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LISTADO DE ABREVIATURAS:

ATB Antibioticos

MS Metabolitos secundarios

PKS Policétido sintasa

CGB Grupos de genes biosintéticos

NRPS Sintetasa peptidica no ribosdémica
HPLC-MS Cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a espectrometria de masa
NRP Metabolitos secundarios no ribosémicos
AT Dominio acil transferasa

KS Dominio ceto sintasa

ACP Dominio proteina portadora de acilos
IPP Difosfato de isopentenilo

ITS Espaciador transcrito interno

PDC Caldo papa dextrosa

PDA Agar papa dextrosa



RESUMEN

La resistencia de los microorganismos a los antibioticos (ATB) es un problema de relevancia
mundial. El uso indiscriminado de antibidticos influye severamente ya que afecta la salud,
aumenta la morbimortalidad y prolonga los tiempos de internacion hospitalaria, lo cual
provoca altos costos sanitarios. Resulta entonces un interesante desafio la busqueda de
nuevas herramientas y estrategias para enfrentar esta resistencia creciente. En ese contexto, el
uso de microorganismos adaptados a ecosistemas extremos, como la Antartida, como fuente
de nuevos compuestos antimicrobianos se encuentra actualmente poco explorado y seria una
de las estrategias a considerar.

En este trabajo de tesis se utilizd6 como modelo de estudio el hongo filamentoso Cadophora
malorum, un microorganismo psicrofilo aislado de la Antartida. Para ello se sometio a C.
malorum a distintos tipos de estrés. Se trabajé en diferentes condiciones de cultivo: sistema
solido, liquido (estatico y agitado) y en sustrato inerte (espuma de poliuretano). Se modificd
la temperatura de incubacion (5, 15 y 25°C) y se someti6 al micelio a un dafio mecéanico para
evaluar qué efecto fisiologico podria generar.

Se realizaron extractos organicos de los cultivos en medio agarizado, sustrato solido y
sobrenadantes liquidos. Se optimizd la extraccion de los cultivos agarizados evaluando
diferentes estrategias (extraccion acuosa, liofilizacion y extraccion directa), siendo el método
mas eficiente la extraccion directa.

A los extractos obtenidos se les evalud la actividad antifungica y antibacteriana. Algunos de
los extractos presentaron actividad antifungica marcada contra Candida albicans, Aspergillus
fumigatus y A. lentulus y actividad antibacteriana contra Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, P. putida, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae,

Enterococcus faecalis, y Bacillus subtilis.



Finalmente, se analizaron los extractos organicos de C. malorum mediante HPLC-MS

observandose variaciones significativas en los perfiles en diferentes condiciones de cultivo.



ESQUEMA GENERAL DEL PROCEDIMIENTO DE ESTA TESINA:

Localizacion del aislamiento:
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1 INTRODUCCION

1.1 Resistencia a los antimicrobianos

En la ultima década la resistencia a los antimicrobianos cobré relevancia por ser una amenaza
para la salud, la seguridad alimentaria y el desarrollo agroeconomico (Figura 1)
(Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2021). La principal causa ha sido, y es, el uso
indiscriminado y excesivo de antibidticos. En el caso particular de los antifingicos vigentes
actualmente se ha demostrado la aparicion de resistencia y toxicidad de los mismos en
pacientes fragiles e inmunodeprimidos (Perfect, 2017). Estos reportes refuerzan la necesidad
y prioridad que debe asignarse la biisqueda de nuevos agentes con actividad antimicotica para

solucionar esta situacion.
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Figura 1: Recuento de muertes atribuibles en el mundo por resistencia bacteriana a los
antimicrobianos (ano 2019). Cefalosporina de tercera generacion (3GC), cefalosporina de cuarta
generacion (4GC), BL-BLI = B-lactamicos,Mono INH = monorresistencia a la isoniazida,Mono RIF=
monorresistencia a rifampicina,resistencia a l+=resistencia a uno o mas farmacos. S Paratyphi=
Salmonella enterica serotipo paratyphi , S Typhi= Salmonella enterica serotipo Typhi . TMP-
SMX=trimetoprima-sulfametoxazol, XDR= resistencia extensa a los medicamentos. Figura adaptada
(Murray y col., 2022)



1.2 Compuestos bioactivos

Los metabolitos secundarios (MS) microbianos se caracterizan por ser moléculas
heterogéneas de bajo peso molecular relativo y que se producen de manera independiente a la
formacion de biomasa usualmente al final de la fase de crecimiento. Actualmente los MS son
considerados como un grupo de moléculas que constituyen una fuente principal para el
descubrimiento y el desarrollo de farmacos novedosos (Pan y col., 2019).

Algunas de estas moléculas representan ventajas competitivas para los microorganismos
productores al presentar actividad antifingica y/o antimicrobiana que facilitan la
supervivencia de los mismos en su entorno natural (Yan y col., 2018).

En el caso especifico de los hongos, la expresion de los MS predomina en miembros de la
clase de Pezizomycotina dentro de los Ascomycota (Figura 2) y varias clases de
Basidiomycota (por ejemplo, Agaricomycetes y Exobasidiomycetes), asi como por especies
levaduriformes como Kluyveromyces lactis (Keller, 2019). Los metabolitos secundarios
pueden ser secretados al medio de cultivo ejemplo los ATB B-lactamicos (penicilina y

cefalosporina) (Martin y col., 2010).
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Figura 2: Arbol filogenético de la division Ascomycota en donde se puede observar en forma general
las relaciones filogenéticas establecidas. Figura adaptada (Lutzoni y col., 2004)



La bioprospeccion de cepas flingicas con potencial biotecnoldgico para la industria
farmacéutica se ha expandido a regiones con condiciones ambientales extremas incluyendo
las polares, tanto Antartida como el Artico (De Pascale y col., 2012).

Estas regiones combinan caracteristicas extremas al ser ambientes frios, secos, sometidos a
alta radiacion UV vy oligotroficos, esto ofrece oportunidades Unicas para el descubrimiento de
microorganismos extremofilos adaptados a esas condiciones (Gongalves y col., 2012). Lo
anteriormente expresado impactan a nivel celular, molecular y fenotipico. La composicion
lipidica de la membrana se ve modificada por esta condicion ambiental ya que su fluidez es
mayor a baja temperatura al aumentar el porcentaje de acidos grasos mono o poliinsaturados
a expensas de los acidos grasos saturados. Las enzimas son otro ejemplo a destacar ya que
para poder mantener su capacidad catalitica a temperaturas en torno a los 0°C deben sufrir
cambios estructurales (De Pascale y col., 2012; Zucconi y col., 2020). A nivel termodinamico
se reduce entre un 10-60 veces la velocidad de las reacciones biocataliticas debido a las
temperaturas tan bajas por lo tanto las enzimas psicrofilicas son mas flexibles perdiendo
estabilidad conformacional y esto permite la continuidad en los procesos metabolicos (De
Pascale y col., 2012).

En consecuencia, estos microorganismos pueden producir una amplia gama de MS
novedosos ademas de expresar enzimas activas a temperaturas muy bajas. Un ejemplo de esto
es el hongo Pseudogymnoascus sp. HSX2#-11. Este microorganismo es conocido por ser un
hongo patogeno psicrofilo, el cual crece de forma ubicua en la Antartida. Mediante la
utilizacion del método de redes neuronales se descubrio un nuevo policétido bioactivo
denominado pseudohenone A que posee actividad antibacteriana (Shi y col., 2021). Se han
encontrado otros metabolitos con diferentes actividades (terpenoides, policétidos, alcaloides,
poliacetilenos con actividades antivirales, antibacterianas, antifingicas, antitumorales,

herbicidas y antiprotozoarias). Estos desempefian un papel fundamental entre las



interacciones inter e intra especies lo cual ha proporcionado ventajas competitivas contra sus

depredadores (Zucconi y col., 2020). A continuacion se ejemplifica a través de Tablas 1, 2 y

3 lo anteriormente expuesto.

Microorganismo
Aspergillus sydowii

Penicillium sp.
Geomyces sp.

Aspergillus sydowii

Hongo anamorfico

Aspergillus fumigatus
Kabatiella zeae

Mucor sp.
Penicillium chrysogenum
Antarctomyces
psychrotrophicus
Geomyces sp.

Aspergillus sydowii
Penicillium allii-sativi
Penicillium b.

P. chrysogenum
Oidiodendron truncatum
Aspergillus terreus

Cladosporium
sphaerospermum
Penicillium oxalicum

P. solitum (sub. P.
crustosum)
Pseudogymnoascus sp.

Purpureocillium lilacinum
Pyricularia sp.

Aislamiento
Isla 25 de Mayo

Isla Decepcion

Bahia Yankee

Monte Ellsworth

Isla 25 de Mayo

Target
Staphylococcus epidermidis (MRSE) y Staphylococcus
aureus (MRSA), S. epidermidis (ATCC 040188), S.
aureus (ATCC 25923)
Mycobacterium tuberculosis
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Streptococcus
pneumoniae (CGMCC 1.1692), Escherichia coli
(CGMCC 1.2340)

Staphylococcus epidermidis (MRSE) y Staphylococcus
aureus (MRSA), S. epidermidis (ATCC 040188), S.
aureus (ATCC 25923)

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia
coli (ATCC 25922)

Bacillus subtilis (ATCC 6051)
Escherichia coli (ATCC 25922), Bacillus subtilis
(ATCC 6051), Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853)
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis (ATCC 6051)
Escherichia coli (ATCC 25922)

Escherichia coli (ATCC 25922), Bacillus subtilis
(ATCC 6051), Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus (ATCC 12600)

Mycobacterium phlei; Staphylococcus aureus
Escherichia coli; Proteus mirabilis; Mycobacterium
phlei
Staphylococcus aureus

Escherichia coli; Mycobacterium phlei,; Proteus
mirabilis,; Staphylococcus aureus
Escherichia coli; Mycobacterium phlei; Proteus
mirabilis; Staphylococcus aureus
Escherichia coli; Mycobacterium phlei,; Proteus
mirabilis
Staphylococcus aureus
Escherichia coli

Tabla 1: Microorganismos con actividad antibacteriana reportados en la Antartida y evaluados a
37°C. Tabla adaptada (Zucconi y col.,2020).
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Microorganismo Aislamiento Target

Aspergillus ochraceopetaliformis Isla 25 de Mayo Virus de la influenza HIN1 y
H3N2
Penicillium allii-sativi Monte Ellsworth Virus del Dengue 2

P. brevicompactum
P. chrysogenum

Tabla 2: Microorganismos con actividad antiviral reportados en la Antartida y evaluados a 37°C.
Tabla adaptada (Zucconi y col., 2020)

Microorganismo Aislamiento Temperatur Target
a
Candida sake Isla 25 de Mayo 0 °C; 25 °C Patogenos post-cocecha de la manzana

durante almacenamiento en camara fria:
Penicillium expansum, Botrytis cinerea,
Alternaria alternata, A. tenuissima,and A.

arborescens
Geomyces sp. 28 °C A. fumigatus (ATCC 10894)
Penicillium nalgiovense Isla Paulete 37°C Candida albicans (ATCC 90028)
Aspergillus sydowii Monte 25 °C C. sphaerospermum (CCT 1740)
Penicillium allii-sativi Ellsworth
P. brevicompactum
P. chrysogenum Colletotrichum gloesporioides, C.
fragariae, C. sphaerospermum (CCT 1740)
P. Rubens C. sphaerospermum (CCT 1740)
Aspergillus flavus Isla 25 de Mayo 37°C C. albicans
A. terreus
Beauveria bassiana Paracoccidioides brasiliensis
Fusarium avenaceum P. brasiliensis
Leucosporidium scottii 1°C;25°C P. expansum and Botritys cinerea
Oidiodendron truncatum 37°C Candida albicans
Penicillium chrysogenum
P. citrinum
P. oxalicum
P. solitum (sub. P. crustosum)
Penicillium sp. Paracoccidioides brasiliensis

Peniophora sp.
Pestalotiopsis microspora
Phanerochaete sp.
Pseudeurotium sp.
Pseudogymnoascus sp.
Purpureocillium lilacinum
Schizophyllum commune
Simplicillium lamellicola
Trichoderma longibrachiatum

Trichosporon asteroides

Tabla 3: Microorganismos con actividad antifiingica reportados en la Antartida. Tabla adaptada
(Zucconi y col., 2020)
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Existen reportes que basados en el analisis bioinformatico (analisis masivo de datos) de
genomas secuenciados, transcriptomica, protedmica y metabolémica, afirman que muchas
vias biosintéticas encargadas de la sintesis de metabolitos secundarios en hongos se
encuentran agrupadas en clusters de genes de aproximadamente 10.000 bases aunque hay
excepciones (Brakhage, 2013). Por ejemplo el hongo filamentoso Aspergillus nidulans
produce dos compuestos de origen natural, meroterpenoides (austinol y dehidroaustinol) que
requiere de dos clusters de genes ubicados en cromosomas diferentes (Hsien-Chun y col.,
2012). Un grupo de 4 genes que incluye el gen ausA (policétido sintasa) y el segundo de 10
genes que incluye ausN (preniltrasnferasa).

Las enzimas encargadas de la produccion de estas moléculas bioactivas de gran relevancia se
encuentran codificadas en estos clusters los cuales se denominan grupos de genes
biosintéticos (CGB) (Figura 3). Los CGB en muchos casos se encuentran silenciados (no se
expresan) en condiciones normales de cultivo (Pfannenstiel y Keller, 2019) y esto se debe a la
ausencia de estimulos particulares como ser: fuentes de nutrientes, sefiales ambientales,
compuestos de sefalizacion u otros desencadenantes desconocidos (Hertweck, 2009). Por lo
tanto existe una gran cantidad de productos naturales sin explorar.

Los metabolitos secundarios fungicos mas abundantes y con mayor diversidad estructural son
los policétidos. Estos derivan de la polimerizacion de unidades de acido carboxilico de
cadena corta (por ejemplo: acetato, malonato) y esta reaccion es catalizada por las enzimas
PKS (policétido sintasa de aproximadamente 1-10 MDa , figura 4B). Estas enzimas son las
encargadas de la estructura principal de estos bioactivos. En Ascomycota y Basidiomycota
prevalece la PKS I. La estructura se genera mediante la reaccion de condensacion de Claisen
(en presencia de una base fuerte dos ésteres o un éster reacciona y da una B-cetoéster o una f3-

dicetona) (Bills y Gloer, 2016).
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Figura 3: Esquema general del agrupamiento de genes CGB. Figura adaptada (Keller, 2019). Cada
CGB esta compuesto por una o dos enzimas principales (policétidos sintasas PKS), sintetasa peptidica
no ribosomica (NRPS), terpeno ciclasas o dimetilalil triptéfano sintasas). Estas definen la estructura
base y la naturaleza del compuesto bioactivo el cual luego sera alterado por enzimas accesorias (rosa).
Algunos CGB poseen ademds genes que codifican resistencia frente a la toxicidad del metabolito
(azul), factor de transcripcion especifico para el CGB (verde) y/o genes hipotéticos que no se
encuentran involucradas en la produccion del metabolito.
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Figura 4: Estructura del dominio de la enzima NRPs (A) y de PKS (B). Estas dos enzimas constan
de varios dominios cataliticos que funcionan de manera coordinada. Los diferentes tipos de PKS
poseen un conjunto de dominios conservados (aciltransferasa (AT),cetositasa (KS) Y la proteina
transportadora de acilo (ACP)) ademas de ellos, en la modificacion de la cadena policética

pueden incorporarse otros dominios como cetoreductasa (KR), deshidrogenasa (DH) y/o
enolreductasa (ER), que reducirian la cadena en formacion. Las NRPS poseen un modulo basico
incluye una adenilacion (A) y un dominio transportador de péptidos (PCP) y un dominio de
condensacion (C). Figura adaptada ( Kehr y col.,2011).
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Los metabolitos secundarios no ribosomicos (NRP) derivados de las enzimas NRPS (figura
4A) muestran una gran diversidad quimica ya que utilizan aminodcidos que forman parte de
proteinas en su configuracion D o L y otros compuestos como acidos grasos, acidos
carboxilicos entre otros generando estructuras tanto lineales como ciclicas. La penicilina,
cefalosporina y ciclosporina son ejemplos de la diversidad de estos metabolitos (Guzman-
Chavez y col., 2018; Soukup y col., 2016)

También se han observado la presencia de péptidos hibridos por la accion conjunto de las
enzimas PKS y NRPS aunque sean codificados por genes independientes participan de la
misma via de sefializacion por ejemplo ocratoxina A (micotoxina neurotoxica) en Aspergillus
y Penicillium sp (Avalos Cordero y Limén Mirén, 2021).

Los terpenos son metabolitos secundarios y derivan de unidades de isopreno (2-metil-
1,3butadieno, un hidrocarburo de 5 carbonos). El intermediario es el difosfato de isopentenilo
(IPP), el cual puede sintetizarse por dos rutas: la del mevalonato y la ruta de la desoxixilulosa
5-fosfato (DXP). En el caso de los hongos no se han encontrado evidencia de la presencia de
los genes DXP siendo la ruta mevalonato la central ( Lange y col.,2000). Estos 4 principales
metabolitos secundarios se encuentran esquematizados en la figura 5.

Como se ha mencionado anteriormente estos metabolitos secundarios no son esenciales para
el crecimiento ni para la supervivencia de los hongos pero si lo son para interaccionar con
otros organismos en un mismo nicho ej: virulencia, defensa, deteccion de quoérum,
proteccion, adquisicion de nutrientes y promocion del crecimiento (Figura 6) ( Rokas y col.,
2020).

Un tipico CGB estudiado ha sido la via de sintesis de la esterigmatocistina en Aspergillus
nidulans donde se observo como variaba la actividad transcripcional y epigenética frente a

una estimulo (Figura 7).
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Lo anteriormente citado refuerza la idea referida a que las variaciones ambientales impactan
en el metabolismo del microorganismo de interés, induciendo la expresion de genes que
resultan en la sintesis de MSs. Por ello se han utilizado varias estrategias para inducir la

expresion de genes silentes en condiciones estandar de laboratorio (Bode y col., 2002)
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Figura 5: Representacion de las 4 familias de metabolitos secundarios presentes en los hongos.
Figura adaptada (Avalos Cordero y Limén Mirén, 2021).
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Figura 6: La penicilina es un antibiotico contra bacterias betalactamicos que hoy en dia se utiliza
contra bacterias gram positivas (estreptococos y estafilococos) y gram negativas (gonococos y
meningococos). Gliotoxina es un factor de virulencia que facilita la invasion del hongo en el huésped
(Garcia-Vidal y Carratala , 2012). DHN-Melanin absorbe UV como la melanina protegiendo de este
modo del dafio por luz UV (Singla y col.,2021). El 6-pp (6-pentil- 2H -piran-2-ona) promueve el
crecimiento de las plantas induciendo la formacion de raices laterales (Garnica-Vergara y col., 2016).
La butirolactona I es una molécula de deteccion de quérum (Shi y col., 2022) y la enterobactina es
una molécula de captacion de hierro que ayuda a la adquisicion de nutrientes. Figura adaptada (Rokas
y col., 2020)
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Figura 7: Regulacion de clusters de esterigmatocistina de Aspergillus nidulans. En ausencia de luz
blanca y en presencia de interaccion con otro microorganismo como una bacteria gatilla la induccion
de esterigmatocistina. El gen AfIR codifica una proteina de 47KDa AfIR que contiene un dominio de
union al ADN. Se asocia con otra proteina denominada Afls induciendo la expresion de
esterigmatocistina. Estas proteinas se encuentran reguladas epigenéticamente (histona 3 desmetilacion
e histona 4 acetilacion). Figura adaptada (Keller, 2019).

1.2.2 Estrategias para estimular la expresion de genes silentes

La expresion de clusters de genes silentes puede desencadenarse experimentalmente a través

de diferentes estrategias:

-Exponer a los hongos a diferentes niveles de parametros de cultivo como ser pH,
temperatura, suministro de oxigeno, actividad agua, luz, etc.

Estos cambios pueden provocar un impacto significativo en la produccion de metabolitos
secundarios, lo cual se puede observar in vivo por la capacidad de adaptacion de cada
microorganismos a diferentes condiciones ambientales influyendo en su transcriptoma,
proteoma y metaboloma (Bode y col., 2002). Esto se puso en evidencia al analizar el perfil de

metabolitos secundarios producidos por Atradidymella sp. (HND 10), Pseudogymnoascus sp.
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(AK 102) y Penicillium flavigenum (HND 11) al ser sometidos a diferentes temperaturas de
incubacion (4, 10 y 15°C). Se compard con un cromatograma estandar y se observo un
aumento en la concentracion de compuestos de Atradidymella sp. a 4°C a diferencia de
Pseudogymnoascus sp. (AK 102), y Penicillium flavigenum (HND 11) donde se observo
mayor concentracion a 15°C mientras que a 10°C hubo una reduccion en todas las cepas
(Yogabaanu y col., 2017).

Al variar la actividad agua (aw) se observd un impacto en el perfil de metabolitos
secundarios, por ejemplo, Aspergillus oryzae expresa diferencialmente 4628 genes cuando se
cultiva en sustrato so6lido (baja actividad aw) en comparacion con cultivo sumergido (alta aw)
(Wang y col., 2010).

Otro parametro importante a considerar es la concentracion de oxigeno, la cual afecta las
reacciones bioquimicas y activa diferentes agrupamientos de genes provocando la expresion
de diferentes metabolitos secundarios. Por ejemplo: al realizar la fermentacion de Aspergillus
ochraceus (DSM-7428) en un biorreactor del tipo air-lift loop se observé la baja produccion
de aspinonene y aumento de aspirona a diferencia de un sistema agitado ya que el primero
aumenta la concentracion de oxigeno disuelto en comparacion al segundo (Pan y col., 2019;

Fruchser y col., 1995).

-Variar los sistemas de cultivo.

El cultivo de los hongos de interés puede realizarse utilizando diferentes estrategias: liquido
estatico, agitado (o sumergido) o solido (sustrato o soporte). El liquido agitado, a diferencia
del estatico y del solido, proporciona una adecuada mezcla, transferencia de -calor,
incrementando también los niveles de oxigeno disuelto. Como aspecto negativo debe
considerarse que genera una fuerza de cizallamiento (shear stress) que puede generar dafio en

la estructura celular desencadenando incluso cambios morfologicos en algunos casos
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(Ibrahim y col., 2015). Por ejemplo, al comparar los cromatogramas de una fermentacion
solida y otra liquida de los extractos crudos de una cepa de Aspergillus fumigatus LN-4 se
observé una diferencia significativa entre los perfiles de metabolitos secundarios (Zhang y
col., 2013). En el caso de Aspergillus terreus G15 (un hongo de origen marino) la condicion
ambiental ideal para la produccion de lovastatina 3 y 4 (que poseen actividad antifingica) fue
el cultivo solido a diferencia del liquido agitado lo cual se constatd al analizar el perfil de
expresion de metabolitos secundarios (Adpressa y Loesgen, 2016). Un ultimo ejemplo es el
aislamiento de diversos hongos de la zona costera marina del Mar Baltico, los cuales se
cultivaron en sistema estatico y agitado. Dichas condiciones influyeron en el metabolismo y
se evidencié un comportamiento diferencial en el cromatograma. Uno de los efectos fue la
baja produccion de biomasa por parte de Phoma macrostoma en el sistema estatico a

diferencia del agitado (Pertersen y col., 2019).

-El estrés biolégico (co-cultivo).

En la naturaleza los microorganismos coexisten con otros, y esta coexistencia incluye
multiples interacciones, entre las que se destacan la competencia por espacio y recursos. El
co-cultivo microbiano (cultivo mixto o fermentacion mixta) se caracteriza por cultivar la cepa
fingica con otra cepa fingica o bacteriana dentro de un mismo matraz, placa de petri o
bioreactor permitiendo que esta interaccion desencadena la expresion de un determinado
CBG (Sanita Lima y col.,2022). Este busca emular esa competencia, que a la vez puede
considerarse un estrés biologico. El objetivo es generar estres biologico y asi activar la
biosintesis de metabolitos secundarios codificados en genes que se mantienen silentes en
condiciones normales de cultivo (Marmann y col., 2014). Por ejemplo, el hongo endofito

Aspergillus austrafricanus al ser co-cultivado con Bacillus subtilis o Streptomyces lividans
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produce un aumento en varios tipos de ésteres (Figura 8) a diferencia de una fermentacion

clasica axénica (Ebrahim y col., 2016).
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Figura 8: Cromatografia HPLC de los extractos crudos (Deteccion UV:235). A- control Bacillus
subtilis, b-control de Aspergillus austrafricanus, c- cocultivo de A. austrafricanus con B. subtilis, d-
control Streptomyces lividans, e-control de A. austrafricanus en diferente cultivo que en b y f-co-
cultivo de A. austrafricanus y S. lividans. Se observdo gran diferencia entre los perfiles
cromatograficos de los controles (fermentacion anexica) versus la fermentacion mixta (co-cultivo).
Hubo un aumento en la produccion de esteroides (9-11) en la fermentacion mixta. Figura adaptada
(Ebrahim y col., 2016).

-Estrés mecanico.

Los dafios mecanicos y las condiciones ambientales adversas impactan en el crecimiento,
reproduccion y desarrollo de los hongos filamentosos. Debido a que los hongos en el
ambiente natural se encuentran fijos y no pueden trasladarse por si mismos, son vulnerables a
los dafios mecanicos producidos por depredadores. Este dafio representa un estrés. Ante estas
lesiones forman, por ejemplo, estructuras reproductivas (Figura 9 A). Un comportamiento de
este tipo se observd en Aspergillus flavus, Trichoderma atroviride , T. harzianum, T.
hamatum, T. virens y Schizophyllum commune, Sclerotium rolfsii que expresan estructuras de
reproduccion asexual (conidios) y asi evita la perdida excesiva de citoplasma y la muerte
celular pero en Neurospora crassa y Aspergillus nidulans no se ha observado este
comportamiento (Hernandez-Onate y Herrera-Estrella, 2015). Esto no es solo importante por

el hecho de comprender los mecanismos que regulan los dafios mecanicos, la regeneracion y
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diferenciacion celular sino que ademas muestra las variaciones en los perfiles metabolicos
ante un estimulo externo.

La via de sefializacion se encuentra esquematizada en la figura 9B, y se activa la via MAPK
tanto en las plantas, animales como en los hongos pero la reparacion del dafio es diferente en
los 3 reinos.
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Figura 9: A-Esquema de la respuesta celular ante un dafio mecanico infringido.Se demostré que las
hifas dafiadas se sellaban debido a la formacion de cuerpos Woronin en el poro septal adyacente a la
célula danada, evitando asi la pérdida excesiva de contenido citoplasmatico y la muerte celular.
Posteriormente se formaban una o varias hifas a partir de ella. Figura adaptada (Hernandez-Ofate y
Herrera-Estrella, 2015) B- La respuesta de Trichoderma atroviride ante un dafio provoca 1) la
liberacion de DAMPs, eATP( trifosfato de adenosina extracelular) y Calcio (Cat2). 2)
hipoteticamente el eATP es reconocido por un receptor G ( subunidad o, By v) . 3) El reconocimiento
de eATP mas el cambio intracelular de los niveles de calcio provocan la activacion de NOX 1
(complejo NADPH oxidasa 1) que regula produccion de ROS . 4) Se activa la via de sefalizacion
MAPK ( TMK1 Y TMK3) en respuesta al dafio ya que la produccion de ROS dependiente de Nox 1
activa a TMK3 y el eATP activa a TMKI. 5) La sintesis de Oxilipina se induce tras el dafio que
podria impactar en la diferenciacion celular. Abreviaciones: Dox ( dioxigenasas, oxida al sustrato),
Lox (lipoxigenasa es oxidorreductasa principalmente se encuentra en plantas), FA ( acido graso),
SOD ( superoxido dismutasa), Vm ( potencial de membrana), WB (cuerpo de Woronin), PCD muerte
celular programada, CAMK cinasa dependiente de Ca2+/calmodulina, Crzl factor de transcripcion
sensible a calcineurina, CR respuesta al calcio. Las flechas sodlidas indican datos apoyados por
pruebas experimentales en Trichoderma, las flechas discontinuas indican datos apoyados
experimentalmente en otros sistemas fungicos, y las flechas punteadas indican pasos completamente
hipotéticos. Las flechas negras indican los mecanismos moleculares compartidos por las plantas-
animales-hongos y las flechas flechas rojas, los eventos especificos de los hongos. Figura adaptada
(Hernandez-Onate y Herrera-Estrella, 2015)
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1.3 Modelo de estudio: Cadophora malorum

En 1927 Lagerberg introdujo el género Cadophora, que actualmente incluye a 22 especies. El
género Cadophora pertenece a la division de Ascomycota, clase Leotiomycetes y orden
Helotiales, al cual pertenece C. malorum. El género Cadophora posee afinidad filogenética
con otros linajes helotiales como Leptodontidium, Acephala y Phialocephala y una mayor
distancia con Hyaloscyphaceae los cuales forman micorrizas (Macia-Vicente y col., 2020).
Se ha aislado de suelos, lagos de agua dulce, cabafias de madera y de algunos troncos. Las
especies saprofitas dentro de este taxon (C. malorum, C. luteo-olivacea, etc) principalmente
se encuentran en regiones polares y como patogenos o endofitos en diferentes plantas en todo
el mundo (Zhang y col., 2022).

Las especies del género Cadophora se clasifican como endofitos septados oscuros (DSE) los
cuales se caracterizan por colonizar raices de plantas sanas y pueden promover el crecimiento
de las plantas sin causar ningin efecto negativo. Son potencialmente importantes como
promotores del crecimiento de las plantas o como agentes de control bioldgico. Aumentan la
absorcion de nitrogeno y de fosforo, desempenan un papel clave en la proteccion de las
plantas contra el estrés abidtico (p. ej., sequia, salinidad y contaminacion) y bidtico (por
ejemplo patdgenos de plantas) (Berthelot y col., 2019; Jumpponen y col., 2001; Zhu y col.,
2021).

Dentro de este género se encuentran también patogenos de plantas como Cadophora gregata
que causa la podredumbre marrén del tallo de las chauchas (Day y col., 2012). Las plantas
lefiosas perennes son susceptibles a formar una relacion simbidtica con hongos como con los
hongos ectomicorricicos que a diferencia de las micorrizas no penetran las paredes celulares
del huésped, forman una red de hifas alrededor de la raiz ayudando a absorber nutrientes,
agua y minerales a cambio de obtener su fuente de alimentacion, en este tipo de interaccion

un ejemplo es C. finlandia (Azaiez y col., 2018).
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La primera especie identificada de este género fue Cadophora fastigiata la cual fue
reasignada como Phialophora fastigiata y con ella se determind en 1927 el estandar
morfologico, el cual consta de conidioforos que se encuentran coronado por una sola fialida
(célula conididgena) con distinto collarines hialianos (conidios). La caracterizacion
morfologica es vagamente informativa debido a la variaciéon en las dimensiones de los
conidios, hifas, conidioforos y células conidiégenas lo cual impacta negativamente a la hora
de establecer un limite filogenético (Travadon y col., 2015). Cadophora antarctica (Figura
10) es un ejemplo de esto ya que difiere de todas las especies conocidas del género dado que
forma conidi¢foros similares al taxén Cladosporium (Crous y col., 2017).

La manera de categorizar las especies es mediante la secuenciacion del ADN ribosomal 28S
(ADNTr) y/o de ITS (separadores internos transcritos) ubicados entre el ADNr 28S y 5.8S
(Figura 11). Mediante la secuenciacion de ADNr se demostrd que Cadophora fastigiata, C.
melinii y C. malorum se agrupan con las Dermateaceae de los Helotiales (Harrington y col.,
2003).

En este trabajo el modelo de estudio fue Cadophora malorum. Mary Nest Kidd y Albert
Beaumont en 1924 (McColloch,1994) lo aislaron por primera vez de un manzano de Gran
Bretafia que sufria pudricion blanca y fue descrito como *'Sporotrichum malorum". En la
actualidad se confirma si un aislamiento corresponde a C. malorum analizando la similitud de

ITS contra la base de datos almacenada en GenBank.
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Figura 10: En la figura A se observa C. antdrtica aislada en Antartida y en la figura B Cladosporium
aerium (CBS 143356). Se puede apreciar la similitud morfologica en los conidioforos, siendo
conidios ovoides dispuestos en largas cadenas en ambos casos. La figura A adaptada (Crous y col.,
2017) y la Figura B (Bensch y col., 2018).
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Cadophora lutec-clivacea A171 (AY249069)
90| Cadophora lutec-olivacea A208 (AY249067)
Cadophora iuteo-clivacea CBS 357.51 (AY249068)
Cadophora iuteo-clivacea CBS 141.41 (AY249066)
Cadophore antarctica CBS 143035 T (MG385664)
Graphium rubrum CBS 210.94 T (AF198245)
Graphium silenum CBS 206.37 T (AY249065)
Cadophora malorum TRT3 (GU212434)
85| | cadophora malorum CBS 266.31 (AY249057)
Cadophora malorum CBS 165.42 T (AY249059)
Phislophora gregata ™ (UEGT31)
70 Cadophora gregata P19 (AY249070)
91' Cadophora gregata P21 (AY249071)
Cadophora novi-eboraci CBS 101358 T (KM497037)
Cadophora orientoemericana NHC1 7 (KM497018)
79 Cadophora fastigista olim417 (AY781232)
Cadophora melinii CBS 268,33 T (AY249072)
Cadophore fastigiata CBS 307.49 T (AY249073)
98! cadophora melinii CBS 268.33 (AY249072)
gg [ Hymenoscyphus ericae UAMH 6735 7 (AJ319078)
— LI_I-VF Meliniomyces variabilis UAMH 8861 T (AYT62619)

Meliniomyces vraolstadiae UAMH 10111 T (8J292199)
Cadophora finlandia CBS 444,86 T (AY249074)
74\ peliniomyces bicolor UAMH 10107 7 (AJ430147)
g3[ Cadophora hiberna GBSS30 T (AF530462)

90 Fhialocepheala dimorphospora CBS 300,62 (AY243075)
I :[gglﬁhfalooeahaia fortinii CBS 443,86 (AY249076)
Fhiglocephala fortinii CBS 443,86 T (AY249076)
Hyalodendriella befulae CBS 261.82 (EUD40232)
IAmorphomeca resinge ATCC 200942 (NR 118450)
Amorphotheca resinas CBS 365.86 (EU040230)
Amorphothecs resinae DAOM 170427 (EU030278)
1001 FPhialophora brunnescens CBS 295.39 7 (AY249079)
! Phiglophora calyciformis CBS 30262 T (AY249077)

100

0,02

Figura 11: Arbol filogenético de mayor verosimilitud en donde se estimé el pasado evolutivo basado
en comparaciones moleculares. Las cepas actuales se encuentran en los nodos externos del arbol
mientras que en los nodos internos se encuentran las secuencias ancestrales. Este arbol se construyo a
partir de alineamientos multiples de secuencias de ADN ITS. Figura Adaptada (Crous y col., 2017)

En el afio 2016 se realizd un proyecto de secuenciacion a C. malorum Mol2 aislada del
Atlantico donde se reveld su potencial biotecnoldgico. Se informé que el 47,08% del genoma
es rico en GC y el 0,76% representa secuencias repetitivas. De los genes encargados de la
biosintesis de metabolitos secundario se encontraron 6 policeticos sintasas tipo I (PKS), 5
péptidos sintasas no ribosomales (NRPS), y dos hibridas (PKS/NRPS) mas dos genes de
terpeno sintasa. Los metabolitos secundarios obtenidos de PKS y NRPS poseen una gran
complejidad y diversidad estructural y suelen estar codificados en agrupamientos de genes.

Posee 230 genes que codifican enzimas activas relacionadas con el metabolismo de
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carbohidratos (CAZymes) en conjunto con 101 glucosido hidrolasas, 74 glicosiltransferasas,
1 polisacarido liasa, 10 carbohidrato esterasa, 29 moddulos de union a carbohidratos y 15
actividades auxiliares. Se destaca una reduccion en los genes que codifican enzimas
encargadas de degradar la pared celular vegetal. Esto ultimo refuerza la idea del alejamiento
filogenético que presenta este género con las micorrizas (Rédou y col., 2016).

En estos ultimos afios se realizaron investigaciones in vitro donde se destacod el
comportamiento antifingico de Cadophora malorum frente a otros hongos y la generacion de
dos metabolitos de los cuales se conoce su estructura (Donalle y col., 2022). Estos son dos
cicloheptapéptidos (Cadophorina A y B) (Figura 12) de los cuales se cree deriva su actividad
antifungica. Ademas, estas moléculas presentan afinidad de union a metales, lo cual

representa una caracteristica con diversas aplicaciones biotecnoldgicas.

D-allo-lle D-allo-lle
H L-Ala H

0]
H F H F
L-Ppro Hiu N_J]\NH Lpo  H NJ‘J\NH

O 0
(\ 8] \< L L-Thr (\N 0 ‘< L L-Thr
Lk 1
i OH e OH
0 NH 0 NH
Q )
HM 7 HN
e L-Tyr
ATA@WT\ NH ATA@
o H:C(O s
D-Val bH
A

Figura 12: Cadophorinas A y B aisladas de Cadophora malorum . Figura adaptada (Donalle y col.,
2022).
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2 HIPOTESIS:

Hongos filamentosos provenientes de regiones con condiciones extremas cuentan con
adaptaciones fisiologicas y genéticas que resultan en vias metabdlicas capaces de producir
moléculas novedosas con actividad antimicrobiana, en particular aquellas cuya estructura
base sea una cadena peptidica, cuya via de sintesis se encuentra codificadas en agrupamientos
de genes que son silentes en condiciones normales de cultivo y cuya expresion puede ser

desencadenada por exposicion a distintos tipos de estrés.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general del proyecto.

Desarrollar y utilizar una plataforma para la busqueda de péptidos antimicrobianos en C.
malorum estimulando la sintesis de moléculas cuyas vias estén total o parcialmente
codificadas en agrupamientos de genes silentes, utilizando estrés (fisico-quimico, fisiologico

y bioldgico).

3.2 Objetivos especificos de este trabajo de tesis.

1- Realizar cultivos de C. malorum aplicando distintas condiciones y estrategias..

2- Realizar cultivos C. malorum y someterlos a dafio mecanico.

3- Construir una coleccion de extractos a partir de los objetivos 1 y 2.

4- Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos seleccionados mediante pruebas
estandar de actividad antimicdtica y antibacteriana.

5- Analizar preliminarmente los extractos utilizando HPLC-MS a fin de identificar presencia

de patrones novedosos.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Microorganismos y medio de cultivo

Se trabajé con un aislamiento de C. malorum obtenido de suelo en Peninsula Potter, Isla 25
de Mayo, Archipi¢lago Shetlands del Sur, Antartida Argentina (Figura 13). El aislamiento
forma parte del cepario del Instituto Antartico Argentino. Para activarlo se realizd un repique
en medio PDA a partir de una muestra conservada en glicerol 40% a -80°C y se cultivo a
15°C. Los repiques se realizaron cada 15 dias para mantener el aislamiento activo.

Se utiliz6 como medio de cultivo caldo papa dextrosa (PDC) (en g/L: 1 L de agua de coccion
de 200 g de papa, glucosa 20 g) y agar papa dextrosa (PDA) agregando agar (20 g/L) al

caldo. El valor de pH se ajusto a 5,6 en todos los medios.

Figura 13: Ubicacion geografica del sitio de aislamiento de C. malorum, en Isla 25 de Mayo,
Archipiélago Shetlands del Sur, Antartida.
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4.2 Obtencion de cultivos

Para todos los cultivos se inoculd con una suspension de conidios de C. malorum
estandarizado a escala McFarland de 0,5. Para obtener los conidios se sembraron placas de
PDA con un pre-inoculo de C. malorum de 7 dias, las placas se incubaron a 15°C por 14 dias.
Finalizada la incubacion, se agrego a cada placa 5 mL de solucion fisiologica estéril, se raspo
el micelio con un ansa para favorecer el desprendimiento de los conidios y se recuper6 la
suspension de conidios en condiciones de esterilidad, la misma se llevéd a 0,5 de McFarland
con el agregado de mas solucion fisiologica.

En todos los casos se inoculd con 100 pl de suspension de conidios cada 50 mL de cultivo y

se incubd durante 28 dias en las condiciones a evaluar.

4.2.1 Condiciones de cultivo
Se evaluo el efecto de la aireacion, agitacion, temperatura de incubacion y dafio mecanico al
micelio. A continuacion se enumeran los once sistemas de cultivo que se desarrollaron para
facilitar el andlisis de los resultados.
En medio PDC (liquido):

1) Sistema liquido estatico a 5°C

2) Sistema liquido estatico a 15°C

3) Sistema liquido estatico a 25°C

4) Sistema liquido agitado a 15°C y 200 rpm

5) Sistema en soporte inerte de espuma de poliuretano a 15°C

6) Sistema liquido estatico a 15°C con dafio mecanico al micelio

7) Sistema liquido agitado a 15°C y 200 rpm con dafio mecanico al micelio
En medio PDA (s6lido)

8) Sistema solido a 5°C
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9) Sistema sélido a 15°C
10) Sistema solido a 25°C

11) Sistema solido a 15°C con dafio mecénico al micelio

Para el soporte solido inerte (sistema estatico) se utilizd espuma de poliuretano la cual se
cortd en cubos de aproximadamente 1 (+0,5) cm de lado. Este material fue tratado con
solucion de hipoclorito de sodio durante 30 minutos, luego se lavo con agua destilada y se
sumergio en etanol al 70%. Transcurrido 30 minutos se volvio a lavar con agua destilada y se
secoO en estufa durante 48 hs. Se genero6 el sistema de cultivo sobre soporte s6lido utilizando
como recipiente un frasco de vidrio con 0,8 gramos de cubos del poliuretano tratado y se
utiliz6 como tapon un filtro de gasa-algodon-gasa que permiti6 el intercambio gaseoso, todo
el sistema se autoclavéd por 15 min a 121°C. En flujo laminar se incorpor6 a cada frasco 50
mL de medio PDC estéril y 100 pl de la suspension indculo. Se contd con un control abidtico
del medio sin suspension de conidios y se peso todos los dias para analizar y compensar la
pérdida de agua por evaporacion.

En los sistemas liquido estatico y solido se trabajo en placas de Petri de 90 mm con 50 mL de
cultivo. Para el sistema solido la siembra se realizd con espatula de Drigalski. En el sistema
liquido agitado se trabajo en Erlenmeyers de 250 mL con 50 mL de cultivo. A mitad del
cultivo, para evaluar el efecto del estrés por dafio mecénico al micelio, que simulard un
posible dafio por predadores, en el caso del medio sélido se realizaron cortes con un bisturi
estéril y en el caso de cultivos liquidos, se generd una disrupcion de la biomasa con la ayuda
de un pildon y un mortero estéril. Luego de realizar el dafio mecanico a los cultivos estos se
incubaron nuevamente en las condiciones especificas de cada sistema hasta finalizar el

tiempo de cultivo (28 dias).
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4.3 Cuantificacion por peso seco.

La biomasa presente en los sistemas liquidos estaticos a 5°C, 15°C y 25°C se separd del
sobrenadante mediante centrifugacion en tubos falcon de 50 mL por 10 min a 4000 rpm. El
sobrenadante se conservo a -20°C para su posterior analisis. La biomasa se lavo 2 veces con
H,0 destilada, se depositd en canastas de aluminio previamente pesadas (Po), las muestras
fueron secadas a 85°C hasta peso constante. El peso seco se expresd6 como gramos de

biomasa producidos por litro de medio de cultivo (g/L).

4.4 Obtencion de extractos organicos.
En una primera etapa se optimizd la extraccion a partir de cultivos solidos, para esto se
evaluaron diferentes estrategias:
1. Extraccion acuosa: se agrego6 el mismo volumen de H,0 destilada (50 g) que sustrato a
extraer, se homogeneizd en procesadora y se incubd en agitacion a 15°C overnight
(0.n). Luego de este periodo se recuper¢ la fase liquida y esta se someti6 al proceso de
extraccion organica.
2. Liofilizacién del cultivo so6lido: el sustrato (50 g) se sometid a un proceso de
liofilizacion. Luego el material liofilizado procedié al proceso de extraccion organica.
3. Extraccion directa: 50 g del sustrato solido se disgregd y se sometio a extraccion con
acetato de etilo directamente.
El material proveniente de los cultivos solidos y liquidos se sometidé a un proceso de
extraccion con acetato de etilo. Para esto a 50 g de cultivo (ya sea liquido o lo obtenido a
partir de las estrategias de extraccion de los cultivos sélidos) se le agregé 30 mL de Acetato
de etilo, esto se agitd vigorosamente por 2 minutos y se dejo o.n., tfranscurrido este periodo se
separ6 y conservo la fase organica a -20°C y la fase acuosa se sometido dos veces mas al

proceso de extraccion. El volumen final de cada extraccion (aproximadamente 90 mL) se

32



secO en vacio en un equipo Rotavap a 40°C y finalmente se resuspendi6 en 2 ml de metanol.
Se utilizo este solvente no solo por su gran capacidad para resuspender metabolitos de diversa

polaridad sino por ser el solvente que se utilizaria para las corridas de HPLC-MS.

4.5 Evaluacion de la actividad antimicrobiana.

Los extractos se evaluaron contra hongos y bacterias de importancia clinica y
epidemiologica. Para esto se utiliz6 el método de difusion en placa de Kirby-Bauer por ser
confiable y estdndar (Nassar y col., 2019) permitidé predecir la eficiencia antifingica y/o

antibacteriana de los mismos.

4.5.1 Evaluacion de la actividad antifungica.

Las hongos y levaduras utilizadas como microorganismos blanco fueron: Candida albicans,
Candida haemulonii, Trichosporon sp., Aspergillus fumigatus (S), A. fumigatus (R), A.
lentulus 'y Rhizopus sp.. Los mismos fueron gentilmente cedidos por IMPaM (Instituto de
Investigaciones en Microbiologia y Parasitologia Médica, UBA-CONICET).

La prueba de sensibilidad a los extractos de C. malorum se llevé a cabo utilizando el método
de difusion por placa de Kirby-Bauer. Los cultivos fingicos se repicaron en medio PDA a
30°C por 48 horas, a partir de estos cultivos se realizaron suspensiones de conidios y/o
biomasa y se estandarizaron a una escala de McFarland de 0,5. Un volumen de 100 pl de la
suspension fungica a evaluar se sembré en placas de medio PDA y se dispersod
uniformemente mediante espatula de Drigalsky. Se colocaron los discos de ensayo de
antibioticos Whatman® con una pinza estéril en el agar inoculado.

Se agreg6 a cada disco 20 pl del extracto de C. malorum a evaluar y como control positivo

cicloheximida (20 pl concentraciéon 10 mg/ml) y como control negativo metanol (20 ul). Las
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placas se incubaron a 30°C durante 48 horas y se midio6 el diametro de los halos de inhibicion

obtenidos. Se trabajo por triplicado para cada extracto a evaluar.

4.5.2 Evaluacion de la actividad antibacteriana.

Las cepas bacterianas utilizadas como microorganismo blanco fueron Escherichia coli ATCC
8739, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Proteus
mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Pseudomonas putida
ATCC 17484 y Bacillus subtilis ATCC 6633. Estas cepas forman parte del cepario del grupo
Microbiologia del IAA y se mantienen conservadas en glicerol a -80°. Los aislamientos
congelados se activaron por repiques en medio agar nutritivo antes de la prueba.

La prueba de sensibilidad a los extractos de C. malorum se llevdo a cabo utilizando
nuevamente el método de difusion por placa de Kirby-Bauer. Los cultivos bacterianos se
ajustaron a una densidad optica equivalente a 0,5 de la escala de McFarland y por tratarse de
suspensiones bacterianas también se midié la DO que estuvo en valores entre 0,10 - 0,15. Se
realizo el mismo procedimiento descripto en 4.5.1, pero en este caso como control positivo se
utiliz6 Ampicilina (20 pl concentracion 0,1 mg/ml), En este caso las placas se incubaron a
37°C durante 24 horas y se midi6 el diametro del halo de inhibicion. Nuevamente, se trabajo

por triplicado con cada extracto a analizar.

4.5.3 Analisis estadistico.

La informacidn se procesé por el Minitab 19 Statistical Software. Los datos se sometieron a
una prueba de analisis de varianza (ANOVA) seguidos de la prueba de comparacion de
medias muestrales de Turkey. Los graficos fueron realizados con el programa GraphPad

Prism.
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4.6 Analisis de los extractos mediante HPLC-MS.
Las corridas de HPLC-MS se realizaron en UMyMFOR (Unidad de Microanalisis y Métodos
Fisicos en Quimica Organica-CONICET-UBA) mediante HPLC-ESI-Q-TOF usando los
equipos RRLC Agilent 1200 HPLC (Agilent Technologies, Wilmington, DE, USA) acoplado
a un espectrometro de masas con fuente ESI Bruker micrOTOF-QII (Bruker Daltonics,
Billerica, MA, USA). Se utilizé la columna Luna C18 Phenomenex, 3 m, 2.0 x 100 mm y en
modo gradiente segun las siguientes condiciones: 10% B (1 min), 10-75% B (1-25 min),
100% B (26-44 min); acido formico 0.1% (A); metanol (B), flujo 0.3 mL/min.
Las muestras analizadas por HPLC fueron 11:

e MI: cultivo liquido estatico 15°C

e M2: cultivo liquido agitado 15°C

e M3: cultivo en soporte inerte a 15°C

e Ma4: cultivo liquido estatico a 15°C sometido a dafio mecanico

e MS: cultivo liquido agitado a 15°C con dafio mecénico

e Mo6: cultivo solido a 15°C con dafio mecéanico

e M?7: cultivo liquido estatico a 5°C

e MS: cultivo liquido estatico a 25°C,

e MO: cultivo solido a 5°C

e M10: cultivo solido a 15°C

e MI11: cultivo sélido a 25°C
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5 RESULTADOS
5.1: Actividad antifiingica de los extractos de C. malorum
A partir de los cultivos de C. malorum en las 11 condiciones evaluadas, se obtuvieron
extractos organicos que se probaron contra microorganismos de relevancia clinica. En la tabla
4 se muestran los resultados obtenidos al enfrentar los extractos organicos de C. malorum
frente a diferentes hongos y levaduras de importancia clinica y epidemioldgica.
Los extractos mostraron actividad antifungica contra C. albicans, C. haemulonii,
Trichosporon sp., A. fumigatus (S), A. fumigatus (R) y A. lentulus. En el caso de C. albicans
se observo la presencia de halos de inhibicion semejantes o mayores a los obtenidos con
cicloheximida.
Se realizé una cuantificacion por peso seco de los cultivos estaticos incubados a 5°C, 15°C y
25°C. De esto se obtuvo:

e (2,2 £0,4) g/l debiomasa en la condicion de liquido estatico incubado a 5°C

e (59 £0,5) g/l debiomasa en la condicion de liquido estatico incubado a 15°C

e (6,3 £0,3) g/l debiomasa en la condicion de liquido estatico incubado a 25°C
Por el andlisis estadistico (ANOVA) no se observaron diferencias significativas en la
formacion de biomasa a 15°C y 25°C.
A partir de los resultados obtenidos por peso seco se realizd la normalizacion de la actividad
antifingica de los extractos organicos de C. malorum proveniente del sistema estatico
incubado a 5°C, 15°C y 25°C (Fig. 14). La mayor actividad se observo en el liquido estatico a

5°C por gramo de biomasa.
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Debido a la imposibilidad de realizar una normalizacién por peso seco en el resto de los
cultivos, los datos se analizaron de manera cualitativamente, solo teniendo en cuenta el
tamafio de los halos y que todos los extractos se obtuvieron a partir de la misma cantidad de
cultivo inicial.

Al analizar el efecto del dafio mecanico se observd que en la mayoria de los casos no
aumentd la actividad antifiingica excepto en el extracto del liquido agitado con dafio
mecanico frente A. fumigatus y C. haemulonii donde si se observo un ligero aumento (Figura
15B-CyF).

Al evaluar el efecto de distintas temperaturas de cultivo sobre la actividad antifiingica de los
extractos del liquido estatico y solido se observo que en la mayoria de los casos esta fue
mayor para los extractos obtenidos del liquido estatico y solido a 15°C excepto en C.
haemulonii y Trichosporon sp (Figura 16 F y E) . En el caso de C. haemulonii no se observo
diferencia significativa en la actividad antifungica en los extractos obtenidos del sistema
solido bajo las diferentes temperaturas de incubacion mientras que contra Trichosporon sp.
no se observaron diferencias significativas en ninguna de las condiciones probadas.

Por ultimo se evaluo el efecto del sistema de cultivo (ya sea sumergido, solido o en soporte
inerte) sobre la actividad antifiingica de los extractos de C. malorum. En la mayoria de los
casos la actividad antifingica presentd mayores valores en el liquido estatico y solido a 15°C.
En el caso de C. haemulonii no se observo una diferencia significativa en la actividad
presente en los extractos de C. malorum obtenidos del sistema liquido incubado a diferentes
temperaturas (Figura 17F). Contra Trichosporon sp. no se observé una diferencia
significativa al evaluar la actividad antifingica del liquido estatico a diferentes temperaturas

de incubacion. (Fig. 17 E).
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5.2: Actividad antibacteriana de los extractos de C. malorum

Los extractos mostraron actividad antibacteriana contra E. coli ATCC 8739, S. aureus ATCC
6538, P. aeruginosa ATCC 9027, P. mirabilis, K. pneumoniae, E. faecalis ATCC 29212, P.
putida ATCC 17484 y B. subtilis ATCC 6633 (Tabla 5).

Se analizo6 la actividad antibacteriana de los extractos por gramo de sustrato y en los casos
evaluados se observd una mayor actividad antibacteriana en el cultivo estatico a 5°C (Fig 18).
Al igual que en el andlisis anterior contra hongos y levaduras, debido a la dificultad de
realizar una normalizacidn por peso seco en el resto de los cultivos, los datos se analizaron de
manera cualitativamente, solo teniendo en cuenta el tamafio de los halos y que todos los
extractos se obtuvieron a partir de la misma cantidad de cultivo inicial.

Al analizar el efecto del dafo mecanico se observo que en la mayoria de los casos esto no
aumentd la actividad antibacteriana excepto en el extracto de liquido agitado con dafio
mecanico frente a B. subtilis ATCC 6633 (Fig. 19 A). Al evaluar el efecto de la variacion de
la temperatura sobre la actividad antibacteriana de los extractos del liquido estatico a nivel
cualitativo se observd que en la mayoria de los casos no habia una diferencia significativa
excepto contra e S. aureus ATCC 6538, en donde se evidencid una mayor actividad
antibacteriana en extracto estatico a 15°C (Fig. 20 H) . En el caso de los extractos del medio
solido la variacion de temperatura impactd sobre la actividad antibacteriana en S. aureus
ATCC 6538 (Fig. 20H), P. aeruginosa ATCC 9027 (Fig. 20G), K. pneumoniae (Fig, 20 D),
B. subtilis ATCC 6633 (Fig.20 A) y P. putida ATCC 17484 (Fig. B). El extracto solido a
15°C posee mayor actividad antibacteriana frente a P. aeruginosa ATCC 9027, el extracto
solido a 25°C frente a K. pneumoniae y B. subtilis ATCC 6633 y el extracto s6lido a 5°C
frente a P. putida ATCC 17484.

Por ultimo se evalué como afectaba el sistema de cultivo (ya sea sumergido, solido o en

soporte inerte) en la actividad antibacteriana de los extractos de C. malorum frente a los
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diferentes microorganismos blancos. En la mayoria de los casos la actividad antibacteriana no
presentd una variacion significativa excepto en S. aureus ATCC 6538 (Fig. 21H), P. putida

ATCC 17484 (Fig. 21B) y P. aeruginosa ATCC 9027 (Fig. 21 G).
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5.4: Analisis cromatografico de los extractos organicos de C. malorum por HPLC

En los gréficos se observa el cromatograma pico base en donde se grafica la intensidad

los picos de iones moleculares con mayor intensidad (BPC), la espectroscopia UV entre 190-
900 nm (trazas) y EIC (cromatogramas de iones extraidos).

Se obtuvieron picos simétricos y se asumié que cada uno de ellos representa un componente
presente en las muestras analizadas. Los mismos fueron detectados en diferentes tiempos de
retencion. Esto ultimo fue producto de las interacciones entre el analito, la fase estacionaria y
las caracteristicas de la fase movil. Los compuestos con mayor afinidad a la fase estacionaron
se observaron a mayor tiempo de retencion. Los mismos eran de muy baja polaridad y/o
apolares.

Los picos iniciales corresponden a compuestos con muy baja afinidad por la fase estacionaria
(polares). Se considero pico base a los picos con mayor intensidad.

Al comparar los cromatogramas de los extractos organicos de C. malorum obtenidos
aplicando diferentes condiciones, se observaron diferencias (Figuras 23 ,24 y 25). En la
muestra de cultivo sélido a diferentes temperaturas de incubacion (M10, M9 y M11) (Figuras
23 y 24) se destacd aproximadamente a 21 minutos un pico base en los cromatogramas de
cultivo solido a 15°C y 25°C ausente en el de 5°C. En el cultivo so6lido a 5°C se destaco el
pico base aproximadamente 33 min. En las muestras de liquido estatico también se presentd
un perfil metabolico diferencial (Figura 23), a 25°C (M8) se observo el pico base a los 16
minutos,en el de 15°C (M1) a los 22 minutos y en el de 5°C (M7) se destacaron dos picos de
alta intensidad luego de los 31 minutos de retencion. En el liquido agitado a 15°C (M2) se
destacd un pico base a los 21 minutos mientras que en el cultivo en soporte inerte a 15°C
(M3) se observaron varios picos con intensidad similar a diferente tiempo de retencion (Fig.
24).Se compararon los cromatogramas de dos muestras de medio solido las cuales una de

ellas fue sometida a dafio mecanico (M6) y la otra no (M10). En la que fue sometida al dafio
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se observd una disminucion en la intensidad de algunos picos. En los dos cronogramas se

pudo observar un pico base a los 21 minutos de corrida. El mismo procedimiento se realizo

en las muestras de medio liquido estatico, en el liquido estatico sometido a dafio (M4) se

detectd en ambos un pico base a los 21 minutos de corrida y se observo algunas variaciones

en la intensidad de los picos.

En la figura 22 se observan los picos presentes en cada uno de los cromatogramas analizados,

considerando relevantes aquello cuya intensidad fuera mayor o igual al 10%, demostrando la

variabilidad en la respuesta metabolica.

Cantidad de picos por muestra analizada

404
35

SEPFEEL e

M

“:\

M

—

scultivoliquido estaticol 5°C
M2:
M3:
M4:
Ms:
M§6-
M7-
M8:
M8:

cultivoliquido agitado 15°C

cultivo en soporte inerte a15°C

cultivoliquido estiticoa 15°Csometido a dafio mecanico
cultivoliquido agitado a 15 °Ccon dafio mecanico

cultivo sdlidoa 15°C con dafio mecanico

cultivo liguido estiticoa 5°C

cultivo liqudo estitico a25°C,

cultive sdlido a3°C

M10: cultivo solido a15°C
M11: cultivo sélido 225°C

Figura 22: Cantidad de picos de cada cronograma analizado.

En la tabla 6 se observa la abundancia relativa de los compuestos identificados en los

diferentes experimentos dicho andlisis fue realizado en el departamento de Quimica Organica

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales Universidad de Buenos Aires en conjunto con el

Instituto Antartico Argentino.
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Compuesto M1 M2 M3 M4 MS M6 M7 M8 M9 M10 Mi11

wortmannin 100 182 139  9s5.1 443 782 0.7 88 0.7 78.2 -

cadophorinaA 100 57.7 979 231.6 2269 689 22 254 1.5 55.7 30.8

cadophorina B 100 64.8 87.5 1975 171.6 1075 12 1.9 0.9 90.8 464

Tabla 6: abundancia relativa de los compuestos identificados en las diferentes condiciones probadas.
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6 DISCUSION

El aislamiento de C. malorum mostr6 perfiles de produccion de metabolitos diferenciales al
ser sometido a los tipos de estrés propuestos.

En este trabajo se constato la actividad antifungica y antibacteriana de extractos obtenidos a
partir de cultivos de C. malorum. Esto se relaciono con otros reportes de bibliografia como se
observa en las tablas 1, 2 y 3 donde se detallan otros hongos aislados de la Antartida que
presentaron actividad antimicrobiana y antiviral. Ejemplos: Penicillium nalgiovense que
secreta Anfotericina B (un metanolito secundario antifungico), Aspergillus
ochraceopetaliformis que presenta actividad antiviral contra el virus de la influenza HINI y
H3N2. Esto obedece a dos factores: 1) la presencia de genes en clusters encargados de la
sintesis de estos metabolitos secundarios y 2) a las condiciones ambientales que inducen la
expresion de estos genes. Una presion selectiva para estos microorganismos serian las
condiciones ambientales adversas que existen en los ambientes donde fueron aislados que
permiten de esta forma expresar metabolitos secundarios de gran interés para la industria
farmacéutica hasta ahora poco explorados. Estos genes codifican enzimas capaces de
producir una gama amplia de metabolitos bioactivos cuya naturaleza quimica corresponderia
a terpenos, alcaloides, policétidos y poliacetilenos con actividad antibacteriana, antifingica,
antitumoral, antiviral y herbicidas (Zucconi y col., 2020). C. malorum cumple con los dos
items citados anteriormente ya que ademas de ser aislado de la Antértida cuenta con los genes
encargados para la biosintesis de metabolitos secundarios que poseen una gran diversidad
estructural y complejidad (Rédou y col., 2016).

De manera cualitativa se observoé mayor actividad antifiingica en el sistema liquido estatico a
15°C ya que la temperatura y la disponibilidad de agua son factores ambientales que influyen
en las funciones fisiologicas de todos los organismos. En estudios previos se observaron

variaciones en el perfil metabolico al variar las condiciones de cultivo, por ejemplo al
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comparar cromatogramas de una fermentacion solida y otra liquida de los extractos crudos de
una cepa de Aspergillus fumigatus LN-4 (Zhang y col., 2013).

Se consider6 la dificultad de realizar una cuantificacion por peso seco en el caso del medio
solido y del liquido en soporte sélido debido a que el micelio queda adherido al sustrato y
podria penetrarlo complicando de esta manera la recuperacion completa y confiable de la
biomasa (Khalil y col.,2021). Por lo anteriormente expresado no se realizé una cuantificacion
de peso seco en estos casos. De todos modos se realizo el estudio cualitativo de estos
sistemas ante la busqueda de variabilidad en la respuesta de C. malorum frente a diferentes
entornos y condiciones. Por ejemplo la disponibilidad de fuentes de nutrientes en el sistema
solido se encuentra en mayor concentracion en la periferia de las colonias y en cambio en los
cultivos sumergidos se encuentran uniformemente distribuidos (Garrigues y col.,2021).

Al realizar la normalizacién por peso seco unicamente en el sistema estatico, se observo
mayor actividad antifingica a 5°C por gramo de biomasa. Los metabolitos secundarios a
diferencia de los metabolitos primarios no son necesarios para el crecimiento del
microorganismo que los produce (Yogabaanu y col., 2017) y se caracterizan por una cinética
en particular, es decir, aumentan al desacelerar la produccion de biomasa (Vrabl y col.,2019).
A los 5°C se observo actividad antifungica pese a la escasa formacion de biomasa
demostrando que estos metabolitos se sintetizan independientes de la fase de crecimiento.
Esta condicion puede constituir una opciéon adecuada para la produccion a escala de estos
metabolitos.

Los extractos organicos de C. malorum presentaron actividad antibacteriana de diferente
magnitud frente a las cepas evaluadas. La mayor actividad antibacteriana expresada por
gramo de sustrato se presento en el liquido estatico a 5°C. Se realiz6 un analisis cualitativo de
la actividad antibacteriana bajo distintas condiciones. En B. subtilis ATCC 6633 se observo

una diferencia significativa de la actividad antibacteriana del extracto agitado a 15°C con
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dafio mecanico al micelio vs sin dafio. Dicha actividad aumento al someter el extracto a dafio
mecanico.

Al variar las condiciones de cultivo se observo diferencia significativa en S. aureus ATCC
6538, P. putida ATCC 17484 y P. aeruginosa ATCC 9027. En S. aureus ATCC 6538 se
destaco la actividad antibacteriana del extracto estatico a 15°C, en P. putida ATCC 17484 el
agitado a 15°C y en P. aeruginosa ATCC 9027 el s6lido a 15°C

La prueba de sensibilidad de los extractos de C. malorum frente a diferentes bacterias de
importancia clinica resultd efectiva. La actividad antibacteriana mostrada por los extractos
fue menor que la observada en el control positivo excepto frente a K. pneumoniae, donde si
se observo inhibicion significativa del crecimiento. El taxon con mayor frecuencia de cepas
resistentes a las cefalosporinas de 3° generacion son las K. pneumoniae. El tratamiento para
ese tipo de cepas son los carbapenémicos. Se caracterizan por ser antibacterianos caros y
también pueden acelerar aun mas el desarrollo de resistencias. Esta bacteria causa infecciones
en heridas hospitalarias, gastrointestinales y causa brotes de infecciones nosocomiales. La
resistencia a medicamentos es hasta el 70% y la tasa de mortalidad del 40%-70%. Representa
un problema de gravedad mundial por ello este hallazgo es sumamente interesante a nivel
tanto clinico como epidemiologico (Organizacion Mundial de la Salud, 2014; Patilaya y col.,
2019)

En estos ultimos afos se han realizaron investigaciones in vitro donde se destacod el
comportamiento antifungico de C. malorum frente a otros hongos y la generacion de dos
metabolitos novedosos de los cuales se conoce su estructura (Donalle y col., 2022). Su
actividad antifungica se cree que depende de estos dos cicloheptapéptidos (cadophorina A y
B). Con los cromatogramas se realizo un analisis cualitativo y se identifico la presencia de 3
metabolitos secundarios (cadophorina A, B y wortmanina). Los mismos se identificaron por

el tiempo de retencion de los picos.

69



Los picos a 25 y 26 minutos correspondieron a los cicloheptapetidos. Se observo en la
mayoria de los cultivos incubados a 15°C un pico base o de alta intensidad, aproximadamente
a los 21 minutos de retencion y que se corresponde con wortmanina, un antifingico presente
en otro tipo de hongos filamentosos (Brian y col., 1957).

La wortmanina se identific6 como un metabolito fungico permeable a las células e inhibe de
manera selectiva e irreversible (IC 50 = 4,2 nM) a la fosfatidilinositol 3-quinasa. A raiz de
esto se esta tratando de utilizar contra el cancer y es ademas un compuesto antifingico que
puede actuar por ejemplo contra C. albicans entre otros (Singh y col.,2015).

En la tabla 6 se observo la abundancia relativa y en el caso de wortmanina la condicion que
presentd mayor abundancia relativa fue en el liquido estatico a 15°C. Mientras que
cadophorina A  presentd mayor abundancia en M4, cadophorina B en M6. Los dos
ciclopeptidos presentaron una buena performance en M5 y M1. Dependiendo del metabolito
de interés se podria trabajar en una u otra condicion para obtener un mejor rendimiento.
Cuando se realizo el analisis cromatografico de los diferentes sistemas de cultivos se observo
una mayor diversidad de picos a 25°C tanto en el cultivo liquido estatico como en el sélido al
compararlo al cromatograma de 15°C. Cabe destacar que la temperatura de incubacion de
25°C se considerd un estrés para C. malorum si bien la biomasa no presentd diferencia
significativa frente al sistema estatico a 15°C

La mayor diversidad de picos en el cromatograma se observo en las condiciones ambientales
en las cuales no se present6d una marcada actividad antifungica pero si se produjo estrés a C.
malorum. Al analizar los cromatogramas obtenidos de las muestras sometidas a dafio
mecanico se observd cambios en los perfiles de HPLC-MS y se demostro alteraciones en la
respuesta fisiologica ante el estrés mecanico. Este cambio se produjo al activarse una defensa
quimica ante heridas o cortes en el micelio que producen sintesis de novo y/o aumentan la

expresion de metabolitos con actividad antibacteriana, antifingica y toxinas (Hernandez y
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col., 2019). Pese a lo observado anteriormente en la mayoria de los casos este estrés no
aumento la actividad antifungica.
A partir de los resultados obtenidos en este trabajo surge la necesidad de profundizar varias

lineas de investigacion que se desprenden de los resultados obtenidos.
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7 CONCLUSIONES

# En el caso de los cultivos agarizados se optimiz6 la extraccion evaluando diferentes
estrategias (extraccion acuosa, liofilizacion y extraccion directa) y se llego a la conclusion
que el método mas eficiente fue por extraccion directa.

# Los extractos organicos presentaron actividad antifingica marcada contra C. albicans, A.
fumigatus y A. lentulus. La condicion ambiental en la cual se presentd mayor actividad
fue en el liquido estatico a 5°C por gramo de biomasa y el liquido estatico a 15°C mayor
actividad antifingica de manera cualitativa.

# No se observo actividad antifiingica de los extractos de C. malorum frente a Rhizopus sp.

# Se observo actividad antimicrobiana contra todas las cepas bacterianas evaluadas. La
mayor actividad antibacteriana se present6 en el liquido estatico a 5°C por gramo de
biomasa. Se realizd un analisis cualitativo de la actividad antibacteriana donde no se
observo una variacion significativa excepto en S.aureus ATCC 6538, P. putida ATCC
17484 y P. aeruginosa ATCC 9027. En S. aureus ATCC 6538 se destaco la actividad
antibacteriana del extracto estatico a 15°C , en P. putida ATCC 17484 el agitado a 15°C y
en P. aeruginosa ATCC 9027 el solido a 15°C.

#  Se observo actividad antibacteriana frente a K. pneumoniae resistente a ampicilina.

#  Se confirmé por HPLC que al variar las condiciones ambientales se produce un impacto
en los procesos metabdlicos de C. malorum y esto generd una respuesta fisiologica
diferente, reflejado por diferente variedad e intensidad de picos en los cromatogramas.

% El aumento de la resistencia antimicrobiana y la urgente necesidad de encontrar nuevas
estrategias para enfrentarlo hacen que estos resultados cobren relevancia y asi abran
caminos a nuevas lineas de investigacion que sirvan para combatir esta grave
problematica.

% Estos resultados revelaron la importancia de explorar el metabolismo fungico.
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8 PERSPECTIVAS A FUTURO

% La linea de investigacion continuara utilizando a Cadophora malorum como organismo de
estudio

#  Se lo sometera a un estrés bioldégico mediante co-cultivo

% Se realizaran cultivos con modificadores epigéneticos

% El procedimiento presentado se aplicara para continuar explorando la diversidad
metabolica de otros hongos antarticos.

# La wortmanina que se encontrd presente en los extracto de C.malorum deberia en futuras
lineas de investigacion ser purificado seleccionado las fracciones cuyo tiempo de elucion
corresponde a la presencia de este metabolito fingico y determinar la estructura por
espectrometria de masa para obtener el grafico de abundancia relativa porcentual vs m/z (
masa/carga), representado cada barra un ion con su relacion m/z especifica. Esta técnica
analitica permitiria determinar la estructura quimica de este molécula organica
observando su patrén de fragmentacion y esto se podria complementar con una
resonancia magnética nuclear ademas de espectroscopia IR ( determina la presencia de
grupos funcionales) y considerando que es un compuesto relacionado al estrogeno. Al
obtener la estructura de este compuesto se podria comparar con el depositada en la base
de datos de compuestos PubChem bajo CID: 312145 y pudiendo demostrar si hay o no

diferencias estructurales sutiles en este metabolito ya encontrado en otros hongos.
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