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Resumen

La biodiversidad de hongos marinos como precursores de productos
biotecnolégicos se encuentra poco estudiada en comparacidon con su
contraparte terrestre que ha sido ampliamente utilizada como recurso de
compuestos bioactivos. Dada su importancia, en este trabajo se presenta el
primer reporte de los componentes fangicos de sedimentos marinos
provenientes de veintiséis estaciones del Golfo de California, México. Los
micromicetos fueron cultivados en medio de extracto de levadura, peptona y
dextrosa. Se seleccionaron diecisiete hongos halotolerantes o hal6fitos los
cuales fueron identificados molecularmente utilizando las secuencias
intergénicas del gen 5.8S ribosomal. También se determinaron las propiedades
antibacterianas de las cepas seleccionadas. Los micromicetos identificados
pertenecen a las Divisiones Ascomycota y Basidiomycota (16 y 1 cepas,
respectivamente). De las cepas aisladas: Cladosporium sp representd un 29%,
Aspergillus sp un 24%, Talaromyces sp un 12% y 6 cepas representaron 0.6%
cada una. Dos micromicetos demostraron actividad antibacteriana contra
Escherichia coli y Staphylococcus aureus. El trabajo realizado permitié6 ampliar
el conocimiento de la diversidad fungica de sedimentos marinos mexicanos y se
remarca la necesidad continuar el estudio de la diversidad fungal marina en la

basqueda de nuevos medicamentos.
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l. Introduccion

La vasta extensién oceénica provee un medio ambiente Unico, responsable de
una gran diversidad bioldgica de organismos (Moghadamtousi et al., 2015). El
medio ambiente marino constituye un 70% de la extensién de la tierra y
contiene el 95% de la diversidad biol6gica del planeta (De La Calle, 2007). La
biosfera del subsuelo marino es uno de los ecosistemas menos estudiados,
particularmente con relacion a los microorganismos que lo habitan (Whitman et
al., 1998), menos del 0.1% de las especies de microorganismos marinos son
conocidas (Moghadamtousi op. cit.). Estimaciones de la biomasa global indican
que la biosfera del subsuelo marino puede comprender una décima parte de la
biomasa total de la tierra, (Whitman op. cit). En este contexto los
microorganismos marinos comprenden un 90% de esta biomasa (Andreakis et
al., 2015). Se sabe que las técnicas clasicas de cultivo desestiman la
biodiversidad microbiana que se encuentra en condiciones naturales, esto es
debido a que muchos de los organismos no se han podido cultivar ya que aun
no se han establecido las condiciones adecuadas para su crecimiento. La
riqueza en la biodiversidad marina ha sido demostrada mediante el analisis del
ADN purificado de muestras marinas. Sin embargo, los cultivos puros siguen
siendo esenciales para el estudio de la fisiologia de los organismos y de los
procesos bioquimicos que ocurren en los subsuelos marinos (Toffin, 2004; Joint

et al., 2010).

En el mar profundo encontramos un medio ambiente extremo, el cual esta



caracterizado por la ausencia de irradiacion solar, bajas temperaturas y una
presion hidrostética elevada. No obstante a pesar de estas condiciones
extremas, se sabe que la vida es abundante en este ambiente (Nagahama y
Nagano, 2012). Son estas condiciones extremas las que pueden influir en la
diversidad genética y metabdlica de los organismos, los cuales todavia se
desconocen (Carvalhais et al., 2012; Manivasagan et al., 2013). Existen algunos
estudios de micromicetos marinos de aguas poco profundas como zonas
costeras y manglares sin embargo, el conocimiento de estos hongos en el mar

profundo es aun limitado (Nagaham y Nagno op. cit.).

Los microorganismos marinos se pueden subdividir en residentes, que son
aquellos que se encuentran completamente adaptados y requieren del medio
ambiente marino para completar su ciclo de vida y los organismos transitorios,
los cuales han sido acarreados ya sea por aire, agua o tierra y son capaces de
sobrevivir tolerando las condiciones marinas. Especificamente para los
micromicetos, podemos catalogarlos como: marinos obligados; aquellos que
pueden crecer y esporular exclusivamente en medio marino o de estuario y los
micromicetos marinos facultativos; pueden crecer también en agua dulce y
hébitats terrestres (Kohlmeyer & Kohlmeyer, 1972). En cuanto a los hongos
marinos obligados las evidencias apuntan a que estos son hongos terrestres
que han colonizado los habitats marinos llegando a adaptarse a estas
condiciones. Hasta el 2012 se conocian cerca de 530 especies de hongos

marinos obligados, la mayoria encontrados en material de lignocelulosa en



descomposicion proveniente de ambientes costeros, algunos otros han sido
encontrados en madera en descomposicion proveniente del mar profundo. Los
hongos facultativos provienen de especies terrestres, estos se han aislado de
una amplia variedad de ambientes marinos. Se cree que estas especies
terrestres se han adaptado a las condiciones marinas pudiendo tener

propiedades bioquimicas especiales (Raghukumar et al., 2010).

Se ha visto que los hongos marinos poseen una gran variedad de estrategias
para poder colonizar diferentes habitats asi como una amplia diversidad en sus
ciclos de vida, los cuales pueden incluir organismos de vida libre, parasitos y
simbiontes. Aunque el papel ecolégico de los hongos marinos es poco
comprendido, se sabe que estan implicados en la degradacion de la materia
organica, proveen proteccion quimica, patogenicidad y simbiosis a la diversa

comunidad halobionte, entre otras relaciones (Andreakis et al., op. cit.).

Las adaptaciones fisioldgicas y bioguimicas que los micromicetos marinos han
desarrollado pueden ser relevantes para la industria biotecnoldgica, por lo que
han surgido como un recurso prominente de productos naturales nuevos ya sea
en procesos de fermentacién, biorremediacién (degradacion de hidrocarburos,
absorcion de metales pesados, entre otros), produccién de biosurfactantes y
polisacéaridos, produccion de omega 3 como complemento alimenticio, asi como
también su potencial terapéutico por su produccion de metabolitos secundarios,
de los cuales se han logrado obtener antibibticos, anticancerigenos, anti-

protistas, antivirales, entre otros (Damare et al., 2003).



A pesar del papel ecoldgico y creciente importancia en la biotecnologia, la
filogenia fungica y su sistematica se encuentran ampliamente inexploradas.
Antes de la década de los 80s, la clasificacion de los hongos dependia
tradicionalmente de las caracteristicas sexuales, morfolégicas y fisiologicas,
muchas de la cuales son inestables en condiciones de cultivo (Andreakis op.

cit.).

A partir de la introduccion de técnicas moleculares, se ha logrado una amplia
identificaciébn de los microorganismos. Los marcadores moleculares para la
identificaciébn de hongos mas utilizados son las secuencias intergénicas del gen
5.8S rARN conocidos como ITS (por sus siglas en inglés; Internal Transcribed
Spacer), el gen 18S rARN de la subunidad pequeiia ribosomal conocido como
SSU (por sus siglas en inglés; Small Subunit) y el gen 28S rARN de la
subunidad grande ribosomal conocido como LSU (por sus siglas en inglés;
Large Subunit). Los ITS y SSU se utilizan para determinar filogenia y los LSU
solos o combinados con ITS se utlizan para diferenciar entre especies.
Actualmente hay cerca de 172,000 secuencias fungicas de ITS depositadas en
la base de datos del Gene Bank, de ellas 56% se encuentran asociadas con el
nombre binomial en latin (15,500 especies y 2,500 géneros). Las secuencias sin

nombre binomial pertenecen a muestras ambientales (Schoch et al., 2011).

A pesar del avance en la identificacibn molecular de los micromicetos, es
importante establecer las propiedades metabdlicas y el potencial de la

diversidad de estos organismos, lo cual aun presenta un gran desafio si no se



cuenta con cultivos puros (Zengler, 2002).

Debido a la importancia de la identificacion de micromicetos marinos, el objetivo
de este estudio es aislar por medio de cultivo e Identificar molecularmente
micromicetos marinos provenientes del Golfo de California y detectar su posible

potencial antibiético.



II. Antecedentes

La presencia de los hongos en el ambiente marino comenz6 a estudiarse desde
1905 por Petersen, desde entonces se ha tratado de estimar la diversidad y
comprender el papel ecoldgico que estos representan en los diferentes nichos
marinos (Jebaraj et al., 2012). En la tabla | se presenta una relacion de los
trabajos de identificacién de hongos marinos que se han realizado por técnicas
tradicionales y microscopia de 1905 al 2006. Se estima que con los estudios
convencionales utilizando aislamientos de cultivos solo se han podido aislar un
5% del total de la diversidad de hongos en estos ambientes, debido
probablemente a inhabilidad para crecer y esporular bajo condiciones de

laboratorio (Jebaraj et al., op. cit.).

Tabla I. Relacién de trabajos de hongos identificados por métodos tradicionales
y por microscopia, de 1964 al 2006

Afio Autor Tipo de estudio
Contribucién al conocimiento de micromicetos

1905 Petersen H. E. :
presentes en la columna de agua marina

1934 Sparrow F. K. J. Observacion de Micromicetos marinos presentes en
la columna de agua marina en Dinamarca

1936 Sparrow F. K. J. Micromicetos presentes en aguas marinas de Woods
Hole en Massachusetts

1044 Barghoorn E. y

Linder D. Taxonomia y biologia de hongos marinos

Ocurrencia y distribucion de micromicetos presentes
1964 Roth F J et al. en la columna de agua marina profunda de ambientes
subtropicales

1972 Kohlmeyer Jy _ ) _
Kohlmeyer E Micologia marina
1980 Gessner R. Enzimas degradadoras presentes en micromicetos de

esteros




1986

1986

1988

1988

1992

1992

1993

1994

1996

1997

1998

1997

2000

2000

2001

2003

2004

2006

Koch J.
Zainal A. y
Jones, E.B. G

Borse S.

Hyde K. D.

Raghukumar C. et al.

Hyde K. D.

Steinke T.D. y
Jones E. B. G.

Raghukumar C. et al.

Ravikumar D. R. 'y
Vittal B. P. R.
Prasannari K. y
Sridhar K. R.

Raghukumar C. y
Raghukumar S.

Takami H. et al.

Sarma V. V.y
Vittal B. P. R.

Jones E. B. G 2000
Sarma V. V.
et al, 2001

Prasannari K. y
Sridhar K. R.

Raghukumar C

et al.

Damare S et al.

Hongos marinos lignicolas de Tailandia

Aparicion y distribucion de hongos lignicolas de
aguas costeras de Kuwait

Frecuencia de la aparicion de hongos marinos en la
costa de Maharashatra, India

Estudio de hongos marinos provenientes de diversos
sustratos provenientes del mar de Brunei

Hongos endoliticos de sustratos calcareos de mar
profundo provenientes del mar de la India

El efecto de la incubacién en la aparicién de hongos
marinos colectados al azar de muestras de
lignocelulosa

Hongos marinos y de manglar de las costas de la
India del mar de Sud Africa

Componentes fungales presentes en detritus marinos
de mangle de Goa, India

Diversidad fungal de biomasa en descomposicién de
mangle de los estuarios de la costa este de la India

Efecto del periodo de la incubacion en la aparicién de
hongos de madera flotante

Barotolerancia de hongos aislados de sedimentos
marinos profundos del mar de la India

Micromicetos presentes en lodos de mar profundo
provenientes de fosas de Las Marianas (11,500 m de
profundidad)

Biodiversidad de hongos de mangle de los deltas
Godavari y Krishna en la costa este de la India

Factores que influyen en la biodiversidad de hongos
marinos

Frecuencia de aparicion de hongos de mangle
provenientes de la costa este de la India

Abundiancia y diversidad de hongos marinos
presentes en desechos de madera intermareales,
después de una prolongada incubacion provenientes
de la costa oeste de la India

Micromicetos cultivables de sedimentos marinos
profundos del mar de la India

Micromicetos provenientes de sedimentos marinos
profundos de la cuenca central de la India
(aproximadamente a 5,000 m de profundidad)




Mediante cultivos tradicionales se han logrado aislar micromicetos que
pertenecen a los Phyla Ascomycota y Basidiomycota sin embargo, las técnicas
independientes de cultivo han revelado la presencia de nuevos filotipos,
incluyendo grupos fungicos ancestrales desconocidos (Nagahama y Nagano op.

cit.).

Jones (2011) estima cerca de 10,000 taxas de hongos marinos provenientes de
los sedimentos de las diferentes profundidades oceénicas, columna de agua,
plancton y hongos no cultivables (secuencias ambientales), lo anterior sin
considerar a los hongos endofitos y levaduras. Estos hongos habian sido
clasificados anteriormente como facultativos o derivados marinos. Hibbett y
colaboradores (2009) realizaron un andlisis de datos de tres publicaciones en el
gue calcularon que hay cerca de 1,120 posibles taxa nuevos que se encuentran
aun sin identificar a partir de las secuencias de ADN obtenidas de muestras

ambientales.

Se han reportado 530 especies de micromicetos marinos repartidos en 321
géneros, de los cuales, 16 son géneros nuevos. 424 especies pertenecen a la
division Ascomycota (251 géneros), 12 especies a la division Basidiomycota (9
géneros) y 12 especies (9 géneros) son mitosporicos (Jones et al., 2011). La
mayoria de las especies se han descrito de 1980 a 1999. Del 2000 al 2011 solo

se han descrito 54 especies nuevas (Fell et al., 2011)

Las clases de micromicetos que han sido identificadas por medio de técnicas



independientes de cultivo en ambientes marinos profundos son: Ascomycota.-
Dothideomycetes, Eurotiomycetes, Leotiomycetes, Saccharomyctes vy
Sordariomycetes y de la division Basidiomycota.- Agaricomycetes,
Cystobasidiomycetes, Entorrhizomycetes, Exobasidiomycetes,
Microbotrymycetes, Tremellomycetes, Ustilaginomycetes y Wallemiomycetes.
En comparacion con los cultivos tradicionales en los que no se han podido
cultivar Agaricomycetes, Eterorrhizomycetes y Wallemiomycetes (Nagahama y

Nagano op. cit.).

En México existen estudios de aislamiento e identificacibn de hongos marinos
que han sido estudiados en diferentes costas de México (Veracruz, Oaxaca,
Chiapas, Yucatan, Quintana Roo, Colima, Jalisco, Nayarit, Tamaulipas, Sonora,
Baja California Sur, Baja California y Guerrero) en sustratos como; mangle,
espuma, madera a la deriva, madera encontrada en el rompe olas y arena
(Kohlmeyer, 1968; Kohlmeyer y Kohimeyer, 1971; Boyd y Kohlmeyer, 1982;
Gonzalez et al., 2000 y 2001). Entre los trabajos reportados destaca el de
Valderrama y colaboradores (2016) quienes recientemente publicaron un listado
de hongos identificados molecularmente. En la tabla 1l se presentan los hongos

marinos reportados en México.



Tabla Il. Micromicetos identificados en México

Especie Material  de tropicum
origen Geotrichum candidum Arena
Microascus cinerus Arena
Corrolospora maritima Espuma en la Acremonium murorum Arena
costa Artroderma curreyi Arena
C. puchella Espuma en la I
costa Aniptodera Mangle
C. trifurcata Espuma en la chesapeakensis
costa Antennospora Madera
Didymosphaeria enalia Mangle guadricornuta
A. Salina Detritus
Keisleriella Mangle Arenariomyces parvulus Madera
blepharospora intermareal
Leptosphaerella Mangle A. trifurcatus Espuma
pneumatophorae A. triseptatus Espuma
Lulworthia sp Mangle Pharcidia blani Sin datos
Mycosphaerella Mangle Caryosporella Mangle
pneumatophorae rhizophorae
Paraliomyces lentiferus  Mangle Ceriosporopsis halima detritus
Remispora salina Mangle Caryosporella Madera de
Torpedospora radiata Mangle rizophorae mangle
Cirrenalia Mangle Ceriosporospois halima  Detritus
pseudomacrocephala intermareal
C. pygmea Mangle Corollospora angusta detritus
Culcitalna achraspora Mangle C. gracilis detritus
Phoma sp. Mangle C. intermedia detritus
Kohlmeyer J y Kohimeyer E, 1971 C. pseudopulchella detritus
Lentescospora Espuma en Dactylospora Mangle
submarina mar abierto haliotrepha
Lindra Marinera Espuma en Etheirophora Mangle
mar abierto blepharospora
Torpedospora radiata Madera del Falciformis lignatilis Mangle
rompe olas Halosarpheia abonnis Madera a la
deriva
Varicosporinaramulosa Arena H. marina Mangle
H. cucullata Madera a la
Gymnascella Arena deriva
dankaliensis Halosphaeriopsis Mangle
Aspergillus terrus Arena mediosetigera
A. fumigatus Arena Hydronectria tethys Mangle
A. flavofurcatus Arena Leptosphaeria Mangle
A. recurvatus Arena australiensis
A. auricomus Arena Lingnicola tropica Madera
Gymnoascus sp. Arena Lidnra crassa Espuma
Scopulariopsis brumtii Arena L. thalassiae Mangle
S. carbonaria Arena Lineolata rhizophorae Mangle
S. bervicaulis Arena Lulworthia grandispora  Mangle
S. parvula Arena L. kniepii Alga
Fusuarium semitectum  Arena Massarina thalassiea Mangle
F. solani Arena Mycosphaerella Mangle
Chrysosporium Arena salicorniae

10



Ocastraspora Madera de Aureobasidium Arena

apilongissima mangle pullulans
Pontogeneia codiicola Rocas Acremonium rutilum Arena
P. padinae Mangle Exserohilum rostratum Arena
Quintaria lignatillis Mangle Chrysonilia sitophila Arena
Remispora galerita Sin Microascus Arena
informacion trigonosporus
Savoyellalignigola Mangle Alternaria alternata Arena
Trematosphaeria Mangle A. citri Arena
lineolatispora A. longipes Arena
Verruculina enalia Mangle Neocosmospora Arena
Nia vibrissa Espuma vasinfecta
Gonzalez MC, 1998 Zygosporium masonii Arena
Cladosporium Arena Dendryphiella arenaria Arena
cladosporoides Alternaria citri Arena
C. sphaerospermum Arena Rhodothorula rubra Arena
C. herbarum Arena Candida lusitania Arena
C. tuberculata Arena Gilmaniella humicola Arena
Emericella nidulans Arena Graphium penicillioides  Arena
E. violacea Arena Cirrenalia tropicalis Arena
Aspergillus niger Arena Chaetomium globosum  Arena
A. flavus Arena Lasiodiploidia Arena
A. pulverulentus Arena therbromae
Stachybotrys chartarum  Arena | ValderramaB.etal., 2016 ]
Drechslera biseptata Arena Chysoporthe sp Agua
Trichoderma viride Arena Paecilomyces sp. Agua
Curvularia pallescens Arena Rozella sp Agua
C. senegalensis Arena Chytriomyces Agua
C. lunata
Nigrospora sphaerica Arena
Halosphaeria salina Arena
Varicosporinaramulosa Arena
Myrothecium roridum Arena
M. verrucaria Arena

Los micromicetos marinos son una fuente potencial de productos bioactivos. De
los 465 productos marinos naturales nuevos reportados en el 2012, cerca del
60% fueron de origen fungico (Andreakis op. cit.; Damare et al., 2012). La
mayoria de los compuestos bioactivos aislados de micromicetos marinos
provinieron de muestras de algas, mangles y esponjas sin embargo, los
micromicetos de sedimentos marinos han sido subestimados. De los

compuestos antibacterianos y antifingicos reportados del 2010 al 2015, 17.24%
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fueron obtenidos de 11 cepas fungicas provenientes de sedimentos marinos. Lo
anterior es un indicativo de que estos sedimentos representan un material
potencial para el descubrimiento de nuevos compuestos bioactivos de origen
fungico (Xu et al.,, 2015). En la tabla Il se muestran algunos compuestos

bioactivos aislados de micromicetos marinos.

En cuanto a la diversidad fungica productora de compuestos activos se dice que
es limitada; la mayoria de los compuestos bioactivos de micromicetos marinos
han sido aislados de la division Ascomycota, de las clases Euromicetes,

Dothiodeomicetes y Sordariomicetes (Hasan et al., 2015).

12



Tabla Ill. Compuestos bioactivos derivados de micromicetos marinos

Fuente

Metabolito
secundario

Actividad

Referencia

Stilbella aciculosa

Acido fusidico

Antibacteriano

Kuznetsova T. A.
et al., 2001

Aspergillus
versicolor

Aspergillitina

Antibacteriano

Lin et al., 2003

Aspergillus sp.

Acido penicilico

Micotoxina, potencial
cancerigeno y

Hou-jin L. et al.,

e 2010
mutagénico
Alfaquinolona Antiviral contra el virus Prieto Cy
q sincitial respiratorio Castro J. M, 2005
Asperaillus terrus Arisugacina A Antiviral contra el virus de  Nong X. H.
perg 9 herpes simple et al.,, 2014

Aspergillus sidowii Dicorcinol Antiviral contra iflavirus \2/\6?29 J-Fetal,
Emericella unguis Guisinol Antibacteriano lilgzlgen 3 el
Emericella variecolor  Varixanthone Antibacteriano g/loagsztrom etal,

Antibacteriano contra S.
Penicillium sp 7-deacetoxyyanuthona aureus resistente a Li X. et al., 2003

A

metilciclina y
multiresistente (in vitro)

Microsphaeropsis sp.

Microsphaeropsina

Antifingico

Holler U. (1999)

Inhibidor del hongo

Penicillium L patégeno A. brassicae, Gao S-S et al.,
Penicitides A . X
chrysogenum inhibe el carcinoma 2011
hepatico in vitro
Penicimonoterneno Inhibe el hongo patégeno  Gao S-S et al.,
P A. brassicae 2011
Inhiben Nematospora Daferner M
Zopfiella latipes Zopfiellamideas Ay B coryli y Saccharomyces ot al.. 2002

cerevisiae

Fusuarium sp.

Enniantina B

Neomanglicol B

antibacteriano contra S.
aureus y enterococos
resistentes a vancomicina

Anticancerigeno

Jiang Z et al., 2002

Renner M. K.
et al., 2000

F. heterosporum

Equisetina

Antiviral contra el virus de
inmuno deficiencia

Hazuda D et al.,

humana (VIH) 1999
Curvularia lunata Lunatin 1 Antibacteriano ;ggglco e el
Cytoskyrina A2 Antibacteriano %ggglco Retal,
. . . . Citotdxico contra Garo S-S et al.,
Trichoderma virens Tricodermamida B carcinoma de colon 2003
Cladosporium . » . . Jadulco R.et al.,
herbarum Acido sumiriko Antimicrobiano 2001
Cladosporida B Antibacteriano contra B. Jadulco R.et al.,
P subtilis y S. aureus 2001

Cladosporium sp.

Norqunadolina A

Antiviral contra HIV

Peng J. et al., 2013

Halorosellinia

Acido halorosellinico

Antimalaria

Chinworrungsee M.

oceanica et al., 2001
Ascochyta sp. Ascochytatin Antibacteriano ggggh K.etal,
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Phoma sp.

Phomasetina

Antiviral contra VIH

Hazuda D. et al.,
1999



. Justificacion

No obstante que se sabe que en los océanos se encuentra de un décimo a un
tercio de la las especies del planeta, el conocimiento de este habitat es limitado.
Se desconocen muchos aspectos de la diversidad microbiana marina, siendo
los micromicetos u hongos marinos uno de los grupos de microorganismos

menos estudiados.

Por medio de técnicas moleculares independientes de cultivo, se ha logrado
identificar una gran diversidad de micromicetos marinos sin embargo, es
indispensable lograr cultivar a estos microorganismos para poder realizar
estudios fisioldgicos, morfolégicos y metabdlicos, asi como comprender su
relacion ecoldgica en este habitat. El aislar e identificar micromicetos presentes
en los sedimentos marinos del Golfo de California, puede ser un paso
importante para ampliar el conocimiento de la diversidad de micromicetos. Asi
mismo es un primer paso para lograr comprender el papel que desempefan en
los nichos que ocupan y su relevancia tanto ecolégica como econdémica. Por lo
anterior, en este estudio se propone buscar y estandarizar condiciones de
cultivo adecuadas para obtener y aislar micromicetos marinos provenientes del
Gofo de California y posteriormente realizar su identificacion por medio de

técnicas moleculares y analizar su potencial antibacteriano.
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IV. Objetivos
IV.I. Objetivo General
Aislar e ldentificar micromicetos marinos provenientes de la Bahia de Loreto,

BCS, México y determinar su posible potencial antibacteriano.

IV.1l. Objetivos Particulares
1. Aislar micromicetos de sedimentos marinos de la Bahia de Loreto en

BCS, México. por cultivo celular.

2. ldentificar molecularmente los micromicetos aislados en cada cultivo.

3. Realizar pruebas para detectar la posible actividad antibacteriana a partir

de las cepas de micromicetos aislados.
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V. Hipotesis
=  Se aislaran e identificardn molecularmente micromicetos marinos

presentes en sedimentos del Golfo de California.

= |Los micromicetos marinos mostraran actividad antibi6tica.
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VI. Materiales y Métodos

VI.1. Area de estudio

El Golfo de California se encuentra en el Noreste de México, colinda con los
estados de Sinaloa y Sonora por la parte Este y la peninsula de Baja California
en la parte Oeste y hacia el Sur se comunica con el Océano Pacifico (Castro et

al., 2000).

El pargue nacional Bahia de Loreto (figura 1) protege las areas terrestres y
marinas de las islas: Coronado, Del Carmen, Danzante, Montserrat y Santa
Catalina. Con una superficie de 206,508 hectareas. Se ubica frente a las costas
del municipio de Loreto en Baja California Sur y representa un tipo particular de
hébitat donde concurren procesos ecolégicos, comunidades biolégicas y
caracteristicas fisicas particulares, lo cual le confiere una relevancia nacional
importante. Igualmente dentro de su poligono se encuentran especies de flora 'y
fauna marina de alta relevancia biolégica y econdmica, ademés de varios

endemismos (Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales, 2002).

VI.Il. Toma de muestras

Las muestras se tomaron de 26 estaciones de la Bahia de Loreto en las islas
Danzante y Carmen, en la tabla IV, se muestran las coordenadas y la
profundidad de cada estacion y en la figura 1 se muestra la ubicacion

geogréfica.
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Tabla IV. Coordenadas y profundidad de las estaciones de muestreo

Estacion Latitud Longitud Profundidad
m
1 25.806369°N  111.169548°W -
2 25.825271°N  111.182991°W 261
3 25.826609°N 111.186125°W 215
4 25.828194°N  111.186931°W 286
5 25.827734°N  111.188146°W 200
6 25.841823°N  111.184035°W 226
8 25.789948°N  111.180033°W 50
9 25.765552°N 111.21916W 238
10 25.763830°N  111.250292°W 63
11 25.7842°N 111.1842°W 47
12 25.7933°N 111.2802°W 56
13 25.7778°N 111.2802°W 44
14 25.7726°N 111.2613°W 43
15 25.7636°N 111.2522°W 53
16 25.7740°N 111.2280°W 226
17 25.7892°N 111.2240°W 304
18 25.7959°N 111.2283°W 307
19 25.8070°N 111.2349°W 306
20 25.8229°N 111.2405°W 302
21 25.8587°N 111.2409°W 270
22 25.8766°N 111.2305°W 93
23 25.8853°N 111.2508°W 303
24 25.8883°N 111.2519°W 309
26 25.8914°N 111.2509°W 275
27 25.8879°N 111.2514°W 315
28 25.8844°N 111.2513°W 308
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Figura 1. Estaciones de muestreo (Google, 2016).
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Los sedimentos se obtuvieron a profundidades de 43 a 311 m empleando una
draga de acero inoxidable de 12 cm de longitud (Khalsico) con adaptaciones
hechas por técnicos del Instituto Oceanogréfico Scripps, Universidad de

California, San Diego.

El material utilizado para tomar las muestras fue desinfectado con etanol al
100%. Después de sacar la draga, la muestra se tomo utilizando una espatula
de metal estéril procurando que el sedimento fuera de la capa mas cercana a la
superficie (en los primeros 2 centimetros). Cada muestra se transfirié a bolsas
estériles y se etiquetd con los datos del muestreo. Las bolsas se colocaron en
una hielera para ser transportadas al laboratorio en donde se almacenaron a - 4

°C para ser analizadas posteriormente.

VI, Preparacién de sedimentos
Los sedimentos se descongelaron y se tom6 una muestra de 5 g de cada
sedimento, la cual se colocdé en cajas de Petri estériles. Las muestras se

dejaron secar bajo una campana de flujo laminar por 24 horas.

VI. IV. Aislamiento e identificacién molecular de micromicetos

VIIV.1. Aislamiento de cepas

Se realizaron diluciones de los sedimentos 1:10 en solucion salina al 2% con
0.5% de glucosa. Estas diluciones se incubaron por 1 hora a temperatura
ambiente. Una vez trascurrido el tiempo de incubacion se homogenizé la

dilucion y se inocularon 100 ul (por duplicado) en cajas de Petri con el medio
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de cultivo YEPD (1% extracto de levadura, 2% peptona, 2% dextrosa y 2%
agar) adicionando 1 pg/ml de ampicilina. Cada muestra fue inoculada en medio
YEPD preparado en agua destilada y otro preparado con 50% de agua
destilada y 50% agua de agua de mar. Como control se colocaron 2 cajas con
medio YEPD de cada una de las concentraciones mencionadas y se dejaron sin
tapar por 10 minutos tanto en la campana como en la mesa del laboratorio, con
el fin de descartar micromicetos que estuvieran presentes en el ambiente y
pudieran haber contaminado los cultivos, cabe mencionar que en los controles

que se colocaron en la campana no se presentaron crecimientos (Figura 2).

Figura 2. Controles ambientales colocados en la mesa de trabajo del
laboratorio en medio YEPD: a) preparado con agua destilada; b) preparado con

50% de agua de mar y 50% de agua destilada.

Las cajas fueron incubadas a 27 °C = 1 en obscuridad y observadas cada 48
horas por dos meses. Las cepas que presentaron crecimiento fueron aisladas e
incubadas bajo las mismas condiciones y posteriormente transferidas a medio

YEPD preparado con 100% de agua de mar y ampicilina (1 pg/ml) e incubadas
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en obscuridad y temperatura ambiente.

VIILIV.1l. Observacion morfolégica

Las colonias aisladas fueron observadas y fotografiadas macroscépicamente
con la ayuda de un microscopio estereoscépico marca Carl Zeiss® modelo
Stemi DV4.

Para la observacion microscopica de las colonias se realizé la técnica de cultivo
en microplaca. En condiciones de esterilidad, se coloc6 en cajas de Petri con la
ayuda de unas pinzas flameadas con alcohol: un papel absorbente, un triangulo
de vidrio y un portaobjetos. Sobre el portaobjetos se depositdé un cuadro de
YEPD de aproximadamente 1 cm? (figura 3). Con un aza micoldgica se inoculd
la cepa a observar insertdndola en cada una de las orillas del cuadro de agar y
se tapd con un cubreobjetos. Por ultimo se humedeci6 el papel absorbente con
agua destilada estéril y se tap0 la caja de Petri. La preparacion se dej6 incubar
a temperatura ambiente en obscuridad hasta observar crecimiento del hongo
(de 8 a 15 dias dependiendo de cada cepa). Una vez crecido el hongo se retird
el cubreobjetos con unas pinzas y se colocé en un portaobjetos con una gota de
azul de algodon lactofenol. Después se retird el cuadro de agar y se le afadio
una gota de agua con jabon desengrasante al 1% sobre el portaobjetos y se
cubrié con un cubreobjetos. Se observaron y fotografiaron ambas preparaciones
de cada cepa con ayuda del microscopio 6ptico (marca Motic®, modelo Bl

Advance) a 400 X y 1000 X (Koneman et al., 1992).

23



Figura 3. Cultivo de hongos en Microplaca con YEPD agar.

VLIV.III Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN se realizaron cultivos en YEPD sin agar, una vez
crecido el micromiceto, se tomé el micelio y se colocé sobre un portaobjetos
estéril sobre hielo. Con una navaja estéril se tritur6 y se colocaron
aproximadamente 30 mg del micelio en tubos de 1.5 ml estériles. Al micelio
triturado se le adicionaron 200 pl de solucién amortiguadora de sales (200 mM
Tris-HCL pH 8, 200 mM NaCL, 25 mM EDTA pH 8 y SDS 5%) y se incubé a 50
°C por 1 hora. Transcurrido el tiempo de incubacion se afiadieron 125 pl de
solucién CTAB (100 mM Tris-HCL pH 8, 20 mi EDTA pH 8, 2% CTAB, 0.1%
polyvinylpyrrolidona, 1% SDS, .2% B-mercaptoetanol) y se incub6 15 minutos a
65 °C. Después de la incubacion se centrifugd la muestra a 14,000 RPM 20 °C
por 5 minutos. Se recuperd el sobrenadante y se agregé 1 volumen de
Cloroformo alcohol isoamilico, se mezcldé vigorosamente y se centrifugd a

10,600 RPM 20 °C por 10 minutos. Se recuperoé el sobrenadante y se colocaron
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0.6 volumenes de isopropanol al 99%, se agitd por inversion suavemente y se
dejo reposar -20 °C para precipitar el material genético. Después de 15 minutos
se centrifug6 la muestra a 10,600 RPM 20 °C por 15 minutos. Se decanté el
tubo y afiadiendo 500 pl de etanol al 75% y se centrifugd a 10,600 RPM 20 °C
por 5 minutos. Se decantd el alcohol y se dejaron secar los tubos abiertos
invertidos sobre papel secante aproximadamente 15 minutos. ElI ADN fue re-
suspendido en 30 pl de agua libre de ADNasas y fueron almacenados a -20 °C.
Para corroborar la presencia de ADN gendmico se realizd una electroforesis en

gel de agarosa al 1% (Técnica de Michiels et al., 2003 modificada).

VLIV.IV Amplificacién de ITS

Para la identificacion molecular se utilizé se utilizaron de 10 a 50 ng de ADN
gendmico por reaccion de PCR. Se probaron los cebadores ITS4, ITS5, NS1,
NS4, LROR, LR5 y NU-SSU-1536 (Schoch et al., 2012) sin éxito, finalmente las
cepas fueron identificadas mediante los cebadores: ITS1 (5-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS2 (5-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3')
(Schoch et al., op. cit.), bajo las siguientes condiciones: un ciclo de
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3 minutos, posteriormente 30 ciclos de 95
°C por un minuto, 59 °C por un minuto y 72 °C por un minuto, seguido por 10
min de extension a 72 °C Y 10 minutos de enfriamiento a 20 °C. Las cepas que
no pudieron ser identificadas con los cebadores ITS1/ITS2 se amplificaron con
los cebadores UN-SSU-0817 (5TTAGCATGGAATAATRRAATAGGA) y NS4

(CTTCCGTCAATTCCTTTAAG) bajo las siguientes condiciones: un ciclo de
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desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3 minutos, posteriormente 30 ciclos de 95
°C por un minuto, 57.5 °C por un minuto y 72 °C por un minuto, seguido por 10
min de extension a 72 °C Y 10 minutos de enfriamiento a 20 °C, Las
secuenciaciones y los cebadores se procesaron con la compafia Allele Biotech

en San Diego CA, EUA.

VI.IV.V Andlisis Filogenético

Las secuencias obtenidas de cada cepa se compararon con las secuencias
disponibles en la base de datos del banco de genes del NCBI (por sus siglas en
inglés: National Center for Biotechnology Information) por medio de la aplicacion
BLAST (por sus siglas en inglés: Basic Local Alignment Search Tool),
posteriormente fueron alineadas por medio del programa MUSCLE
(alineamiento multiple de secuencias por log-esperanza, por sus siglas en
inglés) implementado en Mega 7.0 (Kumar, et al., 2015). En este mismo
programa, se calcularon los éarboles filogenéticos utilizando el método de
maxima similitud basado en 1000 repeticiones de bootstrap. Para las
secuencias obtenidas mediante los cebadores ITS1/ITS2 el arbol fue inferido
utilizando el modelo de Jukes y Cantor (1969) con una distribucion gama
discreta para modelar las diferencias de las tazas evolutivas entre los sitios (+G,
pardmetro = 6) figura 7. Para el arbol de las secuencias a partir de los
cebadores UN-SSU-817/NS4 se utiliz6 el modelo de Kimura (1980) de 2

pardmetros, figura 8.

Las secuencias obtenidas se depositaron en la base de datos del Gen Bank
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(http://mwww.ncb.nlm.nih.gov/genbank/index.html), en la tabla V se enlistan los

nameros de acceso.

Tabla V. Numeros de acceso proporcionados por el Gene Bank de las cepas

aisladas

Cepa Numero de acceso
C4 KX236321
C5 KX236324
C9 KX236327

Cil1 KX219725
C15 KX236320
C25 KX236326
C33 KX236319
C34 KX236322
C35 KX236323
C36 KX236325
C38 KX219724
C39 KX219723
C41 KX219722
Cc42 KX219721

VI.V. Pruebas antibacterianas

Para detectar la presencia de compuestos con potencial antibacteriano, se
realizaron pruebas de susceptibilidad bacteriana con cada una de las cepas de
la siguiente manera: Se creci0 al hongo en caldo YEPD por 8 dias en

obscuridad a temperatura ambiente. Una vez trascurrido el tiempo de

27


http://www.ncb.nlm.nih.gov/genbank/index.html

incubacion, se descart6 el micelio y en el sobrenadante se humedecié un disco
de 0.6 mm de didmetro de papel Whatman™ estéril. En cajas Petri con medio
sélido Muller Hilton se sembraron de forma independiente cada una de las
siguientes  bacterias patégenas: Escherichia coli (ATCC®11775™),
Pseudomonas aureuginosa (ATCC®27853™) o Staphylococcus aureus subsp.
aureus (ATCC®25923™). Las cajas con los patégenos fueron divididas en
cuatro y se colocé en el centro de cada cuarto el disco de papel Whatman™
humedecido, correspondiente a cada cepa. Como control se utilizé la cepa AMB
correspondiente al género Penicillium sp. La prueba se realizé por duplicado y
se incubaron por 24 horas a 38 °C. Una vez trascurrido el tiempo se observaron
las cajas, se midieron los halos de inhibicion y se registraron por medio de

fotografias.
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VII. Resultados
Se obtuvieron 38 aislados de 16 estaciones de las 26 muestreadas. En la figura

4 se representa el nimero de aislados por estacion de muestreo.

Numero de colonias
w
1

3 5 6 9 11 12 15 16 17 20 21 22 23 24 26 28

Numero de estacion de muestreo

Figura 4. Numero de colonias aisladas por estacion de muestreo
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Por el tipo de tolerancia de las cepas aisladas para crecer en agua de mar se

dividieron en 4 categorias como se presenta en la figura 5.

Halotolerantes

8%

Figura 5. Relacion del porcentaje de cepas aisladas y su tolerancia de
crecimiento en agua de mar: No haldfitas.- sin tolerancia a crecer en agua de
mar; ligeramente halotolerantes.-capaces de crecer en medio con 50% de agua
de mar o menos; halotolerantes.- capaces de crecer en medio con agua
destilada y en medio con 100% agua de mar y haldéfitas.- solo crecen en medio

con 100% agua de mar.

De las 38 colonias aisladas se seleccionaron 17 para su identificacion, las
cuales presentaban tolerancia de crecimiento en medio con 100% agua de mar.

De las 17 cepas seleccionadas 3 resultaron halotolerante y 14 halofitas.

Por medio de identificacidon molecular se lograron identificar 12 cepas por medio

de los cebadores ITS1/ITS2 y 2 por medio de los cebadores UN-SSU-817/NS4,
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sin embargo dos cepas no pudieron ser identificadas ya que aunque lograron
ser aisladas presentaron inviabilidad en la resiembra, por esta razén no se pudo
obtener ADN de buena calidad para su identificacion. Por su morfologia colonial
y miceliar, estas cepas fueron consideradas como Cladosporium sp. De las
colonias trabajadas 16 pertenecieron a la division Ascomycota y solo 1 fue de la
division Basidiomycota. La mayoria de las cepas identificadas pertenecieron al
género Cladosporium sp, seguido por el género Aspergillus sp y Talaromyces
sp. El resto de las cepas fueron otros géneros, En el apéndice 1 se muestra un
catalogo fotografico de las cepas identificadas y en la figura 6. Se representa el

porcentaje de los géneros identificados.

Frecuencia (%)

-
-
- 3

b

B

B
- @
-d
d:

Q\Q/ Qo)‘(\ 5 \0((\

Géneros identificados

Figura 6. Frecuencia (%) de géneros identificados.

En la figura 7 y 8 se presentan los arboles filogenético de las cepas

identificadas molecularmente.

31



Phialosimplex salinarum KF274690
Phialosimplex salinarum KF274689
8| Phialosimplex salinarum KF274688
66| | Phialosimplex salinarum KF274692
Phialosimplex salinarum KF274685

100 C36 KX236325

Aspergillus rubrum HM116370
C34 KX236322
| 98

C5 KX236324

99 | Aspergillus costiformis FR837960

— _| C35 KX236323
85

Aspergillus tonophilus GU564511

Aspergillus amstelodami LN482432
Aspergillus cristatus JQ743649
C33 KX236319

Aspergillus cristatus GU784865
C42 KX219721
C39 KX219723

S Talaromyces assiutensis KM458833

Talaromyces sp GU973754
Talaromyces sp KM014541
79 | Epicoccum nigrum KT316740

96 |! Epicoccum nigrum KT316726
C38 KX219724
Cladosporium ramotenellum LN834387
o6 [~ C41 KX219722

Cladosporium ramotenellum LN834385

Cladosporium ramotenellum LN834386
—— C15 KX236320

Scopulariopsis sphaerospora KP268997
C4 KX236321
Scopulariopsis sp JX852370

98

Microascales sp KM063223
Microascales sp HQ649994
C11 KX219725

P Peniophoraceae sp KC771452
66 Peniophora pini EU118651
67 ! Peniophora incarnata JF439504

|
0.1

Figura 7. Arbol filogenético de las cepas identificadas molecularmente por

medio de los cebadores ITS1/ITS2.
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Chaetomium elatum KM096364

93
Chaetomium sp KM096285

Chaetomium globosum JX096924

C25 KX236326

C9 KX236327

Pleosporales sp HQ696086

100
Phoma sp AB303548

Phoma sp KJ669187

0.0050

Figura 8. Arbol filogenético de las cepas identificadas molecularmente por

medio de los cebadores UN-SSU-817/NSA4.

Se realizaron pruebas de susceptibilidad antibacteriana, encontrando dos cepas
con bioactividad, la C38 correspondiente al género Epicoccum sp, la cual
presentd inhibicion contra E. coli (halo de inhibicion 1.55 cm) y contra S. aureus
(halo de inhibicion 1.45 cm) y la cepa C11 correspondiente al género
Peniophora sp la cual presentd inhibicion contra S. aureus (halo de inhibicién
1.15 cm). Ninguna de las cepas present6 actividad contra P. aeruginosa. En la
figura 9 se presentan las fotos de las pruebas de susceptibilidad de las cepas

gue resultaron bioactivas.
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S. aureus

Figura 9. Cepas de hongos mostrando susceptibilidad bacteriana frente a S.
aureus, E. coli y P. aeruginosa. Como control positivo se tomé a la cepa AMB

ubicada en el cuadrante izquierdo superior, perteneciente al género Penicillium.

sp.
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VIII. Discusién

Como se mencioné previamente, se lograron aislar 38 micromicetos de las 26
estaciones muestreadas. Se encontr6 que es frecuente encontrar de 1 a 2
aislados por estaciéon de muestreo, en solo 2 estaciones se logré el maximo
aislamiento (5 hongos). Para el aislamiento de micromicetos en sedimentos
marinos se han utilizado diferentes condiciones de cultivo las cuales incluyen
alta presion (1-200 bar), temperaturas de 5°C 6 30°C y la utilizacion de
diferentes medios de cultivo (Roth et al., 1964; Damare et al., 2006; Singh et
al.,2010 y 2012) Se ha reportado que en el medio MEA (agar de extracto de
malta, por sus siglas en inglés) utilizado a 1/5 de concentracion a 200 bar 5°C
se han obtenido el mayor nimero de aislamientos. En este estudio se utilizé el
medio YEPD al 100% de concentracion a temperatura ambiente y obscuridad,
estas condiciones resultaron favorables para el aislamiento de micromicetos de
sedimentos marinos en comparacion con otros trabajos. Singh y colaboradores
(2010) reportaron que en un estudio realizado en el 2006 obtuvo 28
micromicetos de 496 sedimentos, Damare y colaboradores (2006) pudieron
aislar 181 micromicetos de 672 sedimentos y Singh y colaboradores (2010) 28
micromicetos de 20 sedimentos, todos estos estudios fueron llevados a cabo en
la cuenca central de la India. Singh y colaboradores (2010) y Roth y
colaboradores (1964) sugieren que la diferencia de la frecuencia de
recuperacion de micromicetos, puede ser debida a las condiciones
oceanograficas; en este estudio observamos que también pueden depender del

tipo de medio utilizado, antibidtico, obscuridad, temperatura, entre otras

35



condiciones de cultivo.

Con relacion a la tolerancia de crecimiento en agua de mar de las cepas
aisladas, podemos decir que la mayoria se encuentran adaptadas a este medio
ya que un 45% de los aislados resultaron ser cepas halotolerantes (8%) y
halofitas (37%). Segun la clasificacibn de Kohimeyer & Kohlmeyer (1972)
podemos decir que las cepas no haldfitas corresponden a micromicetos no
marinos, las cepas halotolerantes a micromicetos marinos facultativos y las

haléfitos a micromicetos marinos.

De los 17 micromicetos seleccionados para su identificacion el 94.11%
pertenecieron a la division Ascomycota, estos fueron agrupados en 6 géneros
(Aspergillus sp, Cladosporium sp, Chaetomium sp, Epicoccum sp, Talaromyces
sp y Phialosimplex sp), otras dos cepas solo pudieron ser identificadas a nivel
de orden, pertenecientes a Pleosporales y Microascales, y solamente un
micromiceto pertenecid a la division Basidiomycota, del género Peniophora sp.
El andlisis filogenético realizado a las secuencias obtenidas por medio de los
cebadores ITS1/ITS2, confirma que las cepas se encuentran agrupadas con los
géneros y ordenes previamente mencionados ya que cada clado se encuentra
bien delimitado con un apoyo de bootstrap de mas del 70%. En cuanto a las
cepas identificadas por medio de los cebadores UN-SSU-817/NS4, se puede
considerar que la cepa C9 pertenece al clado de Pleosporales con un soporte
de bootstrap del 100%. En cuanto a la cepa C25 la secuencia con mayor

similitud pertenecié a Chaetomium globosum (NUmero de acceso del Gene
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Bank: JX096924) con una valor de E= 3e-158, una identidad del 98% y una
cobertura del 99%, todas las otras secuencias alineadas también pertenecieron
al género Chaetomium sp con un valor de E= 2e-156, una identidad del 98% y
una cobertura del 99% (Numeros de acceso del Gene Bank: C. elatum.-
KM096366; C. elatum.- KM096364; C. globosum.- KM096357) sin embargo, el
resultado del andlisis filogenético y la prueba de bootstrap sugiere que existe
una distancia filogenética entre la secuencia aislada y las obtenidas del Gene
Bank, esta distancia pude deberse a que el tamafio de la regién que se
amplificé no fue suficiente para poder establecer la relacién o que realmente se
trata de otro género o especie. Para descartar estas ambigliedades sera
necesario amplificar otras regiones que contengan mayor numero de bases

para poder compararlas con las bases de datos de genes disponibles.

Los Ascomycetos han sido reportados con frecuencias altas en sedimentos
marinos por otros autores (Singh et al., op. cit.; Damare et al., op. cit.; Jones et
al., 2009) lo anterior, concuerda con lo encontrado en este trabajo. En cuanto a
los géneros identificados Cladosporium sp (29%) y Aspergillus sp. (24%) fueron
los mas frecuentes, estos géneros también han sido reportados como
frecuentes y abundantes en muestras de origen marino (Raghukumar vy
Damare, 2008; Gunde-Cimerman y Zalar, 2014; Damare et al., op. cit.; Singh et
al., 2010 y 2012). No fue posible aislar levaduras en este estudio, esto podria
deberse a que las condiciones de cultivo no fueron las adecuadas para el

aislamiento en levaduras. Singh y colaboradores (2010) utilizaron YEPD a 1/5
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de la concentracion en su estudio y obtuvieron un aislamiento del 60% de
levaduras. Es posible que la utilizacion del medio concentrado utilizado en este

estudio interfiriera con el crecimiento de levaduras.

Todos los hongos aislados en esta investigacibn han sido previamente
reportados en muestras marinas: Pleosporales (Singh et al., 2012) y Epicoccum
sp (Ahumada-Rudolph et al., 2014) aislados de sedimentos marinos;
Microascales de madera de mangle (Alias & Jones, 2000); Chaetomium sp de
playas costeras en México (Gonzélez et al., 1998) y de material vegetal (Jones
et al., op. cit. and Singh et al.,, 2012) y Peniophora sp de esponjas marinas
(Bonugli-Santos et al., 2016). Phialosimplex sclerotialis y P. caninus han sido
reportados recientemente en sedimentos marinos profundos (Singh et al., 2012)
y Phialosimplex salinarum fue reportada como nueva especie aislada de minas

de sal en Alemania. (Greiner et al., 2014).

Algunos de los micromicetos encontrados en este trabajo ya habian sido
reportados en nuestro pais en muestras marinas, tal es el caso de: Aspergillus
sp (arena, Gonzélez et al., 1998), Cladosporium sp (arena, Gonzalez et al., op.
cit.), Pleosporales (arena, Gonzélez et al., op. cit. y mangle, Kohimeyer, 1968),
Microascales (arena; Gonzéalez et al., op. cit. y espuma, Kohimeyer, op. cit.) y
Chaetomium sp (arena, Gonzalez et al., op. cit.) sin embargo, no hay reportes
en sedimentos marinos profundos para México, exceptuando este trabajo, que
es el primero de ellos, reportando por primera vez a: Talaromyces sp,

Phialosimplex salinarum, Epicoccum sp, y Peniophora sp.
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En cuanto a la produccion de matabolitos con interés biotecnologico, solo dos
géneros presentaron actividad antibacteriana: Epicoccum sp, en contra de S.
aureus y E. coli y Peniophora sp en contra de E. coli. Ya se habia reportado a
Epicoccum nigrum (aislado de algas marinas y de esponjas) como productor de
Epicorazina A y B (Baute et al., 1978), estos compuestos presentan actividad
antibiotica superior a la ampicilina contra S. aureus (Xing et al., 2011; Henriquez
et al., 2014). Se ha logrado aislar un compuesto activo (acido masmarico) de
Peniophora latea el cual resultdé ser un antimicrobiano de amplio espectro
(Kupka et al., 1982). P. affinis produce Peniophorina A y Peniophorina B, ambos
compuestos muestran actividad contra bacterias gram positivas y gram
negativas (Gerber et al.,, 1980). Drosophilina A y Drosofilina A Methyl Ether
fueron purificadas de P. fastuosa, estos compuestos también demostraron tener
propiedades antibiéticas (Teunissen et al., 1997). Cabe mencionar que todas
las especies de Peniophora sp previamente mencionadas fueron aisladas de
esponjas marinas. Se requieren mas estudios sobre las especies aisladas en
este trabajo, ya que al provenir de sedimentos marinos podrian presentar otros
metabolitos secundarios distintos de las especies aisladas de esponjas y de

algas, los cuales podrian ser empleados en la industria farmacéutica.
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IX. Conclusiones
1. Por medio de las condiciones de cultivo propuestas, fue posible aislar por
cultivo 38 micromicetos provenientes de sedimentos marinos de la Bahia

de Loreto en Baja California Sur, México.

2. Fue posible identificar por medio del ITS1/ITS2 y UN-SSU-0817/NS4

catorce cepas de las treinta y ocho aisladas.

3. Se pudo comprobar la actividad antibacteriana de dos de las cepas
aisladas, pertenecientes a los géneros Epicoccum sp y Peniophora sp, la
primera en contra de E. coli y la segunda en contra de E. coli y de S.

aureus.
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X. Apéndice I: Catalogo fotografico de las cepas identificadas

Orden: Microascales

Cepa: C4

No de identificacion Gene Bank: KX236321
Estacion: E3

Aumento microscopio 6ptico: 1000X
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Género: Aspergillus sp

Cepa: C5

No de identificacion Gene Bank: KX236324
Estacion: E17

Aumento microscopio optico: 1000X
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Orden: Pleosporales

Cepa: C9

No de identificacion Gene Bank: KX236327
Estacion: E28

Aumento microscopio 6ptico: 1000X
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Género: Peniophora sp.

Cepa: C11

No de identificacion Gene Bank: KX219725
Estacion: E17

Aumento microscopio 6ptico: 1000X
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Género: Cladosporium sp.

Cepa: C15

No de identificacion Gene Bank: KX236320
Estacion: E23

Aumento microscopio 6ptico: 1000X
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Género: Chaetomium sp.

Cepa: C25

No de identificacion Gene Bank: KX236326
Estacion: E15

Aumento microscopio 6ptico: 1000X
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Género: Aspergillus sp.

Cepa: C33

No de identificacion Gene Bank: KX236319
Estacion: E11

Aumento microscopio 6ptico: 1000X
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Género: Aspergillus sp.

Cepa: C34

No de identificacion Gene Bank: KX236322
Estacion: E9

Aumento microscopio 6ptico: 1000X
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Género: Aspergillus sp.

Cepa: C35

No de identificacion Gene Bank: KX236323
Estacion: E21

Aumento microscopio 6ptico: 1000X
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Género: Phialosimplex sp.

Cepa: C36

No de identificacion Gene Bank: KX236325
Estacion: E26

Aumento microscopio 6ptico: 1000X
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Género: Epicoccum sp.

Cepa: C38

No de identificacion Gene Bank: KX219724
Estacion: E24

Aumento microscopio 6ptico: 1000X
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Género: Talaromyces sp.

Cepa: C39

No de identificacion Gene Bank: KX219723
Estacion: E12

Aumento microscopio 6ptico: 1000X
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Género: Cladosporium sp.

Cepa: C41

No de identificacion Gene Bank: KX219722
Estacion: E6

Aumento microscopio 6ptico: 1000X
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Género: Talaromyces sp.

Cepa: C42

No de identificacion Gene Bank: KX219721

E15
Aumento microscopio 6ptico: 1000X

on:

Estaci
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