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1.1. CONCEPTODE METABOLISMOSECUNDARIO

La definición exacta del concepto de metabolismo
secundario es muy compleja. En términos generales se puede consi-
derar que el metabolismo secundario incluye todos aquellos proce-
sos por medio de los cuales los microorganismos producen sustan-
cias que por su naturaleza química no pueden considerarse
necesarias en su ciclo vital ni para el crecimiento celular.

La regulación del metabolismo secundario de los
microorganismos incluye un control nutricional y un control de la
tasa de crecimiento y se halla íntimamente relacionada con la
regulación del metabolismo primario (Drew y Demain, 1977).

Una ilustración esquemática ideal de la relación
entre el crecimiento y la producción de metabolitos secundarios
se presenta en la Fig. núm. 1,

En la primera fase, denominada tro! of ase, ex~sre
una marcada producción de biomasa sin que se detecte la presencia
de metabolismo secundario.

Cuando el crecimiento declina o cesa totalmente,
empieza la segunda fase o idiof ase que se caracteriza por un
ligero incremento de la biomasa y por la producción de metaboli-
tos secundarios.
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En la práctica cuando los microorganismoscrecen
en un medio de cultivo complejo la relación entre estas dos fases
puede variar ligeramente, sin embargo, al desarrollarse en un
medio mínimo se puede producir un solapamiento o completa asocia-
ción de las dos fases.

Los requerimientos nutritivos ejercen una nota-
ble influencia en la expresión del metabolismo secundario. En
general, el metabolismo secundario se inicia cuando las condi-
ciones nutricionales son limitantes y cesa el crecimiento. En
diversos estudios se ha observado que en la regulación del meta-
bolismo secundario están implicadas diversas fuentes de carbono,
energía, fósforo y nitrógeno (Griffin, 1981).

Los mecanismos que regulan el metabolismo
primario están implicados en la regulación del metabolismo
secundario (Drew y Demain, 1977). Se ha observado, por ejemplo,
que las enzimas especificas de las vías biosintéticas del metabo-
lismo secundario están ausentes durante la trof of ase. Otros es-
tudios indican que estas enzimas están bajo la regulación de la
represión catabólica que ha sido demostradaal ensayarel efecto
de inhibidores del RNA y de la síntesis proteica sobre las enzi-
mas de la síntesis del metabolismo secundario, mostrando que es
necesaria una nueva síntesis proteica para la aparición de estas
enzimas, pero no actúan porque están inactivadas (Griffin, 1977).

La naturaleza concreta de los mecanismos mole-
culares de la regulación nutricional en el metabolismo secundario
es desconocida, sin embargo si se conoce la importancia que
ejercen la represión catabólica y la inhibición del catabolismo
sobre el mismo.

Los metabolitos secundarios son productos na-
turales (Drew y Demain, 1977). Algunos tienen capacidad anti-
biótica y pueden ser elaborados y acumulados por organismos vivos
de complejidad y características diversas, entre los que destacan
hongos miceliares, Actinomycetales, algunas algas, liquenes, otros
vegetales e incluso algunos insectos (Demain y Piret, 1981).

El suelo y los productos agrícolas contienen
también sustancias antibacterianas y antifúngicas y debemos

INTRODUCCION 3



destacar la gran importancia que tienen actualmente en los
problemas de salud pública la produccidn de micotoxinas por parte
de hongos miceliares tanto en los vegetales en el campo como
durante el almacenamiento de las cosechas o de piensos y
alimentos destinadosal consumo (Griffin, 1981).

Las micotoxinas se describen como metabolitos
secundarios elaborados y acumulados por diversas especies
fúngicas que se caracterizan por su potencial poder mutagénico y
sus propiedades antibióticas (Garraway y Evans, 1984).

Un tema de discusión entre los diversos investi-
gadores, se centra en descifrar, si la producción de antibióticos
por parte de un microorganismo> le proporciona una ventaja de
supervivencia frente a otras especies.

En la naturaleza existen muchos casos de
competenciaentre bacterias, hongos, protozoos, entre otros. Como
ejemplo mencionaremosel caso de la formación de pigmentos por
Serratia marcescens (prodigiosina) y Chromobacterium violaceum
(violaceina), los cuales protegen a estas bacterias de ser
ingeridas por protozoos (Demain y Piret 1981), en tanto que las
cepas no pigmentadas, son fácilmente ingeridas.

Estas mismas observacionesse nan podido deducir
en varios microorganismos productores de metabolitos secundarios
como el ácido penicílico, la piocianina o la citrinina, entre
otros (Griffin, 1981).

Las investigaciones indicadas, sugieren que en
el medio natural, el antagonismo ~ntre los microorganismos está
relacionado con la producción y acumulación de sustancias inhibi-
doras como consecuencia del metabolismo secundario de los mi-
croorganismos productores (Weinberg, 1981).

El estudio de las sustancias antagonistas elabo-
radas por los microorganismos en su metabolismo secundario fue
iniciado por Pasteur en el año 1877.

Desde los estudios de Pasteur han sido numerosos
los investigadores que flan centradosu interés en el estudio del
metabolismo secundario de los microorganismos, culminando estas
investigaciones en el descubrimiento de los agentesantimicrobia-
nos, algunos de los cuales han podido ser utilizados con fin~
terapéuticos, inciándose con ello la era de los antibióticos.

4INTRODUCCION



La producción de metabolitos secundarios puede
estar considerada como un tipo de diferencíacion bioquímica que
en muchos casospuede estar acompañadade diferenciación morfoló-
gica (Drew y Demain, 1977).

La mayoría de los metabolitos secundariosson de
origen microbiano o de origen vegetal. Una minoría se han encon-
trado a partir de artrópodos o en animales mar1nos primitivos
(t.0einberg, 1981).

El 407. de los hongos filamentosos, actinomicetos
y liquenes aislados de la naturaleza producen antibióticos (De-
main & Piret, 1981).

El metabolismo secundario está muy extendido
entre los microorganimos y emplea una maquinaria enzlmatica muy
compleja, por lo que probablemente los productos resultantes de
dicha acción deben tener un papel para la célula que los elabora y
acumula (Froyshor, 1978).

Generalmente las especiesproductoras de estos
metabolitos secundarios poseen un crecimiento lento o bien en
ocasionesse manifiesta en aquellos cultivos cuyos individuos han
dejado de dividirse, por lo que se sugiere que el metabolismo
secundario puede desempeñarun papel en los procesosde dif eren-
ciación celular (Bu’Lock, 1975). También se ha descrito una acti-
vidad similar en el caso de determinadas hormonas durante el mismo
proceso (Luckner et al., 1977).

Según los estudios de Haavik, publicados en el
año 1979, las especieshan desarrollado el metabolismo secundario
como mejor respuestaa las peculiaridadesy fluctuaciones del
medio que las rodea o incluso para ser capacesde invadir nuevas
localizaciones. El metabolismo secundario, en este contexto,
podría ser considerado como una consecuencia de las variaciones
ambientales, y por tanto como un mecanismo que incrementa las
posibilidades de adaptación o de supervivencia en el medio que
determina un cambio en las especies que lo producen.

Entre las diferentes funciones que han sido
atribuidas a los antibióticos, se incluyen algunas que no son
fácilmente demostrables, p. e. los metabolitos secundarios po-
drían ser productos sobrantes del metabolismo celular, materiales
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de reserva alimenticios o bien productos resultantes de la degra-
dación de macromoléculas (Demain, 1974).

Otras hipótesis que deben tenerse en cuenta son
las siguientes:

a. - Hipótesis de la competencia (Demain, 1981)

La producción de antibióticos conllevaría la
inhibición o muerte de especies competitivas
del entorno del microorganismo productor.
Esta sería una ventaja frente a la competen-
da de los individuos del entorno natural.

b.- Hipótesis del mantenimiento (Bu’Lock, 1961)

La función del metabolismo secundario es
mantener la maquinaria bioquímica necesaria
para la multiplicación celular cuando el
crecimiento no es posible. No es el producto
final del metabolismo secundario lo impor-
tante, sino que lo fundamental es que se de
e± metabolismo.

c. - Hipótesis del desequilibrio de crecimiento
(Weinberg, 1971).

Los mecanismos de control de algunos mi-
croorganismos no serian lo suficientemente
eficaces como para prevenir la sobresíntesis
de determinados compuestos del metabolismo
primario que no se producen cuando el creci-
miento está ecuilibrado. Estos metabolitos
primarios sobrantes o en exceso son trans-
formados en metabolitos secundarios que son
excretados por la célula productora. Esta
transformación permite la supervivencia del
microorganimo. Según esta hipótesis sería
más importante el metabolismo secundario en
sí, que el producto resultante de aquel.
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d.- Hipótesis de la detoxificación
(Dhar & Khan, 1971)

Esta hipótesis propone que las moléculas
acumuladas por el microorganismos y que le
son tóxicas son transformadas en no tóxicas
o menos tóxicas a través del metabolismo
secundario.

e.- Hipótesis de la diferenciación
CIto & Spezizen, 1972)

La diferenciación bioquímica de los microor-
ganismos viene acompañada en multitud de
ocasiones de diferenciación morfológica
necesaria para la célula, p.e., el proceso
de esporulación o de conid~acíon.

Los metabolitos secundarios son sintetizados
mediante diferentes vías enzimáticas a partir de precursores que
pueden ser intermediarios del metabolismo primario. Los dif eren-
tes procesos de la biosíntesis son llevados a cabo mediante
enzimas que son específicos para cada metabolito secundario,
aunque existen casos en que un enzima presenta una especificdad
de sustrato más amplia por lo que puede actuar con una familia de
compuestos concreta (Martin & Liras, 1989).

Los mecanismos enzimáticos que se utilizan en el
metabolismo secundario son muy complejos. Un mismo enzima puede
actuar en dos sentidos opuestos en dos especies diferentes.

El sistema de regulación del metabolismo se-
cundario puede variar mucho. Suele existir una regulación de tipo
nutricional de gran importancia. También puede existir control
mediante moléculas endógenas: autorreguladoras. Estas moléculas
pueden tener un papel importante en la diferenciac1on es-
tructural, p.c. la producción de micelio aéreo de algunos Actino-
mycetales (Demain, 1986).
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Otro proceso de regulación viene dado por el
fosfato o por elementos traza que se hallan en el medio ambiente,
p.e. la concentración de zinc es crítica para la producción de
idiolitos en el caso de los hongos miceliares y de los Actinomy-
cetes. Otros grupos de microorganis~s poseen requerimientos
nutricionaJ.es o limitaciones para otras elementos, entre los que
destaca el cobre.

Existen sistemas en los que la presencia de un
elemento traza estimula la producción de metabolitos secundarios,
pero la concentración más elevada de otros inhibe la formación de
aquellos. En estos casos el control suele llevarse a cabo median-
te proteínas alostéricas (Weinberg, 1978). Los mutantes que son
capaces de escapar de estas restricciones ambientales producirán
una mayor concentración de metabolitos secundarios (Weinberg,
1981).

Los genes que contienen la información para la
biosíntesis de antibióticos pueden ser cromosómicos o extracro-
mosómicos. En hongos filamentosos y en plantas, los genes que
codifican el metabolismo secundario suelen estar localizados en
diferentes cromosomas.

Se ha planteado la hipótesis de que las enzlmas
necesarias para el metabolismo secundario en las células eucario-
tas se encuentran en orgánulos. Es decir que existe una comparti-
mentización de los enzimas en diversos orgánulos (Martin y Liras,
1989).

La expresión de los genes que codifican la bio-
síntesis de los antibióticos no suele elevada, por lo que se cree
que durante la fase de alto crecimiento celular las sintetasas de
los antibióticos no son sintetizadas o bien que en caso contra-
rio, se encuentran inhibidas.

Frecuentemente los metabolitos de las vías
primarias suministran los precursores del metabolismo secundario.
En la Fig. núm. 2 se resumen las vías metabólicas que interrela-
cionan el metabolismo primario y el secundario.
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Fig. núm. 2.- Interrelaciones entre el metabolismo primario y el
secundar1o. i. Metabolitos derivados de la gluco-
sa. 2. Ruta del malonato-acetato. 3. Ruta del
ácido mevalónico. 4. Ruta del ácido shikímico y 5.
Ruta de los derivados de aminoácidos (Grif-
fin,l981).
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Las rutas a seguir para la biosíntesis de anti-
bióticos suelen estar ramificados. Al principio se ramifican para
producir metabolitos primarios por una vía y secundarios por ±a
otra. En algunos casos, el producto final resultante del metabo-
lismo primario produce un efecto “feed-back” negativo, por lo que
se inhibe tanto la síntesis de los metabolitos primarios como los
secundarios.

En algunos casos actúan correpr-esores o inhibi-
dores de las sintetasas de los antibióticos. Estos correpresores o
inhibidores tienden a “desaparecer” para que la síntesis de anti-
bióticos pueda tener lugar, p.e. mediante la regulación por nitró-
geno, por fosfatos o por glucosa.

Otro sistema de regulación sería mediante un
inductor o un activador que debería ser sintetizado por las
células productoras de antibióticos o ser añadido al cultivo para
iniciar la biosíntesis <Martin & Demain, 1980).

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

1.- Desaparición irreversible de una o de varias
de las enzimas que intervienen en la sínte-
sis del antibiótico.

2.- Por efecto de “feed-back” negativo por parte
del antibiótico acumulado.

3.- Por carencia de precursores intermediarios
del antibiótico.

En la naturaleza, el retraso en la producción
del antibiótico hasta después de la trofofase es útil para el
microorganismo productor, que suele ser sensible al antibiótico
que el mismo produce mientras se halla en fase de crecimiento.
Durante la idiof ase el microorganismo productor desarrolla
resistencias. Esto puede conseguirlo de varias formas: mediante
modificaciones enzimáticas del antibiótico, alteraciones del
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punto de actuación o modificando la cantidad de antibiótico excre-
tado (Martin & Demair., 1980). Las resistencias que se desarrollan
son fenotipicas.

Los microorganismos que producen un determinado
antibiótico son mas resistentes a la acción de dicho antibiótico
que las especies incapaces de sintetizarlo. Este nivel de
resistencia parece venir determinado genéticamente. En general,
los mutantes con alto poder de producción, presentan un mayor
nivel de resistencia al propio antibiótico (Waksman y
Lechevalier, 1962).

Un mecanismopor el cual un microorganismopuede
mantenerse resistente al antibiótico que el mismo ha sintetizado
consiste en modificar la permeabilidad celular, p. e. el antibió-
tico es bombeado hacia el exterior celular contra gradiente de
concentraclon. Durante la idiof ase, una disminución en la permea-
bilidad celular puede proteger al microorganismo de las altas
concentraciones extracelulares de su propio antibiótico.

También muchos microorganismos sintetizan enzi-
mas los cuales son capaces de inactivar el antibiótico o bien de
convertirlo en un derivado menos tóxico. A veces la inactivación
puede darse por la acción de un metabolito producido por la
propia célula (Cundliffe, 1989).
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1.2. DESCRIPCION DEL GENEROArthrinium

Una descripción del la género Arthrinium fue
publicada por M. 3. Ellis. Este micólogo recopiló todos los
datos relativos al género Arthrinium y las especies aceptadas
hasta el año 1976 en los dos tratados sobre Hyphomycetes dematiá-
ceos que publicó en el año 1971 y 1976, respectivamente, bajo los
títulos Dematiaceous Hyphomycetes y More Dematiaceous Hyphomy-
cetes.

Las cepas que pueden ser incluidas en el género
Arthrinium se caracterizan, según Ellis <1971, 1976), por los 4
siguientes aspectos:

“Las colonias son compactaso dispersas, de color
negro o marrón negruzco oscuro y frecuentemente poseen aspecto
aterciopelado. Las fructificaciones son generalmente superficia-
les. El micelio es parcialmente superficial, parcialmente sumer-
gido, en ocasiones las hifas forman conexiones entre ellas y
pueden llegar a ser bastante estrechas para atravesar las cutícu-
las del hospedador. No poseen estroma y carecen de setas e hif o-
podios. Los conidióf oros son típicamente basáuxicos, macrone-
matosos y mononematosos y se originan a partir de células madres
aisladas, subesféricas, ampuliformes, con forma de tonel o de
porra. Son simples, a menudo estrechas y ligeramente cilíndricas,
generalmente incoloras excepto por la presencia de un septo
transversal que puede ser altamente refringente y generalmente de
color marrón. Las células conidiógenas son integradas, terminales
e intercalares. Típicamente poliblásticas y denticuladas.

Los conidios o blastoconidios son solitarios,
laterales o en ocasiones terminales. Poseen formas y tamaños
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diferenciales según la especie y presentan un borde hialino
característico o tubo germinal marronáceo. Generalmenteson ae
paredes lisas y de color marrón (phaeoconidios). Carecen de
septos. Algunas cepas presentan células estériles que se de-
sarrollan en la zona de formación de los conidios y se caracteri-
zan por ser de menor tamaño que los conidios y de forma distinta
a ellos. Poseen en su interior uno o más cuerpos cúbicos refrin-
gentes típicos”.

M.B. Ellis, en la primera de sus obras titulada,
Dematiaceous Hyphomycetes, y posteriormente J. W. Charmichael y
cols. en la obra Genera of Hyphomycetes, publicada en el año
1980, indican como sinónimos de Arthrinium a los siguientes
géneros:

Camntoum Link, 1824

Goniosx,rium Link, 1824

~Doroohleum Nees ex Link, 1824

Panularia Fries, 1825

‘~onatosoor~um Corda, 1839

Microtvoha Spegazzini, 1910

Tureenia Hall, 1915

Phaeoharziella Loubiére, 1924

innatosoora van Beyma, 1929

PseudobasidiumTengwall, 1942

Racemosporium Moreau a Moreau, 1941

?RhinocephalumKamyschko, 1961
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Cole y Samson, en el año 1979, definen el de-
sarrollo en los términos siguientes:

“El conidióforo doliiforme del anamorfo Arthri-ET
1 w
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nium de Aniospora ~fl~4gnei Saccardo, produce un conidio holo-
blástico apical, que es inicialmente esférico, pero que se va
transformando en lenticular. Al madurar el conidio, el cuello del
conidióf oro se estrecha ligeramente y se puede observar una
ruptura circular de la pared externa del conidióf oro que repre-
senta un estadio inicial del crecimiento basáuxico de la pared
interna de la célula conidiógena. El desarrollo de las especies
de Arthrinium es característico de una ontogenia basáuxica. El
primer conidio se desarrolla holoblásticamente en el ápice del
conidióf oro. El crecimiento de la capa interna de la pared, por
debajo del septo basal del conidio terminal, inicia el desarrollo
basáuxico de la célula conidiógena y causa la ruptura de la capa
externa de la pared. La elongación de la célula conidiógena
continua con la interposición de nueva pared, posiblemente desde
el interior de la célula madre, justo por debajo del ápice de
ruptura. Por encima de él y concomitantemente con la elongación
de la hifa fértil, tiene lugar el desarrollo holoblástico de los
conidios de forma sucesiva y alternativamente a uno y otro lado
de la hifa fértil”.

Hoy en día se acepta como correcta> aplicando
los criterios del XIII Congreso Internacional de Botánica, cele-
brado en el año 1982 en Sidney, Australia la siguiente deno-
minación para el género:

Arthrinium Kunze ex Fries 1821

INTRODUCCION 14



En el año 1992, Larrondo y cois. ampliaron en
algunos aspectos la descripción de Ellis, aportando los siguien-
tes datos:

~ colonias del género Arthrinium se

caracterizan por ser compactas o dispersas, cuando se desarrollan
en agar extracto de malta al 2%, manteniéndolas por espacio de
siete días a 289C. Poseen coloración blanquecina que con el
tiempo y a medida que maduran los conidios pasa a marronácea o a
negruzca, aunque en algunas especies se mantiene blanquecina en
una amplia zona de las colonias. Asimismo puede formar abundante
micelio aéreo de color blanco o rosado, según la especie, El
micelio rosado posee el pigmento intracelular, concentrado en
zonas específicas de la hif a. Forma abundantes clamidosporas
distribuidas por todo el mic~lio, generalmente en situación inte-
rcalar y solitarias, aunque pueden llegar a presentarse formando
cadenas. Las clamidosporas son capaces de germinar dando lugar a
la formación de nuevas colonias. Las colonias poseen en general
un olor característico y abundante formación de ~ota~ de exudado
de color amarillento o rosado, trasparentes que al evaporarseo
dejan huella. Asimismo pueden presentar pigmento difusible en el
medio de cultivo, que es generalmente del mismo color que las
gotas de exudado, amarillento o rosado según las especies. Los
conidios son solitarios, laterales o en algunas especies termi-
nales. No forman cadenas. Poseen formas y tamaños diversos dif e-
renciales según las especies y poseen una zona que se observa
como hialina bajo el microscopio óptico y de densidad variable
bajo el microscopio electrónico de barrido. Los conidios son de
color oscuro, marronáceo o marrón negruzco, carecen de septos y
generalmente poseen las paredes lisas. Algunas cepas poseen ce-
luías estériles que se desarrollan en el lugar de formacion de
los conidios y se caracterizan por ser de menor tamaño que los
conidios y de forma diferente a ellos”.

En las Fotografías siguientes pueden apreciarse
las características diferenciales del género Arthrinium

.
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Fctosrat:a num. 1.- Conidio tíoico aei genero Arthrinium

.

La flecha indica la zona marginal
caracteristica.



Fotografía núm. 2.- Conidios del género Arthrinium la
flecha indica la presenciade un
conidio atíflico.
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Fotografía núm. 4.- Conidio del género Arthrinium germinando.
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Fotografía núm. D.- uonidios y células cOn1o1O~Efl&S tínicas del
género Arthrinium

.



En su sustrato natural, Minter, destacó en el
año 198~ que la forma de los conidios es típicamente lenticular
aunque en algunasespeciespuedenpresentarsemorfologías diver-
sas: elipsoidales, alargados> poligonales, rectangulares, curva-
dos, entre otras. Asimismo, las especies de Arthrinium originan
conidios aparentemente deformes o anómalos que son de color
marronáceo claro. Estos conidios anómalos tienen su origen en la
fragmentación de las hifas que se separan y dispersan y poseen ±a
capacidad de formar nuevascolonias. La proporción entre estas
formas no clásicas y las consideradasnormales es muy variable
según la cepa en estudio.

Las cepas de Ax-thrinium presentan abundante
esporulación al crecer en diversos medios de cultivo y segun
Domsch y cols., 1980:

“La formación de conidios se ve favorecida si se
sometenlas colonias a irradiación ultravioleta suave”.

Asimismo mencionanla capacidadde varias cepas
de descomponer la celulosa.

Actualmente se aceptanveintiocho especies del
género A¡-thrinium

:

Arthrinium caricicola Kunze, 1817, Mvkol. Hefte 9

Arthrinium puccinicides Kunze, 1823, Mvkol

.

Hef.,2: 103

Arthrinium sporoDhleum Kunze, 1823, Mvkol. Hef te
2: 104

Arthrinium morthieri Fuckel, 1870, ~ Mvcol.

:

357
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1873, Svmb

.

Arthrinium sohaerospermum Fuckel,
Mvcol. Natchtr. 3: 79

Arthrinium anamorfo de Aniospora montapnei
(Arthrinium arundinis <Corda 1838) Dyko y Sutton
1879) Saccardo, 1875, Nuovo O. Bot. Ital. 7: 306

Arthrinium ushuvaiense Spegazzini,
Acad. Nac. Cienc. Córdoba 11: 103

Arthrinium kamschaticum Tranzschel
1914, Bot. Otd. 2: 537-576

Arthrinium saccharicola Stevenson,
A~ric. P. Rico 1:223

Arthrinium cusnidatumHohnel, 1925,
Inst. Tech. Hochsch Wien, 2<1): 15

1887, Bol.

y ~>~oronin,

1917, J. Q~n2~

Mitt. Bot.

Arthrinium anamorfo de Pseudoeuianardia
(Arthrinium curvatum Kunze) Gutner, 1927,
Mikol. Fiton. Ross,, 6: 311

Arthrinium curvatum Kunze var. minus
Trans. Brit. Mvcol. Soc. 34: 501

Arthrinium lobatum Ellis,
21

Ellis, 1951,

1963, Mvcol. ~ 87

:

Arthrinium soe~azzinii Subramanian,
Indian Acad. Sci. Sect. L 44: 124

Arthrinium eunhorbiaeEllis,
103: 6

1965, Proc

.

1965, Mvcol. ~

Arthrinium nhaeosoermum Ellis (corÉ. nov. ),

sciroi
Mat.

Mvcol. ~ ¡Q~: 8
1965,
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Arthrinium urticae Ellis, 1965, Mvcol.PaP.10316

Arthrinium luzulae Ellis, 1965, Mvcol. hp.. iQ~: 18

Arthrinium sacchari (comb. nov. ), 1965, Mvcol

.

EAQ.L. 103: 8

Arthrinium fuckelii, Gjaerum, 1967, Nvtt. ma~as1n
for Botanik 14

Arthrinium jaoonicum Pollak
MvcoloEia 61<1): ~

Arthrinium muelleri Ellis, 1976,
ceous Hyphomycetes: 447

Arthrinium aureumCalvo y Guarro,
Brit. Mvcol. Soc. 75(1): 156-157

Arthrinium ~lobnsum Koskela, 1983,
13-14

y Benjamin, 1969,

More Dematia-

1980, Trans.

Karstenia 23:

Arthrinium marii
Mvcoloña 82: 396-398

Larrondo y Calvo, 1990,

Arthrinium serenensisLarrondo
Mvcoloaia 82: 386-398

Arthrinium mediterranii
Mvcolo&ia 84: 475-478

Arthrinium hispanicus
Mvcoloaia 84: 475-478

y Calvo, 1990,

Larrondo y Calvo, 1992,

Larrondo y Calvo, 1992,
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Las especiesdel género Arthrinium están amplia-
mente distribuidas en los más diversos hábitats, por lo que se
pueden considerar de distribución cosmopolita, aunque son funda-
mentalmente saprófitas o parásitas de la célula vegetal, parti-
cularmente se desarrollan sobre Gramíneas, en las que pueden
producir gran número de conidios que se observan como masas
negruzcas.

La presenciade cepasdel género en estudio en
suelos y arenases de importancia secundaria.

El mecanismo de dispersión de los conidios es
violento, según describió Webster en el año 1966 y a él puede
contribuir la acción del viento, de los insectos o de los mo-
luscos.
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1.3. EL ESTADO TELEOMORFICO

El anamorf o Arthrinium ha sido correlacionado
con varios teleomorfos. En el año 1925 von Hohnel sugirió que las
formas-especiede Panularia eran los estadosconidiales de Apios

-

nora y Rhopographus. Seis años después, Petrak, indicó que ~-

Dularia arundinis era la forma conidial de Apiospora montagnei

.

Sin embargoestos investigadores no demostraronexperimentalmente
sus hipótesis.

La primera conexión demostrada experimentalmente
entre el anamorfo y el teleomorfo de Arthrinium fue realizada por
Gutner en el año 1927, ya que al cultivar la especie anamorfa
Arthrinium curvatum sobre tallos esterilizados de varios vege-
tal~~, obtuvo los estados anamórficos y teleomórficos. El estado
teleomórfico, sólo fue observadoen cultivo y se denominó Pseudo-ET
1 w
447 365 m
488 365 l
S
BT

gui~nardia scirpí

.

Ellis et al. en el año 1965, obtuvieron el
teleomorfo de Arthrinium curvatum var. minus similar a
~nardia scirDi, pero caracterizado por poseer las ascosporas de
tamaño menor y más curvadas. Unicamente fue posible obtenerlo en
cultivo de laboratorio y no en condiciones naturales.

La especie Pseudoeuienardiasciroi se incluye
entre los Ascomycetosunitunicados del Orden Sphaeriales. Autores
como Muller et al. (1962), Ainsworth <1976) y von Arx (1981)
consideran a este género como sinónimo de Phvsalosoora Niessl,
mencionándolo como el teleomorfo correspondiente al anamorfo
Panularia, aunque otros micólogos entre los que destacan Kendrick
<1979) y Domsch (1980), continúan citando a ambos teleomorfos
separadamente y como teleomorf os del genero Arthrinium

.
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En el año 1963 Hudson observó ascosporas y asco-
carpos de Aniospora montagnei sobre restos de Saccharum offi-
cinarum y Bambusavul~aris. A partir de la germinaciónde estas
ascosporasen un medio de cultivo con harina de avena, consiguió
obtener un estado conidial, que identificó como Paoularia arundi-ET
1 w
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nis. Posteriormente, en 1976, Hudson et al. a partir de
ascosporas de ADiosDora sp., aisladas de Arundinaria anceDs y
PseudosasajaDonica, obtuvo, sobre medios de cultivo, el anamorfo
Papularia sonaerosr=ermum,aportando nuevos datos acerca de la
relación entre el anamorfo Papularia = Arthrinium y el teleomorfo
Apiospora. Asimismo, constató que en la Naturalezapuedencoexis-
tir los dos estadossobre el mismo huésped, pero nunca logró
obtener el teleomorfo en cultivos de laboratorio.

El genero Apiospora es el único entre los Asco-
mycetes que en su fase anamorfa posee una conidiogénesisde tipo
basáuxico y no se ha encontradoningún otro tipo de conidiógene-
sis asociadaa este teleomorfo ya que Arthrinium, Pteroconium

,

Cordella, Scvohosoora y Nigrospora, aceptados como anamorf os
asociados a Apiospora, típicamente presentan este tipo de forma-
ción de los conidios.

Las ascosporas del género Aniospora se caracte-
rizan por ser bicelulares. Poseen un septo que delimita dos
células, una superior de mayor tamaño y otra basal o inferior. En
este género se incluye un reducido número de especies, la mayoría
de ellas tienen como hospedadores a especies de las Familias
Poaceae y Ciperaceae.

La especie relacionada directamente con Arthri-ET
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nium es Apiospora ~~~gnei. Fue descrita por Saccardo en el año
1875. Los ascocarpos de Apiospora montaEnei se desarrollan, gene-
ralmente en los entrenudos de los tallos de Bambusa vulparis y
sobre hojas de Saccharumofficinarum. Los ascocarposson inicial-
mente globosos, pero al madurar presentanuna zona lateral com-
primida. Miden de 130 a 200 pm de diámetro, poseen cuellos de 75
a 100 pm de longitud y un espesor de pared entre 16 y 25 pm. Los
ascosson unitunicados, aunqueal ser observadosal microscopio
óptico parecen bitunicados, a consecuenciadel grosor de la
pared. Las ascosporasson hialinas o de color amarillo. Se pre-
sentanen número de ocho y están rodeadasde numerosas parafisis
filiformes. Son ascosporas bicelulares y poseen el septo a una
distancia entre 4 y 6 pm de la base de la ascospora. Miden de
21.5 a 27 pm de longitud por 8 a 9 pm de grosor, son piriformes y
curvadas.
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1.4. METABOLITOS SECUNDARIOS DEL GENERO ARTHRINIUM

El estudio de los metabolitos secundarios elabo-
rados y acumulados por especies del género Arthrinium o por cepas
en su estado teleomórifco, pertenecientes al género Aniospora se
iniclaron con los estudios de Aldridge y cois. <datos no publica-
dos).

En el año 1975, Ishiyama y cols. , consiguieron
establecer las propiedades físico-químicas del metabolito aislado
a partir de la cepa T-53 de Arthrinium ohaeosDermum concluyendo
que se trataba de una sustancia identificable con la l-treo-@ -

hidroxiaspártico. Estos mismos investigadoresseñalaron que este
aminoácido posee capacidadinhibidora del crecimiento de Hacillus
subtilis y otros esporulados Gram positivos, de cepas de Stanhv-ET
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lococcus aureus, de Escherichia coli, de Mvccbacterium sme~matis
e incluso de Botrvtis cinerea y de Mucor, levaduras y otros
Deuteromycotina.

En el mismo año van Eijck, describió la pro-
ducción de un pigmento antraquinónico y otros metabolitos
secundarios procedentes de la misma especie. A través de la
naturaleza de estos pigmentos, el autor establece correlaciones
que facilitan la situación taxonómica del género Arthrinium res-
pecto a otros hongosmiceliares.

Los metabolitos aislados y las especiesque los
producen y acumulanse resumenen la Tabla siguiente.
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METABOL I TO MICROORGANISMO PRODUCTOR

El NH2

HOOC - C - C - COOH

OH

Arthrinium ohaeosDermum

H

1-treo- -hidroxiaspártico

Arthrinium phaeospermum

Bostricina

A~iosnora camptosr~ora

ApiosDora camptOsnora

Vi r idi na

Apiospora camDtospora

Desmetoxiviridina

O CO

O

M3COCO

CM3

OCOCH3

O

CM3

4-hidroximelleina

nao
O
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Junto a los metabolitos citados podemos destacar
la Familia de la Papulacandinas, cuya fórmula y derivados se
indican a continuación.

Traxler en el año 1977, determinó la existencia
de una nueva Familia de metabolitos secundarios con actividad
antibiótica, proveniente de Arthrinium Dhaeospermum a la que
denominó Papulacandinas. Estassustancias han sido clasificadas
en A,B,C,D y E, demostrándoseque poseenactividad antibiótica
frente a levaduras, pero que son inactivas frente a hongos fila-
mentosos, bacterias y protozoos. Se ha comprobado, además,que
esta Familia de antibióticos poseenbaja toxicidad, pero su
posible utilizacidn en clínica se ve dificultada por el hecho de
que se únen activamente a componentes del suero humano con lo que
su efecto inhibitorio real decae enormemente debido a que las
Papulacandinas administradas, difícilmente puedenalcanzar su
lugar de actuación. Sin embargo, estas sustancias podrían ser
utilizadas, dada su actividad “in vitro” como potenciadores de
crecimiento en animales, pudiendo pasar a incrementar la reducida
lista de antimicrobianos de uso permitido en Veterinaria.

‘E—
¡8
CH

3 II .!t~—i~
1R~ •....C.~JA.,=f~;.J\/ Papulacandin e

lo”
9

o— ~ CH
3

6~r 2 R AC..¡fl/A/V\ Papulacandin A
u.. ‘gv—

3
2’

14
4H j~AAAA

~‘~Mrk
2¶\ ~ ~ A i=..ó’v’vy Papulacand¡ n c

041 ~ 0*4

OH

1
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Asimismo podemos señalar la 4-hidroximelleina
que bajo la denominaciónde ochraceínaha sido obtenida a partir
de cepas del géneroAsoeraillus concretamente de AsoerEillus
ochraceus y Asoer~illus melleus. este metabolito es poco tóxico
pero se caracteriza por ser precursor de las ochratoxinas, de
características perfectamente establecidas.

La viridina y la desmetoxiviridina han sido
aisladas en otros génerosde Deuteromycotinade estructuras mor-
fológicas muy distintas a las que caracterizan al géneroArthri-ET
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nium concretamentese citan especiesde los génerosTrichodermay
Gliocladium entre los hongos elaboradores y acumuladores de estos
metabolitos.

Estos metabolitos son pigmentos de color ama-
rillo que se obtienen principalmente al cultivar las cepas en
medios de laboratorio que conten~~ ~1ucosa y sales amónicas.
Bajo el punto de vista de su actividad biológica son agentes
antibióticos y fungistáticos.

Finalmente podemos señalar la produccion ae
esteroles y de componentes fenólicos no identificados.
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2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

Uno de los aspectosdel metabolismo fúngico que
está centrandoel interés de diversos grupos de investigadores en
los últimos años es el estudio del metabolismo secundario de los
hongos filamentosos.

La determinación de la importancia y posible
utilidad de algunos metabolitos secundarios elaborados y acumula-
dos por cepas del género Arthrinium es un modelo de estudio del
comportamiento de hongos dematiáceosde amplia distribución en
nuestro medio ambiente.

Por ello y establecidosen estudios anteriores
(Larrondo, 1989; Agut, 1992) la influencia de diversos factores
microambientales en la producción y acumulación de metabolitos
secundarios activos por parte de cepasdel género Arthrinium

,

básicamente en cultivos en medio sólido, establecemos las si-
guientes Hipótesis de trabajo:

HO: “La producción de metabolitos secundariosen cepas del género
Arthrinium se ve modificada por acción de agentesmutagéni-
cos o por variaciones morfológicas asociadas a partículas
semejante a virus-

iii: “La producción de metabolitos secundariosen cepasdel género
Artrinium no se ve modificada por acción de agentesmutagé-
nícos ni por variacionos morfológicas asociadas a partículas
semejantesa virus”.
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Con el fin de poder establecer cual de las
anteriores hipótesis de trabajo se correspondecon el patrón de
actuación de las cepasdel género Arthrinium en estudio se ha
desarrollado el siguiente Plan de Trabajo:

1.- Elección de las cepas del género Arthrinium

.

2.- Elección de los microorganismos sobre los que se
ensayará la actividad antibiótica,

3. - Elección de las metodologías a utilizar.

4.- Inducción de mutagénesis.

5.- Detección y evaluación de los metabolitos activos,

6.- Estudio de actividad sobre células eucariotas y

procariotas.

7.- Selección de cepas superproductoras de metabolitos.

8.- Determinación de la presencia de partículas
semejantes a virus en las cepas activas y con alte-
raciones morfológicas manifiestas.

9.- Evaluación de los resultados,
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3. M A T E R 1 A L Y }4ETODOS

3.1. ELECCCIONDE MICROORGANISMOS

Las especies del género Arthrinium utilizadas en la
realización del presenteestudio fueron aisladas de
diversos hábitats y estabandepositadasen la Colección
de Cultivos de la Facultad de Veterinaria (FVB) de la
Universidad Autónoma de Barcelona.

La relación de especies así como el número de cepas de
cada una de ellas, se resume en la TABLA núm.1

Con el fin de poder comprobar la actividad inhibidora de
las cepas ensayadas o de sus metabolitos se han elegido
varias especies de bacterias, hongos filamentosos y
levaduras de interés en clínica por su actividad patóge-
na o por su interés como habituales contaminantes a
nivel atmosférico o industrial.

La relación de los mismos se aporta en la TABLA núm. 2.
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ESPECIE NUMERO DE CEPAS

Arthrinium

Arthrinium

Arthrinium

Arthrinium

Arthrinium

Arthrinium

Arthrinium

Athriniurn

aureum

arundinis

francii

EeorEii

hiscanicus

iavii

mari i

mediterranii

Arthrinium Dhaeosoermum

Arthrinium Dhilipoi

Arthrinium Duccinoides

Arthrinium saccharicola

Arthrinium

Art hr ini um

serenensis

urticae

5 <Al-AS)

5 (AB-lO)

1 <Ah)

1 (A12)

2 (A13-A14)

1 (A15)

5 (A16-A20)

2 (b21-A22)

5 (A23-A27)

1 (A28)

5 <A29-A33)

5 (A34-A38)

.3 <A39-A41)

5 (A42-A46)

Tabla número 1.- Relación de especies del género Arthrinium
investigadas, indicando el número de cepas de
cada una de ellas.

MATERIAL Y METODOS 29



TABLA número 2.- Relación de bacterias, hongos filamentosos y
levaduras frente a los que se ha ensayado la
actividad de las cepasdel género Arthrinium

.

BACTERI AS

StanhvlococcusaureusATCC 9144

Bacillus cereus FVB 5342

Escherichia coli ATCC 10536

Streptococcusfaecalis ATCC 10541
<Enterococcusfaecalis

)

Enterobactercloacae FVB 6789

Serratia marcescensATCC 8412

Klebsiella pneumoniaeATCC 13883

Pseudomonas aerupinosa ATCC 27853

HONGOSFILAI’ENTOSOS

Penicillium corvlonhilum FVB 403

Asper~illus ~jger FVE 404

Aspersillus flavus FVB 410

Asoergillus fumigatus FVB 413

LEVADURAS

Candidaalbicans CECT 1001
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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. Obtención de los extractos crudos y determinación
del periodo óptimo de producción de metabolitos
activos.

Las cepasdel género Arthrinium se cultivaron en
extracto de malta al 27. a 289C en agitador y a 190
rpm. El periodo de incubación se estableció, para
este ensayoen 21 días, tomando muestracada 24
horas, con el fin de poder determinar el período
de incubación óptimo para la detección de metabo-
litos con capacidadinhibidora.

En cada toma de muestrasse procedió a la filtra-
ción del micelio a través de gasa estéril, con el
fin de separar el micelio y finalmente por filtra-
ción por membrana de 0.22 um con el fin de ase-
gurar la esterilidad del extracto obtenido.

El extracto se recogía en tubos estériles y se
procedía a la realización de ensayosde actividad
frente a los microorganismos elegidos.

Para ello se seguía el proceso esquematizado en la
Fig. núm. 3.
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SUSPENSION DEL
MICROORGANISMOA ENSAYAR
(NQ 1 ESCALA Mc FARLAND) O.lml

EXTRACTOCRUDO

3
‘~/
a

CEPA DEL GENERO
ARil-IRINIUN ENSAYADA

EXTRACTODE MALTA AL 27.
INCUBACION A 282C

FILTRACION ESTERILIZANTE

9m1 TSE

INCUBACION 372C 24+2h

LECTURA
ESPECTROFOTOSETRICA

Fig. núm. 3.- Esquema del proceso seguido para determinar la
actividad inhibidora de los extractos obtenidos a
partir de las cepasdel género Arthrinium

.
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A partir de tubos de ensayoque contenían 9 ml de
TSE en el caso de ensayos frente a bacterias y de
caldo glucosadode Sabauraudal 2%, en el caso de
las levaduras, se añadía 1 ml del extracto crudo
obtenido, como se ha señaladoanteriormente, y al
que se añadía0.1 ml de una suspensióndel microor-
ganismos a ensayar, obtenida en suero fisiológico
estéril a partir de cultivos recientes del mismo.

La suspensiónse preparabaa una concentraciónde
2 UFCIml.

Paralelamente se realizan ensayosen blanco con el
fin de poder determinar el desarollo de las cepasen
los medios de cultivo sin adición del extracto
crudo.

Finalizado el período de incubación se llevaron a
cabo lecturas del ensayoen espectrofotómetro, ano-
tando los resultadosobtenidos en absorbancias a
SOSnm, máximo de absorbanciadeterminadopreviamente
como el óptimo para el medio de cultivo sin inocula-
ción previa.

Si las cepasdel género Arthrinium hablan elaborado
sustanciasdifusible con capacidadinhibidora, éstas
actúan sobre los microorganismosensayadosy se ob-
servará inhibición del crecimiento en los tubos de
ensayo, detectablepor las lecturas espectrofotomé-
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 estudio.

Aplicando la fórmula propuestapor Candeli, y cols.,
1978 podemos expresar los resultados como porcentaje
de inhibición.
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Ab-Ap
X LISIS = X 100

Ab

Ab = Absorbancia del ensayo control

Ap = Absorbancia del ensayo problema

3.2.1.2. Relación entre la curva de crecimiento de las cepas
del género Arthrinium y la producción y acumulación
de sustancias antimicrobianas.

La curva de crecimiento de las cepas del género
Arthrinium se realizó a partir de matraces de 99 ml
de extracto de malta al 27. a los que se inoculó un
ml de una suspensión valorada de la cela en estudio.
La concentración es del orden de 10 blastoconi-
dios viables por ml. Los matraces se incubaron en
agitación a 190 rpm y a 282C.

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

La determinación del peso seco, se llevó a cabo tras
filtración de los cultivos y sometiendo a sequedad y
en estufa hasta peso constanteel 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. Purificación de los metabolitos secundarios con
capacidad antimicrobiana constituyentes del extracto
crudo.

Obtenido el extracto crudo, se procedía al trata-
miento del mismo con el fin de poder determinar cual
o cuales de las fraccion~s constituyentes del mismo
son las responsables de la actividad antimicrobiana.

ti metoao seguido para el aislamiento y purificación
de los metabolitos secundarios elaborados y acumula-
‘205 por las cepas del género A±-thrinium en estudio
es el descrito por Taxhler y cols., 1977.

Filtrado el cultivo, el proceso seguido se resume en
el Esquema num.

A partir de las fracciones obtenidas se realizaron
cromatografías en capa fina, sobre Silicagel Merck
con el fin de establecer los Rf de los productos
detectados.

Asimismo se llevó a cabo la realización de las
bioautograf las con el fin de determinar cual o
cuales son las fracciones con actividad antibiótica.
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MICELIO

EXTRACCION CON METANOL

CONCENTRACION

FILTRADO

NaO!! pH 8.6

EXTRACCION ACETATO DE ETILO

NaOH pH 8.6

EXTRACCION ACETATO DE ETILO

EXTRACTO A TATO DE ETILO

DISOLVER EN CLOROFORMO857.
EXTRACCIONETER DE PETROLEO
CONCENTRAR

EXTRACTOCLOROFORMO

DISOLVER EN CLOROFORMO857.
EXTRACCIONHEPTANO
CONCENTRAR

COMPLEJOANTIBIOTICOS

CROMATOGRAFíA
PREPARATIVA
CAPA FINA SILICAGEL

CROMATOGRAFíA

SEPHADEXLH-20

COMPROBARACTIVIDAD

ROTAVAPORSEQUEDAD
CLOROFORMO25 ml

EBULLICION

FILTRAR CAlIENTE

AÑADIR HEXANO
(no más del 10%
del volumen de
cloroformo)

DEJAR REPOSAR

DECANTAR

AÑADIR HEXANO

COMPROBAR ACTI VI DAD

ESQUEMA núm. 1.- Analítica para la separaciónde componentesdel
extracto y del micelio y comprobación de acti-
vidad antibiótica.
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__ 1.4. Método para realizar bioautografías.

Realizadas las cromatografías en capa fina se depo-
sitaron sobre placas de Petri estériles de 20 cm de
diámetro y se recubren con el medio de cultivo
adecuado según se desee estudiar la actividad sobre
bacterias, sobre levaduras o bien sobre hongos fila-
mentosos.

Para estudiar :a actividad sobre bacterias, el medio
de cultivo elegido fue Muelier-Hinton, en el caso de
hongos filamentosos y de levaduras el medio de
cultivo seria agar extracto de malta al 2%. Antes
ae verter el medio de cultivo sobre las placas se
lncluye en él, el microorganismo sobre el que se
desea conocer la actividad de los extractos objeto
de estudio. A continuación se dejan solidificar las
placas y se incuban a 379C por espacio de 24-48 h en
el caso de las bacterias y a 28gC durante24 horas
para levaduras y a 282C durante cinco días en el
caso de los hongos filamentosos.

La lectura se realizó detectando la presencia de
zonas Qe inniniclon alrededor de las zonas en las
que se hallaban los metabolitos activos. En caso de
lecturas dudosas se utilizan colorantes vitales,
para diferenciar las zonas en las ~ue habla crecí-
miento, de aquellas en las que éste había sido
tnnibido.

En todos los casos se llevaron a cabo ensayos con-
trol. En este estudio sólamente se realizaron
bioautografía sobre StaDhvlococcus aureus ATCC 9144.

3.2.1.5. Método para determinar la concentración mínima inhi-
bitoria del extracto crudo total y de los componen-
tes activos sobre bacterias y levaduras.

El método seguido para determinar la concentración
mínima inhibitoria del extracto crudo completo y de
los componentes activos es una modificación del
descrito por Lennette y cols. , 1980.
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A tubos de ensayoque contienen 9 ml de caldo trip-
ticasa soja <TSB) previamente esterilizados, se
adicionan a cada tubo 0.1 ml de una suspensión del
microorganismoen ensayocuya concentraciónes equi-
valente al nQ 1 de la escala de McFariand. Prepara-
dos los tubos de ensayose adicionan concentraciones
crecientes del extracto crudo completo o de los
componentes de actividad demostrada previamente
sobre el microorganismos en estudio.

A continuación y previa homogenizaciónde los tubos
se incuban a 372C durante 24 ±2 horas y transcurri-
do este período de tiempo se procedea realizar las
lecturas del ensayo, observandopara cada serie de
tubos inoculados con las concentraciones de los
productos, cual es la concentraciónmínima de los
mismos que es capaz de inhibir el desarrollo de cada
uno de los microorganismosestudiados.

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

3.2.1.6. Método para detectar la actividad inhibidora de los
metabolitos obtenidos sobre la germinación de hongos
filamentosos.

El método utilizado se basa en las investigaciones
realizadas por McKallan y Willcoxon, 1940, ¡<oíl-
morgen y Jones, 1975.

A partir de los metabolitos obtenidos, se procedea
poner en contacto 0.1 ml del metabolito o del ex-
tracto crudo completo con 0.1 ml de una suspensión
de conidios del hongo en estudio previamentevalora-
da y establecida en 10’ conidios por ml.
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La prueba se realiza sobre portaobjetos excavados y
tras la incubación durante 24 y 48 horas a 282C se
realizan lecturas de la germinación observada,
comparando los resultrados con ensayos control,
preparados de forma análoga a los que no se añade el
metabolito o el extracto en estudio.

Los resultados se expresan aplicando la fórmula
citada por Candeli et al. , 1978 que en este caso nos
permitirá conocer el porcentaje de inhibición de la
germinación respecto al ensayo en blanco.

Dadas las características de los microorganismos
ensayados paralelamente a los estudios de germina-
ción se pueden observar otros dos parámetros: inhi-
bición de la formación de micelio abundante e inhi-
bición de la formación de cabezas conidiales.

3.2.1.7. Método para detectar la actividad de los metabolitos
sobre larvas de Ax-temia salina L.

El método utilizado es una modificación del descrito
por Harsaig y Scott, 1971.

El objetivo de este método es detectar la actividad
letal del extracto crudo y de los metabolitos obte-
nidos sobre larvas de Artemia salina L.

En un medio de cultivo liquido, descrito por Harwig
y Scott, 1971, de composición similar al agua de
mar, se depositan entre 100 y 200 mg de huevos de
Artemia salina L. que se incuban a 302C por espacio
de 30 a 48 horas. Posteriormente se separan las
larvas de los huevos sin eclosionar mediante la
utilización de un foco luminoso, hacia el cual
tienen tendencia a desplazarse por tropismo las
larvas de Artemia salina L.
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Separadas las larvas se colocan en un portaobjetos
excavado un número conocido de las mismas, el número
elegido debe ser entre 30 y 40 larvas y se añaden
0.1 ml o 0.2 ml del extracto o del metabolito en
estudio.

Cada ensayo se realiza por duplicado.

Se incuban los portaobjetos a 282C y se establecen
lecturas a las 4h, Sh, 12h y 24h de iniciado el
ensayo.

En todos los casos se llevan a cabo ensayoscontrol,
pudiendo expresar los resultados como porcentaje de
mortalidad de las larvas de Artemia salina para cada
período de incubación, comparandocon los controles.

3.2.1.8. Método para detectar al microscopio electrónico de
barrido las variaciones morfológicas producidas por
el extracto crudo de las cepasdel género Arthrinium
en estudio.

El objetivo de este apartadoes detectar las posi-
bles variaciones que producenlos extractos crudos
en ensayo sobre la morfología de los microorganis-
nos.

Se tomaron con pipeta estéril y previa agitación
mecánica, cuatro ml del extracto crudo que durante 5
minutos fueron sometidos a centrifugación. Pos-
teriormente se decantó el sobrenadante y el residuo
obtenido se lavó con solución salina estéril, repi-
-tiendo el proceso de centrifugación y lavado un
mínimo de tres veces consecutivas,
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Este proceso permite eliminar los restos de medio de
cultivo. En el último proceso de centrifugación se
añaden a los tubos de centrífuga 2 ml de tetróxido
ae osmio con el fin de proceder a la fijación del
material celular. Se deja actuar el fijador durante
dos horas y posteriormente a la centrifugación se
elimina el sobrenadante.

El precipitado celular se recupera depositándose una
alícuota del mismo sobre filtro Millipore de 0.22
ym y dejándolo secar al aire. Posteriormente se
somete cada preparación al proceso necesario para
poaer ser visualizado al microscopio electrónico de
barrido.

En todos los ensayos se realizaron estudios control
para poder detectar las posibles alteraciones morf o-
lógicas de los microorganismos.

3.2.1.9. Espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) y de
infrarrojos (IR).

Detectados los componentes activos se recuperaron de
las cromatografías y tras purificación se procedió a
la realización de los espectros de resonancia magné-
tica nuclear.

Una alícuota de la fase clorofórmica se analiza en
el entorno 4HRSfl~ a 360 MHz y a 45CRSff[ a 90.55
MHz, ambos en deuterocloformo mediante un equipo
Bruker tñH 360.

Asimismo se realizaron espectros de infrarrojo.

A partir de los resultados obtenidos se pudieron
establecer los principales componentes activos del
extracto estudiado.
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3.2.1.10. Métodos para observar la acción de agentes mutagéni-
cos sobre la producción de metabolitos secundarios
activos en cepas del género Arthrinium

.

Con el fin de poder mejorar el rendimiento de pro-
ducción de los metabolitos activos elaborados y
acumulados por cepas del género Arthrinium en es-
tudio se ensayó la acción de dos agentes mutágenos
sobre las cepas productoras.

Los agentes mutágenos elegidos fueron:

a.- N- Metil-N’-Nitrosoguanidina.

b.- Luz ultravioleta,

Fí efecto de las radiaciones ultravioleta de lon-
gitud de onda de 254 nm y una intensidad de radia-
ción de 590 ¡.jW/cm a 15 cm. Paraefectuar el trata-
miento la cámara se situaba a 5 cm de la placa. Los
tiempos de exposición a la luz u.v. fueron de 5, 10
o 20 minutos.

Para ensayar la actividad mutágena de la Nitroso-
guanidina, se siguió la metodología descrita por
Avalos y cols., 1985.

La concentración final de Nitrosoguanidina en el
medio fue de lmg/ ml. El tratamiento mutagénico se
inactivaba al cabo de una hora de haberse iniciado
por la adición de 1 ml de cisteina al 0.17. en
acetona.

Las suspensiones tratadas, se inoculaban poste-
riormente en agar extracto de malta al 2%, culti-
vándose a 2SQC durante siete días. Transcurrido este
período de tiempo se estudiaban las características
macroscópicas y microscópicas así como la posible
variación en la actividad antimicrobiana de las
cepas sobre los microorganismos ensayo, citados
anteriormente, realizando el ensayo por la técnica
de Campbell, 1957. Los estudios se realizaron siem-
pre frente a controles.
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En el caso de las radiaciones ultravioletas se some-
tieron a éstas, suspensiones previamente valoradas
de conidios de las cepas en estudio. Tras diversos
tiempos de actuación (5, lO o 20 minutos>, se sem-
braron en placa las suspensiones tratadas, detectan-
do la capacidad letal de la radiación ultravioleta o
en su caso las variaciones que sobre la actividad
inhibidora presentan las cepas tratadas,

En todos los estudios se realizaron ensayos control.

Un aspecto fundamental en la obtención de mutantes
es determinar el recuento de supervivientes. Para
ello, se realizaban recuentos de UFC/ml a partir de
las suspensiones de conidios, antes y después del
tratamiento mutagénico, pudiendo establecerse en
cada caso el índice de superviviencia como resultado
de la aplicación de la fórmula siguiente:

UFCi/ml
Indico de supervivencia~ x :00

UFCm/ml

UFCi/ml: Unidades Formadoras de Colonias previo
tratamiento con el agente mutagénico¡ml,

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

Para la identificación de las mutantes se tuvieron
en cuenta las características siguientes:

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

b.- Cambios cualitativos o cuantitativos en
la capacidad antibiótica de las cepas.
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3.2.1.11. Determinación de la posible presencia de partículas
semejantes a virus en cepas de Arthrinium y su rela-
ción con ±acapacidad inhibidora de las cepas en
estudio.

Para poder determinar la posible presencia de partí-
culas semejantes a virus, en las cepas en estudio es
preciso llevar a cabo un análisis de la ultraes-
tructura del género Arthrinium, eligiéndose para ello
cultivos puros de las cepas aisladas en los diversos
estudios ecológicos y procedentes de Colecciones de
Cultivo Internacionales.

Con el fin de obtener cultivos homogéneos, se prepa-
raron suspensiones de conidios valoradas a partir de
cada una de las cepas de colección citadas, siguiendo
la metodología que se exponea continuación.

Las cepasse semoraronen frascos de Roux, que conte-
nían agar extracto de malta al 27., manteniéndose por
espacio de catorce días en estufa de cultivos, a
282C. Transcurrido este periodo de incubación y pre-
via confirmación de la identificación, se procedíaa
arrastar los conidios mediante perlas de vidrio este-
rilizadas de 3 mm de diámetro. La suspension se
filtró a través de gasa estéril y se conservó en
tubos de vidrio con tapa roscada, previamente este-
rí±izados.

La valoración de la suspensión se llevó a cabo por la
técnica de recuento en placa de Unidades Formadoras
de Colonias (U.F.C), ajustándose la concentración de
conidios viables a 1O~ U.F.C. ¡ml

De esta suspensión valorada se sembraron 0.1 mi, por
la técnica de agotamiento en superficie mediante el
asa de Digralsky, en placas de Eetri de 90 mm de
diámetro, que contenían como medio de cultivo, 20 ml
de agar extracto de malta al 27., medio óptimo para
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el desarrollo y esporulación adecuada de los Hyphomy-
cetes dematiáceos, según indican diversos autores.
Las placas se incubaron a 28QC y las muestras de los
cultivos fueron obtenidas a los cinco, siete y cator-
ce días de desarrollo, separando bloques del cultivo
de 1.5 x 1.5 x 1.0 mm, para su posterior procesado.

La zona de obtención de los bloques se seleccionaba
tras la observación de las colonias mediante el
microscopio estereoscópico, eligiendo de las placas
que presentaban un crecimiento uniforme, aquella zona
en la que la presencia de conidios era máxima.

Paralelamente, y a partir de las suspensiones valora-
das, se realizaron cultivos en frascos de Roux, con
agar extracto de malta al 2%, con el fin de preparar
una suspensión de conidios a los catorce días del
desarrollo de la cepa a 289C. Los conidios se arras-
traban mediante la ayuda de perlas de vidrio esté-
riles, preparándose una suspensión en suero fisioló-
gico estéril. La suspensión se filtraba a través de
gasa estéril, con el fin de eliminar los restos de
micelio que se habían podido arrastrar junto con los
conidios. La suspensión se conservaba en tubos esté-
riles hasta su procesado para la observación al mi-
croscopio electrónico.

Una alícuota de la suspensión era sometida a incuba-
ción durante 24-48h a 282C, en extracto de malta al
27., con el fin de poder observar e±proceso de germi-
nación en sus distintos estadios.

- Microscopia electrónica de transmision

Las muestras obtenidas según los diversos procedi-
mientos anteriormente citados, fueron fijadas con
glutaraldehído al 2%, tamponado con cacodilato sódico
0,1 M. El pH de la solución se ajustó a 7.4 y los
tiempos de fijación oscilaron entre 2 a 24 h, a 42C.
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Finalizada la fijación primaria, se lavaban las mues-
tras durante 15 minutos, con la solución tampón, para
eliminar el exceso de fijador. La postfijación se
realizó con tetróxido de osmio al 1%, en el mismo
tampón utilizado para el glutaraldehído,durante un
período de 2 a iBh, a 4QC en oscuridad.

Fijadas las muestras con tetróxido de osmio, las
muestras se lavaron nuevamente con la solución tam-
pón. A continuación se procedió a la deshidratación
de las muestras con alcohol etílico al 307., 507., 707.,
SOY, y 957. sumergiéndolas 15 minutos en cada una de
las concentraciones de alcohol, para mantenerlas
finalmente durante una hora en alcohol etílico puri-
sima, renovándolo cada 20 minutos. El paso final se
realiza con óxido de propileno, manteniendolas mues-
tras en él, entre 45 a 60 minutos, renovándolo total-
mente cada 15 minutos.

Los medios de inclusión empleadosfueron los siguien-

tes:

Epon 812, Araldita y Spurr.

Las muestrastratadas con óxido de propileno al 1007.,
se sumergieron en mezclas de óxido de propileno y del
medio de inclusión, recien preparadas. Las propor-
ciones de óxido de propileno y medio de inclus~on asi
como los tiempos de tratamiento fueron las siguien-
tes:

Oxido de propileno 1007. 1 hora

Oxido de propileno: Epon

3:1 1 hora
2horas

1:3 4horas

Epon 1007. 2-3 horas
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Las muestras se sometieron a rotación constante,
manteniéndolas a temperatura ambiente. Posteriormente
se mantenían las muestras en un desecador, a tempera-
tura de 4SQC entre dos a cuatro hora~

Posteriormente, se formaban los bloques que se mante-
nían durante dos días en estufa a 6O~C, con el fin de
conseguir la polimerizacion.

Si las inclusiones se realizaban en araldita, las
mezclas preparadas,presentabanla siguiente composi-
ción:

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 rotación. En una última fase se sometían
zas muestras durante 1-2 horas, a 452C con Araldita.

Finalmente, se preparabanlos bloques con la misma
mezcla de Araldita, recien preparada, dejándolapoli-
merizar durante 2 a 3 días, a 602C.

Si la inclusión se realizaba en Spurr, las muestras
se preparabanpor deshidratación en acetona, en lugar
de en etanol, pero realizando el mismo tratamiento en
lo que a concentracióny tiempo de cada paso QP

deshidratación se refiere. En este caso no se utilizó
óxido de propileno y a partir de las muestras en
acetona se procedió a iniciar la infiltración con el
plástico.
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Las proporciones de acetona y mezclas de plásticos
fueron las siguientes:

Acetona 100% : mezcla de plásticos

3:1 12horas

1:1 2horas

1:3 2horas

Spurr 1007. 4-6 horas a 45QC, renovandoel plástico
cada dos horas.

Los bloques se dejaban polimerizar en estuf a a 6OQC,
durante dos días.

Todas las muestras se incluyeron en moldes planos de
silicona para conseguir una adecuada orientación.
Para comprobar que la muestraestaba orientada de
forma correcta, se observabacon el microscopio este-
roscópico, corrigiéndose con una aguja enmangada> si
la disposición del bloque no era la deseada.

A partir de las inclusiones se realizaron 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 tiñeron con azul de metileno al 0.57. y fueron
decolorados con bórax al 0.57..

Los cortes ultrafinos se realizaron con cuchilla de
diamante Diatome, Du Pont, según la técnica de Fer-
nández Morán (1956). Los cortes se recogieron sobre
rejillas de cobre de 200 mesch, siendo contrastados
con una solución acuosa de acetato de uranilo al 2%
y a continuación tratados con citrato de plomo, segun
la técnica de Reynolds.
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Las observacionesse realizaron utilizando microsco-
pios electrónicos de transmisión, Phillips modelo 200
e Hitachi, modelo HU-12, trabajando a 75 XV y 100 KV.

Las microfotografías se obtuvieron utilizando pelí-
cula Kodak FR? 651 de 35 mm. y Kodak EME 4489.

- Microscopia electrónica de barrido

Con el fin de poder establecer la posible relación
entre las alteraciones morfológicas observadasy la
presencia de partículas semejantes a virus en estas
zonas, así como evaluar su posible interrelación con
la capacidad inhibidora se realizaron estudios al
microscopio electrónico de barrido de cepas del
género Arthr~n~um con alteraciones morfológicas nota-
bles y que presentaran actividad inhibidora.

A partir de los cultivos puros, obtenidos según se
indicó anteriormente, se preparaban discos de cultivo
de 6 mm de diámetro que se fijaban manteniéndolos por
espacio de cuatro horas en tetróxido de osmio al 17..

El proceso de deshidratación de las muestras consis-
tía en someterlas a concentraciones crecientes de
alcohol etílico hasta llegar a alcohol absoluto,
según la metodología descrita en el apartado de pre-
paración de muestras para su observación al microsco-
pio electrónico de transmisión.

Mantenidas las muestras en alcohol absoluto durante
1-2 horas a temperatura ambiente, éste se iba
sustituyendo por acetato de amilo, siguiendo la pauta
que se señala a continuación.
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Alcohol etílico : Acetato de amilo

3 : 1 45 minutos
2 : 1 45 minutos
1 : 1 45 minutos
1 : 2 45 minutos
1 : 3 45 minutos
1:4 45 minutos

Acetato de amilo 1007. 60 minutos

Cuando la muestra en estudio era una suspensión de
conidios se realizaba el mismo proceso anterior, pero
sometiendo la suspensión a centrifugación durante 3
minutos a 4.000 rpm, con el fin de recuperar los
conidos en cada proceso.

Para la observación de las muestras al microscopio
electrónico de barrido, es preciso eliminar el líqui-
do celular, y para ello se procedió al secadomedian-
te la técnica del punto crítico.

A continuación se montabansobre portamuestras de
aluminio y se añadíaplata coloidal para favorecer la
conductividad.

Posteriormente, se procedía al metalizado de las
muestras utilizando un Sputter coater (Balzers),
depositando una capa de oro-paladio de un grosor
aproximado de 100 a 200 ~, siguiendo la técnica
descrita por Echlin (1975) y Echlin y Kaye <1979). El
proceso de metalizado se realizó en tres tiempos
siendo el primero más corto y los siguientes de mayor
duración, con el propósito de evitar artefactos oca-
sionados en el caso de calentar excesivamente la
muestra, según indica Robarda y cols. (1981).

Las observaciones se realizaron utilizando Jeol U-25,
Jeol JSM-840 y Cambridge Stereoscan, generalmente a
15- 25 KV y operando a una distancia de trabajo de 15
a 39 mm. Las microfotografías se obtuvieron utili-
zando película Kodak TRI-X-TMY.
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- Relación entre la morfología y la actividad inhibi-
dora.

Para establecer la posible relación entre las modifi-
caciones morfológicas de las cepas, en las que se
había detectado la posible presencia de partículas
víricas y su actividad antibiótica se eligió la
especie Arthrinium mediterranil (A22), dado que
presentaba una marcada alteración morfológica y una
gran abundacia de partículas semejantes a vlrus,
según pudo ser demostradoen las observaciones bajo
microscopio electrónico de transmisión.

La técnica utilizada fue la descrita anteriormente a
partir de cultivos en caldo extracto de malta al 2%.

Se ensayó la actividad del cultivo realizado en medio
líquido frente a los siguientes microorganismos:

1.- Stawhvlococcusaureus ATCC 9144
2.- Streotococcusfaecalis ATCC 10541

CEnterococcus faecalis

>

3.- Bacillus cereus ATCC 9373
4,- Bacillus meaaterium ATCC 25484
5.- Bacillus subtilis ATCC 11774
6.- Micrococcus luteus ATCC 4698
7.- Micrococcus luteus ATCC 9341
8.- Escherichia coli ATCC 10536
9.- Aeromonas hvdroDhila FVB 3008

10.- Mvcobacterium smeematis ATCC 14468
11.- Pseudomonas aeru~inosa ATCC 27853
12.- Pseudomonas fiuorescens ATCC17397
13.- Pseudomonas Dutida FVB 3014
14.- Pseuomonas maltoDhilia FVB 3112
15.- Yersinia enterocolitica EVE 3245
16.- Hafnia alvei ATCC 13337
17.- Enterobacter aeroEenesFVB 5678
18.- Enterobacter cloacae FVB 6789
19.- MorEanella ~~g~nii ATCC 25830
20.- Moraanella mornnii FVB 2490
21.- Proteus mirabilis FVB 6745
22.- Proteus vul~aris ATCC 9484
23.- Providencia rettaeri ATCC 29944
24.- Serratia marcescens ATCC 8412
25. - ¡<lebsiella pneumoniae ATCC 1388
26.- ~jgells sonnei ATCC 413
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27.- Penicillium corvloDhilum FVB 413

28.- Asoer~illus ~ EVE 404

29.- Asperñllus flavus FVB 410

30.- AsDergillus ~¿~gat~¿s EVE 413

31.- CladosDorium herbarum FVB 675

32.- Alternaria longipes FVB 876

33.- Candida albicans CECT 1001

34.- Saccharomvces cerevisiae FVB 2004
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3.2.2. Optimización de la producción de metabolitos activos a
través de procesos en fermentador de bajo volumen.

La optimización del proceso de obtención de los
metabolitos activos se llevó a cabo en un fermentador
de 2 litros de capacidadde la firma LE. La unidad
está provista de controles de aireación, agitación,
temperatura, antiespumante y pH.

La solución de antiespumantese adicionaba controla-
damente a la vasija del biorectaor. El antiespumante
elegido cuya inocuidad frente al desarrollo de las
cepas fúngicas en estudio se demostró previamente era
la emulsión Antifoam B, Sigma Chemical Co..

Se analizaba asimismo la cantidad de oxígeno disuelto
presente en el cultivo con el fin de asegurar el
nivel crítico de oxígeno de forma constante.

Los cultivos del género Arthrinium en estudio se
mantenían en agar extracto de malta al 27.. Las cé-
lulas fúngicas eran recogidas en suspensión en 6 ml
en suero fisiológico previamente esterilizado, A
partir de la suspensiónse procedió a inocular el
medio de cultivo del bioreactor.

El medio de cultivo utilizado en el bioreactor fue de
base, extracto de malta al 2%, si bien se ensayó la
influencia de la concentración de glucosa <20 gIl o
10 g/l) en el crecimeinto y en la producción de
metabolitos secundarios activos. Otro parámetro
considerado fue la presencia o ausencia de luz.

Las condiciones experimentales de trabajo del
bioreactor fueron: flujo de aire, 0.6 vvm, agitación,
650 rpm, temperatura 289C, pH controlado automática-
mente a 6, mediante la adición de OHNa SN o de
SN, en caso de ser necesario.
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Mediante los estudios en bioreactor se han analizado
los siguientes parámetros:

a.- Porcentaje de glucosa consumida.

b. - Coeficiente de economía del proceso

c. - Coeficiente especifico de crecimiento ( y).

a.- Porcentaje de glucosa consumida.

La glucosa residual se valoró mediante reactivo
de Fehling a partir del extracto líquido filtra-
do. Establecido el valor de glucosa residual (G.-)
expresado en gIl y siguendo los criterios citados
por Demain y Solomon, 1986> se aplica la fórmula
siguiente para conocer el porcentaje de glucosa
consumxoa:

- Gr

7. Glucosa consumida = x 100

b.- Coeficiente de economía del proceso.

Este parámetro permite evaluar, la eficiencia del
consumo de la fuente de carbono suministrada
(Demain y Solomon, 1986). Se determina aplicando
la siguiente fórmula:

Peso seco del cultivo <micelio t conidios)
xlOO

Peso del carbohidrato consumido
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c.- Coeficiente especifico de crecimiento.

La ecuación siguiente permite expresar este pará-
metro (Demain y Solomon, 1986).

N = N0 x e
¡it

= Biomasa inicial.

ti = Biomasa entre t0y t

y = Coeficidente específico de crecimiento
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3.3. MEDIOS DE CULTIVO

En este apartadoaportamosla formulación cualitativa
y cuantitativa de los medios de cultivo generales
utilizados a lo largo de la realización de esta
estudio, dado que los medios más específicos se han
ido indicando en los apartados anteriores.

Caldo extracto de malta al 2%

Extracto de malta
Glucosa
Peptona
Agua destilada

20
20

c.s.p.

o

£
lg
11

pH 4.5 ~ 0.5

Se esteriliza en autoclave a
nutos.

1202C durante 20

Agar extracto de malta al 2%

Caldo extracto de malta al 27 1 1

Agar-agar 20 g

pH 4.5 t 0.5

Se esteriliza en autoclave a l2OgC durante 20
minutos.

mi -
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Agar Tripticasa Soja

Digerido pancreático de caseína 17.0 g
Digerido papainico de harina de soja. 3.0 g
Cloruro sódico 5.0 g
Fosfato dipotásico 2.5 g
Glucosa 2.5 g
Agua destilada c.s.p. 1.0 1

Se distribuye a razón de 9 ml por tubo de ensayo y
se esteriliza en autoclave a 1202C durante 20 mi-
nutos~

Medio de crecimiento para Artemia salina

Este medio se denomina BSM y su composición se resume
a continuación

Glicerofosfato cálcico 3.0 g
Cloruro sódico 30.0 g
Sulfato magnésico heptahidrato 0.5 g
Cloruro magnésico hexahidrato 1.5 g
Cloruro potásico 0.8 g
Cloruro cálcico dihidrato 0.3 g
Bromuro magnésico hexahidrato 0.1 g
Glicina 6.0 g
Agua destilada c.s.p. 1.0 1

pH 6.5 t 0.1

Se esteriliza en autoclave a 1202C durante 20
minutos.
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4. R E 5 U L T A U 0 5

4.1. RESULTADOSOBTENIDOS EN LA DETECCIÓN DE LA ACTIVIDAD
INHIBIDORA DE LOS EXTRACTOSCRUDOS.

4.1.1. Resultados obtenidos en la detección de la actividad
inhibidora del extracto crudo frente a bacterias y
levaduras.

Los resultados obtenidos al detectar la activi-
dad inhibidora del extracto crudo frente a bacterias y
levaduras se expresan en za tabla núm. 3 como porcen-
taje de lisis del microorganismo al cual se enfrentan
los extractos crudos. El porcentaje de lisis se obtuvo
aplicando la fórmula de Candeli, descrita en el apar-
tado de Material y Métodos. Si el extracto añadido
determinaba un incremento en el desarrollo de los
microorganismos se indica mediante guiones.

Los microorganismos ensayados en este apartado han
sido elaaidos o por presentar una mayor sensibilidad
en los estudios precedentes o bien por su mayor inte-
rés como agentes etiológicos de procesos en el hombre
y en ±os animales.

Estos microorganismos son:

1: Bacillus cereus
2: Staphvlococcus aureus
3: Escherichia coli
4: Streptococcus faecalis
5: Enterobacter cloacae
6: Pseudomonas aeru~inosa
7: Candida albicans
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1 2

42.56

11.01

25,42

19.81

3.15

0.00

34.68

10.36

45.86

41.20

10.44

29.93

30.55

11.94

85.27

13.89

14.92

11.11

0.00 19.40

BACTERIAS Y LEVADURAS

3 4 5 6 7

8.83 44.57 10.94 70.04

12.09

14.49

4.91

2.62

9.34

3.24

12.69

10.55

4.97

21.47

2.32

10.86

10.51

6.45

3.22

0.00

0.00

-- 12.79

49.42

36.57

43.42

100.00

6.71

90.58

93.90

10.66

6.09

1 . 80

25.43

92.45

4.43

85.96

0,00

4.84

90.72

3.73

6.61

89.72

2.48

67.28

58.06

3.68

76. 95

4.49

19.42

28.93

47.23

73. 58

64.82

4.40

0.00

Tabla núm. 3. - Resultados obtenidos en la detección de la
actividad inhibidora del extracto crudo frente a
bacterias y levaduras <Y. lisis).
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Al 7

Al 8

Al 9

A20

A21

A22



BACTERIAS Y LEVADURAS

2 3 4 5

100.00 65.99

37.02

84.54

61.11

13.88

52.08

18.07

13.79

23.67

0.00

29.44

30.98

3.71

1.79

77.96

13.05

11.49

4.17

13.79

6 7

6.31 60.98 0.00 100.00

14.41

11.58

9.55

2.74

13.40

14.69

13.73

16.48

19.69

9.34

10.62

0.00

10.65

8.02

6.33

7.33

48.90

82.57

68.23

100.00

36.28

62.35

43.52

52.49

31.42

0.00

4.85

100.00

10. 66

1 . 93

93.11

0.00

5.64

0.00

85. 16

11.77

92.84

1.45

94.43

10.24

9.27

-- ---- 89.80

Tabla núm. 3.- <continuación).
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1CEPA

A23

A24

A25

A26

A2 7

A28

A29

A30

A31

A32

A33

A34

A35

A36

A37

A38

A39

A40

A4 1

A42

A43

A44

A45

100.00

91.24

3.15

0.00

22.97

27.88

18.91

41.44

62.60

100.00

6.72

58.98

12.47

20.24

6.33

0.00

32.10

3.14

0.00

71.42

9.61

74.19

31.56

72.58

30.47

29.41

A46



BACTERIAS Y LEVADURAS

CEPA 1 2 3 4

Al >2

A2

A3

A4

AS

AB

A7

AB

AS

Al O

Al 1

Al 2

Al 3

Alt

Al 5

AlE

A17

Al 8

Al 9

A20

A21

1.3

1.3

>2

1.3

>2

1.3

1,5

>2

>2

1.3

1.3

>2

1.7

1.3

>2

1.3

>2

1.3

>2

>2

5 6 7

1.7 1.5 1.7 1.7 1.7

1.7

1.5

>2

>2

2.0

1.7

1.7

1.5

1.7

1.7

1.7

1.7

1.7

>2

1.7

>2

1.7

>2

2.0

>2

1.5

1.5

1.5

>2

2.0

1.7

2.0

1.7

1.7

1.7

>2

1.5

1.5

1.5

>2

1.7

1.7

1.5

>2

1.7

1.7

1.7

1.7

>2

1.7

1.7

1.7

1.7

>2

1.7

>2

1.7

>2

>2

>2

>2

1.7

>2

>2

1.7

1.7

1.7

1.5

>2

1.7

1.5

1.7

1.7

1,5

1.5

>2

1.3

>2

1.5

1.7

1.7

1.7

1.5

1.7

1.0

1.7

1.7

1.7

1.7

2.0

1.5

1.7

2.0

>2

1.5

2.0

>2

1.7

1.3

1.7

2.0

2.0

1.7

>2

1.3

1.3

1.3

1.3

1.3

>2

1.5

1.3

1.3

1.3

>2

0.3

1.5

1.7

1.3

>2

1.3

1.3

1.3

1.3

>2 2.0 1 .7 >2 2.0 1.3

Tabla núm. 4.- Resultados obtenidos en la determinación del
volumen mínimo del extracto crudo que inhibe el
crecimiento de bacterias y levaduras.

A22 >2
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3 4 5

>2 1

2.0

1.5

1.7

1.7

1.7

1.5

1.7

1.7

1.5

>2

1.5

1.5

1.7

2.0

1.7

1.7

1.3

>2

1.5

2.0

1.5

>2

.7 1.5 2.0 1.0

1.5

1.5

1.7

1.5

1.3

0.7

1.7

1.5

1.7

>2

1.7

>2

>2

>2

>2

1.5

1.5

1.7

>2

1.7

>2

0.7

>2

1.7

1.7

>2

1.7

1.7

1.7

1.7

1.7

1.5

>2

1.7

1.7

>2

1.7

>2

>2

>2

1.7

1.7

1.7

1.7

1.7 1.5 > 2 1.5

Tabla núm. 4.- <continuación),

CEPA 1

A23 0.7

6 7

A24

A25

A26

A27

A28

A29

ASO

AS 1

A32

A33

A34

A55

ASE

AS7

A38

A39

A40

A41

A42

A43

A44

A45

2

1.5

1.7

1.3

1.5

2.0

1.5

1.3

1.3

2.0

2.0

1.7

>2

1.7

1.7

1.7

1.7

>2

1.7

1.7

>2

1.5

>2

1.7

0.7

1.3

>2

1.3

>2

1.5

1.3

>2

1.3

>2

1.3

>2

1.3

>2

>2

>2

1.5

1.3

>2

>2

1.5

0.7

2.0

1.7

>2

1.5

2.0

1.5

2.0

2.0

2.0

2.0

1.7

1.7

1.7

0.7

1.7

>2

1.5

>2

1.7

1.7

2.0

>2

1.5

1.3

1.3

1.3

>2

1.3

1.3

1.3

1.3

>2

>2

1.3

1.7

1.3

>2

>2

1.0

1.3

1.3

1.5

1.3

1.3

1.3

>2A46 >2
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4.1.3. Resultados correspondientes a la detección de la acti-
vidad inhibidora de los extractos crudos sobre la
germinación de los hongos filamentosos.

La posible capacidad de inhibir la germinación de los
hongos filamentosos por parte de los extractos obteni-
dos fue estudiadaa lo largo de 24 y 48 horas,

Los hongos filamentosos a zos cuales se enfrentó el
extracto crudo de cada una de las cepas del género
Arthrinium en estudio fueron:

Penicillium corvloDhilum

A.sDerqillus ni&er

AsDernílus flavus

Asner~illus ~y~~gatus

Los resultados obtenidos en la detección de la acti-
vidad inhibidora de los extractos crudos se detallan
en la Tablas siguient~, e~ las cuales se expresa el
porcentaje de inhibición de la germinación observado
al comparar con un ensayo control y aplicando la
fórmula de CandelA.

Asimismo, se destaca en las Tablas la formación de
micelio y la presencia de cabezas conidiales comparan-
do siempre con el ensayo control.

Las Tablas números 5 y 6 detallan los resultados
correspondientes a la actividad frente a Penicillium
corvloohilum a las 24 y 48h de iniciado el ensayo.
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Inhibición Inhibición Inhibición cadenas
CEPA germinación (7.) micelio conidiales

Al

A2

44.44

0.00

Aa

+

20. 00

A4 20.00

AS

+

88.88

AB 44.44

A? 0.00

AS 44.44

AS

+

0.00

Al O 30.00

Al 1 88. 88

Al 2 66.66

A13

+

+

1~

30.00

Al 4 100.00

Al S SE.66

AlE

+ +

+

0.00

Al? 40.00

Al 8 10. 00

AlE 22.22

A20 0.00

A21 0.00

A22 20.00

Tabla núm. 5.- Resultados correspondientes a la detección de la
capacidad inhibidora de los extractos crudos sobre
Penicillium corvlophilum a las 24h de iniciado el
ensayo.
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Inhibición Inhibición Inhibición cadenas

CEPA germinación (7.) micelio conidiales

A23 10.00 +

A24 50.00 +

A25 72.00

A26 10.00

A27 0.00

A28 30.00

A29 0.00

A30 0.00 +

A31 20.00

A32 0.00

A33 11.11 +

A34 88.88 +

ASS 88.88

A36 55.55 +

A37 11.11

A38 0.00

A39 40.00 +

A40 77.77 +

Ml 80.00 +

A42 77.77 +

A43 0.00 +

444 0.00

445 70.00 +

A46 11.11 +

Tabla núm. 5.- <continuación).
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Inhibición
germinación (7.)CEPA

Inhibición
micelio

Inhibición cadenas
conidiales

Al 0.00 +

0.00 +A2

AS

A4

AS

A6

A?

AS

AS

Al O

Al 1

Al 2

Al3

Al 4

AlE

Al 6

Al 7

Al 8

0.00

30. 00

+

+

Al 9

A20

A21

+

0.00

0.00

0.00

0.00 ++

0.00

100.00 +

0.00

20.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00 +

0.00

0.00

0.00

A22 0.00

Tabla núm. 6.- Resultados correspondientes a la detección de la
capacidad inhibidora de los extractos crudos sobre
Penicillium corvlophilum a las 48h de iniciado el
ensayo.
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Inhibición Inhibición Inhibición cadenas

CEPA germinación (Y,) micelio conidiales

A23 0.00

A24 0.00

A25 0.00 +

A26 0.00

A27 0.00 +

A28 0.00

A29 40.00 + +

A30 0.00 +

ASí 0.00 + +

A.32 0.00 + +

A33 0.00

A34 0.00 + +

A35 0.00 + +

ASE 80.00 + +

A37 0.00

A38 0.00

ASS 0.00

A40 0.00

A41 0.00

A42 0.00 +

A43 0.00

A44 0.00 +

A45 0.00

A46 0.00

Tabla núm. 6.- <continuación).
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En las Tablas números 7 y 8 se expresan los resulta-
dos correspondientes a AsperEillus ni~er

.

Las Tablas números 9 y 10 son las relativas a los
resultados frente a Aspergillus flavus

.

Finalmente, las Tablas números 11 y 12 corresponden a
los resultados observados en Aspergillus ~gat~~s.
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Inhibición
germinación (‘/.)

100.00

Inhibición
micelio

Inhibición cadenas
conidiales

+

0.00

+

0.00

0.00

0.00

50. 00 +

0.00

0.00

0.00

0.00

+

100.00

0.00

16.66

100.00

Tabla núm. 7.- Resultados correspondientes a la detección de la
capacidad inhibidora de los extractos crudos sobre
AsoerEillus níger a las 24h de iniciado el ensayo.

CEPA

Al

A2

AS

A4

AS

A6

A7

AS

AS

AlO

Al 1

Al 2

Al 3

Al 4

Al 5

Al 6

Al 7

Al 8

Al 9

A20

A21

A22
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Inhibición Inhibición Inhibición cadenas

CEPA germinación (Y,) micelio conidiales

A25

A24 100.00 + +

A25

A26

A27

A28 100.00

A29

430 0.00 +

431 0.00 +

432

433 0.00

A34 0.00

455 0.00

ASE

AS? 0.00

438

439 0.00 +

440 0.00

441

442 0.00

443 +

444

A45 0.00

446 0.00

Tabla núm. 7.- (continuación).
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Inhibición Inhibición Inhibición cadenas
CEPA germinación (7.) micelio conidiales

Al 0.00 +

A2

A3

A4

0.00

0.00

20.00 +

+
AS

+
AB

A?

AB

AS

AlO

0.00

0.00

100. 00

+

+

+

+
Al 1

+
Al 2

Al3
+

0.00

Al 4

+
Al 5

AlE

Al?

Al8

25.00

0.00

+0.00

Al 9

A20

A2l

0.00

+0.00

A22 0.00

Tabla núm. 8.- Resultados correspondientes a la detección de la
capacidad inhibidora de los extractos crudos sobre
AsDereillus niEer a las 48h de iniciado el ensayo.
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Inhibición Inhibición Inhibición cadenas
CEPA germinación (Y,) micelio conidiales

A23 25.00

A24 42.50

A25 0.00 + +

A26 0.00 +

A2? 0.00 + +

A28 0.00 +

A29 0.00 +

A30 0.00 +

A31 0.00 +

432 0.00 +

433 0.00 +

434 +

A35 0.00

A36 0.00

A37 +

438 0.00

A39 0.00 +

MO +

A41 25.50

A42 0.00 +

A43 0.00

A44 0.00 +

445 0.00

A46 +

Tabla núm. 8.- (continuación).
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Inhibición Inhibición Inhibición cadenas
CEPA germinación (7.) micelio conidiales

Al 83.33

A2 71.42 + +

Aa 71.42 +

A4 46.66 +

AS 0.00

AS 0.00

A7 0.00

AB

A9 100.00 +

AlO 100.00 + +

Ah 0.00

A12 0.00

A13 100.00 +

A14 0.00

Al 5

Al 6 +

Al? +

Al8 + +

Al 9

A20

A2l

A22

Tabla

0.00

100. 00

100.00

83.33

0.00

100.00

0.00

100.00 +

núm. 9.- Resultados correspondientes a la detección de la
capacidad inhibidora de los extractos crudas sobre
Aspergillus flavus a las 24h de iniciado el ensa-
yo.
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Inhibición Inhibición Inhibición cadenas
CEPA germinación (Y,) micelio conidiales

A23 41.66 + +

A24 ~0.0O + +

A25 100.00 + +

A26 100.00 +

60.00

A28 80.00

A29 100.00 +

ASO 100.00 + +

Aal 100.00 + +

A32 83.33 + +

A33 0.00

A34 0.00

A35

ASE 100.00

AS? 0.00

438 100.00 +

439 0.00 t

A40 0.00

A41 100.00 + +

A42 0.00

A43 100.00 + +

A44 0.00

A45 71.42 + +

A46 0.00

Tabla núm. 9.- (continuación).
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Inhibición Inhibición Inhibición cadenas

CEPA germinación <7.) micelio conidiales

Al 0.00 +

Al O

Alt

Al 2

Al 3

0.00 +

-10.00

0.00

67.50 +

0.00

0.00 +

0.00

100.00 +

0.00

0.00 + +

96.25

0.00

Al 4

+

+75. 00

Al 5

Al 6

Al 7

AIB

Al 9

620

621

622

Tabla

50.00 +

0.00

0.00

0.00

75.00

+

+

0.00

75.00 + +

0.00

núm. 10. - Resultados correspondientes a la detección de la
capacidad inhibidora de los extractos crudos
sobre Asper~illus flavus a las 48h de iniciado el
ensayo.

A2

AS

A4

AS

AB

A?

AB

AY
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Inhibición Inhibición Inhibición cadenas

CEPA germinación (7.) micelio conidiales

623 0.00 + +

624

625

626

0.00 + +

0.00

10. 00

627 0.00

628 50. 00

629

+

+

+

+

+0.00

A30 50.00

431

+

100. 00

432 100.00

433

AS4

435

436

43?

A38

439

A40

A4 1

A42

A43

A44

MS

+

+

4

91.25

62.50 +

+

+

0.00

0.00

0.00

+

+

0.00

30. 00

87.50

0.00

87.50 +

+

+

4

+

0.00

0.00

0.00 + +

A46 0.00 + +

Tabla núm. 10.- (continuación).

+
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Inhibición Inhibición Inhibición cadenas
CEPA germinación (7.) micelio conidiales

Al 0.00

62 100.00 + +

43 100.00 + +

A4 100.00 +

AS 0.00

AS 0.00

A7 0.00

AS 0.00

AS 0.00 +

AlO 100.00 + +

A!! 0.00

A12 0.00

A13 0.00 +

A14 0.00

AIS 0.00

A16 0.00 +

A17 0.00 4

AIB 100.00 + +

AIS 0.00

620 0.00 +

621 0.00

622 0.00 +

Tabla núm. 11.- Resultados correspondientes a la detección de la
capacidad inhibidora de los extractos crudos
sobre AsDer~illus fumiaatus a las 24h de iniciado
el ensayo.
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Inhibición Inhibición Inhibición cadenas

CEPA germinación <Y,) micelio conidiales

623 100.00 + +

624 100.00 + +

A25 100.00 + +

626 0.00 +

627 0.00 +

628 0.00 +

629 0.00 + +

A30 100.00 + +

ASí 100.00 + +

432 0.00 +

433 0.00

A34 0.00

435 0.00

ASE 0.00

437 0.00

ASS 0.00 +

439 100.00 + +

A40 0.00

A41 100.00 + +

A42 0.00

A43 100.00 +

A44 0.00 +

445 100.00 + +

A46 0.00

Tabla núm. 11.- (continuación).
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Inhibición Inhibición Inhibición cadenas
CEPA germinación (7.) micelio conidiales

Al 0.00 +

62 0.00 +

A3 100.00 +

44 0.00

AS 96.00 + +

AB 100.00 + +

A? 100.00 + 4

A8 100.00 + +

AS 100.00 + +

AlO 100.00 + +

Al! 96.00 + +

A12 100.00 +

AIS 100.00 +

A14 100.00 + +

AIS 100.00 + +

AIB 62.50 +

Al? 100.00 +

A18 90.00 + +

AlS 96.00 + +

620 100.00 +

621 100.00 + +

622 100.00 +

Tabla núm. 12. - Resultados correspondientes a la detección de la
capacidad inhibidora de los extractos crudos
sobre Asnerpillus fumiEatus a las 48h de iniciado
el ensayo.

RESULTADOS 80



Inhibición Inhibición Inhibición cadenas

CEPA germinación (7.) micelio conidiales

623 40.00

624 0.00

625 38.66 + +

626 100.00 + +

A27 97.00 + +

628 100.00 + +

629 40.00

A30 100.00 + +

A31 98.00 + +

A32 100.00 + +

433 100.00 + +

434 80.00 + +

435 60.00 +

436 0.00 + +

437 60.00 + +

438 12.50

439 100.00 + +

A40 100.00 + +

A41 40.00

442 0.00

A43 0.00 + +

A44 98.00 + +

A45 40.00 +

A46 100.00 + +

Tabla núm. 12.- (continuación).
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4.1.4. Resultados obtenidos en la detección de la actividad
letal de los extractos frente a larvas de Artemia
salina

.

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

De cada uno de los ensayos se realizaron cuatro lec-
turas que correspondieron a diferentes tiempos de
contacto entre las larvas y los extractos correspon-
dientes.

Las lecturas se llevaron a cabo a las:

4h 30’

7h 30’

9h 30’

24h 00’

Los resultados se expresan como porcentaje de letali-
dad de larvas de Artemia salina y se detallan en las
Tablas números 13 y 14.

RESULTADOS 82



4h 30’ 7h 30’

CEPA 0.ImJ. E.C. 0.2m1 E.C. 0.lml EX. 0.2m1 E.C.

Al O O O O

62 0 0 0 0

A3 O O O O

A4 O 0 0 100

AS O O O o

AB O O O O

A? O O O 0

A8 O O O O

AS 0 22 0 22

AlO O O O O

Alt O O O O

A12 O O O O

A13 O O O O

A14 O O O O

AlS O O O O

AlE O O O O

A17 2 90 2 100

AIB O O O O

A19 O O O O

620 0 0 0 0

621 0 10 0 10

622 O 100 0 100

Tabla núm. 13. - Resultados correspondientes a la detección de la
capacidad letal de los extractos crudos (E.C.)
frente a larvas de Artemia salina CX de letali-
dad).
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4h 30’ 7h 30’
CEPA 0.1.1 E.C. O.2m1 E.C. 0.1.1 E.C. 0.2.1 E.C.

623 0 0 0 0

624 0 0 0 20

625 0 0 0 0

626 0 0 0 0

627 0 0 0 0

A28 30 30 30 30

A29 O O O O

ASO O 0 0 100

ASí O O O O

432 0 0 0 0

433 0 0 0 0

434 0 0 0 0

ABS 0 0 0 20

436 0 0 0 50

437 0 0 0 0

438 0 0 0 0

439 0 0 0 0

A40 O O O O

A4 1 0 0 0 0

A42 O O O O

A43 O O O O

444 0 0 0 0

A45 O O O O

A46 0 17 0 17

Tabla núm. 13.- (continuación).
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Sh 30’ 24h

CEPA 0.lml E.C. 0.2.1 E.C. 0.1.1 E.C. 0.2.1 E.C.

Al 0 20 20 40

62 0 0 90 100

A3 O O lOO 100

44 0 100 0 100

A5 0 0 30 100

AB 0 0 50 100

A? O O O O

AS 30 40 50 100

A9 0 100 0 100

AlO 0 0 0 50

Ah O O 10 100

A12 0 0 100 100

A13 0 80 20 100

Al4 0 0 100 100

A1S 0 100 50 100

AlE 0 17 100 100

A17 100 100 100 100

Al 8 0 100 0 100

AIS 0 0 100 100

620 0 80 100 100

621 9 21 50 100

622 30 lOO 100 100

Tabla núm. 14. - Resultados correspondientes a la detección de la
capacidad letal de los extractos crudos (E.C.)
frente a larvas de Artemia salina (7. de letali-
dad).
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Sh 30’ 24h

CEPA O.lml E.C. O.2m3. E.C. 0.1.1 E.C. O.2m1 E.C.

A23 0 0 50 100

624 10 30 100 100

625 0 0 0 0

626 0 36 100 100

627 80 100 80 100

628 50 100 80 100

A29 0 100 100 100

ASO 0 100 100 100

ASí 0 0 100 100

432 16 50 50 50

433 100 100 100 100

A34 O O O 100

435 20 20 20 30

436 0 60 20 90

A37 0 80 60 90

438 19 100 50 100

A39 0 0 10 100

A40 0 0 50 100

MI 0 0 10 90

442 0 15 50 100

443 100 100 100 100

444 0 20 100 100

A45 0 0 50 100

MB 0 50 0 100

Tabla núm. 14.- (continuación).
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4.1.5. Resultados obtenidos en el estudio bajo microscopio
electrónico de barrido.

En este estudio se observaron las posible modifica-
ciones que los extractos obtenidos pudieran manifestar
sobre la morfología de los microorganismos.

Se eligieron los extractos crudos de cepas de Arthri-ET
1 w
446 516 m
487 516 l
S
BT

nium de notable actividad antimicrobiana y se ensaya-
ron sobre Esoherichiacoli y sobre Enterobacter cloa-
cae

.

Un ejemplo de los resultados obtenidos se pueden ob-
servar en las Fotografías siguientes.

En la Lámina número 1 se aprecian algunas modifica-
ciones morfológicas observadas en Escherichia ccli,
destacando las alteraciones de la superficie externa
del microorganimo, indicada con flechas sobre la Foto-
grafía.

La Lámina núm. 2 corresponde a las alteraciones obser-
vadas en la morfología de Enterobacter cloacae, se
detecta una disminución del tamañoy asimismo una
marcada disminución del número de microorganismos por
campo de microscopio evaluado.

En ambos casos la morfología normal de los microorga-
nismos puede observarse en el ensayo control.
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4.1,8. Resultados obtenidos para la detección del punto ópti-
mo de producción de sustancias antibióticas en rela-
ción con el crecimiento del microorganismo en estudio.

En la Gráfica número 1 se representa la curva de
crecimiento en relación al pH del medio de cultivo de
las cepas del género Arthrinium durante catorce días
de incubación a 28Q0 y a 190 rpm.

Los valores utilizados para la elaboración de las
Gráficas corresponden a los valores medios determina-
dos para todas las cepas del género en estudio.

Los valores correspondientes a las variaciones del pH
y del peso seco son las que se indican a continuación:

Día de
incubación

1
2
3
4
5
E
7
8
9

10
11
12
13
14

pH

5.08
4.99
4.53
4.47
4.39
4.28
4.28
4.24
3.90
3.89
3.88
3.88
3.88
3.88

peso seco (g)

0.93
2.85
5.67
6.30
6.83
7.08
7.59
8.14
8.61
9.07
9.72

10.37
10.85
14.63
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En la Tabla número 15 se expresan los resultados
correspondientes a las diferentes actividades antibió-
ticas de los extractos crudos totales y separadamente
de las fases orgánicas procedentes del cultivo de las
cepas en estudio a lo largo de catorce días de
incubación a 190 rpm a lo largo de catorce días y a
282C sobre los diferentes microorganismos ensayados.

Para la realización de esta prueba se eligieron las
cepas del género Arthrinium que mostraron mayor grado
de actividad en estudios anteriores y los resultados
corresponden a una valoración global de las activi-
dades detectadas a nivel de género.

La fracción acuosa del extracto no presentó actividad
alguna sobre ninguno de los microorganismos ensavaaos.

Para una mejor interpretacíon ae la Tabla debemos
considerar que las letras representan a:

A = Stanhvlococcus aureus

B = Bacillus cereus

C Streptococcus faecalis

D = Pseudomonas aerueinosa

F Esoherichia coli

F = Candida albican~

G = Asoernílus fljger
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TIEbW O DE
INCUBACION MICROORGANISMOS

(días)
A E C D r G

1 0 - - 70 - - -

2 0 - O 10 0 - -

3 0 - 0 70 0 - -

4 0 - O TO O - -

O - O 10 0 - -

E O O O 70 0 0 -

7 0 0 0 TO O O -

8 0 0 0 TO O O O

9 0 0 0 TO O O O

10 0 0 0 TO O O -

11 0 0 0 10 0 0 -

12 0 0 O 70 0 0 -

~‘2

O O 0 10 0 0 -

14 0 O 0 70 0 0 -

Tabla núm 15 .- Actividad del extracto crudo total y de la fase
orgánica sobre microorganismos.

T = ~n~ibi lidad del microorganismo frente al
extracto crudo total.

O = Sensibilidad del microorganismo frente a
la fase orgánica.

- - No se detecta sensibilidad del microorga-
nismo.
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En la Gráfica número 2 se esquematizan los porcentajes
de inhibición del desarrollo de StaDhvlococcus aureus
debidos a la acción de las fases orgánicas del medio
de cultivo en el que se desarrollaron las cepas del
género Arthrinium a lo largo de catorce días en las
condiciones indicadas en el apartado de Material y
Métodos.

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

Los valores de inhibición observados son los siguien-
tes:

Días de desarrollo del cultivo
del que procede el extracto Porcentaje de inhibición

1 12.6

2 20.7

3 21.9

4 22.2

5 22.4

6 22.5

7 23.4

8 24.6

9 30.9

10 39.9

11 43.4

12 45.7

13 48.9

14 55.2
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En la Gráfica número 3 se esquematizan los porcentajes
de inhibición del desarrollo de Bacillus cereus debi-
dos a la acción de las fases orgánicas del medio de
cultivo en el que se desarrollaron las cepas del
género Ax-thrinium a lo largo de catorce días en las
condiciones indicadas en el apartado de Material y
Métodos.

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

Los valores de inhibición observados son los siguien-
tes:

Días de desarrollo del cultivo
del que procede el extracto Porcentaje de inhibición

1 0.0

2 0.0

3 0.0

4 0.0

5 0.0

6 19.3

7 19.6

8 22.3

9 25.4

10 34.1

11 37.3

12 39.2

13 41.4

14 42.9

RESULTADOS 96
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En la Gráfica número 4 se esquematizan los porcentajes
de inhibición del desarrollo de StreDtococcus faecalis
debidos a la acción de las fases orgánicas del medio
de cultivo en el que se desarrollaron las cepas del
género Arthrinium a lo largo de catorce días en las
condiciones indicadas en el apartado de Material y
Métodos.

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

Los valores de inhibición observados son los siguien-
tes:

Días de desarrollo del cultivo
del que procede el extracto Porcentaje de inhibición

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 55.6

14 56,7
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En la Gráfica número 5 se esquematizan los porcentajes
de inhibición del desarrollo de Pseudomonas acruginosa
debidos a la acción del extracto crudo total (E.C.T.
y de las fases orgánicas (F.C. ) del medio de cultivo
en el que se desarrollaron las cepas del género Pr-
thrinium a lo largo de catorce días en las condiciones
indicadas en el apartado de Material y Métodos.

Las fases acuosas no presentaron actividad antibiótica
sobre este microorganismo.

Los valores de inhibición observados son los siguien-
tes:

Días de desarrollo del cultivo Porcentaje de inhibicion
del que procede el extracto t.T.C. F.0.

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

6 8.90 9.30

7 9.70 10.30

8 30.30 36.20

9 40.70 43.80

10 50.80 61.40

11 61.60 72.10

12 74.80 79.80

13 84.70 85.30

14 91.00 92.30

RESULTADOS 100



G
ráfica

núm
ero

5.-
P

orcentajes
de

inhibición
del

desarrollo
de

P
seudom

onas
aeru~1nosa

.

5~,,,I!

.8
—

~
“

CCh,)
fi

E
_

_
U

•1
~

~

D
R

c
i

I~I•R

CL

¡•
“u

1
-4

~1~

-r

CCfi
filun

u-,
c

-4

o-.
‘1

~
”•”

b
“UÉ

l

E
—

~
~

C~Y
D”~C~

IS
R

‘32”’
fi32R

¡S
U

~
u

.’
~

•
.t””

“e

1¾
,““lb

>
H

E
d

J
flIH

H
J



En la Gráfica número 6 se esquematizan los porcentajes
de inhibición del desarrollo de Escherichia ccli
debidos a la acción de las fases orgánicas del medio
de cultivo en el que se desarrollaron las cepas del
género Arthrinium a lo largo de catorce días en las
condiciones indicadas en el apartado de Material y
Métodos.

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

Los valores de inhibición observados son los siguien-
tes:

Días de desarrollo del cultivo
del que procede el extracto Porcentaje de inhibición

1 0.0

2 8.0

15.3

4 24.6

5 33.2

E 54.8

7 64.1

8 64.6

9 64.3

10 64.5

11 64.4

12 64.0

13 63.9

14 64.0

RESULTADOS 102



G
ráfica

núm
ero

6.-
P

orcentajes
de

inhibición
del

desarrollo
de

E
soherichia

coli.

1
113

.3uuuUE1

IWunfifi

“E

“¼
‘

m
d

11

I~•E””II

Itou
—

,

L
i

“it

“4
—

F—
l”u,

1111111
Ufla.cM

LlllloaIlm
lhl”JJ

E
nruunllm

l

IU
t9~IM

w
lilbkaLÉlN

m
hl~l*JU

nlN
uj!lnm

U
w

lunJllsIih&M
lm

u~’uuU
ntl4ou~m

m
“

triIfltIlzt~~l?

r~)
‘¡rs>

r””’
~

3
2

R
Irb

¡‘j[i
Y”l~””

“~t”~

H
fl

T
“~~F

T
“2

7
L4I~.

r
~

1
Y’

X,.~t
,i

¡hV
’4

U
9

i.~
.’

¿
¶
..<

‘--4

••
“e

fi”
““fi

U
-E

CE:
L

i
2

:
N•

“a

In

U
sA

--4



En la Gráfica número 7 se esquematizan los porcentaje~
de inhibición del desarrollo de Candida albicans debi-
dos a la acción de las fases orgánicas del medio de
cultivo en el que se desarrollaron las cepas del
género Arthrinium a lo largo de catorce días en las
condiciones indicadas en el apartado de Material y
Métodos.

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

Los valores de inhibición observados son los siguien-
tes:

Días de desarrollo del cultivo
del que procede el extracto Porcentaje de inhibición

0.0
1

0.0

0.0
3

0.0
4

0.0
5

7,5
E

12.0
7

68.3
8

79.6
9

83.1
10

85.4
11

87.2
12

88.4
13

96. 1
14

104
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4.1.7. Resultados obtenidos tras la realización de las croma-
tograf las en capa fina de los extractos crudos totales
obtenidos de cultivos de siete, catorce y veintiun
días de las cepas del género Arthrinium

.

En la Tabla número 16 se hallan resumidos los resulta-
dos obtenidos tras la realización de las cromatogra-
fías en cloroformo/acetato de etilo/ácido acético
(6:3:1) en placas cromatográficas con indicador de
fluorescencia.

En la Tabla número 17 se indican los resultados obte-
nidos a partir del desarrollo de las cromatograf las en
cloroformo/acetato de etilo/ácido acético (8:3:1) en
placas cromatográficas sin indicador de fluorescencia.

En la Tabla número 18 se sumarizan los resultados
obtenidos tras la realización de las cromatograf las en
benceno¡metanol/ácidO acético (24:2:1) en placas con
indicador de fluorescencia.

En la Tabla número 19 se pueden observar los re-
sultados obtenidos tras la realización de las cromato-
grafías en benceno/metanol¡ácidO acético (24:2:1) en
placas sin indicador de fluorescencia.

En todos los casos los resultados fueron obtenidos
tras la lectura y observación de las placas cromato-
gráficas desarrolladas bajo lámpara de 254 y 365 nm de
longitud de onda.

En las Tablas sólo se aportan los valores relativos a
las cepas en las que se detectaron una o más huellas
cromatográficas. Se indican asimismo resultados de
extractos de siete, catorce y veintiun días de de-
sarrollo de las cepas.

106RESULTADOS



ESPECIE CEPA 7. INCUBACION Rf ( =254nm) Rf ( =365nm)

A. aureum

A. gg~g~i

A. hisDanicus

A. marii

Al

Al 2

Al 4

Al E

Al 8

Al 9

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días

21 días

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

0.97

0.26
0.72

0.72

0.56
0.72

0.72
0.26
0.40
0.72

0.56

0.26
0.40
0.56
0.72
0.85
0.26
0.72
0.79

0.72

0.56
0.72

0.72
0.26
0.40
0.72

0.56

Tabla núm. 16 .- Resultados obtenidos tras la realización de las
cromatograf las en cloroformo: acetato de etilo:
ácido acético glacial (6:3:1), en placas con
indicador de fluorescencia. (---: no presencia
de huellas cromatográficas).
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ESPECIE CEPA 1. INCUBACiON Rf ( =254nm) Rf ( =3ESnm)

A. saccharicola

A. serenensis

A. urticae

Tabla núm. 16.- (continuación)

108
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A36

A38

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

7 días

14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

0.26

0.56
0.72

0.72
0.82

0.97

A41

A43

0.26

0.56
0.72

0.72
0.82

0.97



ESPECIE CEPA 1. INCUBACION Ef ( =254nm) Ef ( =365nm)

A. aureum

A. arundinis

A. peorgii

A. hisDanicus

A. marii

Al

AS

Al 2

Al 4

AIG

Al 8

Al 9

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

0.36

0.64

0.91
0.99

0.26
0.51
0.79

0.72

0.26
0.51
0.79

0.72

0.79 0.79

0.79 0.79

7 días
14 días
21 días

0.72

0.72

Tabla núm. 17 .- Resultados obtenidos tras la realización de las
cromatogral las en cloroformo: acetato de etilo:
ácido acético glacial (6:3:1), en placas sin
indicador de fluorescencia. U--: no presencia
de huellas cromatográficas).
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ESPECIE CEPA T. INCT.JBACION Ef ( =254nm) Rl ( =3ESnzn)

A. philipni

A. puccinoides

A. saccharicola

A. serenensis

Tabla núm. 17.- (continuación)

¿28

A31

A36

¿38

AA1

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

7 días

0.72

0.72

0.26

0.72

0.72

0.72

0.72

0.72

0.26

0.72

0.72

0.72
14 días
21 días
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ESPECIE CEPA 1. INCUBACION Rif ( =254nm) Rif ( =365nm)

A. aureum

A. arundinis

A. peor~ii

A. hisnanicus

Tabla núm. 18.-

A14 7 días 0.26 0.26
14 días

- 2ldías

Resultados obtenidos tras la realización de las
cromatograf las en benceno:metanol:ácido acético
glacial (24:2:1), en placas con indicador de
fluorescencia. (---: no presencia de huellas
cromatográf icas).

7 días
14 días
21 días

0.66
0.42

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

Al

¿2

A4

AS

AB

Al 2

Al 3

0.66

0.42

0.42

0.28

0.28

0.26

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

0.26

0.26

0.26
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ESPECIE CEPA T. INCUBACION Rf ( =254nm) Rif ( =365nm)

A. javii

A. marii

A. mediterranii

A. ohaeosoermum

A. nhiliDDi

A. puccinoides

7 días
14 días
21 días

0.26
Al 5

Al 6

¿18

7 días
14 días
21 días

0.26

0.54

0,16
0.26

7 días

14 días

21 días

0.16
0.26

Al E

¿20

7 días
14 días
21 días

0.72

0.78

0.26

0.26

0.84

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

¿21

¿23

¿26

¿28

¿31

0.26

0.54

0.26

0.54

0.33

0.88
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ESPECIE CEPA T. INCUBACION Rif ( =254nm) Rf ( =3ESnm)

A. aureum

A. arundinis

A•

A. his~anicus

Al

¿2

¿4

AS

AS

Al 2

¿13

Al 4

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

0.35
0.35

0.35
0.35

0.35 0.35

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días

21 días

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

0.42

0.42
0.42
0.98
0.42

0.42
0.42
0.98
0.42

0.64

0.64

0.26 0.26

0.26 0.26

0.26
0.28

0.28
0.26

Tabla núm. 19 .- Resultados obtenidos tras la realización de las
crornatografias en benceno:metanol:ácido acético
glacial (24:2:1), en placas sin indicador de
fluorescencia. (---: no presencia de huellas
cromatográficas).
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ESPECIE CEPA T. INCUBACION Rif ( =254nm) Rf ( =3ESnm)

A. javil

A. marii

A. mediterranii

A. phaeosnermum

A. philippi

A. nuccinoides

7 días
14 días
21 días 0.41

7 días
14 días
21 días

¿15

¿16

¿18

Al 9

¿20

0.10

0.10

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días

0.16

0.18

21 días

7 días
14 días
21 días

0.26

7 días
14 días
21 días

¿21

¿23

¿26

¿28

A31

0.16

0.16

0.28

0.26

0.54

0.28

0.54

0.33
0.10

0.10

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

0.26

0.64
0.10
0.64

0.10
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ESPECIE CEPA T. INCUBACION Rif ( =2S4nxn) Rf ( =365nm)

A. saccharicola

A. serenensis

A. urticae_ ______ ¿43 7 días 0.26 0.26
0.51

14 días ---

21 días ---

Tabla núm. 19.- (continuación)

¿36

¿37

¿38

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

7 días
14 días
21 días

0.10

0.26

0.10
0.26
0.35

0.26

0,10

0.26

0.42

0110
0.26
0.52

0.47

0.28¿41
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3: benceno / metanol / ácido acético
(24:2:1). Las placas poseían indi-
cador de fluorescencia.

4: benceno / metanol / ácido acético
(24:2:1). Las placas no poseían
indicador de fluorescencia.

En la Tabla sólo 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 días de desarrollo de las cepas del
género Arthrinium

.
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ESPECIE CEPA T. incubación 1 2 3 4

A. aureum

A. arundinis

~. gg~g4.i

A. nispanicus

A. iavii

A. inarii

¿2

¿4

AS

¿8

¿12

¿13

¿14

¿15

¿16

¿18

Al 9

¿20

7 días

7 días

7 días

21 días

7 días
14 días
21 días

+
+
+

+ +

+

+ +

+
+ +

+

7 días

14 días

7 días

+
+

+

14 días
21 días

21 días

21 días

14 días
21 días

7 días
21 días

+

+

+
+

+

+
+ +

Tabla núm. 20 .- Resultados obtenidos tras la realización de las
bioautograif las sobre Staohvlocobcus aureus

.

+
+
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ESPECIE CEPA T. incubación 1 2 3 4

A. mediterranii ¿21 7 días + +

A. nhaeosoermum

A. g~~fti

A. puccinoides

A. saccharicola

¿23

¿26

¿28

¿31

¿36

¿37

¿38

+7 días

7 días
21 días

“7 días
14 días
21 días

14 días

7 días

21 días

21 días

7 días
21 días

+
+

+

+

+
+
+

+

+
+

+

+
+ + +

A. serenensis ¿41 7 días
21 días

+ + + +
+

Tabla núm. 20.- (continuación)
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4.1.9. Resultados correspondientes a la acción de agentes
mutágenos sobre la capacidad inhibidora de cepas del
género Arthrinium

.

- Efecto de la radiación ultravioleta a
tiempos de actuación.

diversos

A partir de suspensiones valoradas de las cepas en
estudio se realizaron siembras en los medios de culivo
preparados como se indica en el apartado correspon-
diente a Material y Métodos, evaluándose posterior-
mente el índice de supervivencia de las cepas a las
distintos tiempos de exposición a la radiación ultra-
violeta, obteniéndose asimismo resultados relativos al
ensayo control, con el fin de poder establecer el
índice de supervivencia.

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

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla número
21.
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A partir de los resultados obtenidos y dada la posible
relación entre un índice de supervivencia bajo y la
obtención de cepas mutantes se elegió el tiempo de
exposición de 20’ , como óptimo para los estudios
subsiguientes.

Se sometieron a la acción de la luz ultravioleta las
cuarenta y seis cepas del género en estudio y los
resultados obtenidos tras una exposición, 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 que se resumen en la Tabla
número 22.

Las cepas supervivientes fueron seleccionadas con el
fin de diferenciar aquellas que presentaban modifica-
ciones morfológicas observables niacroscópicamente,
resernbrándose estas cepas con el fin de determinar si
la variación de caracteres observados era estable, por
lo que se consideraban mutaciones o revertían con lo
que simplemente fueron calificados de adaptaciones a
las condiciones de incubación y del medio.

Entre las cepas aisladas se determinó la presencia de
algunas con aspectos macroscópicamente diferenciales
de los 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 mutación observada
se acompañaba además de un incremento en la producción
de metabolitos con capacidad inhibidora. Los resulta-
dos obtenidos se resumen en la Tabla número 23.
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Al

¿2

¿3

¿4

AS

2.677.

2.547.

3.17”!.

2. 507.

2.657.

INDICE DE SUPERVIVENCIA

ESPECIE CEPA 20’

A. aureum

A. arundinis

A. francii

A. ~eor~ii

A. hisoanicus

A. iavii

Tabla núm. 22

AS

¿7

AS

¿9

Alo

¿11

¿12

¿13

¿14

1 . 767.

1.877.

1 . 64%

1.98”!.

1.687.

2.897.

4.027.

1.567.

1.677.

_ ____ ¿15 3.477.

Indice de superviviencia de las cepas del género
Arthrinium tras someterlasal tratamiento con
luz ultravioleta durante 20’
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INDICE DE SUPERVIVENCIA

ESPECIE

A. marii

CEPA

¿16

Al 7

¿18

¿19

¿20

A. mediterranii

A. phaeosDermum

A. phili~pi

A. puccinoides

¿21

¿22

¿23

¿24

¿25

¿26

¿27

¿28

20’

2.13%

2.08%

2.34%

2.15%

2.14%

2.89%

2.91%

2.457.

2.547.

2. 487.

2.53%

2.567.

1 . 34%

__________ ¿29 3.78%

¿30 3.45%

¿31 3.58%

¿32 3.597.

¿33 3.477.

Tabla núm. 22.- (continuación)
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INDICE DE SUPERVIVENCIA

ESPECIE CEPA 20’

A. saccharicola

A. serenensis

A. urticae

¿34

¿35

¿36

¿37

¿38

¿39

¿40

¿41

¿42

¿43

¿44

A45

¿48

2.56%

2.34%

2.47%

2.70%

2.557.

1 . 767.

1.89%

1.567.

1 . 89%

1.87%

1 . 98%

1.89%

1.88%

Tabla núm. 22.- (continuación>
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MUTACI QN

ESPECIE CEPA MORFOLOGICA ACTIVIDAD

A. aureum

A. arundinis

A. francii

a•

A. hisDanicus

Al

¿2

¿3

¿4

¿5

AS

¿7

¿8

¿9

Alo

+

+ +

+

¿11

¿12

¿13

Al 4

A. iavii ¿15

Tabla núm. 23.- Detección de mutantes morfológicas o de activi-
dad inhibidora, entre las cepas del género Pr-
thrinium tras someterlas al tratamiento con luz
ultravioleta durante 20’
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MUTACION

ESPECIE CEPA MORFOLOGICA ACTIVIDAD

A. marii

A. mediterranii

A. ohaeos~ermum

A. ohiliopi

A. nuccinoides

¿16

¿17

¿18

¿19

¿20

¿21

u422

¿23

¿24

¿25

¿26

¿27

+

+

+

+

¿28

_ ___________ ¿29 -

¿30 -

¿31 -

¿32 -

¿33 -

Tabla núm. 23.- (continuación)
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MUTACION

ESPECIE CEPA MORFOLOGICA ACTIVIDAD

A. sacoharícola

A. serenensis

A. urticae

¿34

¿35

¿36

¿37

¿38

¿39

¿40

¿41

+

+

¿42

¿43

¿44

A45

¿46

Tabla núm. 23.- (continuación)
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- Efecto de la Nitrosoguanidina.

¿ partir de suspensiones valoradas de las cepas en
estudio se realizaron siembras en los medios de culivo
preparados como se indica en el apartado correspon-
diente a Material y Métodos, evaluándose posterior-
mente el índice de supervivencia de las cepas en
presencia de nitrosoguanidina, obteniéndose asimismo
resultados relativos al ensayo control, con el fin de
poder establecer el índice de supervivencia.

Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla
número 24.

Las cepas supervivientes fueron seleccionadas para
diferenciar aquellas que presentaban modificaciones
morfológicas observables macroscópicamente, resembrán-
dose estas cepascon el fin de determinar si la varia-
ción de caracteres observados era estable, por lo que
se consideraban mutaciones o revertían con lo que
simplemente fueron calificados de adaptaciones a las
condiciones en las que se realizaba la experiencia.

Entre las cepas aisladas se determinó la presencia de
algunas con aspectos macroscópicamente diferenciales
de los relativos a las cepascontrol (no sometidas a
la nitrosoguanidina), que mantuvieron su aspecto dif e-
rencial tras sucesivasresiembras, por lo que fueron
consideradascepasmutadas.

A partir de estas cepas, consideradasmutacionesfue-
ron realizados nuevamenteensayosde actividad inhibi-
dora con el fin de determinar si la mutación observada
se acompañabaademásde un incremento o de una dismi-
nución significativa en la producción de metabolitos
con capacidad inhibidora.

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla número
25.
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ESPECIE CEPA INDICE DE SUPERVIVENCIA

A. aureum

A. arundinis

A. francii

A. peorRii

A. hisDanicus

A. ,avll

Al

¿2

¿3

¿4

¿5

¿6

¿7

¿8

¿9

Al O

¿11

¿12

¿13

¿14

¿15

3.14%

3.54%

2.17%

2.46%

3.65%

2.76%

2.87%

2.43%

3.08%

3. 86%

4.92%

6. 227.

3.64%

2. 56%

8.17%

Tabla núm. 24 Indice de supervivíencia de las cepas del género
Ar-thrinium tras someterlasal tratamiento con
nitrosoguanidina.
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ESPECIE CEPA INDICE DE SUPERVIVENCIA

A. marii

A. mediterranil

A. phaeospermum

A. DhiliODi

A. puccinoides

AlE

Al 7

¿18

¿19

¿20

4.33%

3.18%

2.987.

3.34%

2. 94%

¿21

¿22

5.39%

5.677.

¿23

¿24

¿25

¿26

¿27

6.12”!.

6. 78%

5.327.

5.347.

6.56%

¿28 4.34%

__________ ¿29 5.847.

¿30 5.567.

¿31 5.64%

¿32 5.34%

¿33 5.45%

Tabla núm. 24.- (continuación)
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434

¿35

¿36

¿37

¿38

¿39

MO

¿41

4. 63%

3.89%

4.75”!.

4.67%

3.75%

7.12%

8.14%

8. 787.

ESPECIE CEPA INDICE DE SUPERVIVENCIA

A. sacoharicola

A. serenensis

A. urticae

Tabla núm. 24.- (continuación)
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¿42

¿43

¿44

¿45

¿46

4.67%

4.78%

5.127.

4.89%

5.087.



MUTAC 1 QN

ESPECIE CEPA MORFOLOGICA ACTIVIDAD

A. aureum

A. arundinis

A. francii

A. georeii

A. hisoanicus

¿1

¿2

¿3

¿4

AS

AB

¿7

¿8

AS

Al O

+

+

+

+

Al 1

¿12

¿13

Al 4 +

A~ iavii

Tabla núm. 25.- Detección de mutantes morfológicas o de activi-
dad inhibidora, entre las cepasdel géneroPr-
thrinium tras someterlas al tratamiento con
nitrosoguanidina.

RESULTADOS
140



MUTACION

CEPA

¿16

Al 7

Al 8

¿19

MORFOLOGICA

¿20

A. mediterranii ¿21

¿22

~l¡A.~sphaeos~ermum

¿24

¿25

¿26

¿27

A. nhiliDoi

A. nuccinoides

¿28

¿29

¿30

¿31

¿32,

¿33

Tabla núm. 25.- (continuación)

ESPECI E

.A.~ -mariA

ACTIVIDAD

+

+

+

+

+

+

2RESULTADOS 141



En todas las cepasque se han detectado mutaciones
morfológicas, éstas se han caracterizadopor la ausen-
cia de formación de conidios, observándosela forma-
ción de colonias integradas por hitas blancasy esté-
riles, en la práctica totalidad de la superficie de la
colonia.

Bajo el punto de vista de la actividad antibiótica, en
la cepa ¿3, correspondiente a ~. aureum se ha detecta-
do una disminución de la misma, si bien en el caso de
la cepa AlE, correspondiente a Arthrinium marii su
actividad antibiótica se vió marcadamente incrementa-
da, tras ser tratada con radiaciones ultravioletas por
espacio de 20 minutos.
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4.1.10. Resultados correspondientesa la detección de partí-
culas semejantes a virus y su relación con los cambios
morfológicos y de actividad de cepas del género Pr-
thrinium

.

Las observaciones realizadas bajo el microscopio elec-
trónico de transmisión denotan, en el caso de algunas
cepas del género Arthrinium la presencia de
agrupaciones de partículas de morfología repetitiva,
aspecto y tamaño que permite sospechar la presencia de
virus en sus hitas.

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

Las flechas señalan la localización de las
agrupaciones de partículas semejantes a micovirus.

Las hifas procedían de cultivos que fueron también
observados bajo el microscopio electrónico de barrido,
y que como se demuestra en la Fotografía número 9,
corresponde a cultivos en óptimas condiciones de de-
sarrollo y de conidiogénesis (cepa salvaje) como se
puede corroborar al compararlo con la Fotografía núme-
ro 10, obtenida de cultivos de la misma cepa pero de
aspecto anómalo o atipico y totalmente estériles
(variedad morfológica).
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Fotografía núm. 9.- Morfología típica de árthrinium mediterranil

.
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Fotograria num.

RESULTADOS

10.- Morfología atíDica de Arthrinium mediterranii

.

Cultivo estéril.
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La comparación entre la actividad inhibidora de los
extractos obtenidos a partir del desarrollo de la cepa
salvaje y de la cepa con alteraciones morfológicas se
aportan en la Gráfica núm. 8.

Los números relativos a las bacterias, hongos filamen-
tosos y levaduras expresados en atcisas corresponden a
los microorganismos indicados en el apartado corres-
pondiente de Material y Métodos.
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4.1.11. Resultados correspondientes a los espectros de
Infrarrojo (IR) y de Resonancia magnética nuclear
(RMN).

Al realizar los espectrosde IR y RMN de los extractos
obtenidos de las cepasen estudio se obtuvieron los
resultados que se aportan en las Gráficas números9 a
11.

Al analizar estos espectrospuede deducirse que entre
los metabolitos obtenidos tras los procesos de extrac-
ción y purificación se obtuvieron derivados de la
Familia de las Papulacandinas que se diferencian de
las descritas hasta el presente por la presencia de
radicales que incrementan su capacidad antibiótíca y
amplían su espectro de actividad en lo que a
actividad frente a bacterias y a determinados hongos
filamentosos se refiere.
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Gráfica núm. 9.- Espectro de 41i RSfl~ de uno de los metabolitos
aislados a partir de cepas del género Arthri-
nium.
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Gráfica núm. 10.- Espectro de ~C Rt~’i de uno de los metabolitos
aislados a partir de cepas del género Arthri-ET
1 w
446 233 m
486 233 l
S
BT

n~um.
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Gráfica núm. II.- Espectro de IR de uno de los metabolitos
aislados a partir de cepas del género Arthri-ET
1 w
441 239 m
481 239 l
S
BT

nium.
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Las características químicas del metabolito detectado
pueden resumirse en:

Como todas las Papulacandinas es un derivado
glucosilado del 1~3(3 -dihidroxi-5-hidroximetilbenceno
(Dubois and Beau, 1992) pero a partir de las de-
terminaciones químicas realizadas parece indicarse la
presencia de un radical distinto al relativo a las
papulacandinas hasta el presente descritas. Este radi-
cal puede tratarse de un grupo metilo que debería
estar situado en la posición indicada con la letra R.

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

R. -CM3

o—R

15”

¿1

OH
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4.2. RESULTADOS CORRESPONDIENTES ¿ LOS ESTUDIOS - REALIZADOS EN
FERMENTADOR

Los resultados correspondientesa los estudios realizados en
el bioreactor, se resumenen la Gráficas siguientes.

En las Gráficas números 12 a 15, se pueden observar los
resultados correspondientesa la determinacióndel peso seco
total a lo largo de catorce días de estudio, cuando la
concentración de glucosa adicionada al medio de cultivo 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 observar en las Gráficas
indicadas.

En las Gráficas números 16 y 17 se comparan los resultados,
agrupando las Gráficas en función de los dos parámetros
considerados:

- concentración de glucosa adicionada al medio de cultivo.

- condiciones del cultivo> en presencia o ausencia de luz.
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VI Domo meca total
5

4

:3

2

1

o

Gráfica núm. 12.- Determinación del peso seco total en presencia
(luz) o ausencia de luz (osc. ) a lo largo de
catorce días de cultivo, cuando la concentra-
ción inicial de glucosa es de 5 g/l.

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Periodo de IncubacIón ¡días)
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g/L POSO asco total
7

e

&

4

:3

1

o

Gráfica núm. 13. - Determinación del peso seco total en presencia
(luz) o ausencia de luz (oso.) alo largo de
catorce días de cultivo, cuando la concentra-
ción inicial de glucosa es de 10 g/l.

o 1 2 3 4 5 8 7 8 g 10 11 12 13 14
periodo de Incubación ¿dlaap
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PL 0650 secO tOtal
5

4

3

2

-1

o

Gráfica núm. 14.- Determinación del peso seco total en presencia
(luz) o ausencia de luz (osc. ) a lo largo de
catorce días de cultivo, cuando la concentra-
ción inicial de glucosa es de 20 gIl.

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
periodo de Incubacion (dram)
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g/l. peso ¡eco total
7

e

&

4

3

2

1

O

Gráfica núm. 15.- Determinación del peso seco total en presencia
(luz) o ausencia de luz <osc.) a lo largo de
catorce días de cultivo, cuando la concentra-
ción inicial de glucosa es de 30 g/l.

01234667891011121314
período d. Incubación (días>
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gIL Peso seco total
7

1 1- U 1 1

123456789
Perlado de Incubación (dias)

Gráfica núm. 16.-

1 1

10 11 12 13

Comparación de los pesos secos totales a
largo de los catorce días de cultivo
presencia de luz (luz), en función de
concentración de glucosa inicial.

--+- luz 20
—9-~ luz 10

--a luz 8 ----- “--4
- -
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gIL peso asco total
7

e

5

4

3

2

1

o

Gráfica núm. 17.- Comparación de los pesos secos totales a lo
largo de los catorce días de cultivo en
ausencia de luz (osc. ), en función de la
concentración de glucosa inicial.

o 1 2 3 4 5 8 7 8 9 10 11 12 13 14
periodo O IftOubacIón (días)
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Otro parámetro analizado ha sido el relativo al consumo de
glucosa a lo largo de los catorce días de desarrollo de las
cepas en las condiciones mediales señaladas en el apartado
correspondientea Material y Métodos.

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

La concentración inicial de glucosa en el medio de cultivo
fue de:

5, 10, 20 o 30 g/l

Los resultados se expresanen forma de Diagramasde barras y
en Gráfica para una mejor visualización e interpretación de
los mismos.

El Diagrama número 1 y la Gráfica número 18 corresponden a
las determinacionesrealizadas en cultivos en presencia de
luz.

El Diagrama número 2 y la Gráfica número 19 corresponden a
las determinaciones realizadas en culivos en ausencia de
luz.

RESULTADOS 166



porcentaje de glucosa conaurnido

periodo de Incubación (dias)

luz 30 U ‘luz 20

Diagrama núm. 1. - Porcentaje de glucosa consumido a lo largo de
catorce días de cultivo en presencia de luz.
Los valores iniciales de glucosa adicionados
al medio fueron, 5, 10, 20 o 30g11.
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porcentaje de glucosa consumido

90
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60

40
30
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0 7

Gráfica núm. 18.-

9
~ertudo-de-4fleiibaci~a4a1aa).

Porcentaje de glucosa consumido a lo largo de
catorce días de cultivo en presencia de luz.
Los valores iniciales de glucosa adicionados
al medio fueron, 5, 10, 20 o 3%/l.

10 14

—‘ ~Iuz1O ~4 luz 5 4t--luzGO “Érruz2o

11

RESULTADOS 168



Porcentaje de glucosa consumido
100
go
80
70

60
ea
40
30
20
10

o

Periodo de incubación <dias>

oso 10 o Oso 5 ~~:: - OSO 30 0*0 20

Diagrama núm. 2.- Porcentaje de glucosa consumido a lo largo de
catorce días de cultivo en ausencia de luz
(osc. Y. Los valores iniciales de glucosa adi-
cionados al medio fueron, 5, 10, 20 o 30g/l.
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Gráfica núm. 19.- Porcentaje de glucosa consumido a lo largo de
catorce días de cultivo en ausencia de luz
(osc. Y. Los valores iniciales de glucosa adi-
cionados al medio fueron, 5, 10, 20 o 30g/l.
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Cuando se realizaron las determinaciones a partir de medios
de cultivos en los que inicialmente la concentración de
glucosa fue de 10 g/l o de 20g/l valores habituales en la
mayoría de los medios de cultivo utilizados tradicionalmente
en Micología, se establecieron los parámetros relativos a:

- Coeficiente de economía del proceso.

- Coeficiente especifico del crecimiento.

Los valores se resumen en la Tabla número 26.
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Glucosa inicial Luz Coef. economía

10 g/l + 0.0306 12.00%

lOg/l - 0.0397 47.50%

20g/l + 0.0384 23.557.

20g/l - 0.0377 23.06%

Tabla núm. 26.- Resultados correspondientes a los coeficientes de
economiay específico del crecimiento en presen-
cia de 10 o 20 gIl. de glucosa.

y = coeficiente específico del crecimiento.

+ = Presenciade luz.

- = Ausencia de luz.
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En la Gráfica número 20 se aporta la relación entre el
coeficiente especifico de crecimiento y el coeficiente espe-
cifico de utilización de la glucosa.

La intersección con la ordenada nos permite deducir el
requerimiento de mantenimiento en glucosa.

Los valores corresponden a los estudios realizados con una
concentración de glucosa de 20g/l que corresponde a la
concentración de esta fuente de carbono en el medio de
extracto de malta al 2%, medio de cultivo considerado de
elección para llevar a cabo estos estudios, según los análi-
sis previos realizados por Larrondo en 1989 y Agut en 1992.
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En las pruebas realizadas en presencia y ausencia de luz a
lo largo de catorce días se han establecido los parámetros
que se resumenen la Tabla número 27, en la que se señala:

- Período de incubación en días.

- Pesoseco en gil.

- Relación entre gil glucosa consumidos por
hora y gil de cultivo (peso seco) por
hora CR).

- Coeficiente específico de crecimiento (pfl.

- Porcentaje de glucosa consumida.

R r

0.01466 0.02377

0.01567 0.01972

0.01382 0.02686

0.01207 0.01325

0.01901 0.02136

0.01825 0.01773

0.01611 0.01704

7.GLUCOSA
CONSUMIDA

50.735

72.220

81.345

90.310

57.45

75.61

79.17

0.01331 0.01329 100.00

Tabla núm. 27.- Parámetros obtenidos en los ensayos realizados,
adicionando glucosa a la concentraciónde 20g/l.
Ensayo 1: Presencia de luz.
Ensayo 2: Ausencia de luz.

ENSAYO DíAS

1 7

1 9

1

1

11

14

7

PESO SECO
gil

4.000

4.286

4.459

4.452

3.595

3. 836

4.096

4.473

2

2 9

2 11

2 14

RESULTADOS 175



En la Tabla número 28, se resumen los resultados correspon-
dientes a porcentajes de inhibicón frente a diversos mi-
croorganismos, atendiendo al día de máxima actividad inhibi-
dora en las condiciones de cultivo siguientes.

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

- Prueba 2: 20g11 de glucosa. Ausencia de luz.

- Prueba 3: lOgil de glucosa. Ausencia de luz.

MICROORGANISMOPRUEBA

5. aureus

B. cereus

~. faecalis

1
2

% MAX. INHIBICION DíA MM. ACTIVIDAD

45.00%
53.10%
25.277.3

1
2
3

1

15. 577.
83.15%
28.577.

2
3

8
10
14

14
13
8

45.37%
42.867.
39.417.

9
9

14

E. aeruginosa

E. ccli

£• albicans

Tabla núm. 28.- Resultados obtenidos relacionando el porcentaje
máximo de inhibición, el día de máxima actividad
y las condiciones de cultivo consideradas.

1
2
3

81.247.
97. 92%
15. 60%

1

7
13
14

2
3

23. 40%
24. 91%
4. 72%

1
2

11
14
13

3

31.71%
93.53%
83.22%

7
14
8
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5.1. DISCUSION DE LOS RESULTADOSOBTENIDOSEN LA DETECCION DE

LA ACTIVIDAD INHIBIDORA DE LOS EXTRACTOSCRUDOS.

5.1.1. Ensayos frente a bacterias y levaduras.

Los resultados correspondientes a este apartado
se resumenen la Tabla número 3.

El comentariode los resultados de inhibición
obtenidos lo realizaremosseparadamenteparacadauno de
los siete microorganismosensayados.

Bacillus cereus

El porcentajede cepasdel género Ar—
thrinium activas al ensayarel extracto crudo, sobre
Bacillus cereus es del orden del 347..

El porcentaje máximo de lisis (1007.) de
este microorganismofrente a los extractos ensayados, se
obtuvo cuando las cepasdel géneroArthrinium pertenecían
a las especies:

~. ohaeosDermum(A23 y A24)

A. urticae (A45)
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A partir de tres de los extractos
correspondientes a las cepas A13 ~ hisDanicus), A22 (A.
mediterranil) y A29 (A. puccinoides) se obtuvo un 0.07. de
lisis, indicando este valor que el crecimiento de E.
cereus fue el mismo en los ensayos con o sin adición del
extracto crudo.

En los ensayos realizadosa partir de
veintesiete de los extractos, éstos no sólo no fueron
inhibidores del crecimiento sino que incluso se obtuvie-
ron valores de desarrollo de fl. cereussuperioresa los
relativos a los ensayos control.

El resto de los extractos determiná va-
lores de inhibición de la cepa de fl. cereus que oscilaron
desde un 3.157. hasta un 91.247..

StaDhvlococcus aureus

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

Los valores máximos de actividad se han
obtenido a partir de los extractos de la cepa A25 que
corresponde a A. ohaeosnermum, con el que se obtuvo un
porcentaje de inhibición del orden del 84.547.. Dos cepas,
determinaronuna inhibición del orden del BEY., correspon-
diendo a A. hisnanicus (A13) y ~. nhaeosoermum (A23).

Tan sólo en el casode la cepa A42 (~.

urticae) el desarrollo de 5. aureusfue el mismo en
presencia que en ausencia del extracto.

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

Trece de los extractos obtenidos de las
cepas del género Arthrinium ensayadas fueron activos,
aunque el porcentaje de inhibición no fue en ningún caso
superior al 14.5%, e incluso en algunas ocasiones la
adición del extracto crudo procedentede las cepas de
Arthrinium favorecía el desarrollo del microorganismo en
estudio.

La cepa más activa frente a E~ cali ha
sido la ¿tQS (A. cuccinoides) cuyo extracto determinó una
inhibición del orden del 78%.

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

Strentococcus faecalís

El microorganimo más sensible a los ex-
tractos crudos ensayados ha sido StreDtococcus faecalis
dado que un 58.69% de las cepas de Arthrinium fueron
activas, aunque el porcentaje de lisis del microorganismo
no superó en ningún caso el 22%.

Tres de los extractos determinaron un
desarrollo de Streotococcus faecalis del mismo orden que
el obtenido en el ensayo control. Estos extractos corres-
pondian a las cepas:

A20 (A. marii

)

A21 <A. mediterranii

)

MO (A. serenensis)

.
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El máximo valor de inhibición fue en este
caso del orden del 21.47% y fue obtenido a partir del
ensayocon el extracto obtenido de la cepaAB correspon-
diente a A. arundinis

.

Enterobacter cloacae

Frente a Enterobacter cloacae, un 43.477.
de las cepas de Arthrnium fueron activas, observándose en
algunas cepas capacidad de inhibición superiores al 90%.

Destacaremos que los máximos valores de
inhibición (100%) fueron desarrollados por los extractos
de tres cepas:

A E <A. arundinis

)

A29 (A. nuccinoides

)

A45 (A. urticae)

.

Otros resultados de inhibición notables
fueron los correspondientes a las cepas siguientes:

A13 (A. hisnanicus) : 90.587.

A21 (A. mediterranil): 93.907

A25 (A. phaeospermum):82.577.

Sólo a partir de un extracto se observó un
desarrollo igual en presencia que en ausencia del mismo,
y éste correspondía a la cepa A41 (A. serenensis)

.
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Finalmente destacaremos que veinticinco
extractos actuaroncomo un factor de desarrollo para el
microorganismoen estudio, dado que su adición al medio
de cultivo favoreció el crecimiento de Enterobacter cloa-
cae

.

Pseudomonas aeru~i nosa

Sobreeste microorganismoun cincuentapor
ciento de los extractos ensayados fueron activos.

Los máximos porcentajesde lisis detecta-
dos fueron desencadenados a partir de los extractos de
las cepassiguientes:

A 7 (A. arundinis) : 92.457

AlE (A. iavii) : 90.727.

AIS (A. marii) : 89.727.

A27 (A. phaeosnermum):93.11%

A37 (A. saccharicola): 92.847

MO (A. serenensis) : 94.43%

A46 (A. urticae) : 89.90%

Los extractos procedentes de cuatro cepas
del género en estudio, determinaron un desarrollo de
Pseudomcnas aeruEinosa no diferenciable cuantitativamente
del obtenido en el ensayo control. Estas cepas correspon-
den a las especies siguientes:

A13: A. hisoanicus
A23: A. ohaeosDermum
A28: A. DhiliODi
A30: A. puccinoides
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Finalmente podemos señalar que el extracto
procedente de la cepa MS (A. urticae) sólo presentó
actividad frente a este microorganismo, entre ios siete
ensayados.

Candida albicans

Sobre Candida albicans fueron activas
veintisiete de las cepas del género Arthrinium ensayadas,
llegándose a detectar un porcentaje de inhibición del
orden del 1007. que correspondía al extracto de la cepa
A23 correspondiente a A. nhaeosoermum

.

En orden de importancia de actividad inhi-
bidora los extractos que deberían mencionarse después del
relativo al A23 por ser de actividad superior al 707. son
los siguientes:

A 1 (A. aureum): 70.04%
A 8 (A. arundinis): 76.957.
MS (A. maril>: 73.58%
A36 (A. saccharicola): 71.427.
A40 (A. serenensis> : 74.197
M3 (A. urticae): 72.58%

Tres de las cepas determinaron que la
adición de sus extractos a Candida albicans no modificara
cuantitativamente su desarrollo al compararlo con ei.
ensayo control. Estas cepas correspondían a las especies
siguientes:

A22: A. mediterranii
AM: A. puccinoides
ASE: A. saccharicola

Quince de los extractos ensayados determi-
naron un incremento en el desarrollo de Candida albicans

,

por lo que actuaron como factores de crecimiento al ser
añadidos al medio de cultivo base.
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Si comparamoslos resultadosobtenidos a
partir de los extractos con los aportadospor Agut, en
1992, en el estudio realizado sobre las mismas cepas del
género Arthrinium pero a partir del cultivo en medio
sólido podemos indicar que 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 sólido.

5.1.2. Discusión de los resultados relativos al volumen
mínimo de extracto crudo que inhibe el desarrollo
de las bacterias y de la levadura ensayadas.

Para el desarrollo de esta prueba se
utilizó una modificación del método descrito por Booth,
1971 para el estudio de la capacidad inhibidora de los
extractos fúngicos en medio de cultivo liquido.

Los resultados relativos a este apartado
se resumen en la Tabla número 4.

La máxima cantidadde extracto crudo adi-
cionada al medio de cultivo base fue de 2 mi, que corres-
ponde a una concentración final de 181.8 pl/ml. Si esta
concentración no era capaz de inhibir el desarrollo de
los microorganismos ensayados, se indica en la Tabla como
>2.

Para una mejor interpretación de los 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,
ná inhibieron el desarrollode este microorganismo al
adicionarseuna concentraciónfinal de extracto crudo del
orden de 181.8pl/ml.
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Las cepas más activas frente a Bacillus
cereus y que presentaron una CMI del orden de 72 pl/ml
fueron:

123 (A. nhaeosoermum

)

A24 (A. phaeospermum

)

A45 (A. urticae

)

Estos resultados concuerdan con los
aportados en el apartadoanterior, dado que estas tres
cepas fueron las únicas que determinaron una inhibición
del 100% sobre Bacillus cereus

.

Staohvlococcus aureus

En un 24% de las cepas ensayadas no fue
posible establecer la concentración mínima del extracto
crudo capaz de inhibir el desarrollo de 5. aureus, en las
condiciones de nuestro ensayo.

En todos los casos, debe señalarse que la
CMI obtenida es elevada, siendo los valores mínimos de-
tectados de 128 pl/mí, relativos a los extractos crudos
de las cepas:

A25 (A. nhaeos~ermum

)

129 (A. puccinoides

)

ASO <A• puccinoides

)

La cepaA25, habíasido detectadacomo la
más activa en el estudio anterior, no así por lo que a
las cepasA29 y ASO se refiere, que presentaronuna baja
o nula actividad inhibidora respectivamentefrente a este
microorganismo.
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Escherichia coli

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

La cepa más activa frente a este
microorganismo fue A40 que corresponde a la especie ~.

serenensis y que presentó una CMI del orden de 126 ul/mí.
La mayor parte de las cepas activas precisan de una CMI
de sus extractos del orden de 142 pl/ml.

Streptococcus faecal is

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

La mayoría de los extractos presentaron
una CMI del orden de 158 ul/mí, siendo el extracto más
activo el obtenido a partir de la cepa A33 correspondien-
te a A. cuccinoides cuya CMI no superó los 142 fA/ml.

Enterobacter cloacae

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

A partir de los extractos obtenidos de las
cepas 129 (A. Duccinoides) y A45 (~. urticae) se detec-
taron los máximos 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 la cepa 121 (A. medi-
terranii) que fue del orden de 100 pl/ml.
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Eseudomonas aeruginosa

Frente a este microorganismo catorce de
los extractos ensayados presentaron un valor de CMI
de 181 sil/ml y tan sólo seis superaron el valor
considerado como límite en la metodología empleada en
nuestro estudio.

El valor más óptimo de CMI obtenido
corresponde a la cepa AS? (A. saccharicola) y fue del
orden de 72 pl/ml.

La concentración mínima inhibitoria mayo-
ritariamente determinada entre los extractos crudos
frente a este microorganismo corresponde a 158 pl/ml.

Candida albicans

De los cuarenta y seis extractos ensayados
un 19.567. de los mismos presentaron una CMI superior a
181 pl/ml.

El valor inferior obtenido frente a Candi-
da albicans corresponde a la cepa Ala (A. hisnanicus)

,

para cuyo extracto se determinó una CMI del arden de 32
pl/ml. En orden de actividad el segundo extracto activo
corresponde a la cepa 123 (A. DhaeosDermum) con una CMI
de 100 pl/ml.

A partir de veintiocho de los extractos
analizados se determinó que su concentración mínima
inhibitoria era del orden de 126 pl/ml.
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La actividad detectada a lo largo de este
estudio no coincide con los datos aportados por Traxíer y
cols. , 1977, 1980, dado que estos investigadores señalan
tan sólo que los metabolitos elaborados por cepas del
género Arthrinium (= Pa~ularia) son sólo activos sobre
levaduras, manifestando que son inactivos sobre bacterias
Gram positivas y Gram negativas.

Tradicionalmente se ha venido considerando
que la actividad de las cepas actualmente integradas en el
género Arthrinium se manifiesta sólo en la obtención de
protoplastos a partir de levaduras, señalándose la escasa
o nula actividad sobre otros microorganismos, como conse-
cuencxa de la actividad de estos metabolitos sobre la
síntesis del i-3-(3 -d-glucano, constituyente de la pared
varios microorganismos, entre los que detacan las leva-
duras y 1 undamentalente Candida albicans, como indican
Pérez y cois., 1981 y Varona y cols., 1983.

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

Si bien los valores correspondientes a la
~oncentración mínima inhibitoria aportados por Traxíer y
cols., 1977 para las diversas Papulacandinas purificadas,
son inferiores a los determinados a lo largo de nuestro
estudio, debe considerarse que en esta primera fase nues-
tros datos corresponden al extracto crudo sin purificación
alguna, por lo que incluso en este nivel de la investiga-
ción las cepas que hemos analizado poseen actividad anti-
biótica mucho más evidente que la detectada por los inves-
tigadores citados.

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

En la Tabla número 5 se expresan los
resultados correspondientes a la actividad inhibidora de
los extractos crudos procedentes de los cultivos del
género Arthrinium, al enfrentarlos a Penicillium corvlo-ET
1 w
444 568 m
484 568 l
S
BT

Dhilum después de veinticuatro horas de incubación.

Al analizar los resultados obtenidos, pode-
mos destacar que sólo una cepa de Arthrinium, (A14) e
identificada como A. hispanicus determinó la inhibición
total de la germinación, detectándose a partir de cuatro
de ellas una marcadacapacidadinhibitoria de la germina-
ción en Penicillium que se cifró en el 88.88%. Las cepas
que mostraron esta actividad fueron:

A 5 (A. aureum

)

Al! (A. francii

)

A34 (A. saccharicola

)

A35 <A saccharicola

)

En cuanto a la capacidad de inhibición de
la formación del micelio podemos indicar que en veintiocho
de las cepas ensayadas del género Arthrinium pudo detec-
tarse una marcada acción inhibidora de la formación del
micelio en Penicillium corvloDhilum al comparar los re-
sultados obtenidos con los correspondientes a los ensayos
control,

La ausencia de cadenas conidiales sólo fue
detectada en un caso, que correspondía al extracto crudo
de la cela AlA (A. hispanicus)

.
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En la Tabla número E se expresan los re-
sultados cuando el período de incubación del ensayo fue
de 48 horas.

Destacaremos de ella que sólo cinco de
los extractos enasayados determinaron inhibición de la
germinación sobre Penicillium corvloohilum, estos extrac-
tos fueron obtenidos a partir de las cepas siguientes:

A 4 (4. aureum)

:

AlO (A. arundinis)

:

A29 (A. Duccinoides)

:

307. de inhibición.

1007. de inhibición.

20% de inhibición.

407. de inhibición.

ASE (A. sacchar±cola): 80% de inhibición.

Finalmente señalaremos que al comparar con
el ensayo control, observamos una inhibición de la forma-
ción del micelio al ensayar los extractos crudos proce-
dentes de trece de las cepas de Arthrinium y una inhibi-
ción de la formación de cadenas conidiales al ensayar los
extractos procedentes de dieciseis cepas. Los extractos
que determinaron simultáneamente una inhibición de la
formación del micelio y de las cadenas conidiales fueron:

A 4 (A. aureum

)

A 8 (A. arundinis

)

AlO (A. arundinis

)

129 (A, puccinoides

)

AS! (A. ruccinoides

)

A32 (A. puccinoides

>

A34 (A. saccharicola

)

A35 (A. saccharicola

)

ASE (A. saccharicola

)
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La Tabla número 7 nos muestralos resulta-
dos obtenidosdespuésde veinticuatro horasde incubación
cuando el hongo que enfrentamosa los extractos crudos
obtenidos de las cepasdel géneroArthrinium es ~
&illus niger

.

Debemosdestacarque se obtuvo una germina-
ción de AsDereillus niEer mayor en los ensayos problema
que en los control al ensayar el extracto crudo obtenido
de diecisiete de las cepas de Arthrinium estudiadas.

En cuanto a la inhibición de la formación
de micelio podemos destacarque un 23.97. de las cepas de
Arthrinium presentaronesta característicaal enfrentarías
a este hongo filamentoso y sólo dos de las cepas fueron
capacesde inhibir la formación de cabezasconidiales.

En la Tabla número 8 se expresan los re-
sultados correspondientes a los ensayos cuando el período
de incubación era de cuarenta y ocho horas.

Podemos señalar que un 80.43% de las cepas
de Arthrinium inhibieron la formación de micelio en As-
pergillus niEer, al ensayarel extracto crudo y un 52.177.
de las cepas inhibieron la formación de cabezas coni-
diales.

En la Tabla número 9 se resumenlos re-
sultados correspondientes a la actividad inhibidora de
los extractos crudos obtenidosa partir de las cepasdel
géneroArthrinium sobreAsDergillus flavus, despuésde 24
horasde incubación.

Un 50% de las cepasde Arthrinium produje-
ron una inhibición de la formación de micelio de Asper-ET
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gillus flavus y un 30.43% de las cepas inhibieron la
formación de cabezasconidiales.
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En la Tabla número 10 los resultados ex-
presados correspondena los obtenidossobre Asnergillus
flavus pero en este caso despuésde cuarentay ocho horas
de incubación.

En un 60.86%de las cepasdel género Ar-
thrinium se observé inhbición de la formación del micelio
del hongo y en un 65% de las cepas inhibición de la
formación de cabezasconidiales.

En la Tabla número 11 se expresanlos re-
sultados correspondientes a la capacidadinhibidora de
los extractos crudos procedentesde las cepasdel género
Arthrinium sobreAsoerEillus fumi~atus despuésde vein-
ticuatro horasde incubación.

Atendiendoa las otras dos característi-
cas observadas en este estudio mencionaremos que un
58.697. de las cepas de Arthrinium ensayadas inhibieron la
formación del micelio de Asnereillus fumipatus y un
28.26% de las cepas inhibieron también la formación de
cabezasconidiales.

La Tabla número 12 expresalos resultados
obtenidossobreAsoeraillus fumieatus despuésde cuarenta
y ocho horas de incubación.

Destacaremos que después de cuarenta y
ocho horas de incubación un 80.43% de las cepas inhibie-
ron la formación de micelio de Asoereillus fumieatus y un
65.217. inhibieron la formación de cabezas conidiales.
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5.1.4. Discusión de los resultados obtenidos en la
detección de la actividad letal de los extractos
crudos sobre larvas de Artemia salina

.

Fn la Tabla número 13 se indican los
resultados obtenidos al estudiar los porcentajes de leta-
lidad en larvas de Artemia salina producida por los
extractos de las cepas de Arthrinium transcurridas 4h
3O’y 7h 30’de contacto.

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

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

Transcurridas 4h 30’ de incubación cuando
se añadieron 0.1 ml del extracto crudo, podemos destacar
que sólo son activas dos cepas del género Arthrinium

:

Al? (A. marii): 2% de mortalidad.

128 (A, Dh~liDDi): 30% de mortalidad.

Cuando se adicionan 0.2 ml del extracto
crudo al medio que contienen las larvas de Artemia salina
aumenta el número de cepas activas, que alcanza la cifra
de seis:

A 9 (A. arundinis): 227 de mortalidad.
A17 (A. marii): 90% de mortalidad.
121 (A. mediterranii): 10% de mortalidad.
122 <A. mediterranii): 100% de mortalidad.
128 (A. philioDi): 30% de mortalidad.
A46 (A. urticae): 1?% de mortalidad.
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Transcurridas ?h 30’ después de adicionar
0.1 ml de los extractos procedentes de las cepas del
género Arthinium, se observa que los resultados coinciden
totalmente con los obtenidos tras un período de incubación
de 4h 30’ . Sin embargo, después de adicionar 0.2 ml del
extracto, aumentan los porcentajes de letalidad respecto a
la lectura anterior. En este caso han sido once las cepas
del género Arthrinium activas y son las siguientes:

A 4 <A. aureum)

:

A 9 (A. arundinis)

:

A17 <A. marii)

:

A21 (A. mediterranii)

:

122 (A. mediterranii)

:

124 (A. Dhaeosoermum)

:

128 (A. phlilsi):

ASO (A. Duccinoides)

:

A35 (A. saccharicola)

:

ASE <A. saccharicola)

:

A46 <A. urticae)

:

1007. de mortalidad.

227. de mortalidad.

100% de mortalidad.

107. de mortalidad.

100% de mortalidad.

20% de mortalidad.

307. de mortalidad.

100% de mortalidad.

207. de mortalidad.

507. de mortalidad.

177. de mortalidad.

sultados
ción.

tn la Tabla número 14, se resumen los re—
correspondientes a las Eh 30’y 24h de incuba-

A las Eh 30’de contacto entre las larvas y
los extractos, destacaremos que al añadir 0.1 ml al medio
de cultivo se detectaron un 26% de extractos activos. Tres
de las cepas determinaron un 100% de mortalidad de las
larvas. Estas cepas fueron:

A17 (A. marii)

A33 (A. puccínoides

)

A43 (A. urticae

)
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Al ensayar 0.2 ml del extracto crudo, se
observó que veintiocho de las cepas del género Arthrinium
presentaron actividad> debiendo destacar que doce, deter-
minaron una mortalidad del 100 7. de las larvas de Artemia
salina. Estas doce cepas fueron las siguientes:

A 4 (A. aureum

)

A 9 (A. arundinis

)

A15 (A. arundinis

)

A17 (A. marii)
A1B (A. marii

)

122 (A. mediterranii

)

127 (A. nhaeosoermum

)

128 (A. philinoi

)

129 (A. Duccinoldes

)

A30 (A. puccinoides

)

A38 (A. saccharicola

)

A43 <A. urticae

)

Finalmente, cuando el periodo de incuba-
ción en presencia del extracto fue de 24 horas, se obser-
vó que la adición de 0.1 ml de extracto crudo, puso de
manifiesto que el 82.67. de las cepas en estudio eran
activas frente a las larvas, variando los porcentajes de
mortalidad desdetectados desde un 107., en el caso de las
cepas AH (~. francii), A39 (A. serenensis) y A41 (A.
serenensis) hasta el 100% ocasionado por los extractos de
dieciseis de las cepas ensayadas.

Si se adicionan 0.2 mí, todas las cepas
son activas excepto dos que correspondena:

A 7 (A. arundinis

)

125 <A. nhaeosDermum

)

A partir de treinta y seis de los
extractos se alcanzó un 100% de mortalidad de las larvas.

Las larvas de Artemia salina fueron,
sensibles a la acción de los extractos obtenidos de las
cepas en estudio, coincidiendo este hecho con los datos
de sensibilidad aportados por Guarro> 19?8 y Harwing y
Scott, 1971, y pudiendo señalar que la actividad se
empieza a detectar a las 4h30’ de iniciado el ensayo, por
lo que los primeros datos de actuación de las micotoxinas
pueden obtenerse rápidamente. En ningún caso los ensayos
control determinaronmortalidad alguna en las larvas.
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5.1.5. Discusión de los resultados obtenidos en el
estudio bajo microscopia electrónico de las va-
naciones morfológicas producidas por extractos
de cepas del género Arthríníum

.

La visualización bajo el microscopio elec-
trónico de las modificaciones o alteraciones morfológicas
desencadenadas por el contacto con extractos procedentes
de labiadas, ha sido citada por Larrondo y Calvo, 1992.

Los resultados obtenidos, en nuestro es-
tudio, nos indican que los extractos crudos de las cepas
del género Arthrinium poseen una actividad no sólo sobre
la viabilidad de las cepas sino que también determinan
modificacione~ ~n la morfología de las bacterias.

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

Los ensayos realizados a partir de los
extractos de A. mediterranii sobre Escherichia cali y
sobre Enterobacter cloacae muestran una acción sobre la
morfología de las cepas bacterianas, que contrasta con el
aspecto de las mismas tras el ensayo control.

En la Lámina número 1, se observa que
frente a Escherichia coli el extracto puede llegar a
determinar la presencia de formas aberrantes o anómalas.

En la Lámina número 2, se observa que el
contacto con el extracto puede llegar a determinar la
presencia de formas aberrantes de Enterobacter cloacae

,

así como una marcada disminución de la densidad de
crecí m:ento.
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5.1.8. Discusión de los resultados obtenidos para
determinar el punto óptimo de producción de
sustancias antibióticas y su relación con el
crecimiento de los microorganismosen estudio.

Al analizar la curva de desarrollo que
presentan las cepasdel géneroArthrinium, podemos de-
ducir que existe una primera fase de crecimiento, del
primero al sexto día de incubación que coincide con el
máximo decremento del pH del medio de cultivo en el que
se incuban las cepas. A partir del sexto día, el pH sufre
un descensomuy poco acentuadopasandoa estabilizarse a
partir del décimo día de incubación. El crecimiento se
mantiene en aumento, aunquede forma mucho más moderada
que en la fase anterior, hasta llegar al día
decimotercero en que nuevamentese incrementade forma
muy acentuada.

Para una mejor interpretación de los
resultados, consideraremosseparadamentela sensibilidad
detectadaen los siete microorganismosempleadosen este
estudio y teniendo en cuenta los resultados obtenidos
para el extracto completo y las fases acuosa y orgánica
del mismo.

StaDhvlococcusaureus

Frente a los catorce extractos ensayados
procedentes del cultivo de las cepas del género Arthri-ET
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nium , podemosdestacarque existe una inhibición desde
el primer día del ensayocuandoutilizamos la técnica de
los discos, impregnadoscon los mencionados extractos.
Este resultadodifiere notablementedel obtenido por la
técnica espectrofotométrica,dado que medianteesta últi-
ma no se observó inhibición alguna, debido a la dilución
que sufría el principio activo en el medio de cultivo
total.

En relación con la fase acuosa, no se
detectó actividad alguna.
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La fase orgánica demostró ser muy activa.
Los resultados obtenidos mediante el método de los discos
y el espectrofotométrico, coinciden cualitativamente,
detectándose inhibición de Stachvlococcus aureus ya a
partir de los extractos procedentes de cultivos de vein-
ticuatro horas de incubación. La inhibición fue creciente
a lo largo de todo el estudio, como puede observarse en
la Gráfica número 2.

Bacillus cereus

Al considerar los resultados obtenidos
frente a este microorganismo, podemos señalar que en
ninguno de los dos método ensayados se observó actividad
por parte de los extractos crudos totales ni de las fases
acuosas.

En relación con las fases orgánicas seña-
laremos que por el método de los discos, la actividad se
observó a partir del extracto procedente de cultivos de
seis días de incubación, En el método espectrofotométri-
co, y cuantificada la actividad inhibidora, puede apre-
ciarse en la Gráfica número 3 que a partir del día sexto
la inhibición progresa de forma creciente hasta alcanzar
un valor del 42.9%, el último día del ensayo.

Streptococcus faecalis

Si consideramos los valores de inhibición
por el método de los discos, observaremos que el extracto
crudo total, no fue activo al igual que la fase acuosa
obtenida a partir de él.

La fase orgánica, presentó actividad por
los dos métodos ensayados a partir de los extractos
obtenidos desde el segundo día de desarrollo de las cepas
del género Arthrinium, seleccionadas en este estudio.
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La representación de los valores obtenidos
se aporta en la Grafica número 4 y en ella puede obser-
varse un marcadoaumento de la inhibición a partir de los
extractos de tres días de desarrollo de Arthrinium. Los
valores de inhibición fueron incrementándose de forma
paulatina, hasta el final del estudio.

Pseudomonas aeruginosa

Frente a PseudomonasaeruEinosase observó
por los dos métodosutilizados que tan sólo la fase
acuosa carecía de actividad, dado que tanto el extracto
crudo total como la fase organica obtenida a partir del
mismo determinaba una inhibición de este microorganismo.

En el caso de los extractos crudos to-
tales, la actividad se detectaba a partir del segundo día
de incubaciónpor medio de la técnica de los discos, sin
embargo por la técnica espectrofotométrica la actividad
se puso de manifiesto desde el primer día del ensayo. Por
este método se detecta, como puedededucirsede la Gráfi-
ca número 5 que el porcentaje inhibición causadopor el
extracto crudo total sufre un marcado incrementoa partir
de los extractos obtneidosentre el séptimo y el octavo
día de incubación de las cepasdel género Arthrinium. La
inhibición alcanzavalores superiores al 907. a partir de
los extractos obtenidosde cultivos de catorcedías.

En relación con la fase orgánica del ex-
tracto, la inhibición del desarrollo de Pseudomonas ae-
ruEinosa, se observa por los dos métodos, a partir de
extractos obtenidosdesde el primer de incubaciónde las
cepas del género Arthrinium

.

Por el método espectrofotométrico puede
apreciarse un marcado incremento de inhibición a partir
de los extractos obtenidos de cultivos de siete días.

El máximo porcentaje de inhbición se
detecta a partir de extractos de catorce días de incuba-
ción, siendo en todos los casos los valores de inhibición
obtenidoscon la fase orgánica ligeramentesuperioresque
los obtenidos con el extracto completo, como puedeobser-
varseen la Gráfica número 5.
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Escherichia coli

Al ensayar los extractos crudos totale~ y

la fase acuosa obtenida a partir de los mismos, no se
detectó inhibición alguna de la cepa de Escherichia coli.

La fase orgánica determinó una inhibición
del crecimiento del microorganismo en estudio, a partir
de los extractos obtenidos tras el segundo día de de-
sarrollo de las cepas del género Arthrinium. Entre los
extractos del segundo y tercer día, se observa un
incremento de actividad que alcanza su máximo valor a
partir de extractos de siete días. Los extractos
procedentes de cultivos de más de siete días, mantienen
un porcentaje de inhibición de Escherichia coli, práct i
camente constante, como puede observarse en la Gráfica
número 6.

Candida albicans

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

En relación con las fases orgánicas,
podemos señalar que la actividad frente a esta levadura
se puso de manifiesto a partir de los extractos proceden-
tes de cultivo~ de seis días. El porcentaje de inhibición
presentó un importante incremento a partir de los extrac-
tos obtenidos el séptimo día de desarrollo de las cepas
del género Arthrinium, alcanzándose valores de inhibición
superiores al 96% a partir del contacto con extractos de
catorce día de incubación.

Los resultados obtenidos se observan en la
Gráfica número 7.
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AsnerEillus niger

Frente a Asoereillus g~. sólo se reali-
zaron ensayos por el método de los discos, ya que por
tratarse de un hongo miceliar su cuantificación espectro-
fotométrica reviste dificultades de exactitud y repetiti-
vi dad.

Mediante la técnica de los discos, sólo se
detectó actividad a partir de las fases orgánicas proce-
dentes de cultivos de Arthrinium de ocho y nueve días,
observándose una pérdida de la capacidad inhibidora a
partir de los extractos obtenidos de cepas de Arthrinium
desarrolladas por períodos de tiempo superiores. Estos
resultados coinciden con los señalados por Traxier y
cols., 197?, quienes indican que al prolongarse el perío-
do de incubación de las cepas fúngicas puede producirse
el fenómeno de la autometabclización, perdiendo en este
caso la capacidad inhibidora de los mismos.

5.1.7. Discusión de los resultados correspondientes a las
cromatograf las en capa fina de los extractos obte-
nidos.

Los resultados correspondientes a este
apartado se aportan en las Tablas números 16 a 19 y en
ellas se aportan tan sólo los correspondientes a las
cepas en las que se detectaron uno o más componentes,
tras el desarrollo cromatográfico y su visualización a
254 y 365 nm.

La elección de los dos sistema de
solventes así como el realizarlo en placas con o s~n
indicador de fluorescencia se ha llevado a cabo con el
fin de poder detectar el máximo número de componentes
posible y de poder comparar nuestros resultados con los
aportados por Agut, 1992 y por Traxíer y cols. en 1977.
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La cepa que presentó mayor diversidad de
componentes al ser analizadospor el sistema cloroformo:
acetatode etilo: ácido acético glacial <6:3:1) en placas
con indicador de fluorescencia fue la relativa a Arthri-ET
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nium georeii <A12), en la que se detectaron bajo luz u.v.
de 254 nm, un total de cuatro componentes a los catorce
días de incubación y tres a los veintiun días de incuba-
ción, observándose que sólo se mantenía uno de los compo-
nentes ya que presnetaba en ambos casos un Ef de 0.72.
Este componente fue también visualizado bajo luz u.v. de
365 nm.

En los extractos de veintiun días de la
cepa A18, correspondiente a Arthrinium niarii, se detecta-
ron tres componentes de los cuales el que poseía un Rf
igual a 0.72, fue también detectado a los catorce días y
visualizado tanto a 254 como a 365 nm.

Este componente de Ef = 0.72, se detectó
en las cepas:

A12 (A. ~eoraii) de 14 y 21 días
A14 <A. hispanicus) de 21 días
AlE <A. maril) de 21 dias
A18 (A. marii) de 14 y 21 días
A38 (A. saccharicola) de 21 días
A41 (A. serenensis) de 7 días

Un componente de Rf= 0.56 fue evidenciado
en un total de cuatro cepas:

A12 <A. ~eorEii) de 14 días
AlE (A. marii) de 21 días
MS <A. marii) de 21 días
A38 <A. saccharicola) de 21 días

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

A12 <A. ReorEii) de 7 y 21 días
A18 (A. marii) de 21 días
A36 (A. saccharicola)de 21 días
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Cuando las placas cromatográficas carecían
de indicador, el componente fundamentalmente detectado
presentaba asimismo un valor de Rf = 0.26 y fue observado
en las cepas siguientes:

M2 <A. ~eor~ii) de 14 días
A1S (A. hísDanícus) de 14 días
A14 (A. hisoanícus) de 7 y 14 días
121 <A. mediterranii) de 7 días
126 <A. ohaeosoermum> de 7 días
ASE (A. saccharicola) de 21 días
A37 (A. saccharicola) de 21 días
A41 (A. serenensís ) de 7 días
MS (A. urticae) de 7 días

Como puede deducirse la variabilidad de
resultados obtenidos permite afirmar que para poder
establecer la totalidad de componentes de un extracto
deben emplearse más de un sistema de desarrollo de las
placas cromatográficas así como placas con y sin indicador
de fluorescencia, debiendo realizarse las lecturas bajo
luz uy, de 254 y 385 nm para poder visualizar el máximo
de componentes. Sin duda la concentración de cada uno de
los componentes en el extracto o en la fase orgánica
objeto de investigación es un factor limitante para su
detección por cromatografía.

Los resultados aportados coinciden par-
cíalmente con los señaldos por Agut, 1992, en estudios
realizados a partir de cultivos de las mismas cepas del
género Arthrinium pero sin proceder a la obtención de los
extractos, en este caso las cromatografías se realizaron a
partir de discos de cultivo en medio de sólido que se
pusieron en contacto con las placas de desarrollo
cromatográfico 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 metodología
utilizada.
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5.1.8. Discusión de los resultados obtenidos tras la
realización de las bioautograf las.

En este apartado del estudio se ensayó la
sensibilidad de StaDhvlococcus aureus frente a cada una de
las placas cromatográficas en las que se evidenciaron
componentes o huellas cromatográficas, considerándose como
positivos aquellos casos en los que tras la incubación en
las condiciones señaladas en el apartado correspondiente
de Material y Métodos se observaban halos de inhibición
del desarrollo de Staohvlococcus aureus alrededor de las
huellas cromatográficas previamente detectadas.

Los resultados correspondientes a este
apartado se resumen en la Tabla número 20, en la que se
indican valores globales de actividad frente a S. aureus
indicando separadamente los resultados relativos a cada
cepa activa y en los cuatro entornos de trabajo conside-
rados.

A partir de las bioautograf las puede
afirmarse la actividad inhibidora de las cepas sobre bac-
terias Gram positivas, hecho demostrado en capítulos
precedentes y que nuevamente viene a confirmar el mayor
grado de actividad antibiótica y el más amplio espectro de
actividad detectado en nuestro estudio frente a los
resultados aportados por Traxler y cols. , 1977.

Fntre las cepas con mayor actividad
demostrada frente a Stanhvlococcus aureus mediante la
técnica de la bioautograf la destacaremos:

A12 (A. ~eorgii

)

120 <A. marii

)

ASB (A. saccharicola

)

A41 (A. serenensis

)

Estas cuatro cepas fueron activas en los
cuatro sistemas de trabajo empleados para el desarrollo y
visualización de las cromatograf las, si bien varían en los
días que debe tener el extracto para ser activo, en
algunos casos.
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Las cepas que manifestaron actividad
inhibidora por este método como mínimo a partir de dos
de los sistemas considerados fueron:

A 2 <A. aureum) Sistemas 3 y 4
A 5 (A. aureum) Sistemas 3 y 4
A 8 <A. arundinis) Sistemas 2, 3 y 4
MB <A. mariE> Sistemas 1 y 3
121 <A. mediterranii) Sistemas 3 y 4
126 (A. ohaeospermum) Sistemas 3 y 4
128 <A. Dhilinpi) Sistemas 3 y 4
ASE <A. saccharicola) Sistemas 2, 5 y 4

5.1.9. Discusión de los resultados obtenidos por la
acción de agentes mutágenos.

- Efecto de la radiación ultravioleta.

Los resultados relativos a la supervivencia
de las cepas del género Arthrinium se resumen en la Tabla
número 21.

Tras el análisis de los resultados y según
los datos aportados por diversos autores, Townsend y

cols., 1988; Lennox y Davis, 1983 y Leaich y Papa, 1974,
determinamos que el tiempo de tratamiento para proseguir
los estudios debía ser de 20 , ya que en este tiempo se
obtenían valores de supervivencia que oscilaban entre el
1.34% para A. ohilicni y 4.02% para A. aeoreii, resulta-
dos que estar en perfecta correlación con los señalados
por los autores anteriormente citados, aunque para otras
especies fúngicas.

Podemos señalar que por ser Arthrinium
un género constituido por hongos dematiáceos y por tanto
con abundante pigmentación, sus especies se hallan
fuertemente protegidas a la acción de los agentes
mutágenos, como lo demuestra el hecho de que para alcanzar
porcentajes de supervivencia bajos sea preciso realizar
tratamientos de 20’
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En la Tabla- número 22 se aportan los resulta-
dos correspondientes a la supervivencia de todas las
cepas ensayadas con un período de irradiación de 20
minutos. Podemos observar que los menores índices de
supervivenciacorespondena las cepassiguientes:

A. arundinis

A. hisoanicus

~. ohílinrn

A. serenensj.s

A. urticae

Indice de supervivencia<1,99%

Indice de supervivencia <1.68%

Indice de supervivencia<1.347.

Indice de supervivencia<1.907.

Indice de supervivencia <1.99%

La cepa que presentó el valor más elevado
en los índices de supervivencia, siendo superioresa 47.
fue la correspondientea ~. £eorEii

.

Al estudiar si las cepas que presentaron
alteracionesmorfológicas detectableseran asimismo mutan-
tes respectoa la producciónde sustanciasinhibidoras se
obtuvieron los resultados que se resumenen la Tabla
número 23, en ella puede apreciarse el bajo rendimiento
en la obtención de mutantesya que tan sólo fue posible
demostrar la obtención de diez mutantes morfológicas y
de dos mutantesde actividad, en ambos casos coincidieron
las cepasen presentaresta doble mutación.

Las especies con mayor capacidad para
presentarmutacionesmorfológicas fueron:

A. aureum 3 cepas

A. marii 2 cepas

Las dos cepas de las se pudo obtener una

doble mutante fueron:

A 3 CA. aureum

)

AIG <A. marii

)
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Las cepas que presentaron una mutación
morfológica se caracterizan por carecer de la formación
de conidios, con lo cual su colonia presentaba una
coloración totalmente blanca, denotando la ausencia de
conidios y de pigmento en las hifas.

Para confirmar la ausencia de conidios se
realizaron observaciones bajo el microsopio óptico y
electrónico de barrido, no detectándoseen ningún caso la
formación de conidios. Los controles de las mismas cepas
se caracterizaron por la presencia abundante de es-
tructuras de reproducciónasexual y de pigmento.

La cepa AS mutada no presentó actividad
antibiótica alguna sobre los microorganismosfrente a los
que la cepa salvaje había manifestado actividad, como se
demuestraen el apartado correspondiente a resultados.

Por el contrario, la cepaAlE de escasa
actividad inhibidora, tras ser sometida durante 20
minutos a la acción de la radiación ultravioleta, presen-
tó un notable incremento de su capacidad antibiótica,
obteniéndose valores de inhibición frente a las bacte-
rias, hongos filamentosos y la levadura ensayada que
permite considerar a esta cepa mutada como altamente
productora de metabolitos activos.

- Efecto de la nitrosoguanidina

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

Las cepaspresentaronun mayor índice de
supervivencia al ser tratadas con nitrosoguanidina que
tras el tratamiento con radiaciones ultravioleta, estos
resultados coinciden con los aportados por García, 1992,
al exponer cepas de AsoerEillus a este agente mutágeno.
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Los indices de supervivencia medios para
las especies del género corresponden a:

A. aureum 2.99%
A. arundinis 3.007
A. francii 4,92%
A. peorpil 6.227.
4. hisnanicus 3.107.
A. ,avíí 8.177.
A. marii 3.357.
A. mediterranii 5.537
A. DhaeosDermum 8.027.
A. ohiliDoi 4.347.
A. puccinoides 5.567.
A. saccharicola 4.547.
A. serenensis 8.01%
A. urticae 4.917.

Al realizar una determinación y análisis
de las posibles mutantes morfológicas y de actividad
detectadas tras la exposición a este agente, debemos
constatar que tan sólo se detectaron mutantes morfológi-
cas, en total quince, pertenecientes a las especies si-
guientes:

A. aureum: 2 cepas
A. arundinis: 2 cepas
A. hisoanicus: 1 cepa
A. marii: 3 cepas
~. mediterranii: 2 cepas
A. ohaeosoermum:2 cepas
A. saccharicola: 3 cepas

A partir de ninguna de las cepas pudo
obtenerse una imitante de actividad.

Las cepas AS y AlE de las que se pudieron
obtener mutantes en el tratamiento con radiaciones
ultravioleta, también permitieron obtener mutantes morf o-
lógicas a partir de someterlasa la acción de la nitroso-
guanidina.
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5.1.10. Discusión de los resultados correspondientes a la
detección de partículas semejantes a virus y su
relación con los cambios morfológicos y de
actividad de cepas del género Arthrinium

.

En las Fotografías aportadas puede apre-
ciarse la presenciade partículas de aspecto hexagonal
que semejan la morfología típica de micovirus y que se
detectaron de forma sistemática en cultivos no sometidos
a tratamientos con agentes mutágenos y que carecían de
forma espontánea de la formación de conidios, por lo que
fueron denominadosvariaciones morfológicas.

Las hifas analizadas bajo el microscopio
electrónico de transmisión fueron tambiénobservadasbajo
el microscopio electrónico de barrido y comparada su
morfología con las procedentes del mismo cultivo en las
que se detectaba la formación de abundantes conidios,
como se aporta en las Fotografías correspondientes.

Estabilizados los cultivos con hifas esté-
riles, se procedió a realizar los estudios de actividad
de sus extractos crudos, comparandocon los resultados
obtenidosa partir de cultivos esporulados.

La cepa elegida para la realización de
este estudio fue la cepa 122 perteneciente a la especie
A. mediterranii ya que en ella se lograron detectar mayor
número de partículas semejantes a virus y estabilizar los
cultivos estériles con mayor facilidad y repetitividad.

Los resultados obtenidos se aportan en las
Gráfica número 8, en la que se expresan los porcentajes
de lisis para los microorganismos ensayados.

Analizando los resultados obtenidos pode-
mos establecer una posible correlación entre la presnecia
de partículas semejantes a virus, la ausencia de espo-
rulación y la actividad antimicrobiana, dado que en tér-
minos generales la cepa con variaciones morfológicas,
poseen una mayor actividad inhibidora que la cepa sal-
vaje.
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5.1.11, Discusión de los resultados correspondientes a
los espectros y a la caracterización química de
los metabolitos.

La observación e interpretación de los
espectrosobtenidos tras el análisis y purificación 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 están directamente relacio-
nadas con la familia de las Papulacandinas, en algunos
casos presentan radicales que los diferencian de los meta-
bolitos descritos hasta el presente y cuya actividad había
sido descritos por Traxier y cols. en 1977. Recientemente
Dubois 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 que poseeun radical metilo, probablementeen la
posición indicada en el esquema de la página 158.

La posible síntesis de este nuevo derivado
permitirla confirmar la estructura del mismo y obtener un
metabolita cuyo amplio espectro de actividad ha sido de-
mostrado en el apartado correspondiente. Sería también de
gran interés poder establecer a través de una espectrof o-
tometria de masas la caracterización completa de cada uno
de los componentes elaborados y acumulados por las cepas
en estudio.

Junto a este probablenuevo metabolito las
cepas ensayadas elaboran y acumulandiversos tipos de
Papulacandinasque permiten interpretar su actividad sobre
las levaduras, coincidiendo en ello con los datos aporta-
dos por Traxíer y cols., 1977.

Asimismo y como ya hemos señaladonuestros
resutíadoscorroboranlos aportadospor Larrondo, 1989 y
por Agut, 1992, en estudios realizados a partir de las
mismascepasdel géneroArthrinium ensayadasa lo largo de
este estudio, pero que en el caso de estos autoresfueron
investigadaspor otras metodologías.
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5.2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LOS ENSAYOS
REALIZADOS EN FER?~NTAD0R.

Los resultados obtenidos tras los estudios
realizados en fermentador, se resumen en las Gráficas
números 12 a 17. En ellas se pueden observar las varia-
ciones de desarrollo detectadas cuando la concentración
de glucosa adicionado al medio de cultivo base era de 5,
10, 20 o 30 g/l.

Los estudios se reasizaron sometiendo los
cultivos a la acción de la luz o de la oscuridad.

El estudio comparativo de los resultados
obtenidos permite aportar que la luz o la oscuridad no
influye significativamente en el desarrollo de las cepas.

El coeficiente esDecifico de crecimiento
para los ensayoscon 20 g/l de glucosaen presenciao en
ausencia de luz son respectivamente de 0.02377 y 0.02136
mientras que cuando el ensayo se realiza con 10 gil de
glucosaes de 0.3929. Este hecho pone en evidenciaque al
disminuir la concentración de glucosa a la mitad, se
produce un incremento proporcionalmente equivalente del
coeficiente específico de crecimiento.

La actividad inhibidora de las cepas se ve
influenciada por la presencia o ausencia de luz, obser-
vándose que la producción y variedad de metabolitos se-
cundarios es dependiente de este factor.

Asimismo, a bajas concentraciones de gluco-
sa y en ausencia de luz se observa una mayor actividad
antibiótica de las cepas en estudio. En las mismas concen-
traciones de carbohidrato, pero en presencia de luz, se
detecta una reducción del metabolismoo, deteniéndose la
actividad primaria de las cepas entre el cuarto o quinto
día de incubación.
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Concentraciones de 20 g/l determinan la
produccióny acumulaciónde metabolitos secundariosacti-
vos frente a bacterias Gram positivas y frente a
levaduras, mientras que a concentracionesde 10 g/l de
glucosa los metabolitos activos elaborados son sólo
activos frente a levaduras, observándose que constituyen
un factor de desarrollo al ser adicionadoslos extractos
a los cultivos de bacteriasGram positivas.

La capacidadde consumo de glucosaen las
diferentes condicionesdel ensayoha sido resumida en la
Gráficas números 18 y 19.

Asimismo el requerimiento de mantenimiento
de glucosa en el medio se aporta en la Gráfica número
20.

Finalmente podemos destacarque a partir de
los datos recopilados en la Tabla número 27, puede de-
ducirse que el porcentaje de glucosa consumida llega a
ser del 100% cuandohan transcurridocatorcedías desde
el inicio del cultivo y se realiza el ensayo en ausencia
de luz. La concentraciónincial de glucosa fue de 20g/l,
valor que corresponde a la concentración de glucosa adi-
cionada al medio de cultivo agar extracto de malta al 2%
que como hemos señaladoes el utilizado como medio de
cultivo base o en su caso 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 Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentación en lo referente a los
aditivos admitidos en la alimentación de los animales, se
resumen en la Orden de 23 de marzo de 1988 (B.O.E. 16
abril 1988), reduciéndose a siete el número de antibióti-
cos permitidos, en base a:

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

2.- Que el aditivo tenga un efecto favorable
sobre la producciónanimal.

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

La potencia antibiótica demostrada “in
vitro” por los metabolitos del géneroArthrinium así como
el hecho de que no sea de uso en terapéuticapuede deter-
minar que estos metabolitos sean útiles como potencia-
dores o promotores del crecimiento •ie los animales,
pudiendo en este sentido, tras corroborar su falta de
toxicidad sobre los animales y sobre el hombre, ser
utilizados como aditivos, de los que como se ha señalado,
la lista aceptadaes cadavez más restringida.
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Evaluados los resultadosobtenidos y a modo de
resumen, podemosaportar las conclusionessiguientes:

1.- Las cepasdel género Arthrinium ensayadas poseen una
amplio espectro de actividad antimicrobiana, dado que
ha sido posible detectarsu acción inhibidora sobre
bacterias Gram positivas y Gram negativas, sobre hongos
filamentosos y sobre levaduras.

2.- Los extractos crudos obtenidos de cepas del género
Arthrinium poseen actividad no sólo sobre la viabilidad
de las cepas bacterianas sino que también determinan
modificaciones en la morfología de las bacterias ca-
paces de mantenerse viables, en contacto con el extrac-
to.

3.- Las larvas de Artemia salina fueron sensibles a la
acción de los extractos de las cepas de Arthrinium

,

detectándose la actividad de los 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 metabolitos que se aislan en la
fase orgánica, separada a partir del extracto crudo
total.
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5.- En términos generales, se observa que entre el séptimo y
el octavo día de desarrollo de las cepas del género
Ai-thrinium se detecta un punto óptimo de producción de
metabolitos secundarios con actividad antibiótica, que
vuelve a manifestarse al decimocuarto día de incubación
de las cepas.

6.- La curva de crecimiento de las cepas del género
Arthrinium pone de manifiesto que existe una primera
fase de desarrollo que coincide con el max~mo descenso
del valor de pH del medio de cultivo, entre el primer y
el sexto día. .4 partir del decimotercer día, vuelve a
detectarse un importante incremento en el desarrollo de
las cepas.

t’.- El sistema solvente de elección para la visualización y
desarrollo de las cromatograf las en capa fina de los
metabolitos del género A-thrinium es el compuesto por
benceno/metanol/ácido acético glacial (24:2:1).

8.- Las cepas con mayor actividad antibiótica frente a
Staphvlococcus aureus detectada por bioautograf la
fueron: A. aeor~ii, A. marii, A. saccharicola y A.
serenens 15

.

9.- Las especies con mayor capacidad para presentar muta-
ciones morfológicas, tras su exposición a radiaciones
ultravioleta y a la nitrosoguanidina fueron: ~. aureum
y A. maril.

Iu.- En dos cepas fue posible obtener una doble mutante,
morfológica y de actividad al ser sometidas a la
radiación ultravioleta durante 20’ . Esta cepas fueron:
AS CA. aureum) y AIG CA. mariE>:
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11.- La exposición a la nitrosoguanidina, sólo permitió dife-
renciar mutantes morfológicas.

12.- Se detectó la presencia de partículas semejantes a virus
en hifas morfológicamente alteradas de cepas del género
Arthrinium, estableciéndose una correlación entre la
presencia de variaciones morfológicas, la detección de
partículas semejantes a virus y un incremento de la
actividad antibiótica, en cepas del ~4nero Arthrinium

.

13. - Entre los metabolitos detectados en las cepas del
genero Arthrinium podemos destacar la presencia de
Papulacandinas, siendo significativa la detección de un
nuevo derivado de esta misma Familia de antibióticos,
caracterizado por la presencia de un radical metilo.

14.- Al analizar las condiciones de cultivos en fermentador,
podemos destacar que al disminuir la concentración
inicial de glucosa a la mitad, se produce un incremento
proporcionalmente equivalente del coeficiente específico
de crecimiento de la cepa.

15.- La actividad inhibidora de las cepas se ve marcadamente
influenciada por el hecho de realizar los cultivos en
presencia o en ausencia de luz, observándose que la
producción y variabilidad de metabolitos secundarios
elaborados y acumulados por las cepas, es dependiente de
este factor.

16.- A bajas concentraciones de glucosa y en ausencia de luz
se observa una mayor actividad antibiótica de las cepas
en estudio.

17.- A bajas concentraciones de carbohidrato, pero en presen-
cia de luz, se detecta una reducción del metabolismo de
las cepas, deteniéndose la actividad primaria de las
cepas entre el cuarto y el quinto día de incubac~on.
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18.- La presencia o ausencia de luz influye en la producción
de pigmentospor parte de las cepasdel género Arthri-ET
1 w
443 661 m
484 661 l
S
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nium, denotandoun caráctercromógeno.

19.- El amplio espectro de actividad de los metabolitos
detectados y la potenciademostrada“in vitro” por los
mismos permite plantear su posible aplicación como
aditivos para promocionar o potenciar el crecimiento de
los animalesde consumo.
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