. A O Fungal sp.
Genotipo 6  OT1209E4-CHA  girde 8, e 4 3,38 .
Uncultured
fungus
071208E4-C6B-C 50004104 - . ; 23,4 .
Uncultured — ——
i 071208-E4-
Genofipo 7 fungus + - - 0 - -
C1O(ROSADAIAA oo o |
Uncultured
131209-54-014"- g ] ) ) a5 o
GQ099410.1
071209-E1-C1-Il- s:;jgﬁf L35
A . - - - , + -
(PDA)-AA GU212398.1
. Geomyces
071209-E1-C-II-
BA L pannorum. - - - 18,32 - -
GU212398.1
Gaomyces
071209-E1-C1-II-
. pannorum. + - ++ 42 - -
B-B-AMARILLO  BaPTol
oo S ELCHI f:ﬁgﬁf: i
enoipo -B- M - - - ' - -
P (PDA)B-A GU212398.1
OT0QELCHI-  o0TNERS ) 230
(GPYIA GLI212398.1 ' )
O71200-ELCHI- ooV . o aes
(GPY)-D GU212398.1 ' )
131209-E4-C14-Il.  Georyees
AB pannorum, - + - 3,9 - -
GU212398.1
131200-E4-C11-1.  Geomyees
AG pannorum. - - - 0 - -
GU212398.1
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071209-E2(GPY)- Geomyces sp ) ; 86 +
A JN630629.1 ' i
071209-E2{GPY)- Geomyces sp. } . 6.0 + .
B JNB630629.1 '
Geomyces sp.
071209-E2-C2-A-A " 5306291 - - 12 + -
Geomyces sp.
071209-E2-C2-B-A ING30629.1 + + 272 - -
A Geomyces sp. . .
071209-E2-C2-B-D ING30629.1 30.8 - -
Geomyces sp.
071209-E2-C3-A-A JNB30629.1 - - 13,3 - -
Geomyces sp.
071209-E2-C3-A-B ING30629.1 + ++ 4 + -
’ Geomyces Sp.
071209-E2-C3-B-A IN630629.1 + ++ 2,7 - -
. Geomyces sp.
Genotipo 8 071209-E2-C3-C-A ING30625.1 - - 3.5 + +
071209-E3-C2-Il- Geomyces sp.
A-A(GPY) JNB30629.1 * - 9.6 * *
071209-E3-C21l- Geomyces sp. i} 24 N
C-(GPY)-A JN630629.1 h . -
131209-E2A-C2-ll- Geomyces sp.
. cB JNG30629.1 * - 544 * -
131209-E2A-C5ll-  Geomyces sp. 2g7 +
D-A JNE30629.1 . - ' -
131209-E2A-C5ll-  Geomyces sp.
p-B JNB630629.1 - - 29,50 ¥ -
131209-E2A-C5-1l- Geomyces sp.
E-B JNG30629.1 * 92 * *
131209-E4-C10-B- Geomyces sp. 28 +
C JN630629.1 i ) " -
131209-E4-C10-D-  Geomyces sp.
A JNG30629.1 * o 85 * *
131209-E4-C10-D-  Geomyces sp. . 6.2 4
B JNG30629.1 j B - T -
Genotipo  131209-E2A-C5Il-  Geomyces sp. . 6
10 A-A ING30629.1 . * i
; g ne Geomyces
Ger;?lhpo 07120933\503 Il pannorm o i 222 R )
DQ189227.1
Unculfured
07120%5\5 L2 pooudeurotium - - 11,6 + -
Genotipo FJ378726.1
12 Unculfured
071209E;EE85- C2ll peeudeurotium - - 0 - .
FJ378726.1
. Uncultured
Genolipo  g71209-E4-C2.8-A  Pseudeurotium - . ase o+ ]
FJ378726.1
Thelebolus sp.
. 071209-E4-C4-A GLI004201.1 - - 3.9 + -
Thelebolus sp.
071209-E4-C4-B-B GL004201.2 - - 457 - -
Genotipo Thelebolus sp.
14 071209-E6-Cl-A-A GU004201.1 ++ - 6 + -
Thelebolus sp.
071209-E6-CI-B-A GU004201.1 +++ + 6,1 + .
Thelebolus sp.
071208-E6-CI-B-B 530040011 - - 27 + -
. Aspergillus
Genofipo  071209-E6-C2-D- !
15 (GPY)-B-D versicolor - - 4.4 + -

JNG89347.1
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. Penicilfitm
Gel:li%tlpo 071209-51-01-”[- polonicum o } _ 36 + . _
HQ850925
Penijciflium
071209-CE;1-C1—I|i- polorictim -t e + 2 - & ;
HQ850925
. Penicillium
Ger%(_)rtlpo 071 209éE83—03-]I— commune + B " 20 * s }
) JN831239.1
. Penicillium
Ger;%tlpo O?1209-E4—C1—!I1- solitum B . _ 1 + - .
JNG42222.1
Cladosporium
071209-E4-C8-AC o irrrasas 1 - - - 07 - - -
071209-E6-C2- Cladosporium + ; . 5
Genotipo verde-A sp. JF773595.1 B " -
19 071209-E6-C2- Cladosporium + . it g +
verde-B sp. JF773595.1 )
Aureobasidium
Ger;ootlpo 07120%1_5:-02—% oullulans . ) _ 22 . ) .
AB693902.1
Genotipo Fhoma
21 1 312?_,19':',5‘_;2.01"“" Herbarum - - - 28 - + -
FNB868459.1
071209-E2-C4- Epicocetim sp. + . _ 8 R
(PDA)-A-A JF773624.1 B -
071209-E2-C4- Epicocclim sp. " . _ 6.6 +
{PDA}-A-B JF773624.1 ’ - -
071209-E2-C4- Epicoceum sp.
(PDA)-A-C JF773624.1 A - - 61,2 -
Genotipo 071209-E2-C4- Epicaceur sp.
22 (PDA)-A-D JF773624.1 . - * 35 oo
071209-E2-C4- Epicoceumn sp. ) } } 297
(PDA)}-AE JF773624.1 ’ ) - -
071209-E2.C4-  Epicoccum sp.
(PDA)-C-A JF773624.1 A v 758 b -

(a) Staphylococcus aureus (Sa), Pseudomonas aeuroginosa (Pa), Xanthomonas campestris

(Xc) y Clavibacter michiganensis (Cm).
(b) +++ maxima zona de inhibicién (d>1 cm); ++ zona de inhibicion media (1 cmzd>0.7 cm); +
zona de inhibicion pequeda (0.7 cmzd); — sin inhibicion,

Del total de exiractos ensayados, 54 extractos (62,0%) de estos poseen algtn tipo de

bioactividad, ya sea antimicrobiana, antioxidante o ambas. La actividad antimicrobiana

fue la actividad mas abundante, con 47 exiractos positivos conira alguna de las 4

bacterias ensayadas. Los géneros gue no presentaron actividad antimicrobiana fueron:

Pseudeurotium, Aspergillus, Aureobasidium y Phoma. En cambio, solo 14 exiractos

(16%) presentaron una capacidad antioxidante mayor ai 20% (considerando como 100

9% a la actividad antioxidante def acido ascorbico ver Materiales y Métodos).
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Con respecto a la actividad antimicrobiana, se encontré que la actividad més
abundante es contra la bacteria Gram positiva Staphylococcus aureus. Del total de
exiractos ensayados, 37 exiractos presentan dicha bioactividad. De estos, 15
pertenecen al grupo Fungal sp y 11 pertenecen al género Geomyces. El resto de los
extractos con esta bioactividad se distribuyen en los siguientes géneros: Epicoccum (4
extractos), Penicillium (3 extractos), Cladosporium (2 extractos) y Thelebolus (2
exiractos).

E] extracto de 071209-E6-CI-B-A, identificado como Thelebolus sp. y el extracto de
071209-E4-C1-A identificado como Fungal sp., destacan por ser los que poseen el
halo de inhibicion de mayor tamafio.

La actividad antimicroblana contra la bacteria fitopatdgena Gram negativa
Xanthomonas campestris, se encontré en 21 exiractos, siendo la segunda bioactividad
mas abundante Del total de extractos, 8 pertenecen al grupo Fungal sp y 7 al genero
Geomyces. Ofros géneros que ~presentan actividad antimicrobiana contra
Xanthomo‘nas. campestris son: Epicoccum (2 extractos), Penicillium (2 exiracios),
Cladosporium (1 extracto) y Thelebolus, (1 extracto). El mayor halo de inhibicion de

crecimiento se encontré en el extracto del hongo 071209-E4-C7-A-B, perteneciente al

grupo Fungal sp.

Por otro lado, sblo 8 extractos presentan actividad antimicrobiana contra la bacteria
Gram positiva Clavibacter michiganensis. Los géneros que presentan actividad contra
C. michiganensis son: Geomyces (5 extractos) Fungal sp. (2 extractos) y Penicillium (1

extracto)

En cuanto a la bacteria Gram negativa Pseudomonas aeruginosa, sblo se encontraron

4 exiractos con actividad antimicrobiana contra esta bacteria. Los géneros que
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presentaron actividad contra son: Geomyces (2 extractos), Fungal sp. (1 extracto) y

Epicoccum (1 extracto).

Interesantemente, del total de extractos ensayados, sblo el exiracto proveniente del
hongo 131209-E4-C10-D-A, identificado como Geomyces sp. presentd actividad

antimicrobiana contra las 4 bacterias ensayadas.

Respecto de la actividad antioxidante, se obtuvo 14 extractos con capacidad
antioxidante iguat o superior a 20% en relacién al acido ascorbico. Esta actividad fue
encontrada en los extractos de los hongos pertenecientes a 7 géneros: Fungal sp. (4
extractos), Epicoccum (3 extractos), Penicillium (2 extractos), Geomyces (2 exiractos),
Thelebolus (2 extractos) y Aureobasidium (1 extracto).

Los extractos de dos aislados pertenecientes al género Epicoccum, presentaron los
mayores porcentajes delactividad antioxidante. Estos corresponden a 071209-E2-C4-
(PDA)-C-A y 071209-E2-C4-(PDA)-A-C con porcentajes de acti\;{dad antioxidan_te de
75% y 61% respectivamente.

El aislado 071209-E4-C4-B-B identificado como Thelebolus sp, también presenté una

elevada capacidad antioxidanie, 45%, con respecto a la actividad antioxidante del

acido ascorbico.




4. DISCUSION

41. Biodiversidad de hongos cultivables asociados a esponjas marinas
Antarticas
A partir de 9 muestras de esponjas marinas obtenidas en la Antartica, se obtuvo 118

aislados f(ingicos, de los cuales se seleccionaron 87 hongos para realizar este estudio.
El analisis bioinformatico de las secuencias ITS de los 87 aislados, permitio clasificar el
59,7% (52 aislados). El género mas abundante fue Geomyces (28 aislados, 32,1%),
seguido de Epicoccum sp. (6 aislados, 6,8%), Thelebolus sp. (5 aislados, 5,6%),
Penicillium (4 aislados, 4,5%), Pseudeurotium sp. (3 aislados, 3,4%), Cladosporium sp.
(3 aislados, 3,4%), Aspergillus versicolor (1 aislado, 1,1 %), Aureobasidium pulluffans (1
aislado, 1,1%) y Phoma herbarum (1 aislado, 1,1%). Cabe destacar que, a pesar de
que la mayoria de los aislados obtuvo entre 98% y 100% de identidad con las
secuencias ITS en las bases de datos, sélo el 18,3% de los hongos (16 aislados)

fueron identificados a nivel de especie. .

Por ofro lado, un alto porcentaje de aislados, 40,3% (correspondiente a 35 aislados
fungicos) no pudieron ser identificados, ya £1ue en las bases de datos no existen
secuencias ITS de organismos canocidos; por lo que se denominaron Fungal sp. Estos
resultados sugieren que la biodiversidad flngica marina asociada a esponjas marinas
antarticas presenta un alto porcentaje de hongos ng conocidos, existiendo la

posibilidad de que se trate de especies nunca antes descritas. Sin embargc;, para

confirmar dicha novedad, es necesaric realizar posteriores estudios.
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La biodiversidad fungica Antartica ha sido estudiada hace varios afios, en sus
diferentes. zonas geogréaficas, centrandose principalmente en muestras de suelo:
Actualmente se han descrito cerca de 1000 hongos distintos, pertenecientes a distintos
grupos de hongos (Ascomicetes, Basidiomicetes, entre otros), con presencia de

especies flingicas cosmopolitas, sin poder asegurar su endemismo o coevolucion

(Bridge & Spooner, 2012).

En este trabajo se encuenfra un alto porcentaje de aislados sin identificar. Al analizar
las secuencias ITS de estos aislados, se encontrd la presencia de 7 genotipos. De
éstos, 3 genotipos se identificaron como Fungal sp. GU004207.1 y 2 se identificaron
como Fungal sp. GU004206.1.En el arbol filogenético, estos genotipos se encuentran
cercanos al clado de Geomycss, por lo que se puede afirmar que los hongos que
presentan este genotipo pertenecen a la misma clase, L eotiomycetes. Los dos
genotipos restantes, corresponden al genotipo del aislado identificado como Fungal sp.
GU166501.1 y al genotipo presente en los 3 aislad;s ic-dentiﬁcadt;;. como Uncultured
fungus GQY99410.1, los cuales se encuentran bastante distanciados del resto de los
grupos Fungal sp., en el arbot filogenético. Interesantemente, se encontré que estan

cercanamente emparentados a aislados que pertenecen al orden Sordariales, por lo

que se puede afirmar que ambos grupos pertenecen al menos a la clase

Sordariomycetes.

En los resultados encontrados para los aislados identificados como Geomyces, se
observa que las secuencias ITS de los hongos analizados en este estudio tienen un
alto porcentaje de similitud con las secuencias ITS de hongos Geomyces aislados

previamente en la Antartica (a partir de muestras de suelo y madera) y con un aislado

obtenido desde muestras provenientes del Artico. Esto sugiere la prevalencia de este
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tipo dé hongos en ambientes frios. En efecto, sélo se conocen 4 especies de
Geomyces, considerandose un genero’ keratinofilico y psicrofilico (Logue y col., 2009).
La presencia este género en territorio Antartico ya ha sido estudiada ampliamente,
encontrandose con una gran distribucién y abundancia. En el estudio de Laichamanova
y col. (2009), realizado en la isla James Ross en la peninsula Antértica, los aislados del
género Geomyces representan el 38% del total de aislados obtenidos. Estudios
similares en diferentes zonas de la Antartica (Isla Victoria, Isla Ross) han encontrado
resultados similares (Tossi y co., 2002; Arenz y col., 2006; Gesheva & Negoita 2012).

La especie mas cominmente aislada corresponde a Geomyces pannorum (Brunati y

col., 2009).

Por otro lado, también es posible encontrar hongos del genero Geomyces en muestras
marinas, como lo muestra Loque y col. (2009), al analizar la diversidad de hongos
presentes en 3 algas marinas recolectadas en la Isla Rey Jorge. En este estudio se
encontrd que de un total de 75 aislados obtenidos, 21 peﬁenecén al género Geormnyces.
Estos antecedentes, junto con los resultados obtenidos en este trabajo, permiten
vislumbrar la preponderancia de este género por sobre géneros cosmopolitas en
ambiente marino, lo que sugiere que se trata de un genero endémico de la Antartica

(Ruisi y col., 2007; Onofri y col., 2008).

Hongos del género Epicoccum han sido escasamente aislados desde la Antartica
(Kerry 1990). Se han encontrado en muestras de suelo en distintas zonas antarticas
(Tossi y col., 2005), asi como también se han encontrado asociado a plantas (Kerry
1990) o incluso en'muestras de aire (Marshall 1997}, pero en poca cantidad. No existen

L, . . .
estudios que describan la presencia de este grupo de hongos en el ambiente marino,

!
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per lo gue este serfa el primer reporte de esta especie fungica en el ambiente marino
:j
antartico.

f

En cuanto a los ;hongos pertenecientes al género Thelebolus, todos los aislados
fingicos de este estudio tuvieron 100% de identidad con la secuencia [TS de un hongo
Thelebolus sp. prieviamente reportado en la Antartica. Este género ha sido aislado
numerosas veces; en este territorio, existiendo estudios que muestran las distintas
especies y su Eamp[ia distribucién geogréafica (Hoog y col,, 2005). Particularmente,
existen dos espe;cies, Thelebolus globosus y Thelebolus ellipsoideus que son
consideradas endémicas (Ruisi ef a/ 2007). En cuanto a estudios en ambientes
acuaticos, también se ha encontrado que el género Thelebolus predomina en

numerosos lagoslde fa zona de McMurdo Dry Valleys (Brunati y col.,, 2009). Sin

embargo no se ha reportado en muestras obtenidas en regiones maritimas antarticas,

f

por lo que seria el[primer reporte de este género en el ambiente marino antartico.
;

Con respecto a hc;!ngos pertenecientes al género Pseudeurotium, su presencia solo ha
sido reportada en' el estudio llevado a cabo por Arenz y col. (2006) en muestras
terrestres en la rc-j-,gién sur de la Antartica. La baja abundancia encontrada en este
género no permite dilucidar si se trata de especies endémicas de la zona o si se frata
de propagulos traidos por fa actividad humana. De esta forma, este serfa el primer

reporte de este género en el ambiente marino antartico.

Los hongos de los géneros Penicillium, Aspergillus y Cladosporium también han sido
aislados cominmente en la Antartica desde muestras de suelo, musgos, liquenes y

animales, hielo, lagos, con diferentes abundancias de acuerdo al sitio estudiado (Arenz

y col., 2006; Fletcher y col., 1983; Brigde & Spooner, 2012; Tosi y col., 2002; Brunati y
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col., 2009). Estas especies son consideradas como especies cosmopdlitas, dado que
tienen una amplia distribucion en el mundo, por lo que no es posible determinar sl se
trata de aislados endémicos de la zona o fueron traidos posteriormente. Hongos del
género Cladosporium han sido aislados en regiones polares y ofros ambientes frios, al
igual que algunas especies de Penicillium, que han mostrado tener buen crecimiento a
I:?ajas temperaturas. De hecho, se han descrito 7 especies de Penicillium en territorio
Antartico, incluyendo la especie Penicillium antarcticum (Brunati y col., 2009). Al
contrastar estos antecedentes con los resuliados obtenidos, lama la atencion
encontrar que los aislados fungicos pertenecientes a los géneros Penicillium,
Cladosporium y Aspergillus se encueniran en un bajo porcentaje (4%, 3% y 1%
respectivamente) en este trabajo, mientras que es posible encontrar estudios en otras

zonas donde presentan mayor abundancia (Arenz 2010).

Hongos pertenecientes al género Aureobasidium también han sido encontrados en
territorio Antértico, aunque en menor cantidad que los ;:jéneros menciohados
anteriormente. Se ha descrito en muestras de suelo, aire y musgos (Bridge &
Spooner,2012; Tosi y col., 2002). Este seria el primer reporte de aislados del género

Aureobasidium en el ambiente marino antartico.

Finalmente, hongos pertenecientes al género Phoma han sido aislados cominmente
en la Antartica desde muestras de madera, rocas, suelo, aire, plantas, siendo
especialmente prolifico en musgos (Bridge & Spooner, 2012; Tosi y cols., 2005;

Brunati y col., 2009). Este trabajo seria el primer reporte que muestra [a presencia de

este género en ambiente marino antartico.
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Por otro lado, al analizar la distribucion de los aislados fangicos en las esponjas
marinas recolectadas en Bahia Fildes, se observa una distribucion desigual de los
distintos grupos taxonémicos. El género que presentd mayor distribucion entre las
esponjas (6 de 9 esponjas) fue el género Geomyces, seguido del grupo Fungal sp.
(presente en 5 esponjas de un total de 9). En cuanto a los géneros Penicillium,
Cladosporium, Pseudeurotium 'y Thelebolus, se encuentran presentes en 2 0 3
esponjas. Finalmente, los géneros Aspergillus, Aureobasidium, Phoma, Acremoniumy
Epicoccum se encontraron presentes en una linica esponja.

Estos resultados difieren de lo encontrado en esponjas marinas de otras latitudes. En
todos los estudios sobre diversidad flingica asociada a esponjas marinas que se han
llevado a cabo en diferentes ubicaciones geograficas (en el mar sur de China (Zhou y
col., 2011), en las costas de la isla Sakhalin de Rusia (Pivkin y col., 2006), en la isla
Oahu de Hawail (Li & Wang, 2009; Gao y col., 2008) , en el Mar Adriatico cerca de
Croacia (Wiese y col., 2011; Proksch y col., 2008), en el mar mediteiraneo cerca de
Israe! (Paz y col., 2010) y en las costas de Rameswaran en India (Thirunavukkarasu y
cok, 2012))., los géneros Penicillium y Aspergillus se encuentran en alta cantidad,
predominando en todas las esponjas marinas. Esto puede deberse a que se trata de
géneros cosmopolitas, lo que hace que sean taxas cominmente aisladas,
denominandose como hongos “esponja-generalistas”. El género Cladosporium,
también es posible encontrarlo en todos estos estudios, sin embargo, en menor
abundancia.

Por otro '[ado, aislados pertenecientes alos génercs Aureobasidium, Epicoccum,

Phoma y Pseudeurotium se encuentran asociados a esponjas en una limitada

distribucion geogréfica. Alslados del género Aureobasidium solo han sido reportados
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en esponjas marinas en Hawaii (Li & Wang, 2009), aislados del género Epicoccum solo
se han reportado previamente en esponjas marinas recolectadas cerca de Croacia
(Wiese y col,, 2011), aislados del género Phoma han sido reportado en esponjas
marinas recolectadas en Croacia y Rusia (Wiese y cols, 2011; Pivkin y cols., 2006), sin
embargo, en baja cantidad. Aislados pertenecientes a los géneros Geomyces Yy
Pseudeurotium, hasta la fecha, solo han sido reportados en estudios realizados en
Rusia (Pivkin y col., 2006). Interesantemente, .alslados pertenecientes al géenero
Thelebolus no se han encontrado asociado a ninguna esponja marina estudiada hasta
el momento, por lo que este es el primer reporte de este género fungico asociado a
esponjas marinas.

Las diferencias encontradas en la distribucién y abundancia de los distintos géneros
fangicos enire las esponjas marinas Antarticas y l[as esponjas marinas de ofras
latitudes, puede deberse a efectos del ambiente, especificamente, el aislamiento que
presenta el continente Antartico, que genera una barrera geografica a la diseminacion
de géneros fangicos cosmopolitas, favoreciendo la presencia de especies fungicas
endémicas. En cuanto a la diferencia de diversidad fiingica observada entre las
esponjas marinas antarticas, se puede deber a factores ambientales (Holler y col.,
2000) o a una relacién especifica entre los hongos y la esponja hospedera

(Thirunavukkarasu y col., 2012).

Finalmente, al comparar los reportes sobre biodiversidad fungica terrestre antartica y
los resultados obtenidos en este trabajo, se observa que los aislados del género
Geomyces y el grupo Fungal sp. se encuentran en mayor cantidad en comparacién con

los aislados de los géneros cosmopolitas Penicillium y Aspergillus, que estan presentes

en baja cantidad. Hongos pertenecientes a estos géneros cosmopolitas se han aislado
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frecuenternente desde territorio antartico, e incluso se ha llegado a afirmar que estos
géneros prevalecen en suelo antartico (Gesheva 2010). Sin embargo, no es posible
afirmar si estos aislados pertenencientes a los géneros Penicillium y Aspergillus son
propios del continene antartico o han llegado como propégulos traidos por los
visitantes, pero si es interesante rescatar la diferencia entre la abundancia de estos
géneros descrita para muestras de suelo y la enconfrada en ambiente marino, lo que

pudiera deberse a que la zona ‘marina no ha sido tan invadida como el ambiente

terrestre.

4.2. Caracterizacién Morfoldgica

Mediante los ensayos morfologicos se pudo estudiar las caracteristicas fenotipicas de
cada uno de los aislados. Con elio fue posible discernir entre hongos con igual
clasificacion molecular. Adicionalmente, los ensayos proporcionaron yarios datos
interesantes en cuanto a la temperatura 6ptima de crecimiento, capacidad de

utilizacion de nutrientes y secrecion de pigmentos.

El 82,7% Qe los aislados fungicos presentaron mayor crecimiento a 15°C que a 25°C.
. Estos aislados pertenecen a los géneros Geomyces, Phoma, Thelebolus, Penicillium y
el grupo Fungal sp. De acuerdo con Rainey & Oren (2006), la diferencia entre un
organismo psicrofilico y psicrotolerante esta dada por la temperatura mas alta a la que
pueden llegar a crecer, teniendo los psicrotolerantes un mayor rango de temperatura
para crecer. En cuanto a microorganismos Antarticos, en ocasiones se define 25°C
como el limite superior para definir a un microoganismo psicrofilico. De acuerdo con

este criterio, los aislados pertenecientes a los géneros Geomyces, Phoma, Thelebolus,
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Existen algunas excepc;:iones, como el caso de los aislados 071209-E6-C1-A-A y

Penicillium y el. grupo {Fungal sp. pueden ser clasificados como psicrotolerantes.
071209-E4-C4-A, pertenecientes al género Thelebolus, que no presentaron crecimiento
a 25°C, considerandose mas bien organismos psicrofilicos. Ofra excepcion
corresponde al aislado ;071209—E4-C1-A (1,1%), identificado como Fungal sp., pues
presenta mayor crecimiiénto a 25°C, clasificandose como mesofilo. Por ofro lado, el
6,8% de los hongos, pi:ertenecientes a los géneros Cladosporium.y- Pseudeurotium
presentaron crecimientoémuy similar en ambas temperaturas, por lo que no es posible
afirmar si'se trata de oli'ganismos psicrotolerantes o meséfilos. En cambio, el 9,2%,
correspondiente a los g':éneros Aspergillus, Aureobasidium y Epicoccum presentaron
mayor crecimiento a 25EC sugiriendo que estos organismos son mesdfilos (Rainey &
Oren, 2006). Estos restiitados concuerda con otros estudios llevados a cabo en [a
Antartica, donde se ha vfsto que existen muy pocos microorganismos psicrofilicos, sino
mas bienh, son microofganismos psicrotolerantes, capaces de vivir en menores

temperaturas, pero su Optimo de crecimiento es entre 15 y 30°C (Bridge & Spooner,

2012)

Con respecto al crecimiento de los aislados en los diferentes medios de cultivo, se

observo que todos los hjangos lograron crecer con facilidad en los medios CYA, PDA'y
MEA, observandose colonias redondeadas y tupidas en filamentos. Estos medios de
cultivo proveen de numérosos nutrientes, ya que llevan en su composicion extracto de
levadura, extracio de pgatata y extracto de malta, respectivamente, Junto a esto,
también se observd qu;e algunos aistados secretaron pigmentos que colorearon el

medio de cultivo con ‘diferentes tonalidades. Cuatro aislados identificados como

Geomyces sp., pigmenfaron el medio de color rosado en los medios PDA y MEA
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(131209-E2-C5-[I-A-A, 131209-E2-C5-I-D-B y  131209-E2-C5-1-D-A), y solo 1 caso
pigmentd también en medio CYA (131209-E2-C5-l-E-B). Finalmente, todos los
aislados identificados como Epicoccum sp. pigmentaron el medio de cultivo. Los
aistados 071209-E2-C4-PDA-A-A, 071209-E2-C4-PDA-A-C ¥y 071209-E2-C4-PDA-A-E
pigmentaron el agar de color amarillo intenso, en medic CYA y PDA y MEA. En
cambio, 071209-E2-C4-PDA-A-B, 071209-E2-C4-PDA-C-A y 071208-E2-C4-PDA-A-D

pigmentaron el agar de color rosado en los medios PDA, MEA, CZ y CYA.

Interesantemente, todos los casos de pigmentacion del medio de cuitivo se producen

Gnicamente a 15°C. Este fenémeno ya ha sido reportado en una bacteria antartica,
productora de pigmentos rojos con actividad antioxidante. Dicha produccion se
favorece a.bajas temperaturas, llegando a tener el 6ptimo de produccion a 4°C
(Correa-LIéntén y col., 2012). Considerando que en la Antartica fas temperaturas son
bajas y existe una alta radiacion UVB, los pigmentos producidos a estas bajas
temperaturas, podrian corresponder a un tipo de defensa no enzimatica contra el
estrés oxidativo, asi como también podrian estar involucrados en la fluidez de las

membranas permitiendo funciones metabdlicas a bajas temperaturas (Correa-Llantén y

col., 2012).

Adicionalmente, se observa una posible relacién entre fuente de carbono presente en
el medio de cultivo y la produccion de pigmentos. Lo anterior debido a que la
pigmentacion es mas intensa en medios que contienen glucosa (MEA y PDA) que en
los medios que contienen sacarosa (CYA). Situaciones similares se han observado en
la produccién de pigmentos por ofras especies flngicas, donde el tipo de fuente de
carbono utilizada y su concentracion afecta la produccion de pigmentos. En el caso del

hongo Monascus sp., la produccion de pigmentos se ve favorecida en presencia de
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glucosa, fructosa y maltosa, mientras que no se observa produccién de pigmentos en
medios con sacarosa (Lin & Demain, 1991). Sin embargo, una alta concentracion de
glucosa disminuye la produccion de pigmentos, probablemente debido a los efectos en

la regulacion catabolica generada por la glucosa (Chen &John, 1994).

La produccion de estos pigmentos por parte de los distintos aislados flingicos, presenta
un enorme atractivo para la industria biotecnologica, pues tienen potenciales
aplicaciones como colorantes en alimentos, cosméticos y farmacos. Para ello es

necesario seguir investigando sobre las propiedades de los pigmentos, los éptimos de

produccién, su composicion, etc.

Con respecto al crecimiento de los hongos en los medios CZ, CREA y NO se observo
algunas dificultades. Estos medios de cultivo corresponden a medios de composicion
definida donde la fuente de carbono es sacarosa y difieren entre ellos en la fuente de
nitrégeno utilizada: nitrato de sodio en el medio CZ, creatina en el medio CREA y nitrito
de sodio en el medio NO,. Esto permitid diferenciar morfolégicamente a los aislados

dependiendo de su capacidad de utilizar diferentes fuentes de nitrégeno.

Los hongos del género Geomyces y grupo Fungal sp.,en su mayoria, pudieron crecer
con facilidad en el medio CZ. Sélo algunas excepciones, correspondientes a 071209-
E2-C3-A-A d;al género Geomyces y 071209-E4-C2-A-B, 071209-E4-C2-B-B, 071209-
E4-C2-C-D, 071209-E6-C4-1l-PDA-C-B, 071209-E4-C6-B-C, 071209-E4-C10-lI-
ROSADA-A-A, 131209-E4-C1-1ll-C y 071209-E4-C1-A del grupo Fungal sp., que si bien
lograron crecer en este medio, sus colonias presentaron morfologia muy distinta,
principalmente colonias de pocos filamentos y escasa coloracion. En el medio con

creatina (CREA), fue posible establecer ciertas diferencias entre el género Geomycesy
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el grupo Fungal sp.. El 85,7% de los hongos identificados como Fungal sp. son
capaces de tener un crecimiento nofmal formando colonias redondeadas y tupidas en
filamentos, mientras que solo 1 aislado del género Geomyces (correspondiente a
071209-E2-C3-A-A) es capaz de crecer de esta forma en medio CREA. Esta es una
caracteristica fenotipica que permitirfa diferenciar a estos dos grupos de hongos que se
encuentran clasificados dentro de la misma clase taxonémica (Leotiomycetes). En el
medio coﬁ nitrito de sodio, se observan diferencias mas drasticas entre los aislados. El
37,9 % de los aislados identificados como Geomyces y el 45,7% de los aislados Fungal
sp. no pudieron crecer en este medio a ninguna temperatura de incubacion. El 48% de
aislados identificados como Geomyces y el 28,5% de los aislados Fungal sp. lograron
crecer en este medio solo a 15°C y finalmente, el 13,7% de aislados identificados como
Geomyces y el 25% de los aislados Fungal sp lograron crecer en este medio en ambas

temperaturas de incubacion.

En cuanto a los aislados clasificados en los géneros Pseudeurotium, Thelebolus 'y
Phoma, todos presentaron colonias grandes y tupidas en los medios CYA, PDA y MEA,
mientras que en los medios CZ, CREA y NO, las colonias presentaron crecimiento
andmalo (pocos filamentos y falta de coloracidn). En cambio, los aislados clasificados
bajo los géneros Penicillium, Aspergillus, Aureobasidium, Cladosporium y Epicoccum
presentaron colonias grandes y tupidas en filamentos en CYA, PDA, MEA, CZy CREA,
presentandose solo algunos aislados flngicos con problemas de crecimiento en medio

NO3.

La habilidad de utilizar los nutrientes tiene un profundo impacto en el crecimiento y

desarrollo de muchos hongos. Particularmente, la utilizacién de diferentes fuentes de

nitrgeno puede generar alteraciones en la morfologia de los hongos (Bugeja y col.,
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2012). Compuestos como amonio, glutamina y glutamato, son las fuentes de nitrégeno
preferidas por los hongos. Sin embargo, frente a ausencia de éstas, los hongos tienen
mecanismos que permiten la captacion y utilizacion de diferentes fuentes de nitrégeno
menos preferidas: nitrato, nitrito, purinas, aminoacidos, etc. {Marzluf 1997). La
utilizacién de nitrato como fuente de nitrogeno alternativa esta aitamente regulada y
requisre de la ausencia de la fuente preferida de nitrégeno y la induccion por la
presencia de nitrato, llevando a la sintesis de los componentes de las vias. metabdlicas
necesarias. En este caso es necesaria la sintesis de las enzimas nitrato reductasas y
nitrito reductasas. Sin embargo mutaciones en los genes codificantes para estas
enzimas o mutaciones globales en las vias regulatorias def sistema pueden generar
hongos incapaces de utilizar nitrato o nitrito como fuente alternativa de nitrogeno
(Marzluf 1997). Estos mutantes existen en la naturaleza y es posible aislarlos desde
diferentes fuentes, lo que sugiere que este puede ser uno de los factores que explique
la alteracion en el crecimiento por parte de algunos aislados f(ngicos en los medios cZ
y NO, Adicionalmente, también se ha descrito que algunos acidos organicos
nitrogenados, como la creatina, inhiben el crecimiento de algunos hongos, alterando su
metabolismo o la integridad de la membrana (Mueller y col., 2004). De igual forma, el
nitrito puede ser toxico para algunas especies flingicas, debido a que este compuesto
tiene la capacidad de deaminar los aminoacidos y dada su similitud con el ién sulfito,
puede intérferir con el metabolismo del azufre (Freyre 1997). Esto permitiria explicar el

crecimiento anémalo observado en algunos aislados en los medios CREA y NO2, pero

no en CZ.

Asi también, en el estudio realizado por Bugeja y col. (2012), se generd una cepa de

Penicillium mameffel mutante para el gen AreA (regulador de la respuesia a
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situaciones limitantes de nitrégeno), observandose la incapacidad de la cepa mutante
de crecer en medios con arginina (precursor de la sintesis de creatina) y el escaso
crecimiento de la cepa en medios con nitrito. Ademas, se ohservd que la cepa logro
crecer (aunque minimamente) a 25°C y no a 37°C utilizando estas fuentes de
nitrogeno. La relacion entre la fuente de nitrdgeno usada y el crecimiento a diferentes
temperaturas no es clara, pero se sugiere que ofras vias del metabolismo del nitrégeno
independientes de AreA se activan a una temperatura, pero no -son capaces de
activarse a una temperatura mayor (Bugeja y col., 2012). Este es el Gnico estudio
encontrado que describe este fendmeno, muy similar a lo observado con los aislados
fungicos antarticos, lo que brinda una posible explicacion al crecimiento anormal
observado en los medios CREA y NO, Sin embargo, para poder dilucidar Iés
Verdadero-s factores involucrados en este fendmeno, se hace necesario estudiar las

vias del metabolismo del nitrégeno y sus reguladores en estos aislados.

Finalmente, 2 aislados, pertenecientes al género Peniciffium (071209-E1-C1-llI-B y
071209-E4-C1-lll-A) fueron capaces de moadificar el pH del medio CREA, lo que se
evidencia con cambio de coloracion del medio. Esto permite identificar ciertas especies
de Penicillium que producen &cidos en medios con creatina y sacarosa, tornando el
medio amarillo. Luego de 2-3 semanas aumentan el pH hasta que el medio se torna

morado nuevamente (Frisvad & Samson, 2006).

L os resultados obtenidos en los ensayos morfoldgicos, permiten afirmar que, a pesar
de que la clasificacién molecular de cierfos hongos sea la misma, estos si son
diferentes entre si al mostrar distintos comportamientos en los 6 medios de cultivo y las

temperaturas ensayadas. De esta forma, se descarta la posibilidad de tener repetidos

algunos aislados flngicos.
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4.3. Screening molecular y quimico del potencial del metabolismo secundario de
los hongos aislados.

L

4.3.1 Deteccion de la presencia de genes de PKS y NRPS

El estudio del potencial metabdlico a nivel molecular, se realizo mediante la deteccion
de Ja presencia de los genes de las enzimas PKS y NRPS en el ADN de los aislados.
Con respecto a las PKS, se encontré que el 26,4% de los hongos presentan eg[ gen en
su genoma, encontrandose en mayor cantidad el gen para la enzimd PKS no

reductora. Estos corresponden a los géneros Geomyces, Pseudeurotium, Penicillium,

Epicoccum, Phoma y Fungal sp.

Los genes de las enzimas PKS ya han sido previamente descritos en lps géneros
Penicillium, Phoma, Epicoccum y Pseudeurotium. Las enzimas PKS del género
Penicillium han sido altamente estudiadas, encontrandose hasta 22 genes distintos en
P. marneffei (Woo y col., 2010). Para el género Phoma, se han descrito que algunas
enzimas PKS estan encargadas de la sintesis de esqualestatina, compuesto inhibidor
de la esqualina sintasa, enzima clave en la sintesis de colesterol (Rojas y col., 2012).
Algunas enzimas PKS del género Epicoccum poseen semejanza con las PKS de
Pyrenophora trifici, encargada de la sintesis de pigmentos amarillos (Rojas y col.,
2012). La produccién de pigmentos también fue observada en las cepas antarticas de
Epicoccum sp. que presentaron estas enzimas. Finalmente, tambien se han aislado los

genes de las PKS del género Pseudeurotium, pero no han sido caracterizadas atn

(Schmitt y col., 2005).




Por el contrario, no se ha encontrado en la bibliografia descripciones sobre la
presencia de las enzimas PKS en hongos del género Geomyces. El hecho de que
cierios aislados presenten estas enzimas en su genoma, sugiere la capacidad de
sintetizar metabolitos ?‘secundarios del tipo policétido. De ser asi, serfa interesante
poder estudiar la expresién de estos genes en diferentes condiciones de cultivo y

optimizar la produccién de compuestos por estas enzimas.

Con respecto a los genes de las enzimas NRPS, se encontrd que 56 hongos poseen
estos genes en su genoma (64,3%). Los géneros Aureobasidium (representado por el
aislado 071209-E6-CZ-.A—A—A). y Phoma (representado por el aislado 131209-E4-C1-llI-

GPY-B) fueron los Unicos que no las presentaron.

De acuerdo con esios Er_t=,'5|.lltadc>s, este serfa el primer reporte de la presencia de genes
de las enzimas NRPS en los géneros Geomyces, Pseudeurotium, Thelebolus y
Epicoccum. Esto sugiere que estas cepas poseen un buen potencial para la produccion
de metabolitos secundfarios tipo péptidos no ribosomales, lo cual puede ser estudiado

mediante optimizaciones en las condiciones de fermentacion y analisis quimicos.

La presencia de los genes de las enzimas PKS y NRPS ya ha sido estudiada en
hongos asociados a esponjas marinas en el mar de China (Zhou y col., 2011). En este
estudio se encontrd 15?genes de PKS (9 correspondientes a PKS reductoras y 6 a PKS
no reductoras) en 7 hongos (5 hongos del género Penicillium y 2 del género
Aspergilfus). Por ofro ‘tlado se encontraron 4 fragmentos de genes de NRPS en 2
aislados pertenecientes al género Peniciflium. La busqueda de estos genes se realizd a
un total de 177 aislados, lo que indica que el 3,9% de los aislados presentaron genes

de enzimas PKS y 1,12% de los aislados presentaron genes de enzimas NRPS. Esto
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permite comparar la frf:acuencia de estos genes en hongos obtenidos en ofras [atitudes,
resaitando el hecho de que en este estudio sobre hongos marinos antarticos, se obtuvo
mayor cantidad de hongos con genes para estas enzimas. Ademnas, se enconiraron
genes de las enzimas PKS y NRPS en géneros en los cuales no se habian descrito
anteriormente. Esto implica que existe un importanie potencial metabodlico en estos
hongos antarticos, con genes de enzimas nunca antes registradas, pudiendo ser

responsables de la sintesis de metabolitos secundarios novedosos.

4.3.2. Analisis de los extractos por cromatografia de placa fina (TLC)

La cromatografia en placa fina ha sido usada desde hace mas de 20 aios para
determinar los perﬁlés de metabolitos producidos por hongos, permitiendq una
identificacién y comparacion rapida de los compuestos producidos por hongos de la
misma especie (Larsen y cols., 2005). En este estudio se realizé una comparacion
entre los perfiles metabdlicos de los extracios de todos los hongos aislados

pertenecientes a un mismo grupo taxonomico y también entre distintos géneros.

Como resultado, se enconiré que existen compuestos compartidos por todos los
grupos taxondémicos, | al presentar igual coloracion en los distintos métodos de
revelacion utilizados y ademas, una migracion muy similar. De igual forma, también es
posible encontrar compuestos que s6io son compartidos por la mayoria de los aislados
de un mismo grupo taxondmico y no se encuentran en otros grupos. Como ejemplo, se
enconiré una banda g:ris compartida por varios aislados identiﬁ?ados como Geomyces
pannorum y por un aislado identificado como Geomyces sp. Esto sugiere que el aislado

identificado como Geomyces sp. pudiera tratarse de ofra cepa de Geomyces pannorum
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al compartir un perfil de metabolitos similar. Sin embargo, a pesar de las similitudes
encontradas, la mayoria de los extractos (salvo 2 éxtractos del género Cladosporium)
presentan perfiles:de compuestos Unicos, destacando principalmente aquellos perfiles
que presentan compuestos con coloraciones llamativas bajo los distintos métodos de
revelado utilizaidos. Estos resultados muestran que, si bien existen aislados con una

misma identificacion molecular, los metabolitos que producen son distintos, por lo

tanto, corresponderian a aislados fangicos diferentes. .

f
Estas observaciones concuerdan con el hecho conocido de que los hongos producen
1

compuestos semejantes, pero también son capaces de producir compuestos
especificos restringidos a un género taxondmico, asi como también es posible

encontrar produccion de compuestos especie especifica o incluso cepa especifica

by
(Larsen y col., 2005).

Por otro lado, -médiante la utilizacién de-distintas técnicas de revelado (Luz UV y
reactivo de Liebermann) es posible tener una nocidn general sobre el tipo de
compuestos presentes. Al revelar las placas con luz UV 356 nm se observa la
presencia de comﬁuestos celestes, que pueden corresponder a (lzompuestos con anillos
: ]
aromaticos o compuestos con varios enlaces dobles. También se observo la presencia
de compuestos ¢on ' coloraciones menos comunes como amarillo (posiblemente
aldehidos, acidos |carboxilicos o bencenos), rosado (posiblemente anillos aromaticos
asociados a pirroles) y rojo {posiblemente derivados del triptéfano) que indican la

presencia de compuestos exclusivos de cada aislado. Al revelar las placas con luz UV

254 nm se confirma la presencia de compuestos aromaticos © con varios dobles

enlaces conjugados al observarse como bandas negras u oscuras. Finalmente, el
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revelado con reactivo de Liebermann permite revelar los compuestos tipo terpenos o

esteroides.

4.3.3. Analisis *"H-RMN
Ademas del estudio de los TLC, los perfiles metabdlicos de todos los aislados se
analizaron empleando la técnica de "H-RMN. Mediante esta técnica se pudo detectar la

presencia de ciertos grupos funcionales presentes en los metabolitos secundarios. El -

uso de 'H-RMN permite identificar los grupos funcionales de los metabolitos partir de
distintas muestras (fiuidos, organismos, tejidos o exiractos) (Yosra 2012).
Frecuentemente, esta técnica ha sido usada para estudiar el perfil de metabolitos
producidos por plantas, con la finalidad de comparar los compuestos producidos en
diferentes estadoside estrés, frente a infeccion por patégenos o como una herramienta
para visualizar las diferencias de perfil de compuestos secretados por lineas
transgénicas. (Choi y col., 2004). En hongos, esta técnica no ha sido utllizada para la

generacion de perfiles metabdlicos, sino mas bien se utiiza una vez obtenidos

compuestos puros,

Los resultados obtenidos mostraron la presencia de sefiales similares y compartidas
por todos los hongos. Sin embargo, dentro de un mismo grupo taxonémico se observan
diferencias, principalmente, en la zona de sefiales de interés, que abarca desde 6 a 14
ppm. Esto permiti6é diferenciar dos grupos de espectros. El primer grupo esta
conformado por los espectros que presentan sefiales enfre 6 y 12 ppm. Aqui
encontramos; 19 lespectros pertenecienies al grupo Fungal sp., 14 espectros del

género Geomycesl, los 6 espectros del género Epioccum, ios 5 espectros del género
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Thelebolus, 3 espectros del género Penicillium, los 3 espectros del género
|
Pseudeurotium, el Iespectro del aislado 071209-E6-C2-[I-GPY-B-D identificado como

Aspergiflus versicofor, el espectro del aislado 071209-E6-C2-A-A-A identificado como
i

Aureobasidium puhiu!ar?s y el espectro del aislado 131029-E4-C1-l1I-GPY-B identificado
como Phoma herbiarum. De este grupo, cabe destacar que la mayor cantidad de
espectros’ con seri”males enire 11-12 ppm pertenecen al género Geomyces (14
espectros), al grupjo Fungal sp. (12 espectros), al aislado 071209-E5-C2-II-B-A del
género Pseudeurotgium y al aislado 071209-E6-C1-A-A del género Thelebolus. Estas

sefiales podrian coirres,ponder a acidos carboxilicos, sefial considerada de alfo interés,

pues podrian corresponder a metabolitos con bioactividades nuevas.

!

P
Ef segundo grupo f.ile espectros corresponde a aquellos que presentan sefiales entre 1

y 5 ppm, zona ccfnsiderada de poco interés en este estudio, puesto que presenta

demasiadas seﬁah:':zs sobrepuestas. La ausencia de sefiales de interés en esfos
; -

espectros puede d:eberse a que no todos los hongos producen compuestos de esas

caracteristicas bajei las condiciones ensayadas o que la concentracion es tan baja que

no es posible detectarlos.

Por otro lado, al tra;tarse de espectros realizados a extractos no purificados, las senales
observadas corresponden al conjunto de compuestos presentes, por lo gue no es

posible identificarlalg‘an compuesto particular. Sin embargo, se evidencid, en la

mayorfa de los extractos, sefiales entre 5-6 ppm, lo que indicaria a presencia de
compuestos con débqu enlaces. Asi también, se encontro gran cantidad de espectros
con sefiales entre }.7-9 ppm, zona en la cual se pueden detec;tar anillos aromaticos,
fenoles y aldehido;s y finalmente, sefiales entre 11-12 que podrian corresponder a

acidos carboxilicos. Particularmente los espectros de los hongos identificados como
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H

Geomyces y Fungal sp.. presentaron éstas sefiales. Este tipo de funciones organicas

i
son muy frecuentes en compuestos del tipo policétido o péptide no ribosomal, por lo

que sugiere que puiede tratarse de este tipo de compuestos, mas no es una prueba

concluyente que afjrme la presencia de este tipo de metabolitos en los extractos, ya
i

que los compuestos alcaloides y terpenos también pueden presentarlos. Los

policétidos son muy. ricos en funciones organicas como cetonas, dobles enlaces, anillos

aromaticos, metilos, entre otros. Por otro lado, los péptidos no ribosomales presentan

1

principalmente func-:!iones nitrogenadas y acidos carboxilicos (como la penicilina), pero

también es posible lencontrar anillos aromaticos, alcoholes, entre otros.

ultados obtenidos con las técnicas de TLC y 'H-RMN, se observa

Y} T

Al comparar los re

que ambas técnicas permiten tener una nocion general de los compuestos producidos

por los hongos, | encontrdndose con ambas técnicas compuestos y sefales

e T

compartidos por todos los aislados, asi como también compuestos y sefiales (nicas
para cada grupo taxondmico y aislado, permitiendo reafirmar que los aislados que
poseen la misma identificacién molecular si producen metabolitos diferentes, por lo que

no se trataria de una redundancia de aislados fungicos.

L . . . . . P
Por otro lado, amba:s técnicas sugieren el tipo de funciones organicas presentes en los

extractos de los aistados fangicos, principalmente relacionado con la presencia de

compuestos con anillos arométicos o dobles enlaces, aldehidos y acidos carboxilicos,
gue si bien son 'Funciones organicas presentes en los compuestos policétidos o

péptidos no ribosomales, no es posible afirmar que correspondan a éstos.
i
|

Finalmente, en algl_ljno§ casos, como el del extracto 071209-E2-C1-A-A, que posee un

perfil metabdlico muy distinto en TLC y presenta sefiales entre 11-12 ppm en el
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espectro de 1H~RMN, es posible relacionar la presencia de un perfil de metabolitos
interesantes en TL§C con la presencia de sefales de interés en un espectro de 'H-RMN,
sin embargo, esta relacion no es verdadera para todos los extractos. Esto puede
deberse a que en% la técnica de TLC es posible visualizar compuestos interesantes,

i
i . . .
aungue se encuentren en baja cantidad (particularmente al ser revelados con luz UV

{
365 nm) y que pojsib]emente no pudieron ser detectados mediante la técnica de 'H-
i

RMN. i
!
4.3.4. Evaluacién de las propiedades antimicrobianas y antioxidantes de los

hongos obtenidos.

Los extractos de todos los aislados fungicos fueron sometidos a un ensayo para medir
la capacidad antimicrobiana y a un ensayo para medir la capacidad antioxidante, con la
finalidad de testear su potencial bioactivo. En el ensayo antimicrobiano se encontro que

47 extractos (54%) poseen acfividad contra alguna de las 4 bacterias ensayadas.

La actividad antimicrobiana contra bacterias Gram positivas fue la que se encontrd en
mayor cantidad. Un total de 37 exiractos (42,5%) presentaron .actividad contra
Staphylococcus aureus, 4 extractos presentaron actividad .contra Clavibacter
michiganensis y 4 extractos presentaron actividad contra ambas bacterias. En cambio,
s6lo 18 extractos (20.4%) presentaron actividad antimicrobiana contra la bacteria Gram
negativa Xanthomonas campestris y 4 extractos presentaron actividad contra

Pseudomonas aeruginosa y Xanthomonas campestris.

Los géneros que presentaron actividad antimicrobiana contra alguna de las 4 bacterias
fueron: Geomyces, Epicoccum, Thelebolus, Cladosporium y Penicillium. Existen

antecedentes que reportan estos géneros como fuentes de compuestos con actividad




104

antimiérobiana. Los hongos del género Penicillium son conocides por secrefar
numerosos metabolitos, entre ellos, compuestos antimicrobianos, como la ya conocida
Penici[ina: A partir del aislado antartico Geomyces sp. se ha obtenido compuestos
antimicrobianos derivados del acido astérrico (Li y col., 2008), asi como también se han
descrito compuestos antimicrobianos derivados de la Cis-decalina en cepas de
Geomyces pannorum (Parish y col., 2009). Desde el hongo Epicoccum purpuracens se
ha obtenido la Epicoccamide, compuesto derivado del acido tetramico que presenia
actividad antimicrobiana (Wright y col., 2003), asi también se han obtenido las
Epicoccarinas (derivados también del acido tetramico) desde cepas de Epicoccum sp.
(Wangun & Hertweck, 2007). Desde muestras de lagos antéarticos también se han
obtenido aislados pertenecientes al género Cladosporium que han demostrado tener

actividad antimicrobiana-contra Escherichia. coli (Brunati y col., 2009).

Enu e! estudio de Brunati y 09!.. (2009), al analizar la diversidad flngica presente en
lagos antarticos y- el potencial metabdlico que presentan, no enconfraron actividad
antimicrobiana por parte de las cepas del género Thelebolus. Este antecedente difiere
con los resultados encontrados, puesto que el aislado 071209-E6-CI-B-A, identificado
como Thelebolus sp. fue uno de los que generd el mayor halo de inhibicion conira la

bacteria Staphylococcus aureus. Esto sugiere que los aislados fingicos estudiados en

el presente trabajo son una fuente promisoria de compuestos antimicrobianos.

Por otro lado, al revisar el estudio donde igualmente se ensayé la actividad
antimicrobiana de los hongos asociados a esponjas marinas en China, se encontr6 que
el 6% (11 de 177) de los aislados estudiados present6 actividad contra alguna bacteria.

De esios, 8 extractos presentaron actividad contra bacterias Gram negafivas y 6

extractos presentaron actividad contra bacterias Gram positivas. (Zhou y col., 2011).
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Por ofro lado, estudios sobre el potencial metabélico de hongos asociados a esponjas
marinas en Irlanda, mostraron que el 18,75% los aislados posee actividad contra
bacterias Gram positivas, siendo ésta la actividad mas abundante (Baker y col., 2009).
Al comparar estos antecedentes con los resultados obtenidos, se encuentra que los
hongos asociados a esponjas marinas antarticas presentan un mayor porcentaje de
aislados con actividad antimicrobiana (54%), lo que sugiere que estos hongos
presentan mayor potencial para [a busqueda de .compuestos con actividad

antimicrobiana que los encontrados en ofras latitudes.

Con respecio a la actividad antioxidante, en el presente trabajo se encontré que 14
extractos (16%) presentan actividad antioxidante superior al 20% (considerando como
100% la capacidad antioxidante del acido ascorbico, ver Materiales y Métodos). Esta
actividad se concentrd en los aislados pertenecientes a los géneros Epicoccum,
Penicillium, Geomyces, Thelebolus Aureobasidium y el grupo Fungal sp. Los exiractos
de los hongos 071209-E2-C4-(PDA)-C-A y 071 209-E2—C;l:(PDA)-A-C, ambos
identificados como Epicoccum sp. presentaron los mayores porcentajes de actividad
antioxidante: 75% y 61% respectivamente. La actividad antioxidante ya ha sido descrita

en hongos del género Epicoccum. Esta actividad se le atribuye a los polisacaridos que

secretan (Sun y col., 2011).

£l estudio de Thirunavukkarasu y col. 2012, realizado en el sur de India, es el dnico
estudio donde se ha ensayado la actividad antioxidante por parte de hongos asociados
a esponjas marinas. En dicho estudio se encontré que 10 aislados de un total de 21
(47,6%), presentaron actividad antioxidante, un porcentaje mayor que el encontrado en

este trabajo, por lo que los hongos asociados a esponjas marinas antarticas no se

presentan como una buena fuente de compuestos antioxidantes.
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Al analizar en forma conjunta la presencia y/o ausencia de los genes de las enzimas
PKS y NRPS en el ADN de los hongos y las bioactividades encontrgdas, los resultados
muesiran que el 66,6% de los hongos con algin tipo de bioactividad (antimicrobiana o
antioxidante) presenta el genes de las enzima PKS o NRPS. De acuerdo con esio, es
posible observar una correlacion entre la existencia de los genes de las enzimas del
metabolismo secundario y actividades de interés. Sin embargo, no es posible afirmar
que los compuestos encargados de las bioactividades sean producidos por dichas
enzimas, .puesto que se requiere posteriores estudios de purificacion de los
compuestos bioactivos y estudio de los genes de para confirmarlo. Caso contrario, se
encontraron hongos (si bien, la minoria), que presentaron algtn tipo de bioactividad,
sin embargo, no se encontraron los genes de las enzimas PKS y NRPS en el ADN de
los hongos. Esto sugiere que la produccién de metabolitos secundarios bioactivos

puede ser llevada a cabo por ofro tipo de enzimas del metabolismo secundario que no

L

—d -

fueron detectadas en este trabajo. Asi también se énicontré hongos que presentaron los
genes de las enzimas PKS y NRPS, pero no presentaron ninguna de las bioactividades
ensayadas. Por un lado, esto sugiere que las vias metabdlicas secundarias no fueron
activadas por las condiciones bajo las cuales los hongos fueron fermentados, para [o
cual seria necesario probar otras condiciones de cultivo para favorecer su activacion,
Pero por otro lado, la falta de actividad y la presencia de los genes de las enzimas
también sugieren que los experimentos disefiados para la deteccion de bioactividad
fueron escasos. De esta forma los extractos podrfan tener otro tipo de actividad que no
fue ensayada. Para ello seria Util desarroilar ofros ensayos de screening como

antitumorales, antifiingicos, inhibidores de quorum sensing, antivirales, etc.
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En resumen, la presencia de los genes de las enzimas PKS y NRPS es un buen
indicador para la seleccion de aislados con potencial metabélico promisorio, pero
también es importante considerar las bioactividades encontradas a la hora de
seleccionar aislados para posteriores estudios, incluso si no presentan los genes de las
enzimas en su ADN, puesto que pueden existir otras vias metabdlicas que sean las

encargadas de [a sintesis de los metabolitos secundarios de interés.

De manera interesante, se observa que 27 hongos (50%) con algin tipo de
bioactividad posee un espectro de 'H-RMN con sefiales de interés, pudiendo usarse
esta técnica como método de seleccién de aislados para posteriores estudios. Sin
embargo, la ausencia o presencia de estas sefiales de interés no es categérica al
momento 'de querer determinar si un hongo presenta o no potencial metabélico, pues
se encontraron extractos con las sefiales de interés mencionadas que no presentaron
ninguna de las dos bioactividades estudiadas. Este hecho también permite discutir
sobre si se realizaron pocos bioensayos para testear el potencial metabélico de los
hongos, puesto que aquellos hongos que presentaron espectros con sefiales de interés
pero no ninguna de las bioactividades ensayadas, pueden ser capaces de producir
metabolitos cuyas actividades no es posible detectar con los ensayos antimicrobiano y
antioxidante. Para ello serfa necesario ampliar la bisqueda de bioactividades usando

ensayos antitumorales, antifingicos, entre otros.

El uso de variadas formas de screening (quimico, bioensayos y molecular), permiten
tener una nocion inicial sobre el potencial metabdlico que pueden presentar estos
hongos a la hora de buscar metabolitos secundarios de interés. También sugiere que si
ciertos hongos no presentaron alguna actividad visible, se puede deber a las

condiciones de crecimiento que no favorecieron la expresién de las vias del
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metabolismo secundario. Para ello seria necesario optimizar las condiciones de

crecimiento en cuanto a la temperatura, fuente de carbono, salinidad, entre otras.

Finalmente, si bien son pocos los estudios sobre el potencial metabdlico de hongos
filamentosos antarticos, si se ha estudiado el potencial metabdlico de hongos obtenidos
desde lagos en la Antartica. En dicho estudio se ha demostrado que los porcentajes de
aislados fngicos con. actividades antimicrobianas son iguales o incluso mayores que
en otros lugares del mundo, con mayor actividad contra organismos Gram positivos
(Brunati y col., 2009). Estos antecedentes concuerdan con los resultados obfenidos en
este trabajo. Sin embargo, la novedad de este trabajo es que, las bioactividades
encontradas, provienen principali:nente de aislados del género Geomyces y no de
hongos cosmopclitas como se ha descrito por ofros autores. Asi pues, el grupo
Geomyces, ademas de presentar una alta biodiversidad en el ambiente marino,

también presenta un alto potencial metabdlico, por lo que se constituye como una

excelente fuente de compuestos bioactivos novedosos para futuros estudios quimicos.
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5. CONCLUSIONES

Las esponjas marinas antarticas presentan una biodiversidad flngica que
poseen composicién y abundancia de especies distintas de la biodiversidad
fungica que se ha encontrado en esponjas marinas de otros puntos del planeta.
Es;se es el primer reporte de hongos del género Thefebolus asociado a esponjas
marinas. Destaca también que los hongos del género Geomyces se encuentran

en gran abundancia en las esponjas marinas antarticas.

Las secuencias ITS de los aislados que fueron identificados como
pertenecientes a los géneros Geomyces y Thelebolus, presentan alta
homologia con las secuencias ITS de cepas flngicas aisladas desde suelo

antartico. Lo anterior, refuerza la hipétesis de que estos géneros son nativos de

la region Antartica. !

En la Antartica, la biodiversidad flingica asociada a esponjas marinas difiere de
la biodiversidad fangica ferrestre descrita en otros estudios, con menor
preponderacia de especies cosmopolitas en el medio marino. Esto puede
indicar que los hongos aislados desde esponjas marinas no son el resultado de

un arrastre de esporas desde la tierra al medio marino.

Mediante técnicas moleculares no fue posible identificar el 40,2% de los

aislados fingicos, lo que sugiere que las esponjas marinas antarticas pueden

ser una buena fuente para la bisqueda de nuevas especies fdngicas,

particularmente dentro de las clases taxondmicas Leotiomycetes y

Sordariomycetes que fueron detectadas mediante un analisis filogenético.
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La caracterizacion morfologica permitio diferenciar a los aislados que poseen la
misma identificacién molecular. Asi también se encontrd hongos capaces de
secretar pigmentos, oforgandole caracteristicas Unicas a ciertos aislados

fungicos. Dichos pigmentos presentan interés para el desarrollo de algln

producto biotecnologico.

El 82,7% los aislados crece mejor a 15°C, clasificandose como psicrotolerantes.
Estos aislados pertenecen al género Geomyces, Phoma, Thelebolus,
Peniciftium y el grupo Fungal sp. Sdlo 2 aislados, 071208-E6-C1-A-A 'y 071209-
E4-C4-A pertenecientes al género Thelebolus presentan caracter psicrofilico,
pues no lograron crecer a 25°C y si a 15°C. Los aislados pertenecientes a los
géneros Epicoccum, Aspergillus y Aureobasidium presentaron caracter mesofilo

al presentar mayor crecimiento a 25°C.,

El 62,1% y 54,3% de los hongos identificados como Geomyces y Fungal sp.,
respectivamente, presentaron crecimiento dependiente de la temperatura de

incubacion en el medio de cultivo con nitrito.

La actividad antimicrobiana fue la mas abundante encontrada entre todos los
hongos, con mayor actividad contra bacterias Gram positivas como

Staphylococcus aureus y Clavibacter michiganensis.

La actividad antioxidante se enconird en un bajo nlimero de exfractos,
indicando que estos aislados fingicos no son una buena fuente de compuestos
antioxidantes. Una excepcion son los dos aislados del género Epicoccum que si

presentaron alta capacidad antioxidante con respecto al acido ascorbico.
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Los genes de las enzimas PKS se encontraron en 23 aislados fingicos hongos,
con 22 aislados con los genes de las enzimas PKS no reductoras y 5 aislados
con los genes de las enzimas PKS reductoras. El gen de la enzima NRPS fue la
mas abundante, pues un 64,3% de hongos lo presenta. Esta es la primera vez
que se reporta la presencia de los genes de las enzimas PKS en el género
Geomyces y el primer reporte de los genes de las enzimas NRPS en

Geomyces, Pseudeurotium, Thelebolus y Epicoccum.

Métodos quimicos (TLC y "H-RMN) y biolégicos (moleculares y bioensayos) de
andlisis permiten tener una nocién general del perfil de metabolitos y el
potencial metabdlico de los hongos, aunque no es posible afirmar de qué tipo
de compuestos se trata. Por lo tanto, para seleccionar una cepa promisoria para
posteriores estudios, se deben emplear varios criterios de evaluacion, ya que se

ha visto que tienen resultados complementarios. -

Los aislados del género Geomyces fueron los mas abundantes. Asi también
presentaron varias bioactividades de interés, por lo que podrian representar una
importante fuente de productos naturales novedosos. Particularmente, la cepa
131209-E4-C10-D-A presenta alto potencial como fuente de compuestos

antimicrobianos de amplio espectro, al presentar actividad antimicrobiana contra

las 4 bacterias ensayadas.
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Anexo 1 Materiales y Métodos

Equipos

e Termociclador Eppendorf Modelo 2233 1THAMBURO,
s Microcentrifugca BOECO Modelo m-240r

¢ Espectrofotémetro Shimadzu Modelo UV-mini-1240,
¢ [ncubadora LabTech Modelo [.BI-150E

+ Rotavapor IKA Modelo Rb10

e Incubadora-Shaker Labtech Modelo LSI-3016 R,

» Camara de flujo iaminar FiltroMat

¢ Camara de electroforesis, Fermello

Reactivos

e Agar técnico Wrinkler

e Extracto de Levadura marca BD, distribuido por Bioslab.

e Extracto de Malia marca BD, distribuido por Bioslab.

» Tripticase soja agar (TSA) marca BD, distribuido por Bioslab.

« Potato dextrose agar (PDA), marca MERCK

¢ Creatina monchidrato, AppliChem

» Bromocresol purpura, AppliChem

» Peptona, Oxoid

» Sacarosa, MERCK

s D(+)-Glucosa, MERCK

» Nifrato de Sodio, Synth

+ Nitrito de sodio, Merck

» NaCl, Merck

« Di-potasio hidrogenofosfato trihidratado (K2HPO4* 3H20) MERCK
» Sulfato de Magnesio heptahidratado (MgS04*7H20), AppliChem
» Cloruro de Potasio (KCI), BiosLab

» Sulfato férrico (I1) (heptahidratado) (FeS04* 7H20) MERCK

e Sulfato de Zinc hepta-hidratado (048Zn* 7H20) AppliChem

e Cobre (ll) sulfato pentahidrato (Cu04S*5H20) MERCK

¢ Glicerol Winkler
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Reactivos Bioensayos

Antioxidanie

-

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il}-2,5-difeniltetrazolbromuro), Invitrogen

DMSO
Acido ascorbico, Merck
Acido Laurico, Merck

Antimicrobiano

bencilpenicilina , sal de potasio CALBIOCHEM
Estreptomicina sal sulfato, SIGMA-ALDRICH

Cepas bacterianas

Staphylococcus aureus ATCC25922
Pseudomonas aeruginosa
Clavibacter michiganensis 807
Xanthomonas campestris 833

Material biologia molecular

Etanol Absoluto , Merck

Alcohol Isoamilico, Merck

Cloroformo, Merck (CHxCly)

Sodio-n-Dodecil Sulfato, CalbioChem

Fenol saturado basico, Winkler

GoTag Green Master Mix, 2x, Promega

100 bp dna ladder, BiosLabs

Agarosa LE AGR-LE-100 AXYGEN

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega

Secuencia de Partidores

Partidor Secuencia {5>3") Orientacion
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCG Forward
{TS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC Reverse
LC2 GTICCIGTICCR TGCATY TC Reverse
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LC3 GCI GAR CAR ATG GAY CCI CA Forward
LC5 GTIGAI GTIGCR TGI GCY TC Reverse
AUGO003 CCGGCACCACCggnaarcchaa Forward
AUGO005 GTCCACGGACGGATGTACarrachggvga Forward
AUGO006 CCGGACCATGTCGcengtbykrta Reverse
AUGO007 GCTGCATGGCGGTGATGswrisnccheo Reverse

Material analisis quimico

s Cromatografia placa fina TLC silica gel 60F256, Merck.

+ Metanol

e Diclorometano
o Efer de petrdleo
e Acetato de etilo

¢ Cloroformo deuterado, Merck

+ Reactivo de Lieberman Modificado (5%H2S04 -MeOh)

» Filtro Nytal (Filtros de nyton con un diametro de poro de 30 micras)

Medios de cultivo

Medio Czapek levadura autolisado (CYA) agar {Pitt, 1979):

NaNO; 0.3%
Extracto de Levadura 0.5%
Sacarosa 3.0%
KsHPQO4-3H,0 0.13%
MgS0,4-7H,0 0.05%
KCi 0.05%
FeSQ,7H0 0.001%
CuSQ,5H,0 . 0.0005%
ZnS0,7H,0 | 0.001%
Agar 1.5%

Agua destilada, pH 6.3 + 0.2

Medio extracto de maita autolisado (MEA) agar:(Raper and Thom,

1949)

Extracto de Malta (Difco) 3.0%

Peptona bacteriologica
Glucosa

0.1%
2.0%

CuS0O,-5H.0 0.0005%
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ZnSO4‘7H20 0.001%
Agar » 2.0%
Agua destilada, pH 5.3 £ 0.3

Medio Czapek-Dox (Cz) agar (Raper and Thom, 1949):
NaNO(g 0.3%
Sacarosa 3.0%

KzHPO4'3H20 013%

MgSQO4-7H,0 0.05%

KCl 0.05%

CuS0Q,4-5H,0. 0.0005%

Agar 1.5%

Agua destilada, pH 6.3 £ 0.2

Medio nitrito sacarosa (NQ,) agar (Abe, 1956; Frisvad, 1981):

NaNO, 0.3%

Sacarosa 3.0%
K:HPO43H,O  0.13%
MgSO,7H,O  0.05%

KCl 0.05%
FeSO47H.O 0.001%
CuS0,;5H,0 0.0005%
ZnS0O,7H,0  0.001%
Agar 2.0%
Agua destilada, pH6.3£0.2

Medio creatina sacarosa (CREA) agar (Frisvad, 1981, 1985, 1993):
Creatina-1H;0 0.3%
Sacarosa 3.0%
K3PO4‘7H20 0.1 6%

KCI 0.05%
FeSO4'7H20 0.001%
CuS0O,5H,0 0.0005%
ZnS047H.O 0.001%

Ptrpura de bromocresol 0.005%
Agar 1.5%

Agua destilada,pH t0 8.0 £ 0.2
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