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RESUMEN

En el presente trabajo se obtuvieron extractos de 37 especies de macroalgas marinas recolectadas en dos localidades de la
costa de Veracruz, preparados con cuatro mezclas de disolventes: cloroformo-metanol-agua, cloroformo-alcohol etilico-
agua. éter-metanol-agua y éter-alcohol etilico-agua, estos extractos fueron probados mediante la téenica de dilucion, contra
seis cepas de hongos patdgenos a plantas y al hombre: Aspergillus niger, Rhyzopus nigricans, Candida albicans, Rhyzopus
oryzae, Alternaria alternata y Beauveria bassiana, 1.os resultados mostraron que todas las especies algales, excepto dos,
inhibieron alguna cepa con alguno de sus extractos (96 %). Solamente se observo ausencia de actividad antifingica en dos
especies recolectadas en la estacion de secas, estas algas volvieron a presentar actividad al final de la época de lluvias. Este
es el primer estudio en este campo de la Ficologia Aplicada en México y debido a los resultados obtenidos podemos concluir
que las macroalgas marinas son una fuente potencial para proveernos con moléculas novedosas, capaces de inhibir el
crecimiento de hongos patogenos.
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ABSTRACT

Extracts of 37 marine seaweeds species collected off shore of two localities of Veracruz, were tested in order to detect
antifungic activity. Extracts were obtained using four solvent mixtures: chloroform-methanol-water, chloroform-ethanol-
water, ether-methanol-water and ether- ethanol-water and tested using dilution technique against six pure strains of pathogen
to man and phyto-pathogen fingi: Aspergillus niger, Rlvzopus nigricans, Candida albicans, Rhvzopus orvzae, Alternaria
alternata y Beauveria bassiana. The results showed positive antifungic activity in all algal species in at least one of its
extracts (96%), only two algae collected during dry season did not shown activity, however this two species showed activity
at the end of the rainy season. This is the first study on this subject in Mexican Applied Phycology and with this results we
can be concluded that marine seaweeds are a potential source of new molecules capable of inhibits pathogen fungal growth.

Key words: Bicactivity, macroalgae, Antifungic activity, pathogen fungi, Pharmacognosy.

zonaroides, el cicloendesmol aislado de Chondria
oppositoclada con actividad en contra de Candida
albicans (Fenical et al., 1973, Fenical, 1974 y Mori y
Komatsu, 1986). Metabolitos como la naftoquinona
extraida de la feofita Landsburgia quercifolia con

INTRODUCCION

Las macroalgas marinas ofrecen un gran potencial para
la extraccion de sustancias con diversos tipos de
actividad biologica. La actividad antimicotica de estos

organismos ha sido estudiada por varios investigadores no
solo quedando en el conocimiento general de cuales son las
especies activas, también se han hecho estudios mas finos
para conocer cuales son los metabolitos causantes de esta
actividad para su posible extraccion, separacion y aislamiento.

Entre los metabolitos algales de los que se conoce
actividad antifungica se encuentran las hidroquininas
zonarol e isozonarol aisladas de Dictyopteris

actividad en contra de C. albicans y Trichophyton
mentagrophytes (Perry et al., 1991) y un compuesto
fenolico extraido de Sporochnus pedunculatus
también con actividad en contra de la misma levadura
(Gunasekera ef al., 1995).

Uno de los primeros trabajos en este campo fue el de
Mautner ef al. (1953) los cuales observaron actividad
en los extractos etéreos de Rhodomela larix en contra
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de Candida albicans, Trichophyton mentagrophytes
vy T rubrum. Welch (1962) detectd actividad en
extractos acuosos de varias algas marinas entre las
cuales se encontraban Laurencia obtusa. Halimeda
opuntia, Udotea flabellum, Dictyota bartayresii,
D. divaricata, D. indica y Padina gymnospora, en
contra de Aspergillus niger, Mucor racemosus,
Rhizopus oryzae, Candida albicans, Cryptococcus
neoformans v Penicillium sp. La inhibicion del
crecimiento de C. albicans con extractos etandlicos
de Wrangelia argus y W. bicuspidata con extractos
ctéreos y cloroformicos de L. obiusa y con extractos
acetonicos de Falkenbergia hillebrandii y L. obtusa
fue observada por Olesen er af en 1964. Martinez-Nadal
et al (1966) encontraron actividad antimicotica de
Cymopolia barbata en contra de C. albicans,
Penicillum chysogenum, Aspergillus niger,
Torulopsis utilis 'y Sacharomyces cerevisiae.

Entre los investigadores que han trabajado en la
deteccion de actividad antimicotica de las algas
encontramos a: Khaleafa er /. (1975). Sachithananthan
y Sivapalan, (1975); Codomier er al. (1977);
Caccamese v Azzolina (1979); Moreau ef al. (1984):
Pesando y Caram (1984); Padmakumar v Ayvyakkannu
(1986 v 1997); Moreau et al. (1988); Perry ef al. (1991);
Ballesteros et al. (1992); Gunasekera ef al. (1995); Vora
et al. (1995); Barreto ef af. (1997) v Melo et al. (1997).

Entre los trabajos mas recientes acerca de este tema
encontramos el de Robles y Ballantine (1999) los cuales
probaron extractos de los diferentes talos de Spyridia
Sfilamentosa obtenidos con una mezcla cloroformo-
metanol (2:1) en contra de C. albicans, observando
una actividad diferencial de los extractos y el de Zamora
y Ballantine (2000) los cuales trabajaron con extractos
de §. Filamentosa obtenidos con una mezcla de
cloroformo-metanol (2: 1) encontrando también actividad
en contra de C. alhicans.

La carencia de estudios en este campo del
conocimiento en nuestro pais, asi como la potencialidad
que ofrecen nuestra flora algal como productora de
metabolitos con propiedades antifingicas justifica la
realizacion del presente estudio.

MATERIAL Y METODOS

[Las algas fueron recolectadas en la costa del estado
de Veracruz en dos localidades, La Mancha en el
Municipio de Actopan y Costa de Oro en el municipio

de Boca del Rio (Figura 1) durante los afios 2002 y
2003 en las temporadas de secas y de lluvias con el
objeto de tener representantes de las épocas climaticas.

El muestreo se hizo de forma manual en la zona
intermareal procurando obtener talos completos.
lavandolos para evitar al maximo los residuos
contaminantes, se separaron, se colocaron en bolsas
de plastico, se congelaron y se trasladaron al
laboratorio.

Una vez en el laboratorio se descongelaron las
muestras, se lavaron en agua corriente y se limpiaron
bajo el microscopio para retirar de su superficie todos
los epibiontes y residuos de todo tipo., conservando
una parte en formol glicerinado para su identificacion,
la cual se realizo de acuerdo con Littler v Littler (2000),
Taylor (1960) y Wynne (1986).

La obtencion de los extractos se realizé con muestras
humedas siguiendo las indicaciones de Bernard y
Pesando (1989) y se utilizaron para la extraccion cuatro
mezclas de solventes: cloroformo-metanol-agua (C-M),
cloroformo-alcohol etilico-agua (C-OH), éter-metanol-
agua (E-M) y éter-alcohol etilico-agua (E-OH), en los
casos en que la biomasa fue escasa, solo se obtuvieron
extractos con las mezclas cloroformo-metanol-agua y
¢ter-metanol-agua.

Los extractos se obtuvieron macerando 15 g de muestra
con 2:2:1.8 v/v/v de la mezcla de solventes a utilizar,
después se decanto la muestra y se centrifugd a 3500
rpm durante 20 minutos. En los extractos que se usé
cloroformo, se obtuvieron dos fases una acuosa y una
oleosa y en las que se utilizo éter se obtuvo solamente
la fase oleosa. Las muestras se secaron por
rotoevaporacion y posteriormente se reconstituvo la
fase organica con 1 mL de acetona y la fase acuosa
con | mL de agua destilada.

Se probo la actividad antimicotica de los extractos en
contra de seis cepas puras de hongos: Rhizopus oryzae
Went et Prensen Geerligs, Rhizopus nigricans
Ehrenberg (Clase Zygomycetes), Aspergillus Niger
Tiegh., Alternaria alternata (Fries) Keissler y
Beuaveria hassiana (Balsamo) Vuillemin (Clase
Deuteromycetes) v Candida albicans (C. P. Robin)
Berjhout (Clase Blastomycetes), por medio de la
téenica de dilucion propuesta por Atlas et al. (1988) v
Kim et al. (2000a), elaborando una suspension de
esporas utilizando una solucion de 1 mL de Tween 80
en 10 mL de agua destilada. LLos microcultivos para
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las pruebas se prepararon con 75 mL de caldo maltosa
Sabouraud con 25 ml. de suspension de esporas y 35
ml. del extracto algal. Las pruebas experimentales se
hicieron por triplicado con dos testigos uno con 35 mL
de acetona y otro con 35 mL de agua estéril en lugar
del extracto algal. El microcultivo se mantuvo durante
48 horas a 27 °C sembrandose 15 mL de éste en placas
con medio solido de dextrosa Sabouraud manteniéndose
en incubacion durante cinco dias observandose la
inhibicion total (+) o parcial considerando el crecimiento
de las cepas v registrandose el nimero de UFC (Unidades
formadoras de colonias) o bien la nula inhibicion (—).

RESULTADOS

En las tablas 2, 3 y 4 se presentan los resultados de la
actividad antimicotica de los extractos algales. Cuando
un extracto inhibio totalmente el crecimiento de una
cepa fungica se denotd con (+), si la inhibicion fue
parcial se anotaron el numero de UFC (Unidades
Formadoras de Colonias). Las 37 especies estudiadas
fueron 18 de la Division Rhodophyta, trece especies
de la Division Phacophyta y seis especies de la Division
Chlorophyta (Tabla 1). La Tabla 3 muestra los resultados
obtenidos para las especies recolectadas en mayo de
2002 (secas). de las once especies probadas, siete
{64%) mostraron inhibicion del crecimiento de al menos
una de las cepas en alguno de sus extractos, ninguna
de estas especies fue activa contra las 6 cepas
probadas. En la tabla 3 se observan los resultados
obtenidos en los extractos de algas recolectadas en

agosto de 2002 (lluvias), en este caso se destaca que
todas las especies recolectadas fueron activas en al
menos uno de sus extractos (100%), contra las tres
cepas que siempre fueron sensible a los extractos:
Aspergillus niger, Rhvzopus nigricans y Candida
alhicans, inhibiendo completamente la formacion de
micelios en el caso de las dos primeras especies de
hongos v en el caso de la levadura, en algunos<€asos la
inhibicion fue parcial, se obtuvieron algunas UFC
(Unidades Formadoras de Colonias), aplicandose esto
a algunas especies de la Division Rhodophyta como
Digenea simplex vy Gracilaria
recolectadas en La Mancha. la segunda especie
recolectada en la localidad de Costa de Oro si mostro
actividad. Todas las especies de la Division Chlorophyta
recolectadas en las dos localidades mostraron inhibicion
parcial en alguno de sus extractos, en contra de la
levadura Candida albicans. En la tabla 4 se muestran
los resultados de inhibicion provocados por los extractos
de algas recolectadas en marzo-abril de 2003 (fin de la
¢poca de nortes), en los que se observo un patron similar
al obtenido durante el muestreo de agosto, obteniéndose
inhibicion por parte de 22 de las 23 especies probadas
(96%). En estas pruebas se presentd inhibicion total
con la mayoria de los extractos contra Aspergillus
niger, en segundo lugar se inhibio el crecimiento de
Rhyzopus nigricans y al final se inhibe parcialmente

cervicornis

a Candida albicans. Ninguno de los extractos
probados inhibi¢ el crecimiento de Rhyzopus oryzae,
Alternaria alternata y Beauveria bassiana.
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Figura 1. Localidades de recolecta del material algas. |. La Mancha, 2. Costa de Oro, Veracruz, México.
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Division Chlorophyta

Caulerpa racemosa var. Lamourouxii (Turner) Weber-van Bosse

Cladophora prolifera (Roth) Kiitzing

Codium simplex Ined.

Cymopolia barbata (Linnaeus) Lamoroux

Halimeda scabra M. Howe

Ulva fasciata Delile

Division Phaeophyta

Colpomenia sinuosa (Mertens ex Roth) Derbés et Solier

Dictyopteris delicatula Lamouroux

Dictvota cervicornis Kiitzing

Dictvota Ciliolata Sonder ex Kiitzing

Padina boergesenii Allender et Kraft

Padina pavonica (Linnaeus) Thivy in W. R: Taylor

Sargassum fluitans (Bgrgesen) Borgesen

Sargassum natans (Linnacus) Gaillon

Sargassum platycarpum Montagne

Sargassum polyeeratium Montagne

Sargassum vulgare C. Agardh

Spatoglossum schroederi (C. Agardh) Kiitzing

Stvpopodium zonale (Lamouroux) Papenfuss

Division Rhodophyta

Acantophora spicifera (Val) Bgrgesen

Bryothamniom triguetum (S.G. Gmelin) M. Howe

Centroceras clavulatum (C. Agardh in Kunth) Montagne in Durieu de Maisonncuve

Chondracantus acicularis (Roth) Fredericq

Chondrophycus papillosus (C. Agardh) Garbay & Harper

Dasya collinsiana M. Howe

Digenea simplex (Wulfen) C. Agardh

Galaxaura obtusata (Ellis et Solander) Lamouroux

Ganonema farinosum (Lamorous) Fan et Wang

Gracilaria caudata ). Agardh

G. cervicornis (Turner) J. Agardh

G. domingensis (Kiitzing) Sonder ex Dickie

Gracilariopsis lemaneiformis (Bory de Saint-Vincent) E. Y. Dawson, Acleto et Foldvik

Haliptilon subulatum (Ellis et Solander) Johansen

Hyvdropuntia cornea (J. Agardh) Wynne

Hypnea musciformis (Wulfen en Jacquin) Lamouroux

Hypnea spinella (C: Agardh) Kiitzing

Liagora dendroidea (P. Crouan et H. Crouan in Mazé et Scramm) 1. A. Abbott.

Tabla 1. Especies algales recolectadas en Veracuz, México v probadas en este estudio
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Aspergillus niger

Rizophus nigricans

Candida albicans

Rhodophyta
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: I
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Rhodophyta

>
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Hydropuntia cornea”

Hypnea musciformis ™

Phaeophyta

b
Sargassum fluitans
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Stypopodium zonale ™

Chlorophyta

>
Cymopolia barbata”

2
Ulva fasciata

Tabla 2. Actividad antimicética de extractos algales de especies colectadas en mayo de 2002

Aspergillus niger Rizophus nigricans Candida albicans
Rhodophyta C-M|C-OH| E-M| E-OH| C-M | C-OH | E-M | EEOH | C-M | C-OH | EM| E-OH
Chondrophycus papillosus : + | SD [+ | SD |+ [ SD SD | + | SD | + | SD
Digenea simplex ; - —_ + | — | — ks — [0 - + -
Galaxaura obtusata’' + | SD [ — | SD | + SD SD | + SD | + | SD
Gracilaria cervicornis' ks — | — | — | = - - - - 4 +
Liagora dendroidea I + | SD |SD| SD [ + | SD |[SD| SD | + | SD [SD| SD
Phaeophyta
Dictvota cervicornis' + SD| + | SD | + SD | + [ SD | + SD | — | SD
Padina boergesenii ! — | — | —| + — | — F + + — | +
Sargassum platycarpum ; — + + | — | + — | — | + + + + +
Chlorophyta
Caulerpa racemosa var. lamorouxii "1 + | sp SD | + SD |+ | SD| 6 | SD |— | SD
Codium simplex : + | SD [ [uoSp | o 8D+ [ SB & | SD | | SD
Cymopolia barbata l — | — =] + |—=] #+ + | + + | 5| +
Halimeda scabra ' SD | — | 8§D | + SD | + | SD | + SD | + | SD
Ulva fasciata' s [ | SD = | St | S| | BEleE P
Rhodophyta
Acantophora spicifera - + | SD S| + | 8D |+ | SO | + | SD | + | SD
Gracilaria caudata’ — — - —_— + + + +
Graciluria cervicornis ; *+ — | — | — + — | — | — | — — | — -
Graciluriopsis lemaneiformis : — | — | + + | — it + + | —| — |—=] =
Chlorophyta
Cladophora prolifera 4§ SD |+ | SD SD |1+ [SD| + | SD | 4] 8§D
Ulva fasciata” sb |+ |SD|+|Sp|+|SD|—]|sD]|s|sp

Tabla 3. Actividad antimicética de extractos algales de especies colectadas en agosto de 2002
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Aspergillus niger Rizophus nigricans Candida albicans
Rhodophyta C-M|C-OH| E-M| E-OH|C-M| C-OH | E-M | E-OH | C-M | C-OH | E-M | E-OH
Acantophora spicifera : + + + - + + 3 10 2 — | —
Bryothamnion triguetrum : — + it — | — | — Ja— 3 — 8 —
Centroceras clavulatum' + + + 4 — | — | — 1 — s ==l —.
Chondrophycus papillosus : — | — | —=| #+ — = = e S [ (B |
Dasya collinsiana : e e I [ | = | O £ g 3 L
Digenea simplex l — | — + + — | — 2 7 — [ (s
Ganonema farinosum I — | SD SD | 10| SD [ + | SD | + SD | — | SD
Gracilaria caudata’ + + + — % 1 + = s
Gracilaria cervicornis' O e e e e e o [ e e e
Haliptilon subulatum : e e = e = = = + 1 I 4
Hypnea musciformis I + 4 ¥ — | — 3 10 10
Hypnea spinella l SD SD 1 S | + | SD s | 6 | Sb
Phaeophyta
Colpomenia sinuosa : — | SD [ + | SD 2 SD |— | SD [ 20| SD | — | SD
Dictyopteris delicatulla I — - -] — | =] — | =] — 8 — 3 Gl
Dictyota ciliolata : + - + + B | oy | Sy Py ey | |
Padina pavonica E — ok - - = 3 SN T == =
Sargassum polyceratium ; — | — =] + | —| — | — D i — e
Spatoglossum schroederi : — + + S | e R = P
Chlorophyta
Codium simplex : - + + + — | — | — o i 10 2 +
Cymopolia barbata : e e e e S e e R 10 £
Ulva fasciata ! — + 8| RS R R PR B | e R F i
Rhodophyta
Acantophora spicifera’ w150 % | splao| 8o |e ] 5o | — | sp| =30
Chondracanthus acicularis’ + = + + + + + + — | — | =1 =
Gracilaria caudata ¢ + — = SISETES) RN (S e e o
Hypnea musciformis ) + = + + e e e e e
Phaeophyta
Dictyota ciliolata 3 — = - | | = e | [ oy e e T |
Padina pavonica 2 £ | — = = |—| = [=] — | = "=
Sargassum natans 3 + — | — | — = e | =T S—
Chlorophyta
Ulva fasciata : - SD | + + | - K ¥ o A

Tabla 4. Actividad antimic6tica de extractos algales de especies colectadas en mazo-abril de 2003

DISCUSION

Es importante destacar que los trabajos que se han
realizado previamente al presente han utilizado la
técnica de difusion en agar, con esta misma se han
encontrado resultados alentadores. No obstante no se
reporta en la literatura resultados positivos en gran

proporcion como en este articulo Welch (1962), Olesen
et al. (1964), Moreau et al. (1988) y Padmakumar v
Ayyakkannu (1997), considerando que en los dos
tltimos se probaron totales similares de algas a los de
este estudio. Estos resultados pueden deberse al tipo
de técnica usada para caracterizar la inhibicion del
crecimiento de las cepas de hongos provocada por los
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extractos; el método consistente en exponer las esporas
del patogeno o la levadura directamente al extracto
crudo permitiendo la exposicion uniforme a los agentes
inhibitorios presentes en las algas, lo que se traduce en
resultados mas amplios y precisos (Kim et al.. 2000a 'y
2000b; Koh er al., 2002). Otra fuente de eficiencia en
la obtencion de los presentes resultados se debe al tipo
de extraccion realizada con mezclas de solventes que
permitio la obtencion de una mayor concentracion de
compuestos de caracter lipidico. estos compuestos han
mostrado tener propiedades antiftiingicas (Martinez-
Nadal et al. 1964 Martinez-Nadal e al. 1966;
Sreenivasa-Rao y Shelat, 1982; Ballantine et af., 1987).

Se ha reportado previamente la ausencia/presencia de
metabolitos biolégicamente activos debido a la
estacionalidad (Khaleala ef al.. 1975; Hornsey y Hide.
1976, 1985: Padmakumar v Ayyakkannu, 1997), en este
trabajo se observo la ausencia de actividad antifiingica
en Ulva fasciata v Cymopolia barbata (Chlorophyta)
recolectadas en la temporada de secas en mayo de
2002. No obstante, estas especies mostraron fuerte
actividad inhibitoria del erecimiento cuatro meses
después, al final de la época de lluvias en agosto del
mismo afio, disminuyendo la potencia hacia el final de
la época de nortes e inicio de la época de secas (mazo-
abril de 2003). En contraste con nuestros resultados ,
algunos investigadores han reportado que la potencia
antifingica aumenta en verano que en invierno y otoio
(Khaleafa e al.. 1975; Hornsey y Hide, 1976, 1985).
no son claras las razones por las que se presenta
este fenomeno, en algunos casos se ha considerado
que el estado reproductivo del alga es un factor que
promueve la sintesis de este tipo de sustancias
protectoras (Moreau ef al., 1988), sin embargo es
seguro que esta sintesis de metabolitos se promueva
por causas multifactoriales como las de caracter
ecologico, de la edad, del crecimiento, entre otros.
Los resultados mostraron un potencia importante de
todas las especies, sin embargo también fue posible
observar que algunos disolventes fueron mas
efectivos para extraer los metabolitos antifingicos
que otros, particularmente las mezclas Cloroformo-
metanol-agua y éter-metanol-agua fueron las mas
efectivas extravendo los principios activos.

Trabajos previos han reportado la ausencia de actividad
de algunas especies algales contra Candida albicans,
Padmakumar y Ayyakkannu (1997) informaron la
ausencia de inhibicion del crecimiento de la levadura
por los extractos de Ulva fasciata, Colpomenia

farinosum,

sinuosa, Dictyopteris delicatula, Acantophora
spicifera, Chondrophycus papillosus. también Welch.,
(1962) reportd esta ausencia de actividad en la dltima
alga mencionada. Pesando y Caram (1984) no
encontraron actividad positiva en el extracto de Hypnea
musciformis y Ballesteros et al. (1992) informaron lo
mismo para el extracto de Padina pavonica. Nuestros
resultados contrastan con todos loa autores anteriores.
en todas estas especies si se detectoé actividad
antifiungica contra la levadura Candida albicans.
Consecuentemente podemos sugerir que son tres las
causas que pueden intervenir en la obtencion de
mejores resultados por nuestra parte primero, se
logran mayore concentracion de principios activos
durante la extraccion con las mezclas de solventes
utilizadas, segundo. la técnica de dilucion que se uso
para identificar la actividad antifungica es mejor que
la de difusion y tercero, podemos sugerir que estos
resultados pueden deberse a factores ecologicos
relacionados con las localidades de recolecta del
material algal como ha sido sugerido por Khaleafa
et al. (1975), Hornsey y Hide (1976 y 1985) v
Padmakumar y Ayyakkannu (1997). Sin embargo.
haria falta comprobar esta hipdtesis realizando
estudios con las algas reportadas en los trabajos
mencionados usando la misma técnica que se uso
en este y planteando un muestreo mas intenso
considerando las estaciones del ano y otros
parametros fisicos y quimicos relevantes.

En este estudio se reporta por vez primera la actividad
antifingica de: Bryothamnion triguetrum,
Chondracanthus acicularis, Digenea simplex,
Dasya collisiana, Galaxaura obtusata, Ganonema
Liagora
dendroidea, Halyptilon subulatum, Hydropuntia
cornea e Hypnea spinella (Rhodophyta): Codium
simplex. Cladophora prolifera. Ulva fasciata
(Chlorophyta); Colpomenia sinuosa. Dictyopteris
delicatula, Dictyota cervicornis, Dictyota ciliolata,
Padina boergesenii, Padina pavonica, Sargassum
vulgare, Sargassum polyceratium y Spatoglossum
schroederii (Phaeophyta).

Gracilaria caudata,

La conclusion mas importante de este estudio es el
gran potencial que presentan nuestras costas para
proveernos de sustancias novedosas capaces de servir
como alternativa en el combate de hongos daninos al
hombre, tanto directamente a la salud de los humanos.
como indirectamente en los hongos contaminantes de
alimentos frescos y enlatados.
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