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1. INTRODUCCION

1.1. CONCEPTC DE METABOLISMO SECUNDARIO

La definicidn exacta del concepto de metabolismo
secundaric es muy compledia. En términos generales se puede consi-
derar que el metabelismo secundario incluye todos aguellos proce-
sos por medio de los cuales los microorganismos producen sustan-
cias que por su naturaleza gquimica no pueden considerarse
necesarias en su cicle vital ni para el crecimiento ceiular.

ia regulacidn del metabolismo secundario de los
microorganismos incluye un control nutricional y un ceonirel de la
tasa de crecimiente y se halla intimamente relacionada con la
regulacisn del metabolismo primaric (Drew y Demain, 19773.

Una ilustracidn esquemdtica ideal de 1z relacion
entre el crecimiento y la produccion de metabolitos secundaries
se presenta en la Fig, num, 1,

En la primera fase, denominada trofofase, exisie
una marcada produccion de biomasa sin gue se detecte la presencia
de metabelismo secundarie.

Cuande 2l crecimiento declina o cesa totalmente,
empieza la segunda fase ¢ idiofase que se caracteriza por un
ligero incremento de la biomasa y por ia preoduccicén de metaboli-
tos secundaries.

INTRODUCCION 1
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Fig. nGm. 1.- Representacion esquematica de 1la Trofofase e
Idicfase, relacionande el crecimiente con 1ia
produccion de metabolites secundaries (Hirsch,
1881).
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En la préactica cuando los microorganismos crecen
en un medio de cultivc cocmplejo la relacisn entre estas dos fases
puede variar ligeramente, sin embargo, al desarrcllarse en un
redio minimo se puede producir un solapamiento o completa asccia-
cion de las dos fases.

Los requerimienios nutritivos ejercen una nota-
ble influencia en la expresidn del metabelismo secundario. En
general, el metabolismo secundaric se inicia cuando las condi-
ciones nufricionales son limitantes y cesa el crecimiento, En
diversos estudios se ha observado que en la regulacién del meta-
bolisme <secundario estan implicadas diversas fuentes de carbone,
energia, fdsforo y nitrégeno (Griffin, 19813,

Los mecanismos gue regulan el matabelismo
primaric estan implicados en la regulacidn del metabeolismo
secundario (Drew y Demain, 1S877). Se ha observado, por ejemple,
gue las enzimas especificas de las vias hiosintéticas del meitabo-
lisme secundaric estan ausentes durante la trofofase. Otros es-
tudios indican que estas enzimas estan baje la regulacicén de la
represidn catabdlica que ha sido demostrada al ensayar el efecto
de inhibidores del RNA y de la sintesis proteica scbre las enzi-
mas de la sintesis del metabelisme secundario, mostrando gue es
nececaria una nueva sintesis proteica para la aparicidn de estas
enzimas, perc no actUan porque estén inactivadas (Griffin, 1977).

La naturaleza concreta de los mecanismos mele-
culares de la regulacién nutricicnal en el metabolisme secundaric
es desconocida; sin embargo si se conoce la importancia que
ejercen la represidn catabdlica y la inhibicidn del catabolismo
sobre el mismo.

Los metabolitocs secundarios sen preductes na-
turales (Drew y Demain, 1977}, Algunos tienen capacidad anti-
bigtica y pueden ser elaborades y acumilades por organismos vivos
de complejidad y caracteristicas diversas, entre los que destacan
hongos miceliares, Actinomycetales, algunas algas, liquenes, oiros
vegetales e incluso algunos insectos (Demain y Piret, 13921).

El suele v los productes agriceolas contienen
también sustancias antibacterianas y antiftngicas y debemos
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destacar la gran importancia que tienen actualmente en los
problemas de salud publica la produccidn de micctoxinas por parte
de hongos miceliares tanto en los vegetales en el campo como
durante el almacenamiento de las cosechas o de pilensos ¥y
alimentos destinados al consumo (Griffin, 1981).

Las micotoxinas se describen come metabolitos
secundarios elaborados y acumulados por diversas especies
fungicas que se caracterizan por su potencial poder mutagénico ¥y
sus propiedades antibiéticas (Garraway y Evans, 19841,

Un tema de discusién entre los diversos investi-
gadores, se centra en descifrar, si la produccién de antibidticos
por parte de un microorganismo, le proporciona una ventaja de
supervivencia frente a ofras especies.

En 1la naturaleza existen muchos cases de
competencia entre bacterias, nongos, protozoos, entre otros. Como
sjemplo mencionaremos el casc de la formacidn de pigmentos por
Serratia marcescens (prodigiosina) y Chromobacterium violaceum
(violaceina}, 1los cuales protegen & estas bacterias de Ser
ingeridas por protczeos (Demain y Piret 19813, en tanto gue las
cepas nc pigmentadas, son facilimente ingeridas.

fstas mismas observaciones se han podido deduclr
en varios microorganismos productores de metabolitos secundarios
comn el Acido penicilico, 1la piccianina ¢ la citrinina, entre
ctros (Griffin, 19811,

Las investigaciones indicadas, sugieren que en
el medio natural, el antagonismo entrs los microorganismos esta
relacionado con la produccién y acumulacion de sustancilas irhibi -
doras como consecuencia del metabolismo secundario de los mi-
croorganismes producteores (Weinberg, 1981).

El estudio de las sustancias antagonistas elabo-
radas por los microorganismos en su metabolismo secundarie fue
iniciado por Pasteur en el afc 1877,

Desde los estudins de Pasteur han sidc numeroses
ios investigadores que han centrado su intersés en el estudio del
metabolismo secundario de los microorganismos, culminando estas
investigaciones en el descubrimiento de los agentes antimicrobia-
nos, aiguncs de los cuales han podido ser utilizados con fines
terapéuticos, inciandose con elle la era de los antibidticos.
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la produccién de metabolites secundarios puede
ectar considerada como un tipo de diferenciacion biogquimica gue
en muchos casos puede estar acompanada de diferenciacién morfolo-
gica (Drew y Demain, 1977).

La mayoria de los metabolites secundarios son de
origen microbiano o de origen vegetal. Una mincria se han encon-
trado a partir de artrépodos o en animales wmarinos primitives
{(Weinberg, 1981).

El 40% de los hongos filamentosos, actinomicetos
y liguenes aislados de la naturaleza producen antibidticos {(De-
mein & Piret, 1981).

El metabolisme secundaric estd muy extendido
antre los microorganimos y emplea una maguinaria enzimatica muy
compleja, por lo que probablemente los productos resultantes de
dicha accisn deben tener un papel para la célula gque los elahora y
acumula (Froysher, 19781,

Generalmente las especies producioras de estos
metabolitos secundarios poseen un crecimiento lento o bien en
ocasiones se manifiesta en aquelles cultivos cuyes individues han
dejado de dividirse, por lo gue se sugiere que =1 metabolismo
secundario puede desempefiar un papel en los proceses de diferen-
ciacién celular (Bu'lock, 1979). También se ha descritc una acti-
vidad similar en el caso de determinadas hormenas durante el mismc
proceso (Luckner et ai., 1977:.

Segin los estudios de Haavik, publicades en el
afic 1979, las especies han desarrollado el metabolismo secundario
come mejor respuesta 2 las peculiaridades y fluctuacicones del
medic que las rodea o incluse para ser capaces de invadir nuevas
localizaciones. El1 metabolismo secundario, en este contexto,
podria ser considerado come una ceonsecuencia de las variaciones
ambientales, y por tanto coms un mecanismo que incrementa las
posibilidades de adaptacién o de supervivencia en el medio que
determina un cambio en las especies que lo producen.

Entre las diferentes funciones gque han sido
atribuidas a los antibiodticos, se incluyen algunas que no  son
facilmente demostrables, p. e. los metabelites secundaricos po-
drian ser productos sobrantes del metabelismo celular, materiales
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de reserva alimenticios o hien productos resultantes de la degra-
dacidn de macromoléculas (Demain, 1974).

las siguientes:

Otras hipétesis que deben tenerse en cuenta son

a. -

Hipdtesis de la competencia (Demain, i981)

La produccidn de antibidticos conllevaria la
inhibicién o muerte de especies competitivas
del entorno del microorganismo producter.
Esta seria una ventaja frente a la competen-
cia de los individuos del entorno natural.

Hipétesis del mantenimiento (Bu’Lock, 1961)

la funcidén del metabolisme secundario es
mantener la maquinaria bioguimica necesaria
para la multiplicacidn celular cuande el
crecimiento no es posible. Ne es el producte
final del metabolismc secundario lc¢ impor-
tante, sino que lo fundamental es que se de
al metabolismo.

Hipdtesis del desequilibrio de crecimiente
(Weinberg, 1971).

Los mecanismos de control de algunos mi-
croorganismos no serian lo suficientemente
eficaces comgc para prevenir la sobresintesis
de determinados compuestas del metabolismo
primario que no se producen cuando el creci-
miento estd equilibrado. Estos metabolitos
primarios sobrantes o en exceso son trans-
formados en metabeolitos secundarios que son
excretados por la célula productora. Esta
transformacién permite ia supervivencia del
microorganime. Segin esta hipdtesis seria
mds impertante el metabeolismo secundario en
si, que el preoducto resultante de aguel.
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d.- Hipdtesis de la detoxificacion
{Dhar & Khan, 1871)

Esta hipétesis propone que las moléculas
acumuladas por el microorganismos y que le
son toxicas son transformadas en no tdéxicas
¢ menos toéxicas a través del metabolismo
secundaria.

g.- Hipétesis de la diferenciacidn
(Ito & Spezizen, 1972)

ia diferenciacién bioquimica de los microor-
ganismos viane acompahada en multitud de
ccasiones de diferenciacién  morfolégica
necesaria para la célula, p.e., el proceso
de esporulacién o de conidiacion.

Los metabolitos secundarics son sintetizados
mediante diferentes vias enziméticas a partir de precursores gque
pueden ser intermediarics del metabolismo primario. Los diferen-
tes procesos de 1la biesintesis son llevados a caebe mediante
enzimas que son especificos para cada metabclito secundario,
aungue existen casos en gue un enzima presenta una especificdad
de sustrato mas amplia por lo que puede actuar con una familia de
compuestos concreta (Martin & Liras, 1989).

Los mecanismos enzimdiicos que se utilizan en el
metabolismo secundario son muy complejos. Un mismo enzims pusade
actuar en dos sentidos opuestos en dos especies diferentes.

¥l sistema de regulacidén del metaboliismo se-
cundario puede variar mucho. Suele existir una regulacidn de tipo
nutricional de gran importancia., También puede existir control
mediante moléculas enddgenas: autorreguladoras. Estas moléculas
pueden tener un papel importante en la diferenciacidn es-
tructural, p.e. la produccitn de micelio aéreo de algunos Actino-
mycetales (Demain, 19856).
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Otro proceso de regulacién viene dado por el
fosfato o por elementos traza gue se hallan en el medic ambiente,
p.e. la concentracién de zinc es critica para la produccion de
jdiolitos en el casoc de los hongos miceliares y de leos Actinomy-
cetes. Otros grupos de microocrganismos poseen requerimientos
nutricionales o limitaciones para otros elementos, entre los que
destaca el cobre.

Existen sistemas en los que la presencia de un
elemento traza estimula la produccién de metabelitos secundarios,
pero la concentracion mds elevada de otros inhibe la formacidn de
aguellos. En estos cases el control suele llevarse a cabo median-
te proteinas alestéricas (Weinberg, 1978). Los mutantes que son
capaces de escapar de estas restricciones ambientales producirén
una mayor concentracién de metabolitos secundarios (VWeinberg,
1881 3.

Los genes que contienen la informacidén para la
biosintesis de antibiéticos pueden ser cromosémices o extracro-
mosémicos. En hongos filamentosos y en plantas, los genes que
codifican el metaboclisme secundario suelen estar localizades en
diferentes cromosomas.

Se ha planteade la hipétesis de gue las enzimas
necesarias para el metabelisme secundario en las células eucario-
tas se encuentran en organulos. Es decir que existe una comparti-
mentizacisn de los enzimas en diversos organules (Martin y Liras,
19883,

la expresién de los genes que codifican la bie-
sintesis de los antibidticos no suele elevada, por lo que se cree
que durants la fase de alto crecimiento celular las sintetasas de
los antibidticos no son sintetizadas o bien gque en caso contra-
rio, se encuentran inhibidas.

Frecuentemente los metabelitos de las vias
primarias suministran los precurscres del metabolismo secundario.
En ia Fig., num. 2 se resumen las vias metabélicas que interrela-
cionan el metabolismo primaric y el secundaric.
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FENOLES AMINCACIDOS —— AMINOACIDOS
AROMATICOS
l
TRIPTOFANO PIRUVATO
5
&1 CALOIDES

POLICETIDOS, FENOLES
2

CICLO DE TA UREA-——ASPARTATO ACETIL CoA ACIDOS GRASOS
3

5 ACIDC MEVALONICO

\ CI*RATO ISGPRLNOthS

CICLC TCA
GLUTAMATv
5

ESTERCIDES CARO”ENGLDES TERPENCS

Fig. num. 2.- Interrelacicnss entre el metabolismo primario y el
secundaric. 1. Metabolitos derivadecs de la gluco-
sa. 2. Ruta del malonato-acetato. 3. Ruta del
dcido mevalonica. 4. Ruta del acido shikimico y 5.
Ruta de los derivados de aminocacidos Grif -
fin,19811).
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Las rutas a seguir para la bicsintesis de anti-
bidticos suelen estar ramificados. Al principic s2 ramifican para
producir metabolitos primarios por una via y secundarios por la
otra. En algunos cascs, el producte final resultante del metabo-
lismo primario produce un efecte “feed-back™ negative, por lo que
se inhibe tantc la sintesis de los metabolitos primarios como los
secundarios.

En algunos casos actUan correpresores o inhibi-
dores de las sintetasas de los antibidticos. Estos correpresores o
inhibidores tienden a “desaparecer™ para gque la sintesis de anti-
biéticos pueda tener lugar, p.e. mediante la regulacidn por nitro-
geno, por fosfatos o por glucosa.

Otro sistema de regulacién seria mediante un
inductor o un activador que deberia ser sintetizade por las
células productoras de antibidticos o ser anadide al cultivo para
iniciar la biosintesis (Martin & Demain, 1980).

Una vez iniciada la sintesis de antibidticos,
pueden exitir tres posibles razones, por las que dicha sintesis
se inhiba:

1.- Desaparicidn irreversible de una o de varias
de 1lac enzimas que intervienen en la sinte-
sis del anftihidtico.

2.- Por efecto de "f=zed-back™ negativo por parte
del antibidtice acumulado.

3.- Por carencia de precurscres intermediaries
del antibictico.

En 1a naturaleza, el restrasc en la produccidn
del antibidtico hasta después de la irofofase es util para el
microorganismo productor, gue suele ser sensible al antibidtico
que el mismo produce mientras se halla en fase de crecimiento.
Durante la idiofase el microorganismo productcr desarroila
resistencias. Esto puede conseguirlo de varias formas: mediante
modificaciones enzimAticas del antibiodtico, alteraciones del
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punto de actuacion o modificando la cantidad de antibidético excre-
tado (Martin & Demain, 1980). Las resistencias gque se desarrollan
son fenotipicas.

Los microorzanismos gue producen un determinade
antibiético scn mas resistentes a la accion de diche antibidtico
gue las especiss incapaces de sintetizarlo. Este nivel de
resistencia parece venir determinado genéticamente. En general,
los pmutantes con alto poder de produccién, presentan un  mayor
nivel de resistencia al propic antibiético (Waksman ¥
Lechevalier, 1982).

Un mecanismo por el cual un microcrganismo puede
mantenerse resistente al antibistico gue el mismo ha sintetizado
consiste en modificar la permeabilidad celular, p. e. el anfibio-
tico es bombeado hacia el exterior celular contra gradiente de
concentracien. Durante la idiofase, una disminucion en la permea-
bilidad celular puede proteger al microorganismo de las altas
concentraciones sxtracelulares de su propio antibidtico.

También muchos microorganismos sintetizan enzi-
mas los cuales son capaces de inactivar el antibidtico o bien de
convertirlo en un derivado menos téxico. A veces la inactivacién
puede darse por la accién de un metabolito producide per 1la
propia célula (Cundliffe, 1889).
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1.2, DESCRIPCICN DEL GENERO Arthrinium

Una descripcion del la género Arthrinjum fue
publicada por M. B. Ellis. Este micdlogo recopilé todes 1les
datos relativos al género Arthripium y las especies aceptadas
hasta el afio 1976 en ios des tratados sobre Hyphomycetes dematia-
ceos que publicd en el aho 1971 y 1976, respectivamente. bajo los
titulos Dematiaceous Hyphomyceies y More Dematiacecus Hyphomy-
cetes,

Las cepas que pueden ser inciuidas en el género
Arthrinium se caracterizan, segun Ellis (1971, 1976), por los
siguientes aspectos:

*Las colonias son compactas o dispersas, de color
negro o marrdn negruzco oscuro y frecuentemente poseen aspecto
aterciopelado. Las fructificaciones son generalimente superficia-
les. El micelic es parcialmente superficial, parclalmente sumer-
gido, en ocasiones las hifas forman conexiones entre ellas y
pueden llegar a ser bastante estrechas para atravesar las cuticu-
las del hospedador. No poseen esiroma y carecen de setas e hifo-
podios. Los conididforos sen tipicamente basduxicos, macrone-
matoscs y mononematosos y se originan a partir de células madres
aisladas, subesféricas, ampulifcrmes, con forma de tonel o de
porra. Scn simples, a menudo estrechas y ligeramente cilindricas,
generalmente incoloras  excepto por la presencia de un septo
transversal que puede ser altamente refringente y generalmente de
color marrén. lLas células conididgenas son integradas, terminales
e intercalares. Tipicamente poliblasticas y denticuladas.

Los conidiecs o blastoconidios son soiitarios,
laterales ¢ en ocasiones ferminales. Poseen formas y tamanos
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diferenciales segin la especie y presentan un borde hialino
caracteristico o tube germinal marrondcec. Generalmente son de
paredes lisas y de color marrdén (phaeoconidios). Carecen de
septos. Algunas cepas presentan células estériles que se de-
sarrollan en la zona de formacién de los conidios y se caracteri-
zan por ser de menor tamafio que los conidios y de forma distinta
a ellos. Poseen en su interior une o mas cuerpos cubicos refrin-
gentes tipicos™.

M.B. Eliis; en la primera de sus obras titulada,
Dematiaceous Hyphomycetes, y posteriormente J. W. Charmichael y
cols, en 1la obra Genera of Hyphomycetes, pubklicada en el afio
1980, indican como sinonimos de Arthrinium =a los siguientes
géneros:

Camptoum Link, 1824
Goniosporium Link, 1824
Sporophleum Nees ex Link, 1824
Papularia Fries, 1825
Gonatposporium Corda, 1839
Microtypha Spegazzini, 1910
Tureenia Hall, 1915
Phaecoharziella ioubiére, 1324
Innatospora van Beyma, 1323

Pseudobasidium Tengwall, 1942

Racemosporium Moreau & Moreau, 1941

?Rhinocephaium Kamyschko, 1961
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Cole y Samson, en el afio 1879, definen el de-
sarrolle en los términos siguientes:

“El conididforo doliiforme del anamorfo Arthri-
nium de Apiospora mentagnei Saccardo, produce un conidio holo-
blastice apical, gue es inicialmente esférico, pero que se va
transfermando en lenticular. Al madurar el conidio, el cuello del
conididforce se esirecha ligeramente y se puede observar una
ruptura circular de la pared externa del conididéforo que repre-
senta un estadio inicial del crecimiento basduxico de la pared
interna de la célula conididgena. El desarrollo de las especies
de Arthrinium es caracteristico de una ontogenia basduxica. El
primer conidic se desarrolla holoblasticamente en el dpice del
conididforo. E1 crecimiento de la capa interna de la pared, por
debajo del septo basal del conidioc terminal, inicia el desarrollo
basduxico de la célula conidiégena y causa la ruptura de la capa
externa de 1la pared. La elongacicén de la ceélula conididgena
continua con la interposicidn de nueva pared, posiblemente desde
el interior de la célula madre, justo por debajo del 4&pice de
ruptura, Por encima de €l y concomitantemente con la elongacién
de la hifa féertil, tiene lugar el desarrollo heoloblasticeo de les
conidios de forma sucesiva y alternativamente a unc y otro lado
de la hifa fértil™.

Hoy en dia se acepta come correcta, aplicando
los criterios del XIII Congreso Internacional de Botdnica, cele-
brado en el afic 1982 en Sidney, Australia la siguiente deno-
minacidn para el género:

Arthrinium Kunze ex Fries 1821
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Fn el afio 1992, Larrondo y cols. ampliarcon en
algunos aspectos la descripcién de Ellls, aportande los siguien-
tes datos:

“Las colonias del génere  Arthrinium  se
caracterizan por ser compactas o dispersas, cuando se desarrollan
en agar extracto de malta al 2%, manteniéndolas por espacio de
siete dias a 28CC. Poseen coloracién blanquecina que con el
tiempo y a medida que maduran les conidios pasa a marronacea o a
negruzca, aungue en algunas especies se mantiene blanquecina en
una amplia zona de las colonias. Asimismo puede formar abundante
micelio aérec de coleor blanco o rosado, segun la especie. ElL
micelio rosado posee el pigmento intracelular, concentrado en
zonas especificas de la hifa, Forma abundantes clamidosporas
distribuidas por todeo el micelio, generalmente en situacién inte-
rcalar y solitarias, aunque puedan llegar a presentarse formando
cadenas. Las clamidosporas son capaces de germinar dande lugar a
ia formacién de nuevas colonias. Las celonias poseen en general
un olor caracteristico y abundante formacién de gotas de exudado
de color amariliento o rosado, trasparentes gue al evaporarse
dejan huella. Asimismo pueden presentar pigmento difusible en el
medio de cultivo, que es generalmente del mismo celor gque 1las
gotas de exudado, amarillento ¢ rosadc segun las especies. Llos
conidios son solitarios, laterales o en algunas especies termi-
nales. No forman cadenas. Poseen formas y tamafios diversos dife-
renciales seg(n las especies y poseen una zona que se observa
como hialina bajo el microscopic dptico y de densidad variable
bajo ei microscopio electrénice de barrido. Los conidios son de
color oscuro, marronaceo o marrén negruzco, carecen de septos y
generalmente poseen las paredes lisas. Algunas cepas poseen Cé-
lulas estériles que se desarrcllan en el lugar de formacidn de
los conidios y se caracterizan por ser de menor tamafio gue 1los
conidios y de forma diferente a ellos™.

En las Fotografias

iguientes pueden apreciarse
las caracteristicas diferenciales del g

s
1 género Arthripium.

INTRODUCCION 15



Fotografia num, 1.- Conidio tipico del geénero Arfhrinium.
Lz flecha indica iz zona marginal
caracteristica.



Fotografia num. 2.- Conidios del género_aArthrinium la
fiecha indica 1a presencia de un
conidio atipico.






Fotografia num. 4.- Conidio del género Arthrinium germinando.



%, - Conidies v celulas conidideenas
genero hrini




En su sustrato natural, Minter, destacé en el
afic 1985 que la forma de los conidios es tipicamente lenticular
aungue en algunas especies pueden presentarse morfologias diver-
sas: elipsoidales, alargados, poligonales, rectangulares, curva-
dos, entre otras. Asimismo, las especies de Arthrinium originan
conidios aparentemente deformes o anémalos que son de color
marronaceo claro. Estos conidios andmalos tienen su origen en la
fragmentacién de las hifas que se separan y dispersan y poseen ia
capacidad de formar nuevas colonias. La proporcion entre estas
formas no clasicas y las consideradas normales es muy variable
segun la cepa en estudio.

Las cepas de Arthripium presentan abundante
esporulacién al crecer en diverses medios de culitive y segin
Domsch y cols., 1980:

" 5 formacidn de conidios se ve favorecida si se
cometen las colonias a irradiacidén ultravioleia suave™.

Asimismo mencionan la capacidad de varias cepas
de descomponer la celulosa.

Actualmente se aceptan veintiocho especies del
género Arthrinium:

Arthripnium caricicola Kunze, 1817, Mvkol. Hefte S

Arthrinium puccinioides Kunze, 1823, Mykol,
Hef.,2: 103

Arthrinium sporophleum Kunze, 1823, Mykel. hefte
2: 104

Arthrinium morthieri Fuckel, 1870, Symb. Mycol.:
357
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arthrinium sphaergspermum Fuckel, 1873, Symb.
Mvcol. Hatchitr. 3: 79

Arthrinium anamorfo de Apiospora montasznei
{(Arthrinium arundinis (Corda 1838) Dyko y Sutton

Arthrinium ushuvaiense Spegazzini, 1887, Bol.
Acad. MNac. Cienc, Cérdeba 11: 103

Arthrinium kamschaticum Tranzschel y UWoronin,
1914, Bof. Otd., 2: 537-576

Arthrinjum saccharicola Stevensen, 1917, J. Dep.
Agric. P. Rice 1:223

Arthrinium cuspidatum Hohnel, 19235, Miti. Bot.
Inst. Tech. Hochsch Wien, 2{1): 15

Arthrinium anamorfo de Pseudoguignardia scirpi
{Arthrinium curvatum Kunze) Gutner, 1927, Mat,

Mikol. Fitop. Ross., 6: 311

Arthrinium curvatum Kunze var. minus Ellis, 1951,
Trans. Brit. Mycol. Soc. 34: 501

Arthrinium lobatum Ellis, 1963, Mycol. Pap. 87:
2l

Arthrinium spegazzinii Subramanian, 1965, Proc.
Indian Acad. Sci. Sect. B, 44: 124

arthrinium euphorbiae Ellis, 1965, Mycel. Pap.
103: B

Arthripium phaesospermum Ellis (comb. nov.), 1983,
Mycol. Pap., 103: 8



Arthrinium urticae Ellis, 1965, Mycol.Pap.103:16

Arthrinium luzulae Ellis, 1965, Mycol. Pap. 103: 18

Arthrinium sacchari (comb. nov.), 1965, Mycol.
Pap, 103: &

Arthrinium fuckelii, Gjaerum, 1967, Nytt. magasin
for Botanik 14

Arthrinium japonicum Pollak y Benjamin, 1989,
Mycologia Bi(id: 137

Arthrinium muelieri Eilis, 1976, More Dematia-
cecus Hyphomycetes: 447

Arthrinium aureum Calvo y Guarrc, 1380, TIrang.
Brit. Mvcol. Sec. 75¢i): 156-157

Arthrinium zlobosum Koskela, 1983, Karstenia 23:
13-14

Arthrinium marii Larronde y Calvo, 1990,
Mycologia 82: 296-398

Arthrinium serenensis Larrondo y Calvo, 1930,
Mycologia 82: 396-398

Arthrinium mediterranii Larronde y Calveo, 13892,
Mycologia 84: 175-%78

Arthrinium hispanicus Larronde y Calve, 1992,
Mycoiogia 84: 475-478
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Las especies del género Arthrinium estdn amplia-
mente distiribuidas en los mas diversos habitats, por lc gue se
pueden considerar de distribucidn cosmopolita, aungue son funda-
mentalmente sapréfitas o pardsitas de la celula vegetal, parti-
cularmente se desarrollan sobre Gramineas, en las que pueden
producir gran numero de conidios que se observan como masas
Negruzcas.

La presencia de cepas del generoc en estudio en
suelos y arenas es de importancia secundaria.

El mecanismo de dispersidn de los conidios es
violento, segin describic Webster en el afio 1966 vy a &1 puede
contribuir la accidn del viento, de los insectos o de leos mo-
lusces.
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1.3. EL ESTADO TELEOMORFICO

El anamorfo Arthrinium ha sido ceorrelacionado
con varios teleomorfos. En el anho 1925 von Hohnel sugirié gque las
. formas-especie de Papularia eran los estados conidiales de Apios-
pera y Rhopographus. Seis afios después, Petrak, indicd que Pa-
pularia arunpdipis era la forma conidial de Apiospora montagnei.
Sin embargo estos investigadores no demostraron experimentalmente
sus hipétesis.

La primera conexidén demostrada experimentalmente
entre el anamorfo y el telecmorfe de Arthrinium fue realizada por
Gutner en el afo 1927, ya gue al cultivar la especie anamorfa
Arthrinium curvatum socbre tallos esterilizados de varios vege-
tales, obtuvo los estados anamdérficeos y telecmorfices. El estado
teleomérficeo, solo fue chservado en cultivo y se denoming Pseudo-

guignardia scirpi.

Ellis et al. en el afio 1965, obtuvieron el
teleomorfo de Arthrinium curvatum var. minus similar a Pseudogui-
gnardia scirpi, pero caracterizado por poseer las ascosporas de
tamafio menor y mAs curvadas. Unicamente fue posible obtenerlo en
cuitive de laborateorio y nc en condiciones naturales.

La especie Pseudoguignardia scirpi se incluye
entre los Ascomycetos unitunicados del Orden Sphaeriales. Autores

come Mulier et al. (1962), Ainsworth (1376} y von Arx  (1981)
consideran a este género como sindénimo de Physalospora HNiessl,
mencionandoloc como el teleomorfo correspondiente al anamorfo
Papularia, aungue otreos micéloges entre los que destacan Kendrick
(1979) y Domsch (1980), continuan citando a ambos teleomorfos
separadamente y como teleomorfos del género Arthrinium.
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En el afio 1963 Hudson observd ascosporas y asce-
carpos de Apiospora montagnei scobre restos de Saccharum offi-
gcinarum y Bambusa vulgaris., A partir de la germinacidén de estas
ascosporas en un medic de cultivo con harina de avena, consiguid
ocbtener un estado conidial, gque identificé como Papularia arundi-
nis, Posteriormente, en 1976, Hudson et al. a partir de
ascosporas de @Apiospora sp., aisladas de Arundinaria anceps ¥
Pseudosasa japonica, obtuvo, sobre medios de cultivo, el anamorfo
Papularia sphaerospermum, aportande nuevos datos acerca de la
relacion entre el anamorfo Papularia = Arthrinium y el teleomorfo
Apiospora. Asimismo, constaté que en la Naturaleza pueden coexis-
tir los dos estados sobre el mismo huédsped, pero nunca logré
obtener el teleomorfo en cultives de laboratorio.

El género Apiospora es el Gnico entre los Asco-
mycetes que en su fase anamorfa posee una conidiogénesis de tipe
basauxice y no se ha encontrado ningun otro tipo de conididgene-
sis asociada a este teleomorfo ya que Arthrinium, Pteroconium,
Cordella, Scyphospora v Nigrospora, aceptados como anamorfos
asociados a Apiospora, tipicamente presentan esie tipo de forma-
cidén de les conidios,

Las ascosporas del género Apiospora se caracte-
rizan por ser bicelulares. Poseen un septo que delimita dos
células, una superior de mayor tamafio y otra basal ¢ inferior. En
ecte génerc se incluye un reducide numerc de especies, la mayoria
de ellas tienen como hospedadores a especies de 1as Familias
Poaceae y Ciperaceae.

La especie relacionada directamente con Arthri-
nium es Apiospora montagnei. Fue descrita por Saccarde en el afic
1875. Los asceocarpos de Apipspora montagnei se desarrcollan, gene-
ralmente en los entrenudos de los tallos de Bambusa vulgaris vy
sobre hojas de Saccharum officinarum. Los ascocarpes son inicial-
mente globosos, pero al madurar presentan una zona lateral com-
primida. Miden de 130 a 200 um de didmetro, poseen cuellos de 79
a 100 um de longitud y un espesor de pared entre 16 y 25 pm. Los
ascos son unitunicados, aungue al ser observados al microscopio
6ptico parecen bitunicados, a consecuencia del grosor de la
pared. Las ascosporas son hialinas o de color amarille. Se pre-
sentan en numero de ocho y estan rodeadas de numerosas paraflsis
filiformes. Son ascosporas bicelulares y poseen el sepio a una
distancia entre 4 y 6 um de la base de ia ascospora. Miden de
21.5 a 27 pm de longitud por 8 a 3 pm de grosor, son piriformes y
curvadas.
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1.4. METABOLITOS SECUNDARIOS DEL GENERO ARTHRINIUM

Fl estudio de los metabolitos secundarios elabo-
rados y acumulados por especies del génerc Arthrinium o por cepas
en su estado teleomdrifco, pertenecientes al género Apiospora se
iniciaron con los estudios de aldridge y cols. (datos no publica-
dos).

En el ano 1975, Ishiyama y cols. , consiguieron
establecer las propiedades fisico-quimicas del metabolito aislado
a partir de la cepa T-53 de Arthrinium phaeospermum concluyendo
que se trataba de una sustancia identificable con la 1l-trec-p -
hidroxiaspartico. Estos mismos investigadores seflalaron gue asie
aminodcido posee capacidad inhibidora del crecimiento de Bacillus
subtiiis y otros esporulades Gram positivos, de cepas de Staphy-
iococcus aureus, de Escherichia coli, de Mycpbacterium smegmatis
e incluso de Betrytis cinerea y de Mucor, levaduras y otros
Deuteromycotina.

En el mismo afio van Eijck, describigé la pro-
duccién de un pigmento antraguindénico y otros metabolitos
secundarios procedentes de la misma especie. 4 través de la
naturaleza de estos pigmentos, el autor establece correlaciones
gue facilitan la situacidn taxondmica del género Arthrinium res-
pecto a ctros hongos miceliares.

Los metabolitos aislados y las especies que les
producen y acumulan se resumen en la Tabla siguiente.
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METABOLITO MICROORGANISMO PRODUCTOR

H ?Hz

HOOC - € - C - COOH Arthrinium phaegspermum
! I
OH H

1-trec- -hidroxiasparticeo

H3C oCo
H4CO CHa
OCOCHs Arthrinium phaeospermum
HCOCO . ©
Bostricina
OH o
()
. Apiospora campiospora
CHa

Apigspora camptospora

Viridina

Apiospora campiospora

Desmetoxiviridina
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Junto a los metabelitos citados podemos destacar
la Familia de la Papulacandinas, cuya férmuia y derivades se
indican a continuacién.

Traxier en el afio 1977, deternind la existencia
de una nueva Familia de metaboliios secundarios con actividad
antibidtica, proveniente de Arthrinium phaeospermum a la que
denomind Papulacandinas. Estas sustancias han sido clasificadas
en A,B,C,D y E;, demostriandose que poseen actividad antibictica
frente a levaduras, pero gue scn inactivas frente a hongos fila-
mentosos,; bacterias y protozoes. Se ha comprobade, ademas, gue
esta Familia de antibidticos poseen baja toxicldad, pero su
posible utilizacidn en clinica se ve dificultada por el hecho de
gue se Unen activaments a componentes del suero humano con lo que
su efecto inhibitorio real decae enormemente debide a que las
Papulacandinas administradas, dificilmente pueden alcanzar su
lugar de actuacién. Sin embarge, estas sustancias podrian ser
utilizadas, dada su actividad ¥in viftro™ como potencladores de
crecimiente en animales, pudiendo pasar a incrementar la reducida
lista de antimicrobiapos de uso permitido en Veterinaria.

) OH
-
B P

1 R= /cf», Papulacandin B
W 5%

2 R= /C\N\/\/\ Papulacandin A

R
-
HO ? ‘I:I' .
€'CH.
¥ 2.0 3 R-= /%JWY\ Papulacandin C
5 o o
m ’
¥ OH oH
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Asimismo podemos sefalar ia 4-hidroximelisina
gque bajo la denominacién de ochraceina ha sido obtenida a partir
de cepas del género Aspersillus concretamente de Aspergillus
gchraceus v Aspergillus melisus. este metabolitc es poco téxico
pero se caracteriza por ser precursor de las ochratoxinas, de
caracteristicas perfectamente establecidas.

La viridina y 1la desmetoxiviridina han side
aisladas en otros génercos de Deutercmycetina de estructuras mor-
fologicas muy distintas a las que caracterizan al género Arthri-
nium concretamente se citan especies de los géneros Trichoderma y
Gliacladium entre los hongos elaboraderes y acumuladores de estos
metabolitos,

Estos metabolitos son pigmentes de color ama-
riliec que se gbtienen principalmente al cultivar las cepas en
medics de laboratorisz que contengan giucosa y sales amodnicas.
Bajo el punto de vista de su actividad bioldgica son agentes
antibidticos y fungistaticos.

Finalmente podemos senalar 1a produccidén de
esteroles y de componentes fendlicos no identificadoes.
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2. 0BJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

Unc de los aspectos del metabolismo fangico que
estda centrando el interés de diversos grupos de investigadores en
los 0ltimos afios es el estudio del metabelismeo secundario de los
hongos filamentosos.

La determinacidn de la importancia y posible
utilidad de algunos metabolitos secundarios elaborados y acumula-
dos por cepas del género Arthrinium es un modelo de estudic del
comportamiente de hongos dematidceos de amplia distribucién en
nuestro medio ambiente.

Por ello y establecidos en estudios anteriores
(Larrondo, 19893 aAgut, 1992} la influencia de diversos factores
microambientales en 1la produccién y acumulacién de metabclitos
secundarios activos por parte de cepas del género Arthrinium,
hidsicamente en cultivos en medio sdlido, establecemos las si-
guientes Hipdtesis de trabajo:

HO: ™La produccién de metabolites secundarios en cepas del geénero
Arthrinium se ve modificada por accidn de agentes mutagéni-
cos o por variaciones morfolégicas asociadas a particulas
seme jante a virus®™.

Hi: YLa produccién de metabeolitos secundarios en cepas del género
Artrinium no se ve modificada por accidén de agentes mutagé-
nicos ni por variaciones morfoldgicas asocladas a particulas
seme jantes a virus™.

OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO 26



Con el fin de poder establecer cual de las
anteriores hipdtesis de trabajo se corresponde con el patrén de
actuacién de las cepas del género Arthrinium en estudio se ha
desarrollade el siguiente Plan de Trabajo:

1.- Eleccidn de las cepas del género Arthrinium.

2.- Eleccidén de 1os microorganismes sobre los que se
ensayarda la actividad antibidtica.

3. - Eleccidén de las metedologias a utilizar,
4,- Induccidén de mutagénesis.
5. - Deteccidn y evaluaciodn de los metabolitos actives.

6.- Estudio de actividad scbre células eucariotas vy
precariotas. '

7.~ Seleccidn de cepas superproductoras de metabolites.

8. - Determinacidn de la presencia de particulas
semejantes a virus en las cepas activas y con alte-
raciones morfeldgicas manifiestas.

9, - Evaluacion de los resultados.
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S MATERIAL Y METODOS

3.1,

ELECCCION DE MICROORGANISMOS

Las especies del género Arthrinium utilizadas en ls
realizacién del presente estudio fueron aisladas de
diversos habitats y estaban depositadas en la Coleccidn
de Cultivos de la Facultad de Veterinaria (FVB) de la
Universidad auténoma de Barcelona.

La relacion de especiez asi come el numerc de cepas de
cada una de ellas, se resume en la TABLA nom.l

Con el fin de poder compreobar la actividad inhibidora de
las cepacs ensayadas o de sus metabolitos se han elegido
varias especies de bacterlas, hongos filamentoscs ¥
levaduras de interés en clinica por su actividad patoége-
na © por su interés comc habituales contaminantes a
nivel atmesférice o industrial,

La relacidn de los mismos se aporta en la TABLA ndm. 2.
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ESPECIE

Arthrinium
Arthrinium
Arthrinium
Arthripnium
Arthrinium
Arthrinium
Arthrinium
Arthrinium
Arthrinium
Arthrinium
Arthrinium
arthrinium

Arthrinium

aureum

arundinis

francii

georgii
hispanicus
javii

marii
mediterranii
phaeospermum
puccineides

saccharicola

serenensis

urticae

NUMERC DE CEPAS

5 (Al1-4%)

5 (a6-10)

1 (A1)

1 (Al2}

2 (A13-A14)

1 (A1D)

5 (Al6-4AR20)

2 (A21-A22)
5 (A23-A27)

1 (A28

5 (A29-A33)

5 (A34-A38)

3 (439-4A41)

5 (A42-A46)

Tabla numero

1.- Relacidén de
investigadas,

especies dei gépnero Arthriniump
indicando el numero de cepas de
cada una de ellas.
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TABLA numero 2.- Relacion de bacterias, hongos filamentoscos ¥
levaduras frente a los gue se ha ensayado la
actividad de ias cepas del génerc Arthripjum.

BACTERIAS

Staphylococcus aurgus ATCC 9144
Bacilius cereus FVB 5342
Escherichia coli ATCC 10536

Streptococcus faecalis ATCC 10541
{Enteroceccus faecalis)

Entercbacter cloacae FVB 6789
Serratia marcescens ATCC 8412
Klebsiella pneumoniae ATCC 132883

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27893

HONGOS FILAMENTOS0S

Peniciilium corviophilum FVB 403
Aspergilius niger FVB 404
Aspergillius flavus FVB 410

Acpergiliys fumigatus FVB 413

LEVADIRAS

Candida albicans CECT 10C1
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3.2. METODOS

3.2.1. Métodos para detectar la actividad inhibidora de
los extractos de las cepas.

3.2.1.1. Obtencion de los extracios crudos y determinacién
del peripdo oOptime de preoduccién de metabolitos
activos.

las cepas del génerc Arthrinium se cultivaron en
extracte de malta al 2% a 282C en agitador y a 190
rpm. El periodo de incubacién se establecid, para
este ensayo en 21 dias, tomando muestra cada 24
horas, con el fin de poder determinar el periodo
de incubacidn éptimo para la deteccidn de metabo-
litos con capacidad inhibidora.

En cada toma de muesiras se procedié a la filtra-
cidén del micelio a través de gasa estéril, con el
fin de separar el micelio y finalmente por filfra-
¢ion por membrana de Q.22 um con el fin de ase-
gurar la esterilidad del extracte obtenido.

El extracto se recogia en tubos estériles y se
procedia a la realizacién de ensayos de actividad
frente a los micreorganismos elegidos.

Para ellc se seguia el proceso esguematizado en la
Fig. nam. 3.
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CEPA DEL GENERO
ARTHRINIUM ENSAYADA

EXTRACTO DE MALTA AL 2%
INCUBACION & 28cC

FILTRACION ESTERILIZANTE

EXTRACTC CRUDOC

SUSPENSION DEL
MICROORGANISMO & ENSAYAR
(NE 1 ESCALA Mc FARLAND) O.1lml

Smi TSE

INCUBACION 378C 24+2h

LECTURA
ESPECTROFOTOMETRICA

Fig. nom. 3,- Esquema del proceso seguido para determinar la
actividad inhibidora de los extracics obtenidos a
partir de las cepas del género Arthrinium.
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A& partir de tubos de ensayc que contenian 9 ml de
TSB en el caso de ensayos frente a bacterias y de
caldo glucosado de Sabouraud al 2%, en el caso de
las levaduras, se ahadia 1 ml del extracto crudo
obtenido, como se ha sefialado anteriormente, y al
que se afadia 0.1 ml de una suspensidén del microor-
ganismos a ensayar, obtenida en suero fisiolégico
estéril a partir de cultivos recientes del mismo.

La suspensién se preparaba a una concentracién de
10 ¥ UrcC/mi.

Paralslamente se realizan ensayos en blanco con el
fin de poder determinar el desarcllo de las cepas en
los mediocs de cultivo sin adicién del extracto
crudoe.

Finalizade el periodo de incubacidn se llevaron a
cabo lecturas del ensayo en espectrofotémetro, ano-
tande los resultados obtenidos en absorbancias a
805nm, mAximo de absorbancia determinado previamente
como el optimo para el medio de cultive sin inocula-
cién previa.

Si las cepas del género Arthrinium habian elaborade
sustancias difusible con capacidad inhibidora, éstas
actlian sobre los microorganismos ensayades y se ob-
servara inhibicién del crecimiento en los tubos de
ensayo, detectable por las lecturas espectrofotomeé-
tricas realizadas.

La capacidad inhibidora puede ser cuantificada me-
diante las lecturas espectrofotométricas, evaluando
los resultados de absorbancia detectados en el en-
sayo control y el realizado con el extracto objeto
de nuestro estudie.

éplicando la férmula propuesta por Candeli, y cols.,
1978 podemos expresar los resultados como porcentaje
de inhibicidn.
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Ab - Ap
% LISIS = w-mmmmmmmmmm oo x 100
b

&

adbsorbancia del ensayo control

Ap = Absorbancia del ensayo probiema

3.2.1.2. Relacidn entre la curva de crecimiento de las cepas
del género Arthrinium y la produccién y acumulacidn
de sustancias antimicrobianas.

La curva de crecimientc de las cepas del género
arthrinium se realizé a partir de matraces de 99 mi
de extracto de malta al 2% a los que se inoculd un
ml de una suspensién valorade de la cega en estudio.
La concentracién es del orden de 10 blastoconi-
dios viables por ml. Los matraces se incubaron en
agitacién a 190 rpm y a 28CC.

Las iecturas se realizaron a las 24h, 48h, 72h y a
partir de esta lectura cada 12 horas hasta alcanzar
1as 180 horas de iniciado el cultivo.

la determinacién del peso seco, se llevé a cabo tras
filtracion de los cultivos y sometiendo a sequedad y
en estufa hasta peso constante el micelio obtenido.

Los extractos crudos se utilizaron para evidenciar
la actividad antimicrobiana, siguiendo el proceso
descrito anteriormente,
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3,2.1.3, Purificacidén de los metabclitos secundarics con
capacidad antimicrobiana constituyentes del extracio
crudo.

Goptenide el extracto crudo, se procedia al trata-
mientc del mismo con el fin de poder determinar cual
o cuales de las fracciones constituyentes del misme
son las responsabies de la actividad antimicrobiana.

Fl métode segulde para 21 zislamiento y purificacidn
de los metanolltos secundarios elaborades y acumula-
das por las cepas del género érthrinium en estudic
es el descrito por Taxhler y cois., 1977.

Filtrado el cultivo, el procesc seguido se resume en
el Esguems nGm, 1,

A partir de las fraccicones obtenidas se realizaron
cromatografias en capa fina, sobre Silicagel Merck
con el fin de estaklecer los Rf de 1los productos
detectados.

Asimismo se llevge a cabo la reallzacién de 1as
bicautografias con el fin de determinar cual o
cuales son las fracciones con actLV1dad antibiotica.
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MICELIO FILTRADO

EXTRACCION CON METANOL NaOH pH 5.5
CONCENTRACION EXTRACCION ACETATO DE ETILO
NaOH pH 8.6

EXTRACCION ACETATO DE ETILO
EXTRACTO ACETATO DE ETILO

l
DISOLVER EN CLOROFORMO 857
EXTRACCION ETER DE PETROLEO
CONCENTRAR

|
EXTRACTO CLOROFORMO

I
DISOLVER EN CLOROFORMO 857
EXTRACCION HEPTANO
CONCENTRAR

!

COMFLEJO ANTIBIOTICOS

CROMATOGRAFIA ROTAVAPOR SEQUEDAD
PREPARATIVA CLOROFORMO 25 ml
CalFA FINA SILICAGEL EBULLICION

|
CROMATOGRAF I A
SEPHAPEX LH-20 FILT?AR CALTENTE
COMPROBAR ACTIVIDAD ARADIR HEZANQO

(no méds del 107%
del volumen de
cloroformo;

DEJAR REPOSAR
i
DECA?TAR

ANADIR HEXANO
I
COMPROBAR ACTIVIDAD

ESQUEMA num. 1.- Analitica para la separacién de componentes del
extracto y del micelioc y comprcbhacidn de acti-
vidad antibidtica.
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Método para realizar bicautografias.

Realizadas 1las cromatografias en capa fina se depo-
sitaron scobre placas de Petri estériles de 2C cm de
diametro y se recubren con el medio de cultive
adecuado segun se desee estudiar ia actividad sobre
bacterias, sobre levaduras o bien sobre hongos fila-
mentosos.

Para estudiar la actividad sobre bacterias, el medio
de cultivc elegide fue Mueller-Hinten, en el caso de
hongos filamentosos y de levaduras el medio de
cultivo seria agar extracto de malta al 2%. Antes
de verter el medio de cultivo sobre 1las placas se
incluye en €i, el microorganisme sobre el que sa
desea conocer la actividad de los extractos objeto
de estudio. A continuacidn se dejan selidificar las
placas v se incuban a 378C por espacio de 24-48 h en
el caso de las bhacterias v a 288C durante Z4 horas
para levaduras y a 28E8C durante cinco dias en el
caso de los hongos filamentoseos.

v

La lectura se reaiizg detectande la presencia de
zonas de inhibicién alrededor de las zonas en las
gue se haliaban los metabolitos activos. En caso de
lecturas dudosas se utilizan colorantes wvitales,
para difarenciar las zonas en las que habia creci-
mientc, de aquellias en las gue éste habia sido
inhibido.

En todos los casos se lievaron a cabo ensayos con-
trol. En este estudio sdlamente se realizaron
bicautografia sobre Staphylococcus aureus ATCC 9144,

3.2.1.5. Meéiodc para determinar la concentracién minima inhi-
biteria del extracto crudo total y de los componsn-
tes activos scbre bacterias y levaduras.

El metodo seguidec para determinar la concentracidn
minima inhibitoria dei extracto crudc completo y de
los componentes activeos es una modificacidn del
descriteo por Lenneite y cols., 1880.



4 +tubos de ensayc que contienen 9 ml de calde frip-
ticasa soja (TSB} previamente esterilizadoes, se
adicionan a cada tubo 0,1 ml de una suspensidén del
microorganisme en ensayo cuya concentracion es equi-
valente al nE 1 de la escala de McFarland. Prepara-
dos ios tubos de ensayoc se adicionan concentraciones
crecientes del exitracto crude complete o de los
componentes de actividad demosirada previamente
sobre el microorganismos en estudio.

A continuacidén y previa homogenizacién de los tubes
se incuban a 379C durante 24 + 2 horas y transcurri-
do este periodo de tiempo se procede a realizar las
lecturas del ensayo, observando para cada serie de
tubos inoculados con las concentraciones de los
productos, cual es la concentracidn minima de los
mismos que es capaz de inhibir el desarrollo de cada
uno de los microcorganismos estudiados.

En todos los casos se realizaron paralelamente en-
sayos control para validar los resultados.

3.2.1.6. Métods para detectar la actividad inhibidora de los
metabclitos obtenidos sobre la germinacidén de hongos
filamentosos.

El meétodo utilizado se basa en las investisaciones
realizadas por McKallan y Willcoxon, 1940, Koll-
meorgen y Jones, 1975.

A partir de los metabolitos obtenidos, se procede a
poner en contacto C.1 ml del metabclito o del ex-
tracto crude completo con C¢.1 ml de una suspension
de conidios del hongo en estudio previamente valora-
da y establecida en 10°® conidios por ml.
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La prueba se realiza scbre portaobjetos excavados ¥
tras la incubacidn durante 24 y 48 horas a 288C se
realizan lecturas de 1la germinacién observada,
comparande los resultrados con ensayos control,
preparades de forma andloga a los que no se afiade el
metabeolito o el extracto en estudio.

Los resultados se expresan aplicande la férmula
citada por Candeli et al., 1978 gue en este caso nos
permitira conocer el porcentaje de inhibicién de 1la
germinacidén respectc al ensayo en blanco.

Dadas las caracteristicas de 1los microcrganismos
ensayados peralelamente a los estudios de germina-
cién se pueden observar ctros deos pardmetros: inhi-
bicién de la formacién de micelic abundante e inhi-
bicidén de la formacidn de cabezas conidiales.

3.2.1.7. Método pera detectar la actividad de los metabolitos
scbre larvas de Artemia salina L.

El método utilizade es una modificacidén del descrito
por Herwig y Scott, 1971.

El cbjetive de este método es detectar la actividad
letal del extracte crude y de los metabolitos obte-
nidos scbre larvas de Artemis salina L.

En un medio de cultivo liquido, descrito por Harwig
y Scott, 1971, de composicién similar al agua de
mar, se depositan entre 100 y 200 mg de huevos de
Artemia salina L. que se incuban a 308C por espacio
de 30 a 48 horas. Posterigrmenie se separan las
larvas de 1los huevos sin eclosionar mediante la
utilizacion de un foco luminoso, hacia el cual
tienen tendencia a desplazarse por tropismc las
larvas de Artemia salina L.
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Separadas 1las larvas se colocan en un portacbjetos
excavado un numero conocido de las mismas, el nimero
elegido debe ser entre 30 y 40 larvas y se afaden
0.1 ml o 0.2 ml del extracte o del metabolite en
estudio.

Cada ensayo se realiza por duplicado.

Se incuban los portacbjetos a 288C y se establecen
lecturas a 1las 4h, 8h, 12h y 24h de iniciado el
ensayo.

En todeos los cases se 1levan a cabo ensaycs control.
pudiendo expresar los resultados como porcentaje de
mortalidad de las larvas de Artemia salina para cada
periodo de incubacidén, comparandc con los controles.

3.2.1.8. Método para detectar al microscopio electrénico de
barride las variacicnes morfoldégicas producidas por
el extracto crudo de las cepas del génerc Arthrinium
en estudio,

El objetivo de esta apartado es detectar las posi-
bles wvariaciones que producen les extractos crudos
en ensayo scbre la morfologia de los micreoorsganis-
mos.

Se tomaron con pipeta estéril y previa agitacidn
mecénica, cuatro ml del extracto crudo gue durante 5
minutes fueron sometidos a centrifugacidén. Pos-
teriormente se decanté el sobrenadante y el residuo
obtenideo se lavé con sclucién salina estéril, repi-
tiendo el proceso de centrifugacidn y lavado un
minime de tres veces consecutivas.
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Este proceso permite eliminar los restos de medio de
cultive. En el ultimo procesc de centrifugacidn se
afiaden a los tubos de centrifuga 2 ml de tetrodxide
de osmic con el fin de proceder a la fijacién del
material celular. Se deja actuar el fijador durante
dos horas y posteriorments a ia centrifugacicn se
elimina el schrenadante.

Fl precipitade celular se recupera depositandose una
alicuota del mismo sobre filtro Millipore de 0.22

m y dejdndolo secar al aire. Posteriormente se
somete cada preparacion al procesc necesaric para
poder ser visualizade ai micrescopic electrénice de
barrido.

En todos los ensayos se realizaron estudios conirol
para poder detectar las posibles alteraciones morfo-
légicas de los microorganismos.

3,2.1.9. Espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) y de
infrarrcjos (IR).

Detectados los componentes actives se recuperaron de
las cromatografias y tras purificacicén se procesdic a
1z realizacién de los especiros de resonancia magné-
tica nuclear.

ina alicunta de la fase cloroférmica se analiza en
el entorno YHRMN 2 360 MHz v a 3CRMN a 90.55
MHz, amhos en deuterocloformo mediante un equipe
Bruker WH 368G,

Asimismo se realizaron espectros de infrarrcjo.

& partir de les resultados obitenides se pudieron
establecer los principales componentes activos del
extracto estudiado.
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3.2.1.106. Métodos para observar la accién de agentes mutagéni-
cos sobre la produccidn de metabolitos secundarios
activos en cepas del género Arthrinium.

Con el fin de peder mejorar el rendimiento de pro-
duccién de los metabolitos activos eliaborades vy
acumulados por cepas del género Arthrinium en es-
tudio se ensay¢ la accidn de dos agentes mutagenos
sobre las cepas productoras.

Los agentes mutagencs elegidos fueron:

a.- N- Metil-N®-Nitroscguanidina,

b.- Luz ultravioleta.

Fl efecto de las radiaciones uliravicleta de lon-
gitud de onda de 254 nm y una intensidad de radia-
cion de 590 pW/ecm  a 15 cm. Para efectuar el trata-
miente la cémera se situaba a 5 cm de 1la placa. Los
tiempos de expesicidén a la luz u.v. fueron de 5, 10
o 20 minutos.

Para ensayar la actividad mutdagena de la Nitroso-
guanidina, se siguid la metodologia descrita por
Avalos y cols., 1985,

Lta concentracién final de Nitrosoguanidina en el
medio fue de lmg/ ml. Ei tratamiento mutagénico se
inactivaba al cabeo de una hora de haberse iniciade
por la adicién de 1 m@ de cisteina al 0,17 en
acetona,

Las suspensiones tiratadas, se inoculaban poste-
riormente en agar extracto de malta a1 2%, culti-
vandose a 28EC durante siete dias. Transcurride este
pericde de tiempo se estudiaban las caracteristicas
macroscopicas v microscopicas asi como la posible
variacidn en 1la actividad antimicrobiana de las
cepas scbre los microorganismos ensayc, citados
antericrmente, realizando el ensayc por la técnica
de Campbeil, 1957. Los estudios se realizaron siem-
pre frente a controles,
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En el caso de las radiacicnes uitravicletas se some-
tieron a éstas, suspensiones previamente valoradas
de conidios de las cepas en estudio. Tras diverses
tiempos de actuacidn (5, 10 o 20 minutos); se sem-
braron en placa las suspensiones tratadas, detectan-
do la capacidad letal de la radiacién ultravioleta o
en su caso las variaciones gue sobre la actividad
inhibidora presentan las cepas itratadas.

En todos los estudios se realizaron ensayos control.

Un aspecto fundamental en la cbiencidén de mufantes
es determinar el recuento de supervivientes., Para
ello, se realizaban recuentos da UFC/ml a partir de
las suspensiones de ceonidios, antes y después del
tratamiente mutagenico, pudiendo establecerse en
cada caso el indice de superviviencia como resultado
de la aplicacidn de la fdérmula siguiente:

UFCi/ml
indice de supervivencia: ---------- x 100
UFCm/ml

UFCi/mi: Unidades Formadoras de Colponias previo
tratamiento con =21 agente mutagénico/mi,

UFCm/ml: Unidades Formadoras de Celonias tras el
tratamiento con el agente mutagénico/ml.

Para la identificacidn de las mutantes se +tuviercn
en cuenta las caracteristicas siguientes;

a.- Modificaciones del aspecto macroscopi-
co de las colonias.

b.- Cambios cualitatives o cuantitativos en
la capacidad antibidética de las cepas.
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3.2.1.11. Determinacidn de la posible presencia de particulas
semejantes a virus en cepas de Arthrinium y su rela-
cién con 1la capacidad inhibidora de 1las cepas en
estudio,

Para rpeder determinar iz posible presencia de parti-
culas semejanies a virus, en las cepas en estudio es
preciso 1llevar a cabo un andlisis de la ulfraes-
tructura del género Arthrinium, eligiéndose para ello
cultives puros de las cepas alsladas en los diversos
astudios ecoldgicos y procedentes de Colecciones de
Cultivo Internacicnales.

Con 21 fin de obtener cultives hcmogéneos, se prepa-
raron suspensiones de conidios valoradas a partir de
cada una de las cepas de coleccidn citadas, siguiendo
la metodologia que se expone a continuacidn.

Las cepas s= cembraron en frasces de Roux, que conte-
nian agar exiracto de maita al 2%, menteniéndose por
espacic de catorce dias en estufa de cultivos, a
288C. Transcurrido este pericdo de incubacidn y pre-
via confirmacicén de la identificacidn, se procedia a
arrastar los conidios mediante perlas de vidrio este-
rilizadas de 3 mm de diametro., La suspensidn se2
filtré a fravés de gasa estéril y se conservé en
tubos de vidrio con tapa roscada, previaments este-
riiizados.

la valoracisn de la suspension se llevd a cabo por la
técnica de recuento en placa de Unidades Formadoras
de Colonias (U.F.C)s ajustdndose la concentracién de
conidios viables a 10% G.F.C./mi

De esta suspensién valorada se sembraron 0.1 ml, por
la técnica de agetamiento en cuperficie mediante el
asa de Digraisky, en placas de Petri de S0 mm de
didmetro, que contenian comp medie de cultive, 20 ml
de agar extractc de malta al 2V, medio éptimo para
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el desarrollo v esporulacidon adecuada de los Hyphomy-
cetes dematiaceos, segin indican diversos autores.
Las placas se incubaron a 288C y las muestras de los
cultivos fueron obtenidas a los cinco, siete y catfor-
ce dias de desarrollo, separande blegques del cultfivo
de 1.5 x 1.5 x 1.0 mm, para su pesterior procesado.

La zona de obtencidn de los blogues se seleccionaba
tras la observacién de las colenias mediante el
microscopio estereoscdpico, eligiende de las placas
gue presentaban un crecimiente uniforme, aguella zona
en la que la presencia de conidios era maxima.

Paralelamente, y a partir de las suspensiones valcra-
das, se realizaren cultivos en frasces de Roux, c<on
agar extracto de malta al 2%, con el fin de preparar
una suspension de conidios a los catorce dias del
desarrolle de la cepa a 288C. ILos conidios se arras-
traban mediante 1la ayuda de perlas de vidrio esté-
riles, prepardndose una suspensidn en suerc fisiolé-
gico estéril. La suspensidn se filtraba a través de
gasa estéril. con el fin de eliminar leos restes de
micelio gque se habian podido arrastrar junto con los
conidios. La suspensidn se conservaba en tubos esté-
riles hasta su procesadc para la observacicén al mi-
croscopio electrénico,

Una alicuota de la suspension era sometida a incuba-
cién durante 24-48h a 288C, en extractc de malta al
2%, con el fin de poder ocbservar =1 procesc de germi-
nacitén en sus distintos estadins.

- Microscopia electronica de transmisidn

Las muestras obtenidas segin los diversas procedi-
mientos anteriormente citados; fueron fijadas coan
giutaraldehido al 2%, tamponado con cacedilate sédico
¢.1 M. El pH de la solucidn se ajusié a 7.4 y los
tiempos de fijacidén oscilaron entre 2 a 24 h, a 48C.
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Finalizada la fijacidn primaria, se lavaban las mues-
tras durante 15 minutos, con la soclucidn tampdn, para
eliminar el exceso de fijader. Lla postfijacidén se
realizd con tetrdéxido de osmio al 1%, en el mismo
tampén utilizade para el glutaraldehido,durante un
periodo de 2 a 18h, a 4E8C en oscuridad.

Fijadas 1las muestras con tetroxide de osmios, las
muestras se lavaron nuevamente con la solucidén tam-
pén. A centinuacidn se procedid a la deshidratacion
de ias muestras con alcchol etilico al 30%, 504, 707,
307, vy 95% sumergiéndolas 15 minutes en cada una de
las concentraciones de alcchol, para mantenerlas
finaimenta durante una hora en alcohel etilico puri-
simo, renovandele cada 20 minutes. EI paso final se
realiza con dxido de propileno, manteniendo las mues-
tras en él, entre 45 a £0 minutos, renovandelo total-
mente cada 15 minutos.

8]
e

medios de inclusidn empleados fueron los siguien-

m n

-+

.
a

Epon 812, Araldita y Spurr.

Las muestiras tratadas con 6xido de propileno al 100%;
se sumergisron en mezclas de dxide de propilenc y del
medio de inclusién, recien preparadas., Las prepor-
ciones de éxido de propilenc y medio de inclusién asi
como los tiempos de tratamiento fueron las siguien-

tes:

Oxido de propileno 1007 i hora

Oxido de propilenc: Epon

31 1 hora
i1 ¢ horas
1:3 4 horas
Epon 100% 2-3 horas
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Las muestras ss= sometieron a rotacidn constante,
manteniéndolas a temperatura ambiente. Posteriormente
s2 mantenian las muestras en un desecador, a tempera-
tura de 452C entre dos a cuatro horas.

Posteriormente, se formaban los blogues gue se mante-
nian durante dos dias en estufa a G0SC, con el fin de
conseguir la polimerizacion,

S5t las inclusicnes se realizaban en araldita, las
mezclas preparadas, presentaban la siguiente composi-
cion:

Oxido de propileno 1007 1 hora

Oxido de propileno: Araldita

3:1 1-2 horas
1:1 1-2 horas
1:3 1-2 horas

Las mezclas se realizaban a temperatura ambiente y en
constante rotacicén. En una Ultima fase se sometian
las muestras durante 1-2 horas, a 45€C con Araldita.

Finalmente, se preparaban los blogues cen la misma
mezcla de Araldita, recien preparada, dejandola poli-
merizar durante 2 a 3 dias, a B0EC.

Si la inclusidn se realizaba en Spurrs las muestras
se preparaban por deshidratacion en acetona, en lugar
de en etancl, pero realizande el mismo tratamiento en
io gue a concentracidn y tismpo de cada paso de
deshidratacién se refiere. tn este case no se utilizd
oxido de propilenns ¥y a partir de las musstras en
acetona se precedidé a iniciar la infiliracidn con el
plastico,
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Las proporciones de acetona y mezclas de plasticos
fueron las siguientes:

Acetona 100% : mezcla de plasticos

3a:1 18 horas
1:1 2 horas
1:3 2 horas

Spurr 100% 4-b6 horas a 458G, renovando el plastico
cada dos horas.

Los blogues se dejaban polimerizar en estufa a BOEC,
durante dos dias.

Todas las muestras se incluyeron en moldes plancs de
silicona para conseguir una adecuada orientacién.
Para comprcbar que la muestira estaba orientada de
forma correcta, se observaba con el microscopio este-
roscépico, corrigiéndose con una aguja enmangada, si
la disposicidén del blogue no era ia deseada.

4 partir de 1las inclusiones se reglizaron cortes
semifinos, de 1 um de grosor para localizar las
mejores zonas de estudio con un ultramicrotomo Rei-
chert Ultracut E, con cuchilla de vidrio. Los cortes
se tiferon con azul de metileno al 0.5% y fueron
decoiorados con bérax al 0.5%.

los cortes ultrafinos se realizaron con cuchilla de
diamante Diatome, Du Pont, segun la técnica de Fer-
nandez Moran (1956). Los cortes se recogieron sobre
rejillas de cobra de 200 mesch, siende contrastades
con una solucién acucsa de acetato de uranilo al 2%
y & continuacidn tratados con citrato de plomo, segun
la técnica de Reynolds.
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Las observaciones se realizarcn utlilizando microsco-
pios electrdnices de transmisién, Phillips modelo 200
e Hitachi, modelc HU-12, trabajando a 75 KV y 100 KV.

Las microfotografias se cbtuvieron utilizando peli-
cula Kodak FRP 651 de 35 mm. y Kodak EMF 4485,

- Microscopia electrénica de barrido

Con el fin de poder establecer la posibie relacidn
entre las alteraciones morfolégicas observadas y la
presencia de particulas semejantes a virus en estas
zonas, asi como evaluar su posible interrelacidn con
ia capacidad inhibidora se realizaron estudios al
microscopio electrénico de barrido de cepas del
género Arthrinium con alteraciones morfoldgicas nota-
bles y que presentaran actividad inhibidora.

A partir de los cultives puros, obtenideos segun se
indicéd anteriormente, se preparaban disces de cultive
de € mm de diametrc que se fijaban manteniéndeles por
espacioc de cuatreo horas en tetroxido de osmio al 1%.

El proceso de deshidratacidén de las muestras consis-
tia en someterlas a concentracicnes crecientes dea
alcohel etilicoe hasta llegar a alcchoil  absoiuto,
segun la metodelogia descrita en el apartado de pre-
paracién de muestras para su observacién al microsco-
pio electrdnico de transmisién.

Mantenidas las musstras en alcohol absoluta durante
1-2 horas =a temperatura ambiente, 2ste se iba
sustituyendc por acetate de amile, siguiendo la pauta
que se sefzla a centinuacidn.
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Alcohol etilico : Acetate de amilo

31 45 minutos
21 45 minutos
11 45 minutos
112 45 minutes
1:3 45 minutes
1: 4 45 minutos

Acetato de amilo 100% 60 minutos

Cuando la muestra en estudio era una suspensidon de
conidics se realizaba el mismo proceso anterior, pero
sometiendo la suspensién a centrifugacion durante 3
minutos a 4.000 rpm, cen el fin de recupsrar los
conidos en cada procesa.

Para la observacién de las muestras al microscopio
electronico de barride, es preciso eliminar el liqui-
do celular, y para ello se procedic al secado median-
te la técnica del punic critice.

& continuacidn se montaban sobre portamusstras de
aluminic y se afiadia plata coloidal para favorecer la
conductividad.

Posteriormente, se procedia al metalizade de las
muestras utilizando wun Sputter coater (Balzers),
depositando una capa de oro-paladio de wun groser
sproximado de 100 a 200 A, siguiende la técnica
descrita por Echlin (i1975) y Echliin y Kaye (15791, EL
proceso de metalizado se realizé en tres tiempos
siendo el primerc mAs corto y los siguientes de mayor
duracién, con el propdsito de evitar artefactos oca-
sionados en el caso de calentar excesivamente la
muestra, segin indica Robards y cols. (13813,

las observaciones se realizaron utilizande Jeol U-23,
Jeol JSM-840 y Cambridge Stereoscan, generalmente a
15- 25 KV y operando a una distancia de trabajo de 15
a 39 mm. Las microfotografias se obtuvieron utili-
zandc pelicula Kodak TRI-X-TMY.
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- Relacidn entre ila morfologia y la actividad inhibi-
dera.

Para establecer la posible relacidn entre las medifi-
caciones morfoidgicas de las cepas, en las que se
habia detectado la posible presencia de particulas
viricas y su actividad entibidtica se eligid 1la
especie Arthrinium mediterranii (422}, dado que
presentaba una marcada alteracién merfolégica y una
gran abundacia de particulas semejantes a virus,
segin pudo ser demostrado en las observaciones baic
microscopio elecirdgnico de transmisicén.

ILa técnica utilizada fue la descrita anteriormente a
partir de cultives en calde extracte de malta al 27,

Se ensayod la actividad del cultive realizade en medio
liguido frente a leos siguientes microorganismos:

1,- Staphyloccccus zureus ATCC Sidd

2.- Streptococcus faecalig ATCC 109541
(Enterococcus faecalis)

3.- Bacillus cersus ATCC 9373

4,- Bacillus megaterium ATCC 25484

5.- Bacillus subtilis ATCC 11774

B, - Microceccus luteus ATCC 4638

7.- Microceoccus luteus ATCC 9341

&.- Escherichia coli ATCC 10536

9. - Aercmonas hvdrephila FVE 3003

10. - Mycobacterium smegmatis ATCC 144568

11.- Pseudomonas aerugincsa ATCC 27853

12. - Pseudomonas fiugrescens ATCC17397

13. - Pseudomonas putida FVB 3014
14. - Pseupmonas malfcphiiia FVB 3112
15.- Yersinia enterpcelitica FYB 3245
16.- Hainia alvel a&TCC 13337

17.~ Enterobacter aerogenes FVBE 56573
18. - Enterobacter clecacae FVB 6789
139.- Mgreganella morganii ATCC 23830
20.- Morzanella morganii FVB 2480
21.- Proteus mirabilis FVB €745

22.- Proteus vuigaris ATCC 9484

23.- Providencia retigeri ATCC 29944
24.~ Serratia marcescens ATCC 8412
25.- Klebsiella pneumoniae ATCC 1388
26.- Shigells sonnei ATCC 413
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28
29
30
al
32
33

34

7.- Penicillium corzloghilum FVB 413

.- Aspergililus niger FVB 404
.- fAspergillus flavus FVB 410

.- Aspergillus fumigatus FVB 413

.- Cladosporium herbarum FVB &75
.~ Alternaria longipes FVB 876
.- Candida albicans CECT 1001

. - Saccharomyces cerevisiae FVB 2004
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3.2.2, Optimizacién de la produccicn de metabolitos activos a
través de procesos en fermentador de bajo volumen.

La optimizacién del proceso de obtencidn de laos
metabolites activos se llevd a cabo en un fermentador
de 2 1litros de capacidadde la firma LH. 1a wunidad
estd provista de controles de aireacién, agitacién,
temperatura, antiespumante y pH.

La solucién de antiespumante se adicicnaba confrela-
damente a la vasija del biorectaor. El antiespumante
elegido cuya inccuidad frente al desarrcllo de las
cepas fungicas en estudio se demostrdé previamente era
la emulsidn Antifoam B, Sigma Chemical Co..

Se analizaba asimismn ia cantidad de oxigenec disuelto
presente en el cultivo con el fin de asegurar el
nivel critice de coxigenc de forma constante,

Los cultives del género Arthrinium en estudic se
mantenian en agar extracte de malta al 2%. Las ca-
lulas fungicas eran racogidas en suspensién en 6 nl
en suerc fisiolégiceo previamente esterilizado. A
partir de 1la suspensidn se procedid a inccular el
medio de cultive del bicreactor.

El medio de cultive utilizado en el bioreactor fue de
base, extracto de malta al 2%, si bien se ensayd la
influencia de la concentracidn de glucosa (20 g/i o
1¢ g/1) en el crecimeinte y en la produccidén de
metabolitos secundarios activos. Otro pardmetro
considerade fue 1la presencia o© ausencia de luz,

Las condiciones experimentales de trabajo del
bicreactor fueron: flujo de aire, 0.6 vvm, agitacisdn,
650 rpm, temperatura 2828C, pH controlade automadtica-
mente a 6, mediante la adicién de OHNa 5N o de H,S50,
5N, en caso de ser necesario.
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Mediante los estudios en bisreactoer se han analizado
los siguientes pardmetros:

a.- Porcentaje de glucosa consumida.
bh.- Coeficiente de economia del proceso

c.- Coeficiente especifice de crecimiento { u).

a.- Porcentaje de glucosa consumida,

La glucosa residual se valioré mediante reactivo
de Fehling a partir dei extracte liguido filtra-
do. Establecido el valor de glucosa residual (G.)
expresade en g/1 y siguendo los criterios citados
por Demain y Solomon, 1986, se aplica la fdérmula
sizuiente para cenccer el porcentaje de glucosa
consumida:

0
% Glucosa consumida = -------- x 100

b.- Coeficiente de aconomia del proceso.

Este parameiro permite evaluar, la eficiencia del
cansumo de la fuente de carbeono suministrada
(Pemain v Sclomon, 198b6). Se determina aplicando
la siguiente fdrmula:

Peso seco del cultivo (micelio + conidios)

Peso del carbcochidrato consumido
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¢.- Coeficiente espacifico de crecimiente.

La ecuacidn siguiente permite expresar este pard-
metro (Demain y Solomon, 198E1%,

pt
N= N, xe

N, = Blomasa inicial.
N = Bicmasa entre i_y t
pos Coeficidente especifico de crecimiento



3.3. MEDIOS DE CULTIVO

En este apartadec aportamos la formulacidn cualitativa
¥ cuantitativa de los medios de cultive gensrales
utiiizados a 1lo largo de la realizacidn de esta
estudio, dado gque los medios mds especificos se han
ido indicando en los apartados anteriores,

Caldo extracto de malta al 2%

Extracte de malta ............. 2t g
GlUCOS2 tuvivvsr i it i arans 20 g
Peptona ... iiiiiiiininninnnnn ig
Agua destilada c.5.p. 11
pH 4.5 + 0.5

$e esteriliza en autoclave a 1208C durante 20 mi-
nutos.

Agar extracto de malta al 2%

Calde extractc de malta al 27 ..... 11
AFAr-8Z30 (i iius ittt 20 g
pH 4.5 + 0.5

S>e esteriliza en autoclave a 120C6C durante 20
minutos.
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Agar Tripticasa Soja

Digeride pancredtice de caseina ..... 17.0 g
Digerido papainico de harina de soja. 3.0 g
Cloruro s6dico ... vt 5.0 g
Fosfato dipotasico ......ovineenennin 2.9 g
GlUCOSA v v iiineitssraraainssannanan 2.5 ¢
Agua destilada c.s.P. 1.01

Se distribuye a razén de 9 mi por tubo de ensayo ¥
se esteriliza en autoclave a 120Q8C durante 20 mi-
nutos.

Medio de crecimiente para Artemia galina

Este medic se denomina BSM y su composicién se resume
a continuacidn

Glicerofosfato calcico oo 3.0 g
Clorure s64ico . vttt iana 30.0 g
Sulfato magnésico heptahidrato ...... 0.5 g
Clorurc magnésico hexahidrate ....... 1.2 ¢
Cloruro potasico ... cviiiviiiiinaon ¢.8 g
Clorure cdlcico dihidrato ........... 0.3 g
Bromuro magnésico hexahidrato ....... 0.1 g
GIliCIng v viviinn st aaisananasans 6.0 g
Azua destilada % c.s.p. 1.01
i, pH5.5 t0.1

Se esteriliza en autecclave a 1208C durante 20
minutos.
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4.1, RESHLTADOS CBTENIDOS EN LA DETECCION DE LA ACTIVIDAD
INHIBIDORA DE LOS EXTRACTOS CRUDODS.

4.1.1.

RESULTADOS

Resultados obtenidos en ia deteccion de ia actividad
inhibidora del extracto crude frente a bacterias y
levaduras.

nidos al detectar la activi-
dad inhibidora del extracteo crude frente a bacterias y
levaduras se expresan en la Tabla nim. 3 come porcen-
taje de ilisis del microorganisme al cual se enfrentan
los extractos crudos. El percentaje de lisis se obtuvo
aplicando la férmula de Candeli, descrita en el apar-
tade de Material y Métodes. Si el extracte afiadido
determinaba un incremento en 21 desarrolle de los
microorganismos se indica mediante guiones.

ios resultados obtenide
X

Los microorganismos ensavades en este apartado han
sidc elegidos o0 por presentar una mayor sencsibilidad
en los estudios precedentes o bien por su mayor inte-
rés como agentes etipldgiceos de procesos en el hombre

y en leos animales,
Estos microorganismos sond

Baclllius cereus
Staphvlococcus aureus
Escherichia celi
Streptococcus faecalis
Entarobacter cloacae
Pseudomonas aeruginosa
Candida albicans

P

RN a IR WSS




BACTERIAS Y LEVADURAS

Ad

AS

A7

Al

Al0
All
Al2
AlL3
Al4d
AlS
Al6
Al7
AlS8
AlS

A20

19.81

3.15

0.00

34.68

10.36

14.92

11.11

12.09

14.49

4.91

2.82

9.34

12.69
10.55
4,97
21.47
2,32
10.86

10.51

6.45

3.22

43.42 1.80
----  25.43

100.00 -—--

----  92.45
6.71 4.43
---- 85.9%

90.58 .00

—e--  4.84
———- 90,72
—--- 3,73
—---  6.51
——-- 89.72
wm-—  2.48

93,90 —--

76.95

4.49
19.42
28,93

47.23

73.58

64.82

obtenidos en
inhibidora del extracto crudo frente a
bacterias y levaduras (7 lisis).

Tabla num. 3.

RESULTADOS

- Resultados

actividad

la deteccién de



BACTERIAS Y LEVADURAS

AZB
A27
A28
A29
A30
A3l
a32
A33
A34
A35
A3G
A37
A38
A39
ALQ
A4l
A4Z

A43

0.0C
22.97
27.68

18.91

41.44

62.60

61,11

13.88

52.08

18.07

13.79
23.67

0.00

Y V- 15—
---=  14.41 82.57 10.66

3.71 11.58  ---- 1.93

S mmee eeeo 93,11
1.79 9.55 68.23  0.00
77.96 2.74 100.00  5.64

----  13.40 36.28  0.00
13.05  14.69 62.35  ----
11.49  13.73 43.52  ----
ceem 16.48  e=e- ooen
——— aeee ——-— 85,15
—e== 19.68  ---=  ——--
- 9.34  --—-  11.77
e cmem —e-w 92.84
4.17  10.62  ----  1.45
———- S Y 1 E—
13.79 0.00 31,42 94.43
e SRR s J—

_———— 1G6.65 ———- 10.24

- 8.02 4.85  9.27
S 6.33 —--=  =-e-
———- 7.33 100.00  ----
- ceee --—- 89,80

58.38

12.47

20.24

£.33

0.00

- 32.10

3.14
0.00

71.42

9.61

' 74.19

RESULTADOS



BACTERIAS Y LEVADURAS

CEPA 1 2 3 4 5 5 7
A b2 17 15 17 19 11 1
A2 1.3 1.7 1.5 1.7 1.7 1.7 1.3
A3 1.3 1.5 1.5 1.7 1.7 1.7 1.3
Ad > 2 > 2 1.5 1.7 1.5 1.7 1.3
a5 1.3 > 2 > 2 > 2 > 2 1.7 1.3
a6 >2 2.0 2.0 1.7 1.7 2.0 > 2
A7 1.3 1.7 1.7 1.7 1.5 1.5 1.5
a8 1.5 1.7 2.0 1.7 1.7 1.7 1.3
A9 > 2 1.5 1.7 1.7 1.7 2.0 1.3
AlQ > 2 1.7 1.7 > 2 1.5 > 2 1.3
All 1.3 1.7 1.7 1.7 1.5 1.5 1.5
Al2 1.3 1.7 > 2 > 2 > 2 2.0 > 2
Al3 > 2 1.7 1.5 1.7 1.3 > 2 ' 0.3
ald 1.7 1.7 1.5 > 2 > 2 1.7 1.5
AlS 1.3 > 2 1.5 > 2 1.5 1.3 1.7
Alb > e 1.7 > 2 > 2 1.7 1.7 1.3
A7 1.3 > 2 1.7 > 2 1.7 2.0 > 2
Al8 > 2 1.7 1.7 1.7 1.7 2.0 1.3
Al9 1.3 > 2 1.5 > 2 1.5 1.5 1.3
AZ0 > 2 2.0 > 2 > 2 1.7 1.7 1.3
A2l > 2 > 2 1.7 1.7 1.0 > 2 1.3
AZ? > 2 > 2 2.0 1.7 > 2 2.0 1.3

Tabla num. 4.- Resultados obtenidos en la determinacién del
volumen minime del extracto crudo que inhibe el
crecimiento de bacterias y levaduras.
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BACTERIAS Y LEVADURAS

CEPA 1 2 3 4 5 6 7
w23 0.7 15 2 1.7 15 20 1.0
A24 0.7 1.7 2.0 > 2 1.5 2.0 1.3
a25 1.3 1.3 1.5 1.7 1.5 1.7 1.3
AZG > 2 1.5 1.7 1.7 1.7 > 2 1.3
A27 i.3 2.0 1.7 > 2 1.5 1.5 > 2
A28 > 2 1.5 1.7 1.7 1.3 2.0 1.3
A29 1.5 1.3 1.5 1.7 0.7 1.3 1.3
A30 1.3 1.3 1.7 1.7 1.7 2.0 1.3
A31 > 2 2.0 1.7 1.7 1.5 2.0 1.3
A32 1.3 2.0 1.5 1.7 1.7 2.0 > 2
A33 > 2 1.7 > 2 1.5 > 2 2.0 > 2
A34 1.3 > 2 1.5 > 2 1.7 1.7 1.3
A35 > 2 1.7 1.5 1.7 > 2 1.7 1.7
A36 1.3 1.7 1.7 1.7 > 2 1.7 1.3
A37 > 2 1.7 2.0 > 2 > 2 0.7 > 2
A38 > 2 1.7 1.7 1.7 > 2 1.7 > 2
A3S > 2 » 2 1.7 > 2 1.5 > 2 i.0
A40 1.3 1.7 1.3 > 2 1.5 1.5 1.3
a4l 1.3 1.7 > 2 > 2 1.7 > 2 1.3
Adl > 2 > 2 1.5 1.7 > 2 1.7 1.5
A43 > 2 1.5 2.0 1.7 1.7 1.7 1.3
A44 1.5 > 2 1.5 1.7 > 2 2.0 1.3
A45 0.7 1.7 > 2 1.7 0.7 > 2 1.3
Adb > 2 1.7 1.5 > 2 1.5 1.5 > 2
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4.1.3.

RESULTADOS

Resultados correspondientes a ia deteccidn de la acti-
vidad inhibidora de los extractos crudos sobre la
germinacién de les hongos fillamentoses

La posible capacidad de inhibir la germinacién de los
hongos filamentosos por parte de ios extractos obteni-
dos fue estudiada a lo largo de 24 y 48 horas.

Los hongos filamentosos a los cuales se enfrentd el
extracte crudo de cada una de las cepas del geénero
Arthrinium en estudie fueron:

Peniciilium corviephilum

Aspergillus piger

Asperzilius lavus
Asgergillus fumigatus

iLos resultados obtenidos en la deteccidn de la acti-
vidad inhibidora de los extractos crudos se detallian
en la Tablas siguientes, en las cuales se expresa el
porcentaje de inhibicidén de lz germinacién observado
al comparar con un ensayo contrel y apiicande la
formuia de Candeli,

Asimismo, se desstaca en las Tablas la formacidén de
micelio y la presencia de cahezas conidiales comparan-
do siempre con 21 ensayc centrol.

Las Tablas ntmeraos 5 ¥ 6 detallan los resultades
correspondientes = 1a ctivided frente a Penicillium
corylophilum @ las 24 y 48h de iniciado el ensayo.



Inhibicién Inhibicién inhibicién cadenas

CEPA germinacién (%) micelio conidiales
P wa L -
A2 0.00 + -
A3 20.00 + -
A4 20.00 + -
a5 88.88 + -
AB 44.44 + -
A7 0.00 + -
A8 44.44 + -
AS 0.00 - -
Al0 30.00 + -
All 88.88 + -
Al2 66.66 + -
AL3 30.00 - -
Al4 100.00 + +
AlS 66.66 + -
AlB 0.00 - -
Al7 40.00 - -
AlB 10.00 - -
Al9 22.22 + -
A20 0.00 - | -
A2l 0.00 - -
A22 20.00 - -

Tabla num. 5.- Resultados correspondientes a la deteccién de 1la
capacidad inhibidora de los extractos crudos sobre
Penicillium coryvlophilum a las 24h de iniciado el
ensayo.
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Inhibicidn
germinacién (%)

Inhibicién
micelio

Inhibicién cadenas

conidiales

A26
A27
A28
A29
A30
A31
A32
A33
A34
A35
A3b
A37
A38
A29
A40
A4l
Aad2
A43

Add

10.

30.

20.

11.
88,
88.
55,

11.

40.
77.
80.

77.

00

.00

00

.00

.00

00

.00

11
&8
88
55

11

.00

00
77
00

77

.00

RESULTADOS



Inhibicidn Innibicidén Inhibicidén cadenas

CEPA germinacicén (%) micelio conidiales
P 0.0 L S
a2 0.00 - +
A3 0.00 - +
Ad 30.00 + +
AS 0.00 - -
AB 0.00 - -
A7 0.00 - -
A8 0.00 + +
AS 0.00 - -
A10 100.00 ¥ ’ +
All 0.00 - -
Al2 20.00 - +
Al3 0.00 - +
Ald 0.00 - -
Al5 0.00 - -
Alb 0.00 - -
A7 0.00 - -
Al8 0.00 - +
A19 0.00 - -
A20 .00 - -
A2 0.00 ~ -
A22 0.00 - -

Tabla num. 6.- Resultados correspondientes a la deteccidn de la
capacidad inhibidora de los extractos crudos sobre
Penicillium corylophilum a las 48h de iniciade el
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Inhibicidén Inhibicién Inhibicién cadenas

CEPA germinacidon (%) micelio conidiales
a2a 0.00 - -
A24 0.C0O - -
A25 .00 + -
A26 0.00 - -
A27 0.00 + -
A28 0.00 - -
A9 40.00 + +
A30 0.00 + -
A3l 0.00 + _ +
Aa32 .00 + +
A33 0.00 - -
A34 0.00 + +
A35 0.00 + +
A36 80.00 + +
A37 G.00 - -
A38 0.00 - -
A39 0.00 - -
440 ¢.00 - -
A4l 0.00 - -
Ad2 0.00 - +
A43 ¢.00 - -
Add 0.00 - +
A45 0.00 - -
Ad6 0.00 - -
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RESULTADOS

En las Taklas nlUmeros 7 y 8 se expresan los resulta-
dos correspendientes a Aspergilius niger.

Las Tablas nuimeros 9 y 10 son las relativas a les
resultados frente a Aspergillius flavus.

Finalmente, 1las Tablas nimeros 11 y 12 corresponden a
los resultados observados en fAspergiiius fumigatus.



Inhibicién Inhibicidén inhibicién cadenas

CEPA germinacidén (%) micelio conidiales
a T - -
A2 100.00 + +
A3 0.00 + -
Ad - + -
AS 0.00 - -
AB 0.00 - -
A7 .00 - -
A8 - - -
A% - - -
AlO 50.00 + -
All 0.00 - -
AlZ2 0.00 - -
Al3 - - -
Ald 0.00 - -
Al5 0.00 - -
AlB - + -
Al7 - - -
Al8 100.00 - -
AlS 0.00 - -
A20 16.66 - -
421 100.00 - -
AZ2 - - -

Tabla num. 7.- Resultados correspondientes a la deteccién de 1la
capacidad inhibidora de los extractos crudos sobre

Aspergillus niger a las 24h de iniciade el ensayo.
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Inhibicion Inhibicién Inhibicién cadenas

CEPA germinacidn (%) micelic conidiales
a2z T A -
A24 106.00 + +
A25 - - -
A26 - - -
427 - - -
A28 100.00 - -
A29 - - -
430 0.00 + -
A31 G.00 + -
A32 - - -
A33 0.00 : - -
A34 0.00 - -
A35 0.00 - -
A36 - - -
A37 0.00 - -
A38 - - -
A38 0.00 + -
A40 0.00 - -
Adl - - -
Ad2 0.00 - -
A43 - + -
Ad4 - - -
445 0.00 - -
446 .00 - -
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Inhibicidn Inhibicién Inhibicién cadenas

CEPA germinacién (%)} micelic conidiales
o 000 LT S
a2 0.00 - -
A3 0.00 - -
Ad 20.00 + -
A5 - - +
AL - - +
A7 - - +
A8 0.00 + -
AS 0.00 - +
A10 100.00 + +
All - - +
al2 - - t
Al3 0.00 - +
Al4 - - -
AlS - - + ]
AlD 25.00 - -
Al7? 0.00 - -
Al8 .00 - +
Al9 - - +
AP0 0.00 - -
A2l 0.00 - +
aAz22 0.00 - -

Tabla num. 8.- Resultados correspondientes a la deteccitén de la
capacidad inhibidora de los extractos crudos sobre
Aspergillus niger a las 48h de iniciado el ensayo.
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Inhibicién Inhibicidn Inhibicién cadenas

CEPA germinacién (%) micelio conidiales
w2 25.00 -
A24 42.50 - -
A25 0.00 + +
A26 0.00 - +
A27 0.00 + +
a8 0.00 - +
A23 0.00 - +
A30 0.00 + -
A3l ¢.00 + -
A32 0.00 + -
A33 0.00 - +
A34 - - +
A35 0.00 - -
A36 0.00 - -
A37 - - +
A38 0.00 - -
A39 G.00 - +
A40 - - +
A4l 25.50 - -
Al2 0.00 - +
A43 0.00 - -
Ad44 0.00 - +
Ad5 0.00 - -
A46 - - +

Tabla num. 8.- {continuacidn).
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Inhibicidén Inhibicién Inhibicidn cadenas

CEPA germinacién (%) micelio conidiales
P 8.5 T S
a2 71.42 + +
A3 71.42 + +
Ad 46.66 + -
a5 0.00 - -
a6 0.G60 - -
a7 0.00 - -
a8 - - -
AS 100,00 + -
Al0 100.00 + ' +
All 0.00 - -
Al2 0.00 - -
YK 100.00 + -
Ald 0.0C0 - -
AlS 0.00 - -
AlB 100.00 + -
al? 100.00 + -
Al8 83.33 + +
Alsg 0.00 - -
A20 100.00 - -
A21 .00 - -
A22 100.00 + -

Tabla num. 9.- Resultados correspondientes a la deteccién de la
capacidad inhibidora de los extractes crudos sobre
Aspergillus flavus a las 24h de iniciado el ensa-
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Inhibicidn Inhibicién Inhibicidn cadenas

CEPA germinacién (%) micelio conidiales
w23 e L P
A24 50.00 + +
A2% 106.00 + +
AZ6 100.00 + -
a27 60.00 - -
A28 80.00 - -
A29 100.00 + -
430 100.00 + +
A3l 100,00 + +
A37 83.33 + +
A33 0.00 - -
A34 0.00 - -
A35 - - -
A36 100.00 - -
A37 0.00 - -
A38 100.00 + -
A39 0.00 + +
440 ¢.00 - -
a4l 100.00 + +
A2 0.00 - -
A4l 100.00 + +
Add 0.00 - -
A45 71.42 + +
AdB 0.00 - -

RESULTADOS



AlC
All
ale
Al3
Al4
AlS
AlG
Al7
AlB

Al9

Tabla nam.

RESULTADOS

Inhibicién Inhikicién Inhibkicién cadenas

germinacién (%) micelio conidiales
o000 LT S

0.00 - +
0.00 - +
0.00 - -
67.50 + +
0.00 - -
0.00 4 +
¢.00 - -
100,00 + +
0.00 + +
0.00 + +
96.25 + +
0.60 - +
75.00 + +
50.00 + +
0.00 - -
0.00 - -
0.00 - +
75.00 + -
0.00 + -
75.00 + +
0.00 - -

10.- Resultados correspondientes a la deteccién de la
capacidad inhibidora de 1los extractos crudoes
sobre Aspergillus filayus a las 48h de iniciado el
ensaya.




Inhibicién
germinacidn (%)

Inhibicidén

Inhibicién cadenas
conidiales

APD
A27
A28
A?S
A30
A3l
A32
A33
A34
A35
A36
A37
A38
A39
A40
A4l
A42
A43

Ad4

0.00
0.00
10.60
0.00
5G.00
0.00
50.00
10G.00
100.00
91.25
62.50
0.00
0.00
0.00
0.00
30.00
87.50
0.00
87.50
0.00
0.00

0.00

RESULTADOS



Inhibicién Inhibicién Inhibicidén cadenas

CEPA germinacion (%) micelio conidiales
P 0.0 - T -
A2 100.00 + +
A3 100.00 + +
Ad 100.00 + -
AS 0.00 - -
AB 0.00 - -
A7 ¢.00 - -
A8 ¢.00 - -
AS 0.00 + -
AlC 100.00 + +
All 0.00 - -
Al2 0.00 - -
Al3 G.00 # -
Al4 0.00 - -
Al5 0.00 - -
Al6 0.00 + -
aAl7 0.00 + -
Al8 100.00 + +
Al9 0.00 - -
A20 0.00 + -
A21 0.00 - -
A22 0.00 + -

Tabla nim. 11.- Resultados correspondientes a la deteccién de la
capacidad inhibideora de 1los extractos crudos
sobre Aspergillus fumigatus a las 24h de iniciado
el ensayo.
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Inhibicién
germinacion (%)

Inhibicién
micelio

Inhibicién cadenas

conidiales

A27
A28
A29
A30
A3l
A32
A33
A34
A3D
A36
437
A38
A3S
A40
A4l
Ad2

A43

100.
100,
0.
C.
0.
c.
100.
100.
0.

100,

100,

00
00
00
00
00
0C
00
00

00

.00
.00
. 00
.00
.00

.00

00

.00

00

.00

.00

11. -~ (continuacion}.

Tabla nGm.

RESULTADOS



Inhibicidn Inhibicidn Inhibicidn cadenas

CEPA germinacion (%) micelio conidiales
- 0.0 T S
a2 0.00 + -
A3 100.00 - +
Ad 0.00 - -
AS 96.00 + +
A6 100.00 + +
A7 100.00 + +
A8 100.00 + +
AS 100.00 + +
Al0 100.00 + +
All 96.00 + +
Al2 100.00 + -
Al3 160.00 - +
Al4d 10¢.00 + +
Al5 10G.00 + +
AlB 62.50- + -
Al7 100.00 + -
Al8 30.00 + +
AlS 96.00 + +
A20 160.00 + -
A21 160.00 + +
AZ22 100.00 + -

Tabla num. 12.- Resultados correspondientes a la deteccién de 1la
capacidad inhibidora de los extractos crudos
sobre Aspergillus fumigatus a las 48h de iniciado
el ensayo.
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Inhibicién Inhibicidn Inhibicion cadenas

CEPA germinacidn (%) micelio conidiales
w23 .00 -
A24 ¢.00 - -
AZ2S 38.6b + +
AZB 1006.00 + +
A27 87.00 + +
A28 100.00 + +
A29 40.00 - -
A30 100.00 + +
A3l 98.00 + +
A32 100.00 + +
A33 100.00 + +
A34 80.00 + +
A35 £0.00 + -
A36 0.00 + +
A37 60.00 + +
A38 12.50 - -
A39 100.00 + +
440 100.00 + +
A4l 40.00 - -
842 0.00 - -
243 0.0C + +
ad4 838.00 + +
A45 40.00 + -
A46 100.00 + +
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RESULTADOS

Resultados obtenidos en la deteccidn de la actividad
letal de 1los extracteos frente a larvas de Artemia
salina,

Se detectd la actividad letal sobre larvas de Artemia
salina adicionande, 0.1 o 0.2 ml del extracto crudo.

Pe rada uno de los ensayos se realizarcon cuatro lec-
turas que correspondieron a diferentes tiempeos de
contacte entre las larvas y los extractos correspon-
dientes.

Las lecturas sea llevaron a cabo a las:

4h 30
7h 30’
Sh 30°
24h 00°
Los resultados se expresan como porcentaje de letali-

dad de larvas de Artemia salina y se detallan en las
Tablas numeros 13 y 14.



4h 30° 7h 30°

CEPA 0.1ml E.C. 0.2ml E.C. 0.1ml E.C. 0.2ml E.C.
s o o o o
A2 0 G 0 0
A3 0 0 ¢ 0
ad G ¥ 0 100
A5 0 0 0 0
AB o 0 0 0
A7 0 0 ¢ 0
A8 0 0 0 0
A9 0 22 0 22
AlOQ 0 0 0 o
All 0 o 0 0
Al2 0 0 0 0
Al3 O 0 0 0
Al4 0 0 o 0
Al5S 0 0 0 0
Alb 0 C 0 0
Al7 2 30 2 100
Al8 ¢ o 0 0
Al9 0 0 0 0
A20 0 0 v 0
A21 0 10 C 10
A22 0 100 e 100

Tabla num. 13.- Resultados correspondientes a la deteccidn de la
capacidad letal de los extractes crudos (E.C.)
frente a larvas de Artemia salina (7 de 1letali-
dad).
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4h 30°

CEPA 0.1ml E.C. 0.2ml E.C.
A23 0 0
A4 0 0
A25 0 0
a26 0 0
A27 0 0
A28 30 30
A23 0 0
A30 0 0
a3l 0 0
A32 0 0
A33 0 0
A34 0 0
A35 0 0
A36 0 0
A37 0 0
A38 0 0
A33 0 0
A40 0 0
a4l 0 0
a42 0 0
Ad3 0 0
Al4 0 0
A45 0 0
Ad6 0 17

7h 30°
¢.iml E.C. 0.2ml E.C.
0 0
0 20
0 0
0 0
0 0
30 30
0 0
¢ i00
0 0
o 0
o 0
0 0
o 20
0 50
¢ 0
¢ 0
0 0
0 0
0 0
0 0
Q 0
0 0
0 0
0 17

RESULTADOS



Sh 30°

0.iml E.C.

0.2ml E.C.

R

AB

a7

AS

alo
All
A12
Al3
Al4
AlD
Alb
Al7
418

AlS

0.1ml E.C, 0.2ml E.C.
0 20
o 0
Q 0
0 100
0 0
0 G
0 0

30 40
0 100
0 0
0 0
0 0
¢ 80
0 Q
0 100
0 17

100 100
0 100
0 0
0 &0
9 21
30 100

100

30

50

50

10
100
20
100
50
100

100

100

100

100
100
100
100

100

100
100

50
100
100
100
100
100
100
100
100

100

Tabla num. 14.- Resultados correspondientes a la deteccién de 1la
capacidad letal de los extractes crudos
frente a larvas de Artemia salina (¥, de letali-

dad).

(E.C.)

RESULTADOS



Sh 30’ 24h

CEPA 0.1ml E.C. 0.2ml E.C. 0.iml E.C. 0.2ml E.C.
w3 o o s0 100
A24 10 30 100 100
A2D 0 o 0 0
A26 0 36 100 100
A27 80 160 &80 100
A28 50 100 80 100
A29 0 100 100 1G0
A30 0 100 100 100
A3l 0 0 100 100
A32 16 50 50 50
A33 100 100 100 100
A34 o 0 0 100
A35 20 20 20 30
A36 0 60 20 30
A37 ¢ 80 60 30
A38 19 100 50 100
A39 0 Y 10 100
A40 ¢ 0 50 100
Adl v 0 10 20
A42 0 15 50 100
A43 100 100 100 100
Ad4 0 20 100 100
A45 0 0 50 100
Adb 0 50 0 160
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4.1.5.

RESULTADOS

Resultados obtenidos en el estudic bajo microsceopio
electronico de harrido.

En este estudio se ohservaron las posible modifica-
ciones que los exiractos cbtenldos pudieran manifestar
sohre la morfoleogia de los microorganismoes.

Se eligieron los extractos crudos de cepas de Arthri-
nium de notable actividad antimicrobiana v se ensaya-
ron sobre Escherichia celi y sobre Enterobacter cloa-
cae.

Un ejemplo de los resultados cobtenideos se pueden ob-
servar en las Fotografias siguientes.

En 1la Lamina numerc ! se aprecian algunas modifica-
cicnes morfolégicas observadas en Escherichia coli,
destacando 1ias alteraciones de la superficie externa
del microorganimo, indicada con flechas scbre la Foto-
grafia.

La Lamina nuim. 2 corresponde a las alteracicnes cobser-
vadas en la morfolegia de Enterchacter cloacaas, se
detecta una disminucién del tamanc y asimismo una
marcada disminucién del nUmerc de microorganismos peor
campe de microscopio evaluade.

En ambos cascs la morfologia neormal de los micreorga-
nismos puede observarse en £l ensayo control,






alteraciones obsarvadzs en ia moriclogia v cuan-
tificac ion de Enterpbaciar cinacas por  accion
de los extractos de Arthrinium. cComparandc con
2l conirel (C1.




4.1.6.

RESULTADOS

Resultados obtenidos para la deteccidn del punto dpti-
mo de produccién de sustancias antibidticas en rela-
cién con el crecimiento del microorganismo en estudio.

En la Gréafica nimero 1 se representa la curve de
crecimiente en relacién al pH del medio de cultivo de
las cepas del género Arthrinium durante catorce dias
de incubacién a 28¢C y a 190 rpm.

Los wvalores wutilizados para la elaboracidn de 1las
Graficas corresponden a los valores medios determina-
dos para todas las cepas del geénero en estudio.

Los valeres correspondientes a las variaciones del pH
y del pesc seco son las gue se indican a continuacion:

Dia de

incubacidn pH pesc seco (g)
1 5.08 0.93
2 4,99 2.85
3 4.33 5.67
4 4,47 6.30
5 4.39 6.83
B 4.28 7.08
7 4.26 7.99
8 4.24 8.14
9 3.80 3.81
10 3.89 9.07
11 3.88 9.72
12 3.88 10.37
13 3.88 10.85
14 3.88 14.63
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RESULTADOS

fn 1la Tabla numerc i5 se expresan los resultados
correspondientes a las diferentes actividades antibié-
ticas de los extractos crudos totales y separadamente
de las fases organicas procedentes del cultive de las
cepas en estudic a lo largo de catorce dias de
incubacién a 190 rpm a lo large de catorce dias y &
282C spbre los diferentes microorganismos ensayados.

Para la realizacién de esta prueba se eligieron las
cepas del género Arthrinium que mosiraron mayor grado
de actividad en estudios anteriores y los resulfados
corresponden a una valoracién global de las activi-
dades detectadas a nivel de género.

ia fraccién acuosa deil extracto no presenté actividad
alguna sobre ninguno de los microorganismos ensayados.

Para una mejor interpretacidn de 1la Tabla debemos
conciderar gue las letras representan a:

& = Staphvlococcus pureus

B = Bacillus cereus

C = Streptococcus faecalis

D = Pseudomonas asruzinosa
_E = Escherichia coli

F = Candida albicans

G = Agpergillus piger



TIEMFO DE

INRCUBACION MICROCOCRGANISMOS
{dias}

A B C Iy E F G

1 O - - TO - - -

2 0 - 0 TG 0 - -

3 0 - 0 TGO O - -

4 O - G T0 o] - -

5 0 - 0 TCOC o] - -

6 0 0 o] T0 0 o -

7 0 0 0 TO O 0 -

8 o] 0 0 TG0 o 0 0

3 Q o 0 TO v} G C

10 0 0 O TG 0 0 -

11 c 0 G TG o] Q -

12 o G G TO O 0 -

i3 0 0 o TO 0 0 -

i4 0 O 0 TO ] O -
Tabla nim i5 .- Actividad del extracte crudo total v de la fase

organica scbre microorganismos.

T = Sensibilidad del micreorganismo frente al
extracto crudo total,
0 = Sensibilidad del microorganismo frente a

la fase onreganica.
- = No se detecta sensibilidad cdel microorga-
nismo.

RESULTADOS 93



En la Grafica nimero 2 se esqguematizan los porcentajes
de inhibicidn del desarrolle de Staphyiccoccus aursus
debidos a la accidn de las fases orgénicas del medio
de cultivo en el que se desarrollaron las cepas del
génere Arthrinium a ilo largo de catorce dias en las
condiciones indicadas en el apaertado de Material y
Métodos,

Los extractns crudos totales y las fases acuocsas no
presentaron actividad antibidética scbre este microor-
Zanismo,

Los valores de inhibicidn cbservados son les siguien-
tes:

Dias de desarrollo del cultivo

del que procede el extracto Porcentaje de inhibicidn
1 12.6
2 2G.7
3 21.9
4 22.2
5 22.4
B 22.5
7 23.4
8 24.6
g 30.9
10 39.9
11 43.4
12 45.7
13 48.9
14 55.2
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En la Grafica nimero 3 se esquematizan los porcentajes
de inhibicidén del desarrclle de Baciiius cereus debi-
dos a 1la accion de las fases organicas del medio de
cultivo en el que se desarrollarcn las cepas del
génerco Arthrinium a lo large de catorce dias en las
condiciones indicadas en el apartado de Material vy
Métodos,

Los extractos crudes totales y las fases acunsas no
presentaron actividad antibicdtica sobre este microor-
ganismo.

Los valores de inhibiciodn cobservadeos son los siguien-
tes:

Dias de desarrcllo del cultive

del que procede el extracto Porcentaje de inhibicién
1 G.0
2 0.0
3 0.0

1=
<O
o

5 0.0
6 19.3
7 19.6
8 22.3
5 25.4
10 34.1
11 37.3
12 39.2
13 41.4
14 42.9

RESULTADOS 36
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En la Grafica numero 4 se esquematizan los porcentajes
de inhibicidn del desarrollo de Streptococcus faecalis
debidos a la accidén de las fases organicas del medico
de cultivo en el que se desarrollaron las cepas del

génaro ring a lo largo de catorce dias en las
condiciones indicadas en el apartado de Material vy
Métodos,

Los extractos crudes totales y las fases acucsas no
presentarcn actividad antibidética sobre este microor-
ganismo.

Los valores de inhibicidn observados son los siguien-
tes:

Dias de desarrollio del cultivo

del que procede el exiracio ‘Porcentaje de inhibicion
1 0.0
2 3.1
3 29.4
4 33.6
5 38.7
6 42.5
7 42.5
8 43.1
9 46.7
10 44.5
11 48.3
12 51.2
13 53.6
14 56.7

RESULTADOS 98
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En la Grafica numero 5 se esquematizan los por#enta;es
de inhibicién del desarrollo de

debidos a la accidén del extracto crude total (E.C.T.)
y de las fases orgdnicas (F.0.) del medio de cultivo
en el que se desarrollaron las cepas del género Ar-
thrinium a lo large de catorce dias en las condiciones
indicadas en el apartado de Material y Mstodos.

Las fases acuosas no presentaron actividad antibidtica
sobre este microorganismo.

Los valores de inhibicidn observades son los siguien-

tes:
Dias de desarrollo del cultivo Porcentaje de inhibicién
del que procede el exiractc E.T.C. F.C.
1 6.40 6.90
2 6.80 7.50
3 7.00 8.00
4 7.40 8.30
5 8.00 8.60
B 8.90 9.30
7 39.70 10.30
8 30.30 36.20
9 40.70 43.80
10 50.80 61.40
i1 £1.66 72.10
12 74.80 79.80
13 84.7C 23.30
14 91.00 92.30

RESULTADOS 100
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En 1la Grafica numero 6 se esquematizan los porcentajes
de inhibicién del desarrclle de Escherichia coli
debidos a la accidn de las fases organicas del medio
de cultivo en el gue se desarrcllaron las cepas del
género Arthrinium a lo largo de catorce dias en las
condiciones indicadas en el apartade de Material vy
Métodos.

Los extractos crudos totales y las fases acupsas no
presentaron actividad antibidtice sobre este microor-
ganismo.

lLos valores de inhibicidn observades son los siguien-
tes: '

Dias de desarrollo del cultivo

del gue procede el extracto Porcentaje de inhibhicidn
1 6.0
2 8.0
3 15.3
i 24.8
5 33.2
£ 54.8
7 64.1
8 64.6
9 64.3
ic 64.5
11 4.4
12 64.0
13 £83.9
14 B84.0

RESULTADOS 102



Grafica numero 6&.- Porcentajes de inhibicién del desarreilo
Escherichia coli.
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Fn la Grafica numerc 7 se esquematizan los percentajes
de inhibicién del desarrolle de Candids albicans debi-
dos a la accion de las fases grzamicasdetmedio de
cultive en el que se desarrcllaron las cepas del
género Arthripium a lo large de catarce dias en las
condiciones indicadas en el apartado de Material ¥
Métodes.

Los extractos crudos totales y las fases acuosas no
presentaron actividad antibiética sobre sste microor-
ganismo.

ios valores de inhibicion observados son los siguien-
tes:

Dias de desarrclle del cultive

del que procede el exiracto

Porcentaje de inhibicién

1 0.0
2 0.0
3 2.0
4 0.0
5 G.C
= 7.5
7 i2.0
8 B88.3
9 79.6
10 83.1
i1 83.4
12 87.2
i3 88.4
14 96.1

RESULTADOS



AMDIDA AL

Grafica nUmero 7.- Porcentajes de inhibicidn del desarrcllo de
nmsnwam mwvwnmnm

EEEF!EE&FEELEEEH&&EEE%:EEEEL%@:E .

L]
(4
v

I

m.“m. ¥

ﬁ1;

¥

it

b
a

L

'

U A T
ke .,.+ b
[ I T o B
YA ETHE

...nm,:.n

.E._
LI

[
“

e d
¥

wi

L

ik
"
R :
r.mu
w_
%
”
_“1....,._ _”..n.. N..m-lm..f.
et

1]

=
e

) DS

==
e

E

IEHF

,I.-n
f

1

!

<

Rl

3
I1

7



4,1.7.

RESULTADOS

Resultados obtenidos tras la realizacidn de las croma-
tografias en capa fina de los extractos crudos totales
obtenidos de cultivos de siete, catorce y velntiun
dias de las cepas del género Arihrinium.

En la Tabla numero 16 se hallan resumidos los resulta-
dos obtenides tras la realizacién de las cromatogra-
fias en cloroformo/acetate de etile/édcido acético
(6:3:1) en placas cromatograficas con indicador de
fluorescencia,

tn 1la Tabla numerc 17 se indican los resultados obte-
nidos a partir del desarrcllo de las cromatografias en
cloroformo/acetato de etilo/fdcido acética (6:3:1) en
placas cromategraficas sin indicador de fluorescencia.

En 1la Tabla numero 18 se sumarizan los resultadoes
obtenidos %ras la realizacién de las cromatografias en
benceno/metancl/acido acético (24:2:1) en placas con
indicador de fluorsscencia.

Fn la Tabla numero 19 se pueden observar los re-
sultados obtenidos tras la realizacioén de las cromato-
grafias en benceno/metancl/acido acético (24:2:1) en
placas sin indicador de fluorescencia.

En todas los casos los resuitados fueron obtenidos
tras la lectura y observacion de las placas cromato-
graficas desarrolladas bajo lampara de 254 y 365 nm de
longitud de onda.

En las Tablas sole se aportan los valores relativos a
las cepas en las gue se detectaron una o mads huellas
cromatograficas. Se indican asimismo resultados de
extractos de siete, catorce y veintiun dias de de-
sarrollo de las cepas.



ESPECIE

-

I

INCUBACION Rf ( =254nmJ

RE (

=365nm)

A, aureum
A, georgii

A. hispanicus

A. marii

al

Al2

Ald

AlB

Alg

Al9

dias
dias
dias

dias
dias

dias

dias
dias
dias

dias
dias
dias

dias
dias
dias

dias
dias
dias

ODOQOOQ QOO0

~3 g 0o~ Y
WK OO M

0.72

0.26
0.72

Tabla num. 16

.- Resultados

cromatografias en cleroforme:
acido acetico glacial (6:3:13,

indicador de fluorescencia.

(—=-t

de huellas creomatograficas:.

obtenidos tras la realizacidn de las
acetato de etilo:
en placas

con

no presencia

RESULTADOS



ESPECIE CEPA

T. INCUBACION Rf ( =254nm; Rf

{ =365nmJ

A. saccharicola  A36

A38
A. serenensis Adl
A. urticae 443

|

14
21

14
21

dias
dias
dias

dias
dias
dias

dias

dias
dias

dias
dias
dias

Tabla num. 16.- (continuacidn}

RESULTADOS



ESPECIE CEPA T. INCUBACION Rf ( =254nm) Rf ( =365nm)

>

aursum Al 7 dias --- Q.36
14 dias -——- -
21 dias -— -——-

>

arundinis fato) 7 dias .64 ---
14 dias - ---
21 dias 0.91 -

0.99

I

georgil alz2 7 dias - .-
14 dias -—- -—-
21 dias 0.26 0.26

>

hispanicus Al4 7 dias 0.72 Q.72
14 dias -—- ---
21 dias - -———

>

marii AlB 7 dias -—- -—-
14 dias -——- -———
21 dias - 0.79 0.79

A18 7 dias - -
14 dias - -
21 dias 0.79 0.79

AlS 7 dias --- 0.72
14 dias -——- -
1 dias -—- Q.72

Tabla num. 17 .- Resultados obtenidos tras la realirzacidn de las
cromatografias en cloroformo: acetato de etilo:
acide acétice glacial (6:3:1), en placas sin
indicador de fluorescencia. (---: no presencia
de huellas cromatograficas).

RESULTADCS 109



ESPECIE

T. INCUBACION Rf ( =254nm)

Rf (

1>

. puccinoides

4. saccharicola

A. serenensis

A3l

A3b

A38

Adl

14
21

14
21

14
21

14
21

dias
dias
dias

dias
dias
dias

dias
dias
dias

dias
dias
dias

dias
dias
dias

0.26

0.72

0.72

Tabla nim. 17.- (continuacion’

RESULTADOS



254 nm.

7d 14d 21d

254 nm.

L ’d 14d 21d

Frenfe de soverte

A12

frerte de solverte

A18

365 nm.

, ’d 14d 21d

365 nm.

7d 14d 21d J




254 nm.

7d 14d 21d

254 nm.

7d 14d 21d

=) R R R—

A12

Herfe de soherfe

365 nm.

7d 14d 21d

365 nm.

A18

7d 14d 21d




ESPECIE

CEPA

T.

INCUBACION Rf (

=284nm} Rf ( =365nm)

13>

. arundinis

A, georgiil

g

&4

Ale

Al3

Al4d

dias
dias
dias

dias
dias
dias

dias
dias
dias

dias
dias
dias

- Q.86
- 0.42

0.26

0.26

Tabla num. 18,

RESULTADOS

Resultados obtenidos tras la realizacién de las
cromatografias en bencenc:metancl:acide acético
glacial (24:2:1), en placas con indicador de
flucrescencia. (---: no presencia de huellas
cromatograficasy.



ESPECIE

T.

INCUBACICN Rf

{ =254nm)

Rf

{ =385nm)

A, marii

A, mediterranii

A. phaeocpermum

A. philippi

12>

. puccinoides

ald

AlB

als

AlS

A20

A23

AZB

AZB

A31

7 dias
14 dias
21 dias

7 dias
14 dias
21 dias

7 dias
14 dias

21 dias

7 dias
14 dias
21 dias

7 dias
14 dias
21 dias

7 dias
14 dias
21 dias

7 dias
14 dias
21 dias

dias
dias
dias

Ll S |

[

7 dias
14 dias
21 dias

7 dias
14 dias
21 dias

RESULTADOS



ESPECIE

i

arundinis

>

georgii

i

hispanicus

RESULTADOS

CEPA T. INCUBACION Rf ( =254nm) Rf ( =365nm)

Al 7 dias 0.35 0.35
14 dias 0.35 0.35
21 dias -— -
A2 7 dias 0.35 0.35
14 dias - _———
21 dias —-——— -—
Ad 7 dias -— 0.42
14 dias - ---
21 dias -—— -—-
A5 7 dias 0.42 0.42
14 dias Q.42 0,42
0.98 0.98
21 dias .42 0.42
AB 7 dias 0.B4 -—
14 dias - -
21 dias 0.64 ---
AlZ 7 dias -—- -——
14 dias 0.26 0.26
21 dias -— -—
al3 7 dias -—- -—
14 dias 0.26 0.26
21 dias - -—
Ald 7 dias 0.26 0.28
14 dias 0.26 0.26
21 dias -—- -—

Resultados obtenidos +tras la realizacién de las
cromatografias en bencenc:metanol:&dcide acético
glacial (24:2:1), en placas sin indicador de
fluorescencia. (---: no presencia de huellas
cromatograficas).



T. INCUBACION Rf ( =254nm} R ( =365nm)

ESPECIE CEPA
A. javii AlS
A. mariji AlG
Al8
Al9
A20

A. mediterranii A2l

4A. phaegspermum  A23

a26
A. philippi A28
A. puccincides A31

14
21

7
14
21

7
14
21

dias
dias
dias

dias
dias
dias

dias
dias
dias

dias
dias
dias

dias
dias

dias

dias
dias
dias

dias
dias
dias

dias
dias
dias

7 dias
14 dias
21 dias

7 dias
14 dias
2l dias

RESULTADOS

--- 0.41
--- ¢.10
~-- 0.10
¢.16 0,15
0.16 ¢.16

0.28
¢.28 0.26
--= 0.54
0.26 0.26
--- 0.54
0.64 0.33
0.10 G.10
0.b4 -
¢.10 G.10

117



ESPECIE CEPA

T.

INCUBACION Rf ( =254nm)

Rf

{ =365nm)

A. saccharicola A3b

A37
A38
A. serenensis A1
A, urticae A43

i4
21

14
21

dias
dias
dias

dias
dias
dias

dias
dias
dias

dias
dias
dias

dias

dias
dias

.10

.26

0.10

0.26
.42

Tabla num. 19.- {continuacién)

RESULTADOS
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RESULTADOS

3: bencenc / metancl / 4Acide acético
(24:2:1). Las placas peoseian indi-
cador de fluorescencia.

4: benceno / metancl / a&cido acético
(24:2:1). Las placas neo poseian
indicador de fluorescencia.

En la Tabla s6le se aportan los valores relativos a
las cepas en las que se detectaron actividades.

Se indican asimismo resultados de extractos de siete,
catorce y veintiun dias de desarrollc de las cepas del
género Arthrinium.



ESPECIE CEPA T. incubacian 1 2 3 4

A&, aureum a2 7 dias + +
Ad 7 dias +
AB 7 dias + +
4. arundinis A8 21 dias + + +
A, georgii Al2 7 dias + +
14 dias + + +
21 dias + +
A, hispanicus A13 7 dias +
14 dias +
Al4d 7 dias +
A. javii AlS 14 dias +
21 dias +
A, mariil AlG 21 dias +
Ald 21 dias +
AlS 14 dias + +
21 dias +
A20 7 dias +
21 dias + + + +

Tabla nam. 20 .- Resultados obtenidos tras ia realizacidn de las
bicautografias sobre Staphylococcus aureus.

RESULTADOS 123



ESPECIE CEPA T. incubacién 1 2 3 4

A. mediterranii 421 7 dias + +
A. phaeospermum AZ23 7 dias +
A26 7 dias +
21 dias + +
4. philippi A28 7 dias + +
14 dias +
21 dias +
4. puccincides A31 i4 dias +
A. saccharicola A3B 7 dias + +
21 dias + +
A37 21 dias +
A38 7 dias +
21 dias + + + +
A. serenensis 841 7 dias + + + +
21 dias +

Tabla nuam. 20.- {(continuacién)

RESULTADOS 124
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4.1.9.

RESULTADOS

Resultados correspondientes a la accién de agentes
mutdgenos sobre la capacidad inhibidora de cepas del
género Arthrinium.

- Ffecto de la radiacién ultravicleta a diversos
tiempos de actuacidn.

4 partir de suspensiones valoradas de las cepas en
estudio se realizaron siembras en los medios de culivo
preparados como se indica en el apartadc correspon-
diente a Material y Métodos, evaluandose posterior-
mente el indice de supervivencia de las cepas a las
distintos tiempos de exposicién a la radiacidn ultra-
violeta, obteniéndose asimismo resultados relativos al
ensaye contrel, con el fin de poder establecer el
indice de supervivencia.

Este primer apartado se llevé a cabo con una cepa de
cada especie, elegiendo en el caso de que se dispusie-
ra de mds de una, la cepa de referencia o el Holotipo.

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla namero
21,



RESULTADOS

A partir de los resultados obtenides y dada la posible
relacidén entre un indice de supervivencia bajo y la
obtencién de cepas mutantes se elegié el tiempo de
exposicién de 20°, como optimo para los estudios
subsiguientes.

Se sometieron a la acciodn de la luz ultravioleta las
cuarenta y seis cepas del género en estudio y los
resultados obtenidos tras una exposicién, en las con-
diciones indicadas en el apartado de Material y Méto-
dos, durante un espacio de tiempo de 20’, permitieron
obtener los indices medios de supervivencia para cada
una de las cepas, valores gque se resumen en la Tabla
namero 22.

Las cepas supervivientes fueron seleccionadas con el
fin de diferenciar aquellas gue presentaban modifica-
ciones morfoldgicas observables macroscépicamente,
resembrandose estas cepas con el fin de determinar si
la variacién de caracteres observados era estable, por
lo que se consideraban mutaciones o revertian con lo
que simplemente fueron calificados de adaptaciones a
las condiciones de incubacién y del medio.

Entre las cepas aisladas se determindé la presencia de
algunas con aspectos macroscépicamente diferenciales
de 1los relativos a las cepas control (no sometidas a
las radiaciones ultravioletas), que mantuvieron su
aspecto diferencial tras sucesivas resiembras, por lo
que fueron consideradas cepas mutadas.

A partir de estas cepas, consideradas mutaciones fue-
ron realizados nuevamente ensayos de actividad inhibi-
dora con el fin de determinar si la mutacién observada
se acompafiaba ademds de un incremento en la produccién
de metabolitos con capacidad inhibidora. Los resulta-
dos obtenidos se resumen en la Tabla numero 23.



INDICE DE SUPERVIVENCIA

ESPECIE CEPA 20
A, aureum Al 2.67%
a2 2.547
A3 3.177
Ad 2.50%
A5 2.65%
A. arundinis AB 1.76%
a7 1.87%
A8 1.64%
AS 1.98%
ALQ 1.68%
A. francii all 2.88%
A georgzii A2 4.02%
A. hispanicus Al3 1.567%
Al4l 1.677%
A, javii AlS 3.477
Tabla nim. 22 .- Indice de superviviencia de las cepas del género

Arthrinium tras someterlas al tratamiento con
luz ultravioleta durante 20°.

RESULTADOS 130



INDICE DE SUPERVIVERCIA

ESPECIE CEPA 20°
A, marii AlB 2.13%
Al7 2.08%
Al8 2.34%
AlS 2.15%
A20 2.147
A. mediterranii A21 2.897
A22 2.917%
4. phaepgspermum A23 2.457,
A24 2.54%
425 2.487%
A26 2.83%
A27 2.56%
4. philippi A28 1.34%
A. puccinoides AZS 3.78%
A30 3.457%
A3l 3.56%
A32 3.59%
A33 3.47%

RESULTADOS 131



INDICE DE SUPERVIVENCIA

ESPECIE CEPA 20°
A. saccharicola A34 2.36%
A35 2.34%
A36 2.477%
A37 2.70%
A38 2.55%
A. serenensis A39 1.76%
' A40 1.89%
Adl 1.56%
A. urticae Ad2 1.89%
443 1.87%
Add 1.98%
445 1.89%
AdB 1.88%

Tabia nim. 22.- (continuacién)

RESULTADOS 132



MUTACION

ESPECIE CEPA MORFCQLOGICA ACTIVIDAD
A. aureum al + -
A2 - -
A3 + +
Ad + -
. % - -
A. arundinis T Ab - -
a7 - -
A8 + -
A9 - -
Al10 - -
A. francii All - -
4. georgii Al2 - -
A. hispanicus Al3 - -
Al4 - -
A. javii AlS - -

Tabla num. 23.- Deteccidn de mutantes morfolédgicas ¢ de activi-
dad inhibidora, entre las cepas del género Ar-
thrinium tras someterlas al tratamiento con luz
ultravioleta durante 20°.

RESULTADOS 133



MUTACTON

ESPECIE CEPA MORFOLOGICA ACTIVIDAD
&, marii 416 + +
Al7 + -
Al8 - -
AlS - -
A20 - -
&, mediterranii A2l + -
A22 - -
A. phaeospermum A23 - -
A24 + -
A25 - -
A28 - -
A27 - -
A&, philippi A28 - -
A. puccinoides A2 - -
A30 - -
A3l - -
A32 - -
433 - -

RESULTADOS 134



MUTACION

ESPECIE CEPA MOREFOLOGICA ACTIVIDAD
A. sacchariccla A3 + -
A3D - -
A36 - -
A37 - -
A38 - -
A. serenensis A3S + -
A40 - -
atl - _
A, urticae Ad2 - -
A43 - -
Add - -
A45 - -
A4 - -

Tabla ntGm. 23.- (continuaciénJ

RESULTADOS 135



RESULTADGS

- Efecto de la Nitrosoguanidina.

A partir de suspensiones valoradas de las cepas en
estudio se realizaron siembras en las medios de culivo
preparados como se indica en el apartade correspon-
diente =2 Material y Métodos, evaluandese posterior-
mente el indice de supervivencia de las cepas en
presencia de nitrosoguanidina, obteniéndose asimismo
resultados relativos al ensayo control, con el fin de
poder establecer el indice de supervivencia.

Los resultados obtenidos se detallan en 1la Tabla
ndmero 24.

Las cepas supervivientes fueron seleccionadas para
diferenciar aguellas que presentaban modificaciones
morfolégicas observables macroscépicamente, resembrin-
dose estas cepas con el fin de determinar si la varia-
cidn de caracteres observados era estable, por lo que
se consideraban mnmutaciones o revertian con lo gque
simplemente fueron calificados de adaptaciones a las
condiciones en las que se realizaba la experiencia.

Entre las cepas aisladas se determiné la presencia de
algunas con aspectos macroscépicamente diferenciales
de los relativos a las cepas control (no sometidas a
la nitrosoguanidina), que mantuvieron su aspecto dife-
rencial tras sucesivas resiembras, por lo que fueron
consideradas cepas mutadas.

A partir de estas cepas, consideradas mutaciones fue-
ron realizados nuevamente ensayos de actividad inhibi-
dora con el fin de determinar si la mutacién observada
se acompafiaba ademds de un incremento o de una dismi-
nucidn significativa en la produccidon de metabolitos
con capacidad inhibidora.

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla numero
25.



ESPECIE CEPA INDICE DE SUPERVIVENCIA

A. aureum Al 3.14%
A2 3.54%
A3 2.17%
Ad 2.46%
A3 3.65%
A. arundinis Ab 2.76%
A7 2.87%
A48 2.437,
AS 3.08%
AlQ 3,867
A. francii All 4,92%
A. georgii Al2 6.227
A. hispanicus Al3 3.647%
ald 2.58%
A. javii A15 8.17%
Tabla num. 24 .- Indice de superviviencia de las cepas del género
Arthrinium tras someterlas al tratamiento con
nitrosoguanidina.
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ESPECIE CEPA INDICE DE SUPERVIVENCIA

A. marii AlB 4.337
Al7 3.18%
Aald 2.98%
Al9 J.347,
A2D 2.947%
A. mediterranii = A21 5.397
A22 5.67%
A. phaepspermum A23 6.12%
424 6.78%
AZ5 5.327%
426 5.34%
a27 6.56%
A. philippi A28 4.34%
A, puccinoides AZS 5.847
A30 5.96%
A31 5.647%
432 5.34%
A33 5.457%
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ESPECIE CEPA INDICE DE SUPERVIVENCIA

A. saccharicola A34 4.63%
A35 3.89%
A36 4,757
A37 4.877
A38 3.75%
A. serenensis 439 7.12%
A40 8.14%
Adl 8.787%
A, ucticae a4z 4.677
A43 4.78%
Add 53.12%
A4S 4.897
A4E 5.08%

Tabla num. 24.- {continuacidn}
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MUTACION

ESPECIE CEPA MORFOLOGICA ACTIVIDAD
A. aureum Al - -
A2 - -
A3 + -
Ad + -
45 - -
A. arundinis AB - -
A7 - -
A8 + -
A9 + -
Al0 - -
A. francii Al1l - -
A, georgii AlZ2 - -
A. hispanicus Al3 - -
Al4 + -
A, javii AlS - -

Tabla num. 25.- Deteccién de mutantes morfolégicas o de activi-
dad inhibidora, entre las cepas del género Ar -
thoipium tras someterlas al tratamientoe con
nitrosoguanidina,
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MUTACICN

- "ESPECIE - CEPA MORFOLOGICA ACTIVIDAD
A..macii . . .. AlB * . T
al?7 t -
ISE: - - |
als ' i
A20 - . *
A, mediterranii A2l + -
w2 e . :
’ ;
AA.siphaeospermum | A23 -
_ a4 .
AZS *
A26 -
A27 -
A. philippi . A28 -
A. puccinoides A29 : -
“a30 -
e o A32, -
A33 -




RESULTADOS

En todas las cepas que se han detectado mutaciones
morfolégicas, éstas se han caracterizado por la ausen-
cia de formacidén de conidios, observéndose la forma-
cion de colonias integradas por hifas blancas y esté-
riles, en la practica totalidad de la superficie de la
colonia.

Bajo el punto de vista de la actividad antibidtica, en
la cepa A3, correspondiente a A. aureum se ha detecta-
do una disminucién de la misma, si bilen en el caso de
la cepa Al6, correspondiente a Arthrinium marii su
actividad antibidétice se vid marcadamente incrementa-
da, tras ser tratada con radiaciones ultravioletas por
espacic de 20 minutes.




4.1.10.

RESULTADOS

Resultades correspondientes a la deteccidn de parti-
culas semejantes a virus y su relacion con los cambios
morfolégicos y de actividad de cepas del genero Ar-
thrinium.

Las observaciones realizadas bajo el wmicroscopio elec-
trénico de transmisién denotan, en el caso de algunas
cepas del género Arthrinium la presencia de
agrupaciones de particulas de morfeclogia repetitiva,
aspecto v tamefio que permite sospechar la presencia de
virus en sus hifas,

Los resultados obtenidos se observan en las Fotogra-
fias siguientes.

Las flechas sefalan 1a localizacién de  las
agrupacicnes de particulas semejantes a micovirus.

Las hifas procedian de cultivos que fueron también
observados bajo el microscopic electrdnico de barrido,
¥y gque como se demuestra en la Fotografia numero 9,
corresponde a cultives en dptimas condiciones de de-
sarrollo y de conidiogénesis (cepa salvaje) como se
puede corroborar al compararlo con la Fotografia nume-
ro 10, obtenida de cultivos de la misma cepa pero de
aspecto andémale o atipico y totalmente estériles
(variedad morfoldgical.
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Fotoerafia num. S.- Morfologia fTipica de Arthrinium mediierranii,




Fotografiz num. 10.- Morfologia atipica de Arthrinium pediterranii.
Cultivo estéril.



RESULTADOS

La comparacién entre la actividad inhibidora de 1los
extractos obtenidos a partir del desarrcllo de la cepa
salvaje y de la cepa con alteraciones morfoldgicas se
apertan en la Grafica nam. 8.

Los numeros relativos a las bhacterias, hongos filamen-
tosos y levaduras expresados en abcisas corresponden a
los microorganismos indicados en el apartado corres-
pondiente de Material y Métodos.
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4.1.11.

RESULTADOS

Resultados correspondientes a los espectros de
Infrarrojo (IR) y de Resonancia magnética nuclear
(RMN).

Al realizar los espectros de IR y RMN de los extractos
obtenidos de las cepas en estudic se obtuvieron los
resultadeos gque se aportan en las Graficas nlmeros S a
11.

Al analizar estos espectros puede deducirse que entre
los metabolitos obtenidos tras los procesos de extrac-
cién y purificacién se obtuvieron derivados de 1la
Familia de las Papulacandinas que se diferencian de
las descritas hasta el presente por la presencia de
radicales gque incrementan su capacidad antibiética y
amplian su espectro de actividad en 1lo que a
actividad frente a bacterias y a determinados hongos
filamentosos se refiere.
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Grafica nim. 9.- Espectro de 44 RMN de uno de los metabolitos
aislados a partir de cepas del género arthei-
nium.
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Grafica nam. 14.- Espectro de B¢ RMN de uno de los metabolitos
aisladcs a partir de cepas del género Arthri-

nium,
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RESULTADOS

Las caracteristicas quimicas del metabolitc detectado
pueden resumirse en:

Como todas las Papulacandinas es un derivado ~-C-D-
glucosilado del 1,3(3-dihidroxi-5-hidroximetilbenceno
(Dubeis and Beau, 1992} pero a partir de las de-
terminaciones quimicas realizadas parece indicarse la
presencia de un radical distinto al relative a las
papulacandinas hasta el presente descritas. Este radi-
cal puede tratarse de un grupo metile que deberia
estar situado en la posicién indicada con la letra R.

En el esquema siguiente se aporta la probable fdrmula
del metabolito obtenido. Ademds se ha detectado la
presencia de las restantes Papulacandinas citadas en
la bibliografia y que se han elaborado y acumulado por
diversas cepas del género Arthrinium estudiadas.




4.2.

RESULTADOS CORRESPONDIENTES A LOS ESTUDIOS - REALIZADOS EN
FERMENTADOR

Los resultados correspendientes a los estudios realizados en
el bioreactor, se resumen en la Graficas siguientes.

En las Graficas numeros 12 a 15, se pueden observar los
resultados correspondientes a la determinacién del peso seco
total a 1lo largo de catorce dias de estudio, cuande 1la
concentracion de glucosa adicionada al medio de cultive es
de:

5, 10, 20 o 30 g/l

Otra variable investigada ha sido la influencia de la luz y
los resultados obtenidos se pueden cbservar en las Graficas
indicadas.

En las Graficas numeros 16 y 17 se comparan los resultadoes,
agrupando las Gréaficas en funcién de los dos parametros
considerados:

- concentracidén de glucosa adicionada al medio de cultivo.

- condiciones del culiivo en presencia ¢ ausencia de luz.
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9/L peso seco total

> . o8c. §
B quz 6
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periodo de Incubacion [dlas)

Grafica num. 12.- Determinacidn del pesc secc total en presencia
(luz) o ausencia de luz (osc.) a lo largo de
catorce dias de cultive, cuando la concentra-
cidn inicial de gluccsa es de 5 g/l.
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§/L peso saco toiad
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Grafica nim. 13.- Determinacidn del pesc secoc total en presencia
{luz}) o ausencia de luz (ecsc.) a lo largo de
catorce dias de cultive, cuande la concentra-
cidn inicial de glucosa es de 10 g/1.
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Grafica num. 14.- Determinacidn del pesc seco total en presencia
(luz) o ausencia de luz (osc.) a lo largo de
catorce dias de cultive, cuando la concentra-
cidn inicial de glucpsa es de 20 g/l.
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§/L paso seco total
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Grafica num. 15.- Determinacién del peso seco total en presencia
{luz) o ausencia de luz (osc.) a lo large de
catorce dias de cultivo, cuando ia concentra-
cion inicial de glucosz es de 30 g/l.
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9/L peao saco total
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Grafica num.

pertcdo de Incubacién (dias)

16. - Comparacién de 1los pesgs secos totales a lo

iargo de 1los catorce dias de cultivoe en
presencia de 1luz (luz), en funcion de ia
concentracidén de glucosa inicial.
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Grafica num. 17.- Comparacién de los pesos secos totales a lo
largo de 1ios catorce dias de cultivo en
ausencia de 1luz {o0sc.), en funcidén de la
concentracidn de glucesa inicial.

RESULTADOS 165



Otro pardmetro analizado ha side el relativo al consumo de
glucosa a lo largo de los catorce dias de desarrollo de las
cepas en las condiciones mediales sefialadas en el apartado
correspondiente a Material y Métodos.

Se indican separadamente los resultados relatives a 1los
cultivos realizados en presencia o en ausencia de luz.

La concentracidén inicial de glucosa en el medio de cultive
fue de:

5, 10, 20 ¢ 30 g/l

los resultados se expresan en forma de Diagramas de barras y
en Grafica para una mejor visualizacién e interpretacion de
ios mismos.

El Diagrama numero 1 y la Grafica numerc 18 corresponden a
las determinaciones realizadas en cultivos en presencia de
luz.

El Diagrams numerc 2 y la Grafica numero 19 corresponden a
las determinaciones realizadas en culives en ausencia de
luz,
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oporcentaie de glucosa consumido

e
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periodo de incubacion (dias)
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Diagrama num. 1.- Porcentaje de glucesa consumido a lo largo de
catorce dias de cultivo en presencia de iuz.
Les valores iniciales de glucosa adicionados
al medio fueron, 5, 10, 20 o 30g/l.
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00 porcentaje cie glucosa consumido

Grafica nam. 18.- Porcentaje de glucosa consumido a lo large de
catorce dias de cultive en presencia de luz.
Logs valores iniciales de glucosa adicionados
al medic fueron, 95, 10, 20 o 30g/1.
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Diagrama num. 2.- Porcentaje de glucosa consumido a lo largo de
catorce dias de cultive en ausencia de 1luz
(osc.). Los wvalores iniciales de glucosa adi-
cionados al medio fueron, 5, 10, 20 o 30gz/1.

RESULTADOS 169



Opr:ucemtaie de glucosa consumigo
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Gréafica num. 19.- Porcentaje de gluceosa consumido a lo large de
catorce dias de cultivo en ausencia de luz
(osc.). Los wvalores iniciales de gilucosa adi-
cicnados al medic fueron, 5, 10, 20 o 30g/1.
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Cuando se realizaron las determinaciones a partir de mediocs
de cultives en los gque inicialmente la concentracién de
glucosa. fue de 10 g/l o de 20g/1 valores habituales en la
mayoria de los medios de cultive utilizades tradicicnalmente
en Micologia, se establecieron los parametros reiativos a:

- Coeficiente de economia del proceso.

- Coeficiente especifico del crecimiento.

lLos valores se resumen en la Tabla numero 26.
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Glucosa inicial Luz P Coef. economia

10 g/1 + 0.0306 12.007%
10g/1 - 0.0397 47,507
20g/1 + 0.0384 23,557,
20g/1 - 0.0377 23.06%

Tabla nim. 26.- Resultados correspondientes a los coeficientes de
economia y especifico dei crecimientoc en presen-
cia de 10 o 20 g/l de glucosa.

B = coeficiente especifico del crecimiento.
= Presencia de luz.
- = Ausencia de luz.
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En 1la Grafica nimero 20 se aporta la relacidén entre el
coeficiente especifico de crecimiento y el coeficiente espe-
cifico de utilizacién de la glucosa.

La interseccién con 1la ordenada nos permite deducir el
reqguerimiento de mantenimiento en glucosa.

Los valores corresponden a los estudios realizados con una
concentracidén de glucosa de 20g/1 gue corresponde a la
concentracién de esta fuente de carbono en el medic de
extracte de malta al 2%, medioc de cultivo considerade de
eleccion para llevar a cabo estos estudios, segin los andli-
sis previos realizados por Larrondo en 1989 y Agut en 1992,
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En 1las pruebas realizadas en presencia y ausencia de luz a
lo 1largo de catorce dias se han establecido los parametros
gue se resumen en la Tabla nimerc 27, en la que se sefala:

ENSAYO

Tabla num.

RESULTADOS

- Periodo de incubacidn en dias.

- Pasc seco en g/l.

~ Relacidn entre g/l glucosa consumidos por
hora y g/l de cultivo (pesc seco) por
hora (R},

- Coeficiente especifico de crecimiento 9JL

- Porcentaje de glucosa consumida.

DIAS PESC SECO R M ZGLUCOSA
g/l CONSUMIDA
7 4,000 0.C1466  0.02377 50.735
3 4,266 0.01567 0.01972 72.220
11 4.459 0.01382 0.0168& 81,345
14 4,452 0.01207 0.01325 90.310
7 3.595 0.01901 0.02136 57.45
9 3.836 0.01825 0.01773 79.61
11 4.096 6.01611 0.01704 79.17
14 4.473 0.01331 0.01329 100.00

27.~ Parametros cbtenidos en los ensayos realizados,
adicionando glucosa a la concentracién de 20g/1.
Ensayo 1: Presencia de luz.
Ensayc 2: Ausencia de luz,



En la Tabla numerc 28, se resumen los resultados correspon-
dientes a porcentajes de inhibicon frente a divarses mi-
croorganismos, atendiendo al dia de mdxima actividad inhibi-
dora en las condiciones de cultivo siguientes.

- Prueba 1: 20g/1 de glucosa.Presencia de luz.

- Prueba 2: 20g/1 de glucosa. Ausencia de luz.

- Prueba 3: 10g/l de glucosa. Ausencia de luz.

MICROORGANISMO PRUEBA Z MAX. INHIBICION DIA MAX. ACTIVIDAD

S. aureus 1 45.007% 8
2 53.10% 10
3 25.27% 14
B. cereus 1 15.57% 14
2 83.15% 13
3 28.87% 8
S. faecalis 1 45,377 9
2 42.86% g
3 39.417, 14
E. aeruginosa 1 81.24% 7
2 97.82% 13
3 15.60% 14
E. coli 1 23.407% i1
2 24.917% 14
3 4.72% 13
C. albicans 1 31.71% 7
2 93.53% 14
3 83.22%, 8

Tabla num. 28.- Resultados obtenidos relacicnando el porcentaje
mAximo de inhibicidn, el dia de mAxima actividad
¥ las condicicnes de cultivo consideradas.

RESULTADOS 176



5. DI SCUSION



5. DISCUSION

5.1. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LA DETECCION DE
LA ACTIVIDAD INHIBIDORA DE LOS EXTRACTOS CRUBOS.

5.1.1. Ensayos frente a bacterias y levaduras.

ios resultados correspondientes a este apartado
se resumen en la Tabla numerc 3.

El comentario de los resultados de inhibicidn
obtenidos 1lo realizaremos separadamente para cada uno de
los siete microorganismos ensayados.

Bacillus cereus

El porcentaje de cepas del género Ar-
thripium activas al ensayar el extracto crudo, sobre
Bacillus cereus es del orden del 34,

El porcentaje midximo de lisis (1007} de
este microorganismo frente a los extractos ensayados, se
obtuvo cuando las cepas del génerc Arthrinium pertenecian
a las especies: -

»>

phaegospermum (423 y A24)
A, urticae (445)
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A partir de tres de los extractos
correspondientes a las cepas Al3 (A. hispanicus), A22 (A.
mediterranii) y A2S (A. puccinecides) se obtuvo un 0.0% de
lisis, indicando este valor que el crecimiento de B.
cereys fue el mismo en los ensayos con o sin adicién del
extracto crudo.

En los ensayos realizados a partir de
veintesiete de los extractos, éstos ne séle no fueron
inhibidores del crecimiento sino que inclusc se obtuvie-
ron valores de desarrolle de B. cereus superiores a los
relativos a los ensayos control.

El resto de los extractos determiné wva-
lores de inhibicién de la cepa de B. cereus que oscilaron
desde un 3.157 hasta un 91.24%.

Staphylococcus aureus

El 507 de los extractos obtenides de 1las
cepas ensayadas fueron activos sobre este microorganis-
mo.

Los valores méximos de actividad se han
obtenido a partir de los extractos de la cepa A25 que
corresponde a A. phaeospermums con el que se obtuvo un
porcentaje de inhibicién del orden del 84.54%. Dos cepas,
determinaron una inhibicién del orden del 667, correspon-
diendo a A. hispanicus (A13} y A. phaeospermum (A23).

Tan sdlo en el caso de la cepa A42 (A.
urticae) el desarrollo de §. aursgugs fue el mismo en
presencia gue en ausencia del extracto.

Veintidos de 1los extractos analizados
determinaron en contacto con el microorganismo de ensayo
un incrementc en su desarrollo al comparar éste con el
obtenido en el control.
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Escherichia coli

Trece de los extractos cbtenidos de las
cepas del género Arthrinium ensayadas fueron activos,
aungue el porcentaje de inhibicién no fue en ningun caso
superior al 14.5%, e incluso en algunas ocasicnes la
adicién del extracto crudo procedente de las cepas de
Arthrinium favorecia el desarrollo del microorganismoc en
estudio.

la cepa mds activa frente a E. coli ha
sido la AP9 (A. puccinoides) cuyo extracto determiné una
inhibicién del orden del 78%.

Treinta y tres de los extractes de las
cepas ensayadas determinaron un mayor desarrollo del
microorganismo en estudic frente al ensayo control.

Streptococcus faecalis

El microorganime mAs sensible a los ex-
tractos crudos ensayados ha sido Streptococcus faecalis
dadc que un 58.69%7 de las cepas de Arthrinium fueron
activas, aungue el porcentaje de lisis del microorganismo
no superdé en ningln caso el 22%.

Tres de 1los extractos determinaron un
desarrollec de Streptococcus faecalis del mismo orden que
el obtenido en el ensayo contrecl. Estos extractos corres-
pondian a las cepas:

420 (A. parii)

A?1 (A. mediterranii’

A40 (A. serenensis).
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El mdximo valor de inhibicién fue en este
caso del orden del 21.47% y fue obtenido a partir del
ensayo con el extracto obtenido de la cepa AS correspon-
diente a A. arundinis,

Enterobacter clcacae

Frente a Entercbacier cloacae, un 43.47%
de las cepas de Arthrpium fueron activas. observindose en
algunas cepas capacidad de inhibicién superiores al 90%.

Destacaremos gue Jlos maximos valores de
inhibicidn (100Z} fueron desarrclladeos peor los extractos
de tres cepas:

A & (A. arundinis)

A29 (A, puccinoides)
445 (A, urticae).

Qtros resultados de inhibicién notables
fueron los correspondientes a las cepas sigulentes:

Al3 (A. bispanicus) : 90.58%
A21 (A. mediterraniil): 93.907%

A25 (A. phaepspermum): 82.57%

S6lo a partir de un extracto se observd un
desarrolle igual en presencia que en ausencia del mismo,
y éste correspendia a la cepa A4l (A. serenensis).
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Finalmente destacaremos gue veinticinco
extractos actuaron como un factor de desarrollo para el
microorganismo en estudio, dade que su adicidén al medio
de cultivo favoreci¢ el crecimiento de Entercbacter cloa-
cae.

Pseudomonas aeruginosa

Sobre este microorganisme un cincuenta por
ciento de los extractos ensayados fueron activos.

Los mdximos porcentajes de lisis detecta-
dos fueron desencadenados a partir de los extractos de
las cepas siguientes:

A 7 (A, arundinis) : 92.45%
Al5 (A. javii} 1 90.727%
Al9 (A. parii) : 89.72%

A27 (A. phaeospermum}: 93.117
A37 (A, saccharicola): 92.84%

840 (A, serenensis) : 94.43%
Ad6 (A, urticae) : 89,907

Los extractos procedentes de cuatro cepas
del género en estudic, determinaron un desarrclle de
Pseudomonas aeruginosa no diferenciable cuantitativamente
del obtenide en el ensayo control. Estas cepas correspon-
den a las especies siguientes:

Al3: A. hispanicus
A23: A, phaecspermum
A28: A, philippi
A30: A. puccinoides
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Finalmente pcdemos sefalar que el extracto
procedente de la cepa AdB (A, wurticae) solo presentd
actividad frente a este micrecorganismos entre 1los siete
ensayados.

Candida albicans

Scbre  Candida albicans fueron activas
veintisiete de las cepas del género Arihrinium ensayadas,
llegdndose a detectar un porcentaje de inhibicidén del
orden del 1007 que correspondia al extracto de la cepa
A23 correspondiente a A. phaeospermim,

En orden de importancia de actividad inhi-
bidera los extractos que deberian mencionarse después del
relativo al A23 por ser de actividad supericr al 70% son
los siguientes:

4 1 (A, aursumi: 70,047
A& (A, arundinis): 76.95%
AlS (A, mariii: 73.9587%
A3t (A. saccharicolad: 71.42%
A40 (A, serenensis? 74.19%
a43 (A. urticael: 72.58%

Tres de las cepas determinaron gque la
adicioén de sus extractos a Candida albicans no modificara
cuantitativamente su desarrclle al compararlo con el
ensayo contrel. Estas cepas correspendian a las especies
siguientes:

422: 4., mediterranii
A31: A. puccinoides
A35: A. saccharicela

Quince de los extractos ensayados determi-
naren un incremente en el desarrcilo de Candida albicans,
por lo gue actuaron como factores de crecimiento al ser
afiadidos al medio de cultivo base.
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Si comparamos los resultados obtenidos a
partir de los extractos con los aportados por Agut, en
1992, en el estudio realizado sobre ias mismas cepas del
género Arthrinium pero a partir del cultivo en nmedio
sélido podemos indicar gue en general se detecta una
mayor actividad de las cepas del género Arthrinium sobre
bacterias y levaduras a partir de los extractos que al
ensayar el cultivo en medio sdlido.

5.1.2. Discusién de los resultades relativos al volumen
minimo de extracto crude que inhibe el desarreollo
de las bacterias y de la levadura ensayadas.

Para el desarrcllo de esta prueba se
utilizé wuna modificacién del método descrite por Booth,
1971 para el estudio de la capacidad inhibidora de los
extractes fungicos en medio de cultivo liguido.

los resultados relativos a este apartado
se resumen en la Tebla numerc 4.

La mAxima cantidad de extracto crude adi-
cionada al medio de cultivo base fue de 2 ml, gue corres-
ponde a una concentracidn final de 181.8 pl/ml. Si esta
concentracidn no era capaz de inhibir el desarrollo de
los microorganismos ensayados, se indica en la Tabla como
2.

Para una mejor interpretacién de leos re-
sultados obtenidos, comentaremos separadamente los
relativos a cada microorganismo.

Bacillus cereus

Los extractos crudos obtenidos a partir de
veintidos de las cepas del género Arthrinium en estudio,
nd inhibieron el desarrclleo de este microorganismo al
adicionarse una concentracién final de extracto crude del
orden de 181.8 Pl/ml.
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Las cepas mds activas frente a Bacillus
cereus y que presentaron una CMI del orden de 72 ‘Flfml
fueron:

A23 (A. phaegspermum)
Az4 (A. phagospermup)
A4S (A, urticae)

Estos resultados concuerdan con los
aportados en el apartado anterior, dado que estas tres
cepas fuercon las Gnicas que determinaron una inhibicidn
del 1007 sobre Bacillus cereus.

Staphylococcus aureus

En un 247 de las cepas ensayadas no fue
posible establecer la concentracidén minima del extracto
crudo capaz de inhibir el desarrollo de $. aureus, en las
condicicnes de nuestro ensayo.

En todos los cases, debe senalarse que la
CMI obtenida es elevada, siendo los valores minimos de-
tectados de 126 ul/ml, relativos a los extractos crudos
de las cepas:

A29 (A. phaeospermum)
A29 (A. puccinoides)

A30 (A. puccinoides)

La cepa A25, habia sido detectada como la
mds activa en el estudio anterior, no asi por lo que a
las cepas A?9 y A30 se refiere, que presentaron una baja
o nula actividad inhibidora respectivamente frente a este
microorganismo.
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Eecherichia coli

Un 17.40% de 1los extractos crudos
procedentes de las cepas ensavadas presentaron una CMI
frente a Escherichia coll superior a 181 pl/ml.

la <cepa mas activa frente a este
microorganismo fue A40 gue corresponde a la especie A.
serenensis vy que presentd una CMI del orden de 126 ul/ml.
La mayor parte de las cepas activas precisan de una CMI
de sus extractos del orden de 142 Fl/ml.

Streptococcus faecalis

Diecisiete de los extractos procedentes de
las cepas del género Arthrinium en estudio presentaron
un valor de CMI superior al maximo detectado en este
estudio.

La mayoria de los extractos presentaron
una CHMI del orden de 158 ul/ml. siendo el extracto més
activo el obtenido a partir de la cepa A33 correspondien-
te a A. puccincides cuya CMI no superd los 142 pl/mi.

Enterobacter cloacae

Un 24% de los extractos crudos ensayadoes
presentaron una CMI superior a los 181 pl/mi.

A partir de los extractes obfenidos de las
cepas A?9 (A. puccinoides) y A4D (A. urticae) se detec-
taron los mAximos de actividad dado que la CMI era en
ambos casos de 72 pl/ml. El siguiente valor de CMI que
debemos destacar es el relativo a 1a cepa 421 (A, medi-
terranii) que fue del orden de 100 pl/mi.
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Pseudomecnas aeruginosa

Frente a este microcrganismo catorce de
los extractos ensayados presentarcn un valor de CMI
de 181 mul/ml y tan sélo seis superaren el valor
consideradec como limite en la metodologia empleada en
nuestro estudio.

F1 valor mids dptime de CMI cbtenido
corresponde a la cepa A37 (A. saccharicclal y fue del
orden de 72 ui/ml.

La concentracién minima inhibitoria mayo-
ritariamente determinada entre 1los extractos crudos
frente a este microorganisme corresponde a 158 pl/ml.

Candida albicans

De los cuarenta y seis exiractes ensayados
un 19.56% de los mismos prasantaron una CMI  superior a
181 pl/ml.

El valor inferior obtenido frente a Candi-
da albicans corresponde a la cepa Al3 (A. hispanicus),
para cuyo extracto se determind una CMI del orden de 32

1/mi. En orden de actividad el segundo extracto activo
corresponde a 1la cepa A23 (A. phseospermum) con una CMI
de 100 pl/ml.

A partir de veintiocho de las extractos
analizados e determinéd que su concentracién minima
inhibitoria era del orden de 126 ul/mi.
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La actividad detectada a lo largo de este
estudic no coincide con los datos aportados por Traxler y
cols., 1877, 1980, dado que estos investigadores sefialan
tan sélo que los metabolitos elaborados por cepas del
genero Arthrinium (= Papularia) son sélo activos sobre
levaduras, manifestando que son inactivos sobre bacterias
Gram positivas y Gram negativas.

Tradicicnalmente se ha venide considerando
que la actividad de las cepas actualmente integradas en el
génerc Arthrinium se manifiesta sélo en 1la obtencién de
protoplastos a partir de levaduras; sefialdndose la ascasa
0 nula actividad sobre otros microorganismos. como conse-
cuencia de la actividad de estos metabolitos sobre 1la
sintesis del 1-3-f -d-glucano, constituyenie de la pared
varios microorganismos, entre los que detacan las leva-
duras y fundamentalente Candjda albicaps, come indican

Pérez y cols., 1981 y Varona y cols., 1983.

En los datos aportados a lo largo de nues-
tra investigacidn queda claramente de manifiesto la marca-
da actividad que sobre bacterias vy asimismo sobre Candida
albicans poseen las cepas investigadas.

Si bien los valores correspondientes a la
concentracién minima inhibitoria aportados por Traxler ¥
cols., 1977 para las diversas Papulacandinas purificadas,
son inferiocres a los determinados a 1o larso de nuestro
estudio, debe considerarse que en esta primera fase nues-
tros datos corresponden al extracto crude sin purificacion
alguna, por lo gue incluso en este nivel de la investiga-
cién las cepas que hemos analizado possen actividad anti-
biética mucho mas evidente que la detectada por los inves-
tigadores citados.

Nuesiros resultados coinciden parcialmente
con los aportados per Larrondos 1989 y por Agut, 1992, por
lo que a espectro de actividad antibacteriana y antifungi-
ca se refiere,
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5.1.3. Ensayos frente a hongos filamentosos.

En la Tabla numero 5 se expresan los
resultados correspondientes a la actividad inhibidora de
los extractos crudos procedentes de 1los cultives deil

génerc Arthrinium, al enfrentarlos a Pepigillium corvlo-
philum después de veinticuatro horas de incubacidén.

Al analizar los resultados obtenidos, pede-
mos destacar gque s6lo una cepa de Arthrinium, (al14) e
identificada comc A. hispanicus determindé la inhibicién
total de la germinacidn, detectdndose a partir de cuatro
de ellas una marcada capacidad inhibitoria de la germina-
cién en Penicillium que se cifré en el 88.88%. Las cepas
que mostraron esta actividad fuercon:

A D5 (A, aureym)
411 (A, franciji?
A34 (A, sagcharicola)

A33 (A, saccharicolald

En cuanto a la capacidad de inhibicién de
la formacion del micelic podemos indicar que en veinticcho
de las cepas ensayadas del geénero Arthripium pude detec-
tarse una marcada accidén inhibidora de la formacidn del
micelio en Pepiciiiium corviophilum al comparar los re-
sultados obtenidos con los correspondientes a los ensayos
control.

la ausencia de cadenas conidiales sélo fue
detectada en un caso, gque correspondia al extracte crudo

de la cela A4 (A. hispanicus)
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En la Tabla nimero & se expresan los re-
sultados cuando el periode de incubacién del ensaye fue
de 48 horas.

Destacaremos de ella que sdlo cince de
los extractos enasayados determinaron inhibicisn dz la

erminacion sobre Penicilli i estos extrac-
g

tos fueron obtenidos a partir de las cepas siguientes:

A4 (A, aureum): 30% de inhibicién,
AlO (A, arundinis): 1007 de inhibicién.
412 (A. georgiid: 207 de inhibicién.
A29 (A. puccinoides): 407, de inhibicidn.
A36 (A. saccharicolal: 807 de inhibicién.

Finalmente sefialaremos que al comparar con
el ensayo control, observamos una inhibicién de la forma-
cion del micelic a2l ensayar los extractos crudos proce-
dentes de trece de las cepas de Agthrinium v una inhibi-
cion de la formacidn de cadenras conidiales al ensayar los
extractos procedentes de dieciseis cepas. Los extractos
que determinaron simultdneamente una inhibicidén de 1la
formacion del micelio y de las cadenas conidiales fueron:

A4 (4. gureum)

A 8 (A. arundinis)
410 (A. arundi

423 (A, puccingides)
A31 (A. puccinoides)

A32 (A. pycgingides?
A34 (A, saccharicola)

DISCUSION 189



La Tabla nimero 7 nos muestra los resulta-
dos obtenidos después de veinticuatro horas de incubacidn
cuande el hongo que enfrentamos a los extractos crudos
obtenidos de las cepas del género Arthrinium es Asper-

gillus niger.

Debemos destacar que se obtuvo una germina-
cién de Aspergillus niger mayor en los ensayos problema
gque en los control al ensayar el extracto crude obtenido
de diecisiete de las cepas de Arthrinium estudiadas.

En cuanto a la inhibicién de la formacion
de micelio podemos destacar que un 23.97 de las cepas de
Arthrinium presentaron esta caracteristica al enfrentarlas
a este hongo filamentoso y sélo dos de las cepas fueron
capaces de inhibir la formacidén de cabezas conidiales,

En la Tabla numero 8 se expresan los re-
sultados correspondientes a los ensayos cuando el periodo
de incubacién era de cuarenta y ocho horas.

Podemos sefalar que un 80.43% de las cepas
de Arthrinium inhibieron la formacién de micelic en As-
gerglllus niger, al ensayar el extracto crudo y un 52.17%
de las cepas inhibieron la formacién de cabezas coni-
diales,

En la Tabla nimero 9 se resumen los re-
sultados correspondientes a la actividad inhikidora de
los extractos crudos obtenidos a partir de las cepas del
género Arthrinium sobre Aspergillus flavus, después de 24
horas de incubacidn.

Un 307 de las cepas de Arthrinium produje-
ron una inhibicién de la formacién de micelio de Asper-
gillus flavus y wun 30.43% de las cepas inhibieron 1la
formacién de cabezas conidiales.
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En la Tabla niumerc 10 los resultados ex-
presados corresponden a los cbtenidos sobre i
flavus pero en este caso después de cuarenta y ocho horas
de incubacidn.

En un 60.867 de las cepas del género Ar-
thrinium se observé inhbicién de la formacién del micelio
del hongo y en un 657 de las cepas inhibicién de 1la
formacidén de cabezas conidiales.

En la Tabla nimerc 11 se expresan los re-
sultados correspondientes a la capacidad inhibidora de
los extractos crudos procedentes de las cepas del género
Arthrinium sobre Aspergillus fumigatus después de vein-
ticuatro horas de incubacién.

Atendiendo a las otras dos caracteristi-
cas observadas en este estudio mencionaremos gque un
98.69% de las cepas de Arthrinium ensayadas inhibieron la
formacién del micelic de Aspergillus fumigatus y un
28.26% de las cepas inhibieron también la formacién de
cabezas ceonidiales.

La Tabla numero 12 expresa los resultados
cbtenidos scobre Aspergillus fumigatus después de cuarenta
y ocho horas de incubacién,

Destacaremos que después de cuarenta y
ocho horas de incubacidn un 80.437% de las cepas inhibie-
ron la formacién de micelio de Aspergillus fumigatus y un
€5.21% inhibieron la formacién de cabezas conidiales.
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5.1.4. Discusién de 1los resultados obtenidos en 1la
deteccion de la actividad letal de los extractos
crudos sobre larvas de Artemia salina,

En 1la Tabla numero 13 se indican 1los
resultados obtenides al estudiar los porcentajes de leta-
lidad en larvas de Artemia salina producida por los
extractos de las cepas de Arthrinium transcurridas 4h
3¢y 7h 30°de contacto.

Se observan asimismo diferencias en los
valores de mortalidad segin se ensayan 0.1 ml o 0.2 ml
del extracto.

Los resultados obtenidos frente a estas
larvas, demuestran gue en la mayoria de los casos los
extractos son actives frente a estos organismos, con lo
gque se demuestra la actividad de los extractos crudos
sobre las células eucariotas.

Transcurridas 4h 30" de incubacidn cuando
se ahadieron 0.1 ml del extracto crude, podemos destacar
gue s6lo son activas dos cepas del género Arthrinium:

AT7 (A, mariil: 2% de mortalidad.

A28 (A, philippii: 30% de mortalidad.

Cuando se adicionan 0.2 ml del extracto
crudo al medic gue contienen las larvas de Artemia salina
aumenta el numerc de cepas activas, aque alcanza la cifra
de seis:

A9 (A, arundinis): 227, de mortalidad.
Al7 (A, mariil: 9C% de mortalidad.

é. pediterraniil: 100% de mortalidad.
(A, philippi): 307, de mortalidad.
A, urticae’: 177 de mortalidad.

(
(
421 (A, mediterranii): 10% de meortalidad.
{
i
(
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Transcurridas 7h 30° después de adicionar
0.1 ml de 1los extractos procedentes de las cepas del
géneroe Arthinium, se observa gque los resultades coinciden
totalmente con los obtenides tras un pericdo de incubacion
de 4h 30°. 5in embarge,; después de adicionar ¢.2 ml del
extracto, aumentan los porcentajes de letalidad respectc a
la lectura anterior. En este caso han sido once las cepas
del génerc Arthrinium activas y son las siguientes:

A4 (A, aureuml: 1007, de mortalidad.
A9 (A, arundinis): 227 de mortalidad.
Al7 (A, marii): 1007, de mortalidad.
A21 (A, mediterraniil): 10% de mertalidad.
422 (A, mediterraniil: 100% de wortalidad.
A?4 {A. phaeospermum}: 20% de mortalidad.
A28 {(A. philippil: 307 de mertalidad.
A30 (A. puccinoides): 1007 de mortalidad.
A35 {A. saccharicolal: 207 de mortalidad.
436 {A. sacchariceolal}: 507% de mortalidad.
A46 (A, urticae)l: 177 de mortalidad.

En la Tabla nimerc 14, se resumen los re-
sultades correspondientes a ias 9h 30"y 24h de incuba-
cién,

A las 9h 30°de contacto entre las larvas ¥
los extractos, destacaremos que al afadir 0.1 ml al medio
de cultivo se detectaron un 267, de extractos activos. Tres
de 1las cepas determinaron un 1007 de mortalidad de las
larvas. Estas cepas fueron:

A17 (A, marii)

A33 (A. puccinoides)

A43 (4. urticae)
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Al ensayar 0.2 ml del extracto crudo, se
observé gue veintiocho de las cepas del género Arthrinium
presentaron actividad, debiendo destacar que doce, deter-
minarcn una mortalidad del 100 ¥ de las larvas de Artemia
salina. Estas doce cepas fueron las siguientes:

A 4 (A, gureum)

A S (A, arundinis)
AlS (A. arundinis)
Al7 (A, marii)

Al8 (A, marii)

A22 (A. mediterranii)
A27 (A. phaeospermum)
A28 (A, philippi)

A29 (A. puccinoides)
A30 (A. puccinoides)
A38 (A. saccharicola)

A43 (4. ygiicas)

Finalmente, cuando el periodo de incuba-
cién en presencia del extracto fue de 24 horas, se cbser-
v6 gue la adicidn de 0.1 ml de extractc crude, pusc de
manifiesto que el 82.67 de las cepas en estudio eran
activas frente a las larvas, variande los porcentajes de
mortalidad desdetectados desde un 107, en el caso de las
cepas All (A. francii), A39 (A. serenensis) y A4l (A.
serenensis) hasta el 1007, ocasicnado por los extractos de
dieciseis de las cepas ensayadas.

5i se adicionan 0.2 mi, todas las cepas
son activas excepto dos gue corresponden a:

A 7 (A. arundinis)
A25 (A, phaeospermum)

A partir de treinta y seis de los
extractos se alcanzé un 1007 de mortalidad de las larvas.

Las larvas de Artemia salina fueron,
sensibles a la accidén de los extractos obtenidos de las
cepas en estudio, coincidiendc este hecho con los datos
de sensibilidad aportados por Guarro, 1978 y Harwing vy
Scott, 1971, y pudiendo sefialar que la actividad se
empieza a detectar a las 4h30’de iniciado el ensayoc, por
lo que los primeros datos de actuacidén de las micotoxinas
pueden obtenerse rédpidamente. En ningin caso los ensayos
contrel determinaron mortalidad alguna en las larvas.
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5.1.5. Discusidn de los resultados obtenidos en el
estudio bajo microscopic electrdnico de las wva-
riaciones morfoldgicas producidas por extractos
de cepas del género Arthrinium,

la visualizacion bajo el microscopio =lec-
tronico de las modificaciones o alteraciones morfoldgicas
desencadenadas por el contacto con extractos procedentes
de labiadas, ha sido citada por Larronde y Calveo, 1992.

Los resultados obtenidos, en nuestro es-
tudio, nos indican gque los extractos crudos de las cepas
del género Arthrinium poseen una actividad no sélo sobre
la wviabilidad de las cepas sino que también determinan
modificaciones en la merfologia de las bhacterias.

La capacidad enzimdtica de las cepas en-
sayadas, demostrada en anteriores trabajos por Larrondo y
Calvo, 1991 puede estar directamente relacionada con 1la
capacidad litica sobre las células procariotas ensayadas.

los ensayos realizados a partir de los
extractos de A. mediterranii sobre Escherichia coli y
sobre Enterobacter clpacae muestran una accién sobre la
morfologia de las cepas bacterianas, que contrasta con el
aspecto de las mismas tras el ensayo control.

En 1la l&amina nGmerc 1, se obkserva gque
frente a Escherichia coli el extractec puede llegar a
determinar la presencia de formas aberrantes o andmalas.

En lz Lamina numero 2, se obsarva que el
contacte con el exiracto puede llegar a determinar 1la
presencia de formas aberrantes de Entercbacter c¢loacae.
asi como una marcada disminucidén de la densidad de
crecimiento,
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5.1.6. Discusién de 1los resultados obtenidos para
determinar el puntc oéptimo de produccidén de
sustancias antibiéticas y su relacidén con el
crecimiento de los microorganismos en estudio.

Al analizar la curva de desarrolle gque
presentan las cepas del género Arthrinium, podemos de-
ducir que existe una primera fase de crecimiento, del
primerc al sexto dia de incubacidn que coincide con el
maxime decremento del pH del medio de cultivo en el que
se incuban las cepas. A partir del sexto dia, el pH sufre
un descenso muy poco acentuado pasandc a estabilizarse a
partir del décimo dia de incubacién. El crecimiento se
mantiene en aumento, aunque de forma mucho mds moderada
gue en la fase anterior, hasta llegar al dia
decimotercero en gque nuevamente se incrementa de forma
muy acentuada,

Para una mejor interpretacién de los
resultados, consideraremeos separadamente la sensibilidad
detectada en los siete microorganismos empleados en este
estudic y teniendo en cuenta los resultados obtenidos
para el extracto completo y las fases acucsa v orgénica
del mismo.

Staphylococcus aureus

Frente a los catorce extractos ensayados
procedentes del cultivo de las cepas del género Arthri-
nium , pedemes destacar gue existe una inhibicién desde
el primer dia del ensayo cuando utilizamos la técnica de
los discos, impregnados con los mencionados extractes.
Este resultado difiere notablemente del obftenido por 1la
técnica espectrofetométrica, dade gue mediante esta Ulti-
ma ne se observé inhibicidn alguna, debido a2 la dilucidn
gue sufria el principio activo en el medio de cultivo
total.

En relacién con la fase acuosa, no se
detecté actividad alguna.

DISCUSION 196



La fase orgénica demostrd ser muy activa.
Los resultados obtenidos mediante el metodo de los discos
y el espectrofotométrico, coinciden cualitativamente,
detectandose inhibicidn de Staphylococcus aureus ya a
partir de los extractos procedentes de cultivos de vein-
ticuatro horas de incubacidén. La inhibicién fue creciente
a lo largo de todo el estudio, como puede observarsz en
la Gréafica nlUmero 2,

Bacillus cereus

Al considerar 1los resultados obtenides

rente a este microorganismo, podemos sefialar que en

ninguno de los dos método ensayados se cbservd actividad

por parte de los extractos crudos totales ni de las fases
acuosas.

En relacion con las fases organicas sefia-
laremos que por el método de los discos, la actividad se
observé a partir del extracto procedente de cultivaos de
seis dias de incubacién. En el método espectrofotométri-
co, y cuantificada la actividad inhibidora, puede apre-
ciarse en la Grafica numero 3 que a partir del dia sexto
la inhibicién progresa de forma creciente hasta alcanzar
un valor del 42.9%, el ultimo dia del ensayo.

Streptococcus f i

S1 consideramos los valeres de inhibicidén
por el método de ilos discos, observaremos que el extracto
crudo fotal, no fue activo al igual que la fase acuosa
obtenida a partir de &l.

La fase orgédnica, presentd actividad por
ios dos métodos ensayados a partir de 1lcs extracteos
obtenidos desde el segundo dia de desarrollo de las cepas
del génerc Arthrinium, seleccionadas en este estudic.
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La representacidn de los valores cbtenidos
se aporta en la Grafica numero 4 y en ella puede obser-
varse un marcado aumento de la inhibicién a partir de los
extractos de tres dias de desarrclio de Arthrinium. Los
valores de inhibicién fueron incrementédndose de forma
paulatina, hasta el final del estudio.

Pseudomonas aeruginosa

Frente a Pseudomonas aeruginosa se observo
por los dos métodos utilizados que tan sdélo la fase
acuosa carecia de actividad, dado gue tanto el extracto
crudo total como la fase organica cbtenida a partir del
mismo determinaba una inhibicién de este microorganismo.

En el caso de los extractes crudes to-
tales, la actividad se detectaba a partir del segundo dia
de incubacién por medic de la técnica de los discos, sin
embarge por la técnica espectrofotométirica la actividad
se puso de manifiesto desde el primer dia del ensayo. Por
este método se detecta, come puede deducirse de la Grafi-
ca numerc 3 que el porcentaje inhibicién causado por el
extracto crudo total sufre un marcado incremento a partir
de 1los extractos chtneidos entre el séptimo y el octave
dia de incubacién de las cepas del género Arthrinium. La
inhibicién alcanza valores superiores al 907, a partir de
los extractos obtenidos de cultivos de catorce dias.

En relacidn con la fase organica del ex-
tracto, 1a 1inhibicién del desarrollo de Pseudomonas ae-
ruginosa, se observa por los dos métodos, a partir de
extractos obtenidos desde el primer de incubacion de las
cepas del género Arthrinium.

Por el método espectrofotoméirico puede
apreciarse un marcado incremento de inhibicidén a partir
de los extractos obtenidos de cultivos de siete dias.

El maximo porcentaje de inhbicidn se
detecta a partir de extractos de catorce dias de incuba-
cidn, siendo en todos los casos los valores de inhibicidn
cbtenidos con la fase organica ligeramente superiores gue
los cobtenidos con el extracto completo, como puede chser-
varse en la Grafica numero 5.
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Escherichia coli

Al ensayar los extractos crudos totales ¥
la fase acuosa obtenida a partir de los mismos, no se
detectd inhibicidn alguna de la cepa de Escherichias coli.

La fase orgdnica determind una inhibicidn
del crecimiento del microcrganismo en estudio, a partir
de los extractos obtenidos tras el segundo dia de de-
sarrclle de las cepas del género Arthrinium, Entre los
eytractes del segundo y ‘tercer dia, se observa un
incremente de actividad que alcanza su méximo valer a
partir de extractos de sieie dias, Los extractos
procedentes de cultives de mas de sieste dias, mantienen
un porcentaje de inhibicién de Escherichia coli, préacti-
camente constante:. como puede cobservarse en la Grafica
namero 6.

Candida albicans

Frente a Candida albicans ni los extractaos
crudos totales ni las fases acuosas de los mismos fueron
activas.

"En relacién con las fases organicas,
podemos sefialar gue la actividad frente a esta levadura
se puso de manifieste a partir de las extractos proceden-
tes de cultivos de seis dias., El porcentaje de inhibicidn
presentd un importante incremento a partir de los extrac-
tos obtenidos el séptimo dia de desarrollo de las cepas
del géners Arthrinpium, alcanzdndose valores de inhibicidn
supericres al 96% a partir del contacto con extractos de
catorce dia de incubacidn.

Los resultados obtenidos se observan en la
Gréafica numero 7.
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Asggrgillus niger

Frente a Aspergilius niger sdélo se reali-
zaron ensayas por el méicdo de los discos, ya dque por
tratarse de un hongo miceliar su cuantificacidn espectro-
fotométrica reviste dificultades de exactitud y repetiti-
vidad.

Msdiante ia técnica de los discos, sdlo se
detectd actividad a partir de las fases organicas proce-
dentes de cultives de Arthrinium de oche y nueve dias,
observandose una peérdida de la capacidad inhibidora a
partir de los exitractos obtenidos de cepas de Arthrinium
desarrolladas por periodos de tiempo superiores. Estos
resultades coinciden con los seflalados por Traxler ¥
eols., 1977, quienes indican gue al preolongarse el perio-
do de incubacidn de las cepas fungicas puede producirse
el fendmeno de la autometabclizacién, perdiendc en este
caso la capacidad inhibidora de los mismes.

9.1.7. Discusién de los resuitades correspondientes a las
cromatografias en capa fina de les extractos obte-
nidos.

Les resultados correspondientes a este
apartado se aportan en las Tablas nimeros 16 a 19 y en
ellas se aportan tan sélo los correspondientes a las
cepas en las gue se detectarcon unc o mas componentes,
tras el desarrcllo cromateografico y su visualizacidn a
254 y 365 nm,

e eleccidn de los dos sistema de
spiventes asi como el realizarlo en placas con ¢ sin
indicador de fiuorescencia se ha llevado a cabo con el
fin de poder detectar el maximo numero de componentes
posible y de poder comparar nuesiros resuitados cen los
aportades por Agut, 1992 y por Traxler y cols. en 1977.
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La cepa gque presentd mayor diversidad de
componentes al ser analizados por el sistema clorgformo:
acetato de etilo: 4acido acético glacial (6:3:1) en placas
con indicador de fluorescencia fus la relativa a Arthri-
nium georgii (Al2), en la gue se detectaron bajo luz u.v.
de 254 nm, un total de cuatro componentes a los catorce
dias de incubacidn y tres a los veintiun dias de incuba-
cidn, observdndose que sélo se mantenia uno de los compo-
nentes ya que presnetaba en ambos casos un Rf de 0.72.
Este componente fue también visualizado bajo luz u.v. de
365 nm.

En los extractos de veintiun dias de 1la
cepa Al8, correspondiente a Arthrinium marii, se detecta-
ron tres componentes de los cuales el gue poseia un Rf
igual a 0.72, fue también detectado a los catorce dias y
visualizado tanto a 254 comc a 365 nm.

Esta componente de Rf = 0.72, se detecté
en las cepas:

Al2 (A, georgii) de 14 y 21 dias
Al4 (A, hispanicus) de 21 dias
AlE (A, marii) de 21 dias

Al8 (A, marii) de 14 y 21 dias
A38 (A. saccharicola) de 21 dias
A4l (A. serenensis) de 7 dias

Un componente de Rf= 0.958 fue evidenciado
en un total de cuatro cepas:

Al2 (A, georgii) de 14 dias

AlE (A. mparii) de 21 dias

AlS (A. marii) de 21 dias

A38 (A. saccharicola) de 21 dias

Asimismo el componente de Rf= 0.26, se
detectd en tres cepas:

A2 (A. georgiil) de 7 y 21 dias
Al8 (A. marii) de 21 dias

A36 (A. saccharicglal de 21 dias
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Cuando 1las placas cromatograficas carecian
de indicador, el componente fundamentalmente detectade
presentaba asimismo un vaior de Rf = 0.26 y fue observado
en las cepas siguientes:

Aal2 (A. georgii) de 14 dias

A13 {A. hispanicus} de 14 dias

Ai4 (A. hispanicus) de 7 y 14 dias
A21 (A, mediterranii) de 7 dias
A26 (A, phaepspermum) de 7 dias

A36 (A. saccharicola) de 21 dias
A37 (A. sacgharicola) de 21 dias
441 (A. serenensis ) de 7 dias
A43 (A. urticse) de 7 dias

Como puede deducirse la variabilidad de
resultados cbtenidos permite afirmar gue para poder
establecer la totalidad de componentes de un extracte
deben emplearse mAs de un sistema de desarrcllc de las
placas cromatograficas asi como placas con y sin indicador
de fluorescencia, debiendo realizarse las lecturas bajo
luz u.v. de 254 y 365 nm para poder visualizar el maxime
de componentes. Sin duda la concentracidn de cada unc de
los compeonentes en el extracto o en la fase organica
objete de investigacién es un factor limitante para su
deteccién por cromatoegrafia.

Los resultados aportados coinciden par-
cialmente con los sedaldos por Agut, 1992, en estudios
realizades a partir de cultivos de las mismas cepas del
género Arthrinium pero sin proceder a la obtencidn de los
extractos, en este casc las cromatografias se realizaron a
partir de discos de cultivo en medio de sélido que se
pusieron en contacto con las placas de desarrollo
cromatografico y posteriormente fueron analizadas en las
mismas condiciones que las indicadas en nuestro estudio.

La no coincidencia en algunos de los
resultados es consecuencia de la diferente metcdologia
utilizada.
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5.1.8. Discusidén de 1los resultados obtenidos tras 1la
realizacidén de las binautografias,

En este apartado del estudic se ensayé 1la
sensibilidad de Staphylococcus aureus frente a cada una de
las placas cromatograficas en las que se evidenciaron
componentes ¢ huellas cromatograficas, considerdandose como
positivos aquellos casos en los que tras la incubacion en
las condiciones senaladas en el apartade correspondiente
de Material y Métodos se observaban halos de inhibicidén
del desarrolle de Staphylococcus aureus alrededor de las
huellas cromatograficas previamente detectadas.

Los resultades correspondisntes a  este
apartado se resumen en la Tabia ntmere 20, en la que se
indican valores globales de actividad frente a 5. aureus
indicande separadamente los resultados relatives a cada
cepa activa y en los cuatro entornos de trabajo conside-
rados.

A4 partir de 1las biocautografias puede
afirmarse 1a actividad inhibidora de las cepas sobre bac-
terias Gram positivas, hechc demostrado en capitulos
precedentes y que nuevamente viene a confirmar el mayor
grado de actividad antibidtica y el mds amplio espectro de
actividad detectadec en nuestroe estudio frente a 1los
resultades apertados por Traxler y cols., 1977.

Entre las cepas con  mayor actividad
demostrada frente a Staphvlococcus aureus mediante la
técnica de la bicautografia destacaremos:

Al2 (A. georgii)

A20 (A. marii)

A38 (A. saccharicola)
A41 (A, serenpensis?

Estas cuatro cepas fueron activas en los
cuatro sistemas de trabajo empleados para el desarrollo ¥
visualizacién de las cromatografias, si bien varian en los
dias que debe tener el extracte para ser active, en
algunos casos.
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las cepas que manifestaron actividad
inhibidora por este método come minimo a partir de dos
de los sistemas considerados fueron:

{ aureum) Sistemas 3 y 4

(A, aureum) Sistemas 3 y 4

(4. arundinis) Sistemas 2,
AlS (A, marii) Sistemas 1 v 3

(

(

{

(

(%]
b
19

A. mediterranii) Sistemas 3
A. phaeospermum) Sistemas 3
A. philippi) Sistemas 3 y 4

2y

. sacchariccla) Sistemas 3y 4

5.1.9. Discusién de 1los resultados obtenidos por ia
accidn de agentes mutagenos.

- Efecto de la radiacién ultravioleta.

Los resultados relativos a la supervivencia
de las cepas del género Arthripium se resumen en i1a Tabla
numero 21,

Tras el andlisis de los resultados y segin
los deatos aportados por diversos autorss, Townsend v
cols., 1988, Lennox y Davis, 1983 y Leaich y Papa, 1974,
determinamos gue el tiempo de tratamientc para proseguir
los estudios debia ser de 20", ya que en este tiempo se
cbtenian valores de supervivencia que oscilaban entre el
1.34% para A. philippl y 4.02% para A. georgij, resulta-
dos que estar en perfecta correlacidn con los sefialades
por los autores anteriormente citados, aunque para otras
especies fungicas.

Podemos senalar gque por ser Arthrinium
un género constituido por heongos dematiicens v por tanto
con  abundante pismentacidn, sus especiss se hallan
fuertemente protegidas a la accién de los  agentes
rutagenos, como lo demuestra el heche de que para alcanzar
porcentajes de supervivencia bajos sea preciso realizar
tratamientos de 20°.
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En la Tabla numero 22 se aportan los resulta-
dos correspondientes a la supervivencia de todas las
cepas ensayadas con un periodo de irradiacidn de 20
ninutos. Podemos observar que los menores indices de
supervivencia coresponden a las cepas siguientes:

A, arundinis Indice de supervivencia <1,997

A. hispanicus Indice de supervivencia <1.B68%

A. philippi Indice de supervivencia <1.347%
A. serenensis Indice de supervivencia <1.90%
A, urticae Indice de supervivencia <¢1.59%

La cepa que presentd el valor mids elevado
en los indices de supervivencia, siendo superiores a 4%
fue la correspendiente a A. georgii.

Al estudiar si las cepas que presentaron
alteraciones morfolégicas detectables eran asimismo mutan-
tes respecto a la produccidén de sustancias inhibidoras se
obtuvieron los resultados que se resumen en la Tabla
nimero 23, en ella puede apreciarse el bajo rendimiento
en la obtencion de mutantes ya que tan sélo fue posible
demostrar 1la obtencidén de diez wmutantes morfoldgicas vy
de dos mutantes de actividad, en ambos casos coincidieron
las cepas en presentar esta doble mutacidn.

Las especies con mayor capacidad para
presentar mutaciones morfoldgicas fueron:

A. aureum 3 cepas

A. marii 2 cepas

Las dos cepas de las se pudo obiener una
doble mutante fueron:

a4 3 (A, aureum)

Al6 (A. marii)
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las cepas que presentaron una mutacién
morfoldégica se caracterizan por carecer de la formacidn
de conidies, con 1lo cual su colenia presentaba una
coloracién totalmente blanca,; denotande la ausencia de
conidios y de pigmente en las hifas,

Para confirmar la ausencia de conidios se
realizaron observaciones bajo el microsopico dptice vy
electrénico de barrido, no detecténdose en ningun caso la
formacién de conidios. Los controles de las mismas cepas
se caracterizaron por 1la presencia abundante de es-
tructuras de reproduccidén asexual y de pigmento,

La cepa A3 mutada no presentéd actividad
antibidtica alguna sobre los microorganismos frente a los
gue la cepa salvaje habia manifestade actividad, como se
demuestra en el apartado correspondiente a resultados.

Por el contrario, 1la cepa AlE de escasa
actividad inhibidora, tras ser sometida durante 20
minutos a la accidén de la radiacidn ultravioleta, presen-
t60 un notable incremento de su capacidad antibidtica,
obteniéndose valores de inhibicidén frente a las bacte-
rias, hongos filamentosos y la levadura ensayada gque
permite considerar a esta cepa mutada como altamente
productora de metabelitos activoes.

- Efecto de la nitrosoguanidina

En la Tabla nimerc 24 se han resumido los in-
dices de supervivencia detectados al someter 2 las cepas
del género Arthrinium a la accién de la nitrosoguanidina.

Las cepas presentarcon un mayor indice de
supervivencia al ser tratadas con nitrosoguanidina que
tras el tratamientoc con radiaciones ultravicleta, estos
resultados coinciden con los aportados por Garcia, 1992,
al exponer cepas de Aspergillus a este agente mutageno.
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los 1indices de supervivencia medios para
las especies del genero correspeonden a;

A. aureum 2.99%
A. arundinis 3.00%
A, francii 4,927
A. georgii 6.227
4. hispanicus 3.10%
A, javii 8.17%
A. parii 3.35%
A, mediterranii 5.53%
A. phaegspermum £.02%
A. philippi 4.34%
A. puccinoides 5.56%
A. saccharicola 4.34%
4. serenensis 8.01%
4. urticae 4.91%

A1 realizar una determinacidén y andlisis
de 1las posibles mutantes morfolégicas y de actividad
detectadas tras 1la exposicidén a este agente, debemos
constatar gue tan s¢lo se detectaron mutantes morfolégi-
cas, en total quince, pertenecientes a las especies si-
guientes:

aureums: 2 cepas
arundinis: 2 cepas
hispanicus: 1 cepa
marii: 3 cepas

mediterranii: 2 cepas
phaeospermum: 2 cepas
. sagcharicgola: 3 cepas

> B 1 L 12 1>

A partir de ninguna de las cepas pudo
cbtenerse una mutante de actividad.

Las cepas A3 y AlB de las que se pudieron
obtener mutantes en el iratamientc con radiaciones
ultravioleta, *también permitieron cbtener mutantes meorfo-
légicas a partir de someterlas a la accidn de la nitroso-
guanidina.
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5.1.10. Discusién de los resultados correspondientes a la
deteccion de particulas semejantes a virus y su
relacion con los cambios morfoldgicos y de
actividad de cepas del género Arthrinium,

En las Fotografias aportadas puede apre-
ciarse la presencia de particulas de aspectc hexaszonal
qgue semejan la morfologia tipica de micovirus y gque se
detectaron de forma sistemdtica en cultivos no scmetidos
a tratamientos con agentes mutdgenos y que carecian de
forma espontanea de la formacién de conidios, por lo que
fueron denominados variaciones morfolégicas.

las hifas analizadas bajo el microscopio
electrédnico de transmisidén fueron también observadas bajo
el microscopio electrénice de barride y comparada su
morfologia con las procedentes del misme cultivo en las
gue se detectaba la formacidn de abundantes conidios,
como se aporta en las Fotografias correspondientes.

Estabilizados los cultivos con hifas este-
riles, se procedid a realizar los estudios de actividad
de sus extractos crudos,; comparando con los resultados
obtenidos a pariir de cultivos esporulados.

La cepa elegida para la realizacién de
este estudio fue la cepa AZ2 perteneciente a la especie
&, mediterranii va que en ella se lograron detectar maycr
nimerce de particulas semejantes a virus y estabilizar los
cultivos estériles con mayor facilidad y repetitividad.

Las resultados obtenidos se aportan en las
Grafica numero 8, en la que se expresan los porcentajes
de lisis para los microorganismos ensayados.

fnalizando los resultados obtenidos pode-
mos establecer una posible correlacién entre la presnecia
de particulas semejantes a virus, la ausencia de espo-
rulacién y la actividad antimicrobiana, dado que en tér-
minos generales la cepa con variaciones morfolégicas,
poseen una mayor actividad inhibidora que la cepa sal-
vaje.
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5.1.11, Discusion de los resultados correspondientes a
los espectros y a la caracterizacién gQuimica de
los metabolitos.

La observacién e interpretacion de los
espectros obtenidos tras el andlisis ¥y purificacidn de los
metabolitos mayoritariamente obtenidos de las cepas del
género Arthrinium que presentaban actividad inhibidora
frente a diversos microorganismos, permiten afirmar que si
bien los metabolitos obtenidos estan directamente relacio-
nades con la familia de las Papulacandinas, en algunos
casos presentan radicales gue los diferencian de los meta-
bolitos descritos hasta el presente y cuya actividad habia
sido descritos por Traxler y cols. en 1977. Recientemente
Dubgpis y Beau, 1992, han descrito un nuevo derivado de la
familia de las Papulacandinas, que tampoco presenta la
actividad que se detecta a partir de las cepas por noso-
tros aisladas e identificadas.

A partir de los datos de actividad aporta-
dos consideramos que estamos en presencia de un nuevo
derivado gue posee un radical metilo, probablemente en la
posicién indicada en el esquema de la pagina 198.

La posible sintesis de este nuevo derivado
permitiria confirmar la estructura del mismo y obtener un
metabolito cuyoe amplico espectro de actividad ha side de-
mostrado en el apartado correspondiente. Seria también de
gran interés poder establecer a través de una espectrofo-
tometria de masas la caracterizacidn completa de cada uno
de los componentes elaborados y acumuladeos por las cepas
en estudio.

Junto a este probable nuevec metabolitc las
cepas ensayadas elaboran y acumulan diversos tipos de
Papulacandinas que permiten interpretar su actividad sobre
las levaduras, coincidiendo en ello con los datos aporta-
des por Traxler y cols., 1877.

fAsimismo y como ya hemos sefalado nuestros
resutlados corroboran los aportados por Larrondo, 1983 vy
por Agut, 1992, en estudios realizados a partir de las
mismas cepas del género Arthrinium ensayadas a lo largoe de
este estudio, pero que en el caso de estos autores fuercn
investigadas por otras metodclogias.

oy U g
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5.2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LOS ENSAYQS
REALIZADOS EN FERMENTADOR.

Los resultados obtenideos tras los estudios
realizados en fermentador, s2 resumen en las Gréficas
numeros 12 a 17. En ellas se pueden ohservar las varia-
ciones de desarrcllo detectadas cuando la concentracidn
de glucosa adicionado al medioc de cultivo base era de 5,
10, 20 o 30 g/i.

los estudios se realizaron sometiendo 1los
cultivos a la accidén de 1a luz o de la oscuridad.

El estudio comparativo de los resultados
cbtenidos permite aportar que la luz ¢ la oscuridad ne
influye significativamente en el desarrollo de las cepas.

El coeficiente especifico de crecimiento
para los ensayos con 20 g/l de glucosa en presencia o en
ausencia de luz son respectivamente de 0.02377 y (.02136
mientras que cuande el ensayo se realiza con 10 g/l de
glucosa es de (¢.3329. Este hecho pone en evidencia que al
disminuir Ia concentracidn de glucosa a la mitad, se
produce un incremento proporcionalmente eguivalente del
coeficiente aspecifico de crecimiento.

Ia actividad inhibidora de las cepas se ve
influenciada por la presencia ¢ ausencia de luz, obser-
vandeose que la produccidn y variedad de metabelitos se-

cundarios es dependiente de este factor.

Asimismo, a bajas concentraciones de gluco-
sa ¥ en ausencia de luz se ohserva una mayor actividad
antibidtica de las cepas en estudio. En las mismas concen-
traciones de carbohidrato, pero en presencia de luz, se
detecta wuna reduccidn del metabolismoc, deteniéndose 1la
actividad primaria de las cepas entre el cuarte o quinto
dia de incubacidn.
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Concentraciones de 20 g/1 determinan la
produccion y acumulacidn de metabolitos secundarios acti-
vos frente a bacterias Gram positivas y frente a
levaduras, mientras que a concentraciones de 10 g/1 de
glucosa los metabolitos actives elsborados son sélo
activos frente a levaduras, observandose que constituyen
un factor de desarrolle al ser adicionados los extractos
a los cultives de bacterias Gram positivas.

La capacidad de consumo de glucosa en las
diferentes condiciones del ensayc ha sido resumida en la
Graficas nlmercs 18 y 19.

Acimpismo el requerimiento de mantenimiento
de glucosa en el medio se aporta en la Grafica ndmero
20.

Finalmente podemos destacar gque a partir de
los datos recopilades en ia Tabla ndmero 27, puede de-
ducirse que el porcentaje de glucosa consumida llega a
ser del 100% cuando han transcurride catorce dias desde
el inicio del cultivo y se realiza el ensayc en ausencia
de luz. La concentracién incial de glucosa fue de 20g/1,
valor que corresponde a la concentracidn de giucosa adi-
cicnada al medio de cultivo agar extracto de malta al 2%
gue comc hemos sefalado es el utilizado como medic de
cuitivo base o© en su casc de referencia a lo largo de
todo el estudio.
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5.3. DISCUSION DE LA POSIBLE UTILIZACION DE LOS
METABOLITOS DEL GENERO Arthrinium.

Las normas dictadas por el Ministerioc de
Agricultura, Pesca y Alimentacidn en lo referente a los
aditivos admitides en la alimentacién de los animales, se
resumen en la Orden de 223 de marze de 1988 (B.0.E. 16
abril 1988), reduciéndose a siete el nlmero de antibidti-
cos permitidos, en base a:

1.- Un mejor control de las resistencias que
se manifiestan er los microorganismos.

2.- Que el aditive tenga un efecto favorable
scbre la produccién animal.

3.- Que estos productos sean controlables en
los alimentos,

La potencia antibiética demostrada *in
vitro™ por lcs metabolitos del género Arthrinium asi como
2l hecho de que no sea de uso en terapéutica puede deter-
minar que estos metabolitos sean Gtiles como potencia-
dores o promctores del crecimiento de 1los animales,
pudiende en este sentido, tras corrcborar su falta de
toxicidad scbre los animales y scbre el hombre, ser
utilizados come aditivas, de los que comec se ha sefialado,
la lista aceptada es cada vezr mads restringida.
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6. CONCLUSIONES

Evaluados 1los resultados obtenidos y a modo de

resumen, podemos aportar las conclusiones siguientes:

1.-

Las cepas del género Arthrinium ensayadas poseen una
amplio especiro de actividad antimicrobiana, dado que
ha sido posible detectar su accién inhibidora sobre
bacterias Gram positivas y Gram negaiivas, sobre hongos
filamentosos y sobre levaduras,

Los extractos crudos obtenidos de cepas del género

Arthrinium poseen actividad no sélo scbre la viabilidad

de 1las cepas bacterianas sino que también determinan
modificaciones en la morfologia de las bacterias ca-
paces de mantenerse viables, en contacto con el extrac-
to.

las larvas de Artemia salina fueron sensibles a la
accién de 1los extractos de las cepas de Arthrinium,
detectandese 1la actividad de ios mismos desde las 4h
30'de su puesta en contacto con las larvas.

4.- La actividad de las cepas del género Arthrinium se debe

fundamentalmente a los metaboliitos gue se aislan en 1la
fase organica, separada a partir del extracte crudo
total. :
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5.- En términos generales, se observa que entre el séptimo ¥y
el octavo dia de desarrollo de las cepas del génerc
Arthrinium se detecta un punto optimo de produccidn de
metabolitos secundaries con actividad antibidtica, gque
vuelve a manifestarse al dascimocuaric dia de incubacidn
de las cepas.

€.- La curva de crecimiento de las cepas del genero
Arthrinium pone de manifiesto que existe una primera
fase de desarrollo que coincide con el miximo descensc
del valor de pH del medic de cultive, entre el primer y
el sextc dia. A partir del decimotercer dia, vuelve a
detactarse un importante incremento en el desarreolle de
las cepas.

7.- E1 sistema solvente de eleccidn para la visualizacion y
desarroilo de las cromatcgrafias en capa fina de los

metabolitos del género Arthrinium es el compuestc por
bencenc/metanol/écido acetice glacial (24:2:1).

2,- Las cepas con mayor actividad antibidtica frente a
Staphvlococcus AUraus detectada per  bicautografia
fueron: A. georgii. A. marii, A. saccharicecia ¥y A.
serenensis.

9.- Las especies con mayor capacidad para presentar muta-
ciones morfolégicas, tras su exposicidn a radiacicnes
ultravielsta y a la nitrosoguanidina fueron: A. aureum
y A, marii.

[

0.- En dos <cepas fue posible cbtener una doble mutante,
morfoldgica y de actividad al ser sometidas a ia
radiacién ultravioleta durante 20°. Esta cepas fueron:
A3 (A, aureum} vy 416 (A. mpariii
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il.- La exposicidén a la nitresoguanidina, sélo permitié dife-
renciar mutantes meorfoldgicas.

12.- Se detecté la presencia de particulas semejantes a virus
en hifas morfolégicamente alteradas de cepas del género
Arthripium, estableciéndese una correlacién entrs 1la
presencia de variaciones morfolégicas, 1a deteccion de
particulas semejantes a virus vy un incrementoc de la
actividad antibidtica,; en cepas del gsnero Arthrinium.

13.- Entre los metabclitos detectados en las cepas del
genero Arthrinium podemos destacar la presencia de
Papulacandinas, siendo significativa la deteccién de un
nueve derivade de esta misma Familia de antibidticos,
caracterizade por la presencia de un radical metilo,

i4.- Al analizar las condicicnes de cultives en fermentador,
podemes destacar gque al disminuir la concentracién
inicial de glucosa a la mitad, se produce un incremento
proporcionalmente equivalente del coeficiente especifico
de crecimiento de la cepsa.

15.- La sactividad inhibidora de las cepas se ve marcadamente
influenciada por el hecho de realizar los cultivos en
Fresencia o en ausencia de luz, observandose gue la
preduccion y variabilidad de metabolitos secundarios
elaborados y acumulados por las cepas, es dependiente de
este factor.

16.~ A bajas concentracicnes de glucosa y en ausencia de luz
se chserva una mayor actividad antibiética de las cepas
en estudio,

17.- A bajas concentraciones de carbohidratso, pero en presen-
cia de luz, sa detecta una reduccidn del metabolisme de
las cepas, deteniéndose la actividad primaria de las
cepas entre el cuarte y el guinto dia de incubacisn.
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18.- La presencia o ausencia de luz influye en la produccidn
de pigmentos por parte de las cepas del género Arthri-
nium, denotando un caracter cromégeno.

19, - E1 amplio espectro de actividad de los metabolitos
detectados y la potencia demostrada in vitro® por los
mismes permite plantear su posible aplicacidon come
aditivos para promocionar o potenciar el crecimiento de
los animales de ccnsumo.
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