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RESUMEN

El sector pesca y acuicultura en nuestro pais genera una importante actividad productiva,
con un PIB cercano al 3,5 %. La existencia de enfermedades bacterianas es considerada
el componente mas perjudicial de la produccion acuicola. En Chile la oxitetraciclina
(OTC) es uno de los antibiéticos mayormente utilizados por la industria de la
salmonicultura (i.e., 157 toneladas en el 2013). Los hongos terrestres han demostrado
capacidad ecoldgica y bioquimica para degradar residuos de productos quimicos, ya sea
por modificacion quimica o influyendo en su biodisponibilidad, a través de un sistema
enzimatico extracelular e intracelular no especifico. Dada esta especial capacidad de los
hongos terrestres, el objetivo de este trabajo fue aislar, identificar y determinar la
capacidad de cepas nativas de hongos para biotransformar antibioticos como la
oxitetraciclina, desde muestras de sedimentos recolectadas en zonas de fiordos. El
muestreo de sedimentos (28 muestras) se realizd6 mediante un box corer, en Julio 2014,
en los centros de cultivo de salmones: Victoria 1 y Victoria 2, Provincia de Aysén, con
el apoyo y coordinacion de la empresa Blumar Salmones S.A., a través del proyecto
PAI-CONICYT 7813110001. Las muestras fueron guardadas en frio, hasta su traslado al
laboratorio de Productos Naturales en la Universidad de Concepcidn. En este estudio se
aislé un total de 38 cepas, 22 de ellas fueron identificadas mediante microscopia
electronica de barrido y analisis de PCR en base al DNA. Se probd que 12 de ellas
presentaban capacidad para degradar OTC. Las cepas aisladas e identificadas (Cddigo
Genbank®) se encuentran almacenadas en el Cepario del Laboratorio de Quimica de
Productos Naturales de la Universidad de Concepcién. En un primer estudio, en 18 dias
de exposicion a OTC, seis cepas de Filum Ascomicetes, Penicillium commune,
Aspergillus terreus, Beauveria bassiana, Trichoderma harzianum, Epicoccum nigrum vy
Emericellopsis alkalina demostraron ser capaces de degradar entre un 75y 91,7 % de la
OTC presente en el cultivo. Posteriormente, en 21 dias de experimentacidn, las cepas de
hongos i.e., Trichoderma deliquescens, Trichoderma harzianum, Taralomyces
atroroseus y Penicilium crustosum demostraron ser capaces de degradar entre 73 a un 93
% OTC vy la levadura Rhodotorula mucilaginosa de degradar un 74,2 % de la OTC

presente en una solucion.

X



El andlisis de la concentracion intracelular de oxitetraciclina en 5 hongos, i.e.,
Penicillium spinulosum, Epicoccum nigrum, Penicillium solitum, Beauveria bassiana y
RA201 demostraron un incremento intracelularmente en la concentracion de OTC i.e.,
115 mg/50 mg de micelio, para posteriormente disminuir i.e., 20 mg/50 mg de micelio.
En el medio la concentracién de OTC disminuyd desde 250 mg/L hasta 60 mg/L en el
periodo en estudio. Paralelamente, no se detecté compuestos distintos de los observados
en el medio control. El analisis del comportamiento de E. nigrum frente a estresores
ambientales i.e., T°, pH y salinidad demostré que el hongo fue capaz de modificar su
membrana celular i.e., contenido de acidos grasos y esteroles; y a nivel de ultraestructura
aumentar el grosor de su pared celular frente al aumento de la salinidad; ademas, de
producir sustancias polimeéricas extracelulares, frente a cambios en el pH y T° del medio.
Se concluye que, la cepa E. nigrum seria la adecuada para continuar estudios que
permitan el disefio de procesos biotecnolégicos de remediacion de OTC en sedimentos.
Ademas, demostré ser capaz cohabitar bajo distintas condiciones de salinidad,
temperatura y pH, mantener su condicion heterotrofa y biodegradar OTC. Presentd un
rapido crecimiento y capacidad para adaptarse a las condiciones de estrés en terreno,

i.e., poca luz, salinidad y presencia de antibidticos.
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ABSTRACT

Fishing and aquaculture comprise an important productive sector, generating around
3.5% of Chile’s GDP. Bacterial diseases are considered one of the biggest threats to
aquaculture production. In Chile, oxytetracycline (OTC) is one of the most used
antibiotics used by the fish farming industry (157 tons in 2013). Terrestrial fungi have
demonstrated the ecological and biochemical capacity to degrade chemical product
wastes, albeit by chemical modification or by influencing its bioavailability through an
extracellular and intracellular non-specific system. Given this special capacity of
terrestrial fungi, the object of this study was to isolate, identify and determine the
capacity of native fungi strains to biotransform antibiotics such as oxytetracycline from
sediments collected from fjord areas. Sampling of sediments was carried out with a box
corer in July 2014, in the salmon culture centers Victoria 1 and Victoria 2, Aysén
Province, with the support of Blumar Salmones S.A. and the grant PAI-CONICYT
7813110001. Samples were cold stored until arriving at the Natural Product Laboratory
at the Universidad de Concepcion. In this study, a total of 38 strains were isolated, 22 of
which were identified by scanning electron microscopy and PCR-based DNA analysis. It
was concluded that 12 of these strains had the capacity to degrade OTC. The isolated
and identified strains by Genbank®, were stored in the strain bank at the Natural Product
Laboratory at the Universidad de Concepcion. In the first study, in 18 days of exposure
to OTC, 6 strains from the phylum Ascomycetes, Penicillium commune, Aspergillus
terreus, Beauveria bassiana, Trichoderma harzianum, Epicoccum nigrum and
Emericellopsis alkaline were capable of degrading between 75 and 91.7% of the OTC
present in the culture. Subsequently, at 21 days, the fungal strains Trichoderma
deliquescens, Trichoderma harzianum, Taralomyces atroroseus and Penicillium
crustosum were capable of degrading between 73 and 93% of the OTC; and the yeast
Rhodotorula mucilaginosa degraded 74.2% of the OTC present in the experimental
solution. Intracellular concentration analysis of OTC in 5 fungi, Penicillium spinulosum,
Epicoccum nigrum, Penicillium solitum, Beauveria bassiana and RA201 showed an
intercellular increase in the concentration of OTC (115 mg/50 mg of mycelium), later
decreasing (20 mg/50 mg of mycelium). In the medium, the concentration of OTC

decreased from 250 mg/L to 60mg/L in the study period. In parallel, no compounds were

XV



found different from those found in the control medium. The behavioral analysis of E.
nigrum was tested against environmental stressors such as T°, pH and salinity, showing
that the fungus was able to modify its cell membrane. These modifications included fatty
acid content, and on an ultrastructural level to increase the thickness of its cell wall in
raised salinity. Also, it was able to produce extracellular polymeric substances against
changes in pH and T°. Results indicate that E. nigrum would be adequate for continued
studies about the design of biotechnical remediation processes for OTC in sediments.
Furthermore, this fungus was able to coinhabit under different conditions of salinity,
temperature and pH; maintain its heterotrophic condition and biodegrade OTC. E.
nigrum presented fast growth and the capacity to adapt to stressors such as low light,
salinity and the presence of antibiotics.
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1. INTRODUCCION

Los salmonidos son especies introducidas en los sistemas acuéticos chilenos. Su
incorporacion se remonta a principios del siglo veinte, con el cultivo de truchas en la
localidad de Rio Blanco en la V Region (Soto et al., 2001). Una de las primeras
iniciativas privadas, con fines netamente comerciales, se remonta al afio 1974 con el
cultivo de trucha arco iris. Posteriormente, el crecimiento de la industria salmonera se
acelera al comienzo de la década de los ochenta, con una produccion 80 toneladas, el que
se incrementa a mas de 500 ton. a fines del 1984. Hacia 1985, existian operando en
nuestro pais 36 centros de cultivo y la produccién total superaba las 1.200 toneladas. A
finales de los ochentas, la produccién alcanzo las 5.500 toneladas (Naylor et al., 2000). A
partir de los noventa la industria se consolida. Alcanzando las 247.970 ton de produccion
en 1997 y 304.000 ton en el afio 2000.

La participacion de los embarques de salmdn y trucha en las exportaciones nacionales ha
alcanzado un promedio 657.000 ton, con una generacion de 2.335 MM US$ para el 2008,
la que en el 2011 se increment6 en 22,4 % generando 2.858 MM US$ (DIRECOM,
2012), esto la ubica como el cuarto sector exportador a nivel nacional, después de los
envios minero, forestale y fruticola (Donoso, 2010).

Actualmente, Noruega y Chile lideran la actividad salmonicultora produciendo mas del
50 % de la demanda de salménidos del mundo (Costa-Pierce, 2010; Millanao et al.,
2011). En la actualidad la industria salmonera nacional genera ventas por US $ 4.363
millones, con una produccion de 850 mil toneladas, aportando cerca del 3,5 % del PIB
(SUBPESCA, 2014).

Los centros de produccion de acuerdo con la normativa vigente, se ubican en areas
concesionadas separadas unas de otras aproximadamente por 1,5 millas nauticas. La
produccién de estos centros puede variar entre 1.500 y 2.550 ton. En ellos, los peces en
cultivo son alimentados con “pellets” elaborados con una importante proporcion de
harinas y aceites de pescado, aungue existen investigaciones para reemplazarlos por

elementos vegetales (Tacdén 2004). Los avances tecnoldgicos aplicados a la industria



salmonera permiten, en la actualidad, que se requiera de 1,2 Kg de concentrado para
producir un 1 Kg de salmoén, lo que equivale a pescar entre 3 y 4 Kg de peces. Sin
embargo, esta relacion puede aumentar hasta 10 si se considera que el elemento limitante
es el aceite y no la harina de pescado (Buschmann & Fortt, 2005)

La salmonicultura presenta como una importante externalidad negativa, el uso de
antibiéticos como la oxitetraciclina (OTC) y el florfenicol para el tratamientos de
enfermedades bacterianas (Buschmann et al., 2012). Estos antibiéticos son administrados
en conjunto con la dieta alimentaria, tanto en la fase de alevinaje en agua dulce, como en

el proceso de engorda de salmones en sectores marinos.

Entre las principales enfermedades tratadas con florfenicol y oxitetraciclina esta el
sindrome rickettsial del salmén (SRS), que continGa siendo la principal patologia
diagnosticada que requeriria el 92 % de los antimicrobianos administrados por la industria
(Fig. 1). La enfermedad bacteriana del rifion (BKD) es otra condicién infecciosa crénica,
causada por Renibacterium salmoninarum, sumado a la necrosis pancreatica infecciosa
(INP), enfermedad viral, producida por un virus perteneciente al género Aquabirnavirus
de la familia Birnaviridae (Sarmah et al., 2006, Dietze et al., 2005).
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Figura 1. Enfermedades que requeririan el uso de antimicrobianos en la industria de la
salmonicultura en el afio 2013 (SERNAPESCA, 2014).



En general, en Chile se utilizan varios farmacos autorizados por el Ministerio de
Agricultura y Ganaderia (Tabla 1). Su utilizacion es proporcional a la produccion. Por
ejemplo, en el 2007 se utilizaron 385 ton de antibidticos, pero a consecuencia de la crisis
del virus del ISA, la produccion bajé drasticamente y con ello también el consumo de
antibidticos entre los afios 2009 — 2011.

Tabla 1. Farmacos autorizados por el SAG para ser utilizados en la industria de la
salmonicultura en Chile (Bravo et al., 2005).

Antibioticos Antiparasitarios Analgésicos

Acido oxolinico Bronopol Pyceze Benzocaina
Flumequina Cloramina —T Daclor Iso-eugenol (Aqui-S®)
Oxitetraciclina Formalina Tricaina (MS-222®)
Eritromicina Emamectina Slice

Florfenicol Aquamectin

Amoxicilina Calbiofarm

Sulfadoxina-Trimetropim Ivermectina* Crack

Emamectina Cipermetrina

Bronopol Diclorvos Nuvan

Cloramina —-T Azametifos

Desde el 2012 con la recuperacion de la produccion de salmonidos, la aplicacion de

antibioticos ha ido aumento (Fig. 2).
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Figura 2. Cantidad de antimicrobianos (ton), consumo (%) de antimicrobianos y biomasa
promedio mensual (miles ton), durante el periodo 2007-2013.




En el 2013 se estima que se aplicaron cerca de 157 ton de OTC (SERNAPESCA, 2014).
La OTC es uno de los antibiéticos méas utilizado (Bravo & Midtlyng, 2007), muy superior
a los 0,972 ton utilizados en Noruega en el mismo afio (SERNAPESCA, 2014; Sakshaug
et al., 2014) (Fig. 3)

Acido oxolinico _ _Amoxicilina
<1% \/ < 1%

Eritromicina
1%

Flumequina
1%

Figura 3. Antimicrobianos utilizados en Chile por la industria de la salmonicultura, afio
2013 (SERNAPESCA, 2014).

La OTC es un producto de bajo costo y efectivo para el tratamiento de infecciones
bacterianas comunes, debido a que interfiere en la sintesis de proteinas bacterianas
(Vidaver, 2002). Presenta alta solubilidad en agua y es poco absorbida en el intestino del
animal (Alcock et al. 1999). Se estima que un 90 % de la dosis administrada, podria ser
eliminada por la orina y heces de los animales en la fase de engorda (Hektoen et al.
1995). Los residuos de la aplicacién de antibioticos en la acuicultura, podrian generar
consecuencias negativas para la salud humana, animal y alterar el medio marino
(Samuelsen et al., 1992; Hektoen et al., 1995; Wolf, 2004; Heuer et al., 2009; Cabello,
2004; 2006; Cabello et al., 2013; Buschmann et al., 2006; 2012; Marshall & Levy, 2011).

El impacto de la aplicacion de OTC en el medio, tiene directa relacién con la dosis,
concentracion y tiempo de aplicacion (Cabello 2004, 2006, Buschmann et al. 2006,
2012). Su efecto abarca un amplio espectro de bacterias, no solo las patégenas. Ademas,
se ha documentado la presencia de poblaciones bacterianas resistentes a la oxitetraciclina



en la microflora de granjas salmoneras (Cabello et al. 2013), las cuales serian reservorios
de bacterias portadoras de determinantes genéticos transferibles de resistencia a
antibidticos, lo que constituye un riesgo para la salud (Miranda & Zemelman 2002, Heuer
et al. 2009, Marshall & Levy 2011).

Los residuos generados por la industria salmonera, corresponden a un importante
volumen de lodo que se acumula en los fondos de las jaulas, los que pueden contener
antibidticos y/o pesticidas, una alta concentracion de materia organica, nitrégeno y
fosforo, los que debieran ser retirados para mitigar los procesos de eutrofizacién en agua
dulce y en sistemas marinos, donde éestos Gltimos no son removidos (Buschmann et al.
2009).

Es por ello, que se requiere de un manejo de desechos cada vez mas eficiente. Una
alternativa seria disponer de microorganismos para el tratamiento de los lodos i.e.
bacterias y/o hongos, con propiedades catabolicas que permitan degradar compuestos
contaminantes como antibioticos y/o pesticidas y permitir con ello la utilizacion de estos
lodos (residuos) como fertilizantes de suelos de uso silvo-agropecuario (Rodarte-Morales
et al. 2011).

La utilizacion de lodos como fertilizantes, se enmarca dentro del Marco Politico y Legal
del Gobierno de Chile, cuyo lineamiento principal establece que la aplicacion de lodos en
el suelo debe preservar y mejorar las caracteristicas fisicas, quimicas o agricolas del
suelo, evitando su deterioro y dafios a la salud, vida, integridad o desarrollo de los
vegetales o animales” (San Martin et al. 2010). Dado que, los microorganismos son la
fuerza motriz de los ciclos biogeoquimicos y el puente que une los procesos entre los
ecosistemas (Kong et al. 2011), el mantenimiento de la actividad bioldgica es clave para

garantizar el correcto funcionamiento de los ecosistemas (Liu et al. 2012).

El estudio de los océanos tiene que ver con el analisis de procesos, pero también, requiere
gue sean investigados los componentes y forzantes de estos procesos. Esto tiene mayor
validez respecto a los hongos que estan involucrados en la transformacion de los
complejos quimicos producto de los ciclos del océano. En la década de los 70°, el hombre
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a través de nuevas tecnologias y conocimiento reconoci6 el rol de las bacterias en el
“microbial loop” y en los 90” de las arqueas (He et al., 2016). Recientemente a los hongos
se les reconoce un rol activo en los ciclos biogeoquimicos (Clipson, 2006), tanto en los
ambientes terrestres como marinos, pero aun es escaso el conocimiento que se tiene de
ellos en el océano y sblo se puede especular su importancia ecolégica. La condicién
heterotrofa de los hongos, sus condiciones de adaptabilidad a la variabilidad ambiental y
su resistencia especifica, constituyen un modelo para el estudio de los hongos en el
océano y su unfluencia en procesos de remocién de contaminantes introducidos por el uso

intensivo de sectores costeros, por ejemplo en granjas de cultivos de salménidos.

Un hongo marino es aquel capaz de crecer y esporular en ambientes marinos o estuarinos,
es decir, es capaz de desarrollarse a una cierta concentracion de sales y de nutrientes en
agua de mar (Johnson & Sparrow 1961, Tubaki 1969). Los hongos son organismos
eucariotas heterétrofos capaces de mineralizar y degradar compuestos de origen vegetal
como celulosa y ligninas, y en menor medida actuan sobre tejidos animales liberando los
nutrientes al ecosistema (Bugni & Ireland, 2004; Saleem et al., 2007). Se informa que los
hongos son capaces de osmoregular, en respuesta al estrés ambiental generado por
cambios en la concentracion de sales del medio, debido principalmente a su capacidad de
modificar la composicion de esteroles y acidos grasos en sus paredes celulares (Horvath
et al., 1998).

Se estima en 1500 las especies conocidas de hongos marinos (Kirk et al., 2008). Se
pueden desarrollar como parasitos de algas, animales, saprobios de la madera, pastos
marinos, quistes de protozoarios y corales, ademas se encuentran en la columna de agua,
espuma de mar y sedimentos. Se conoce entre 27-36 especies capases de desarrollarse en
ecosistemas especiales como marismas, manglares y salares, siendo exclusivos para estos
ecosistemas (Kirk et al., 2008). Hasta hace poco, dentro del reino de los hongos no existia
ningun representante hal6filo. Sin embargo, recientemente se ha sugerido que los
ordenes: Dothideales, Eurotiales (Filo: Ascomycota) y Wallemiales (Filo: Basidiomycota)
incluyen a especies adaptadas a condiciones hipersalinas. Un ejemplo es la especie
Wallemia ichthyophaga capaz de sobrevivir a altas concentraciones de salinidad (Gunde-
Cimerman 2000, Butinar et al., 2005; Zalar et al., 2005).



Del mismo modo, se ha aislado hongos capaces de degradar exoesqueletos de quitina i.e.
del filo Ascomycete la especie Abyssomyces hydrozoicus; en los Mixomicetos
productores de enzimas liticas como la especie Physarum polycephalum, capaces de
producir complejos extracelulares de quitinasas, lo que involucraria un importante rol de

éstos organismos en los sistemas marinos ricos en quitina (Carlile et al., 2001).

El phylum Chytridiomycota (quitridios) es el Unico que produce zoosporas y requiere
agua para su dispersion. Vive principalmente en la tierra o en agua dulce, aungue algunos
se encuentran en ambientes marinos, en que cumplen un importante participacion en la
descomposicién de la materia organica. Pertenecen a un antiguo grupo de organismos y se
cree que han evolucionado poco desde que se separaron de su ultimo ancestro comdn

dentro de los Eucariotas (Kavanagh, 2011).

Dado que los hongos juegan un papel en la descomposicion de la materia organica y
producen una gama muy diversa de metabolitos secundarios con propiedades herbicidas y
agentes utilizados en biorremediacion, poseerian potencial para ser utilizados como

indicadores de contaminacion (Kirk et al., 2008).

Los hongos marinos no han sido suficientemente estudiados como degradadores de
xenobiodticos (Williams et al. 2007). se estima que la micorremediacion seria menos
costosa que los métodos fisico-quimicos equivalentes. Por ejemplo, la micorremediacion
no requiere de realizar excavaciones para tratar el suelo y agua en el subsuelo, con ello se
reduce el impacto sobre los sistemas naturales, por lo que requeriria menor energia para
su implementacion (Magan et al. 2010). Como antecedentes el hongo terrestre
Phanerochaete chrysosporium a sido utilizado en la biodegradacion de antibiéticos como
la tetraciclina y la OTC, demostrando que bajo condiciones controladas de laboratorio el
72,5 % de 50 mg/L de la tetraciclina y 84,3 % de 50 mg/L de oxitetraciclina fueron
degradados cuando se afiadieron 40 U/L de MnP (Rodarte-Morales et al., 2011). Del
mismo modo, Gemma et al., en 2011 encontraron que el hongo ligninolitico Bjerkandera
adusta, bajo condiciones controladas de laboratorio por medio de su enzima extracelular
peroxidasa versatil (VP), fue capaz de degradar en 5,25 minutos, diclofenaco y estrégenos
y un 80% naproxeno Yy sulfametoxazol. En tratamientos en fase sélida con el hongo
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Trametes versicolor se demostré la eliminacion de 13 productos farmacéuticos desde los
lodos de una planta depuradora de biosélidos. Ademas, se ha constatado que después del
tratamiento con hongos, los farmacos fenazona, bezafibrato, fenofibrato, cimetidina,
claritromicina, sulfametazina y atenolol fueron completamente degradados,
constituyéndose en el primer tratamiento por hongos para la eliminacion de productos
quimicos con esta naturaleza (Xianghua et al., 2010).

Los fiordos del Sur de Chile por sus condiciones de aislamiento geografico y baja
intervencion, son sistemas poco alterados, cuyos canales estan siendo rapidamente
concesionados para el cultivo de salménidos, donde cabe esperar una alta diversidad de
organismos, entre ellos de hongos. Los resultados descritos sugieren que el proceso de
restaurar matrices naturales (micorremediacion), utilizando hongos marinos podria
constituir una estrategia adecuada para reducir la concentracion de contaminantes toxicos
como los residuos del antibiotico oxitetraciclina introducida para combatir infecciones

bacterianas en los centros de cultivo de salmonidos.

La hipotesis del presente estudio fue que los hongos marinos por su condicion heterotrofa,
su adaptabilidad a la variabilidad ambiental y su resistencia especifica a diferentes
estresores serian una opcion a analizar para ser empleados como degradadores de
antibioticos en sedimentos marinos. La figura 4 ilustra la problematica ambiental
generada en los centros de cultivos y su posible solucion con la utilizacién de hongos

marinos.
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Figura 4. Esquema de la problematica ambiental generada por el uso de antibi6ticos en
los centros de cultivo.



2.-HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis

Los sedimentos de los fiordos estan expuestos a los residuos de antibidticos que
sedimentan después de ser utilizados en la salmonicultura, por lo tanto, los hongos que se
aislan de éstos sedimentos, no solo estarian adaptados a estas condiciones, sino que
tendrian la capacidad de transformarlos y/o degradarlos.

2.2 Objetivo general

- El objetivo de este estudio fue determinar la capacidad de hongos aislados desde
sedimentos en el area de fiordos del Sur de Chile, para biotransformar el antibidtico

oxitetraciclina.

2.3 Objetivos especificos

- Identificar y caracterizar cepas de hongos aislados desde sedimentos de fiordos del Sur

de Chile en que se realizan cultivos de salmoénidos.

- Evaluar la capacidad de cepas de hongos aislados desde los sedimentos en centros de

cultivo de salmonidos para degradar el antibidtico oxitetraciclina.

- Determinar la capacidad de las cepas de hongos aislados desde centros de cultivo de
salmonidos para degradar y/o transformar el antibiotico oxitetraciclina utilizado en la

industria de la salmomicultura.
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3.-MATERIALES Y METODOS

Recolecta de sedimentos.

Los sedimentos fueron recolectados en julio de 2013, desde fiordos de la provincia de
Aysén (45°12°35,33”’S 74°04'25°°W) (Fig. 1). Para ello se utiliz6 una embarcacion
menor y una draga Van Veen de acero inoxidable de 1.800 cm® de capacidad. Se
recolectaron 16 muestras (con tres réplicas cada una) desde los primeros 5 cm de
sedimento, en puntos equidistantes en torno a las balsas de cultivo, a una distancia
aproximada de 5 metros. Cada muestra y sus réplicas fueron almacenadas en tubos Falcon
esterilizados a -18°C, para luego ser trasladadas refrigeradas hasta el laboratorio.

Cuantificacion de OTC en sedimento

De cada muestra se tom6 3 g de sedimento humedo, los cuales fueron mezclados y
homogeneizados en 30 ml de acido oxalico 0,01 M en metanol. Se aplico ultrasonido con
un equipo Branson modelo 291 de 40 kHz por 15 min y centrifugdé a 4.000 x g por 20
minutos. El sobrenadante fue recuperado, trasvasijado y secado a presion reducida a 50
°C. Se reconstituyo la muestra en 3 mL de una mezcla agua : acetonitrilo en proporcion
3:1 y filtré con PVDF 0,22 um para luego inyectar en HPLC-DAD. Se prepar0 una curva
de calibrado entre 0 a 100 pgg™, con sedimento enriquecido con OTC para la

cuantificacion.

Aislamiento e identificacion de las cepas

De cada muestra se tomo 3 g de sedimento y se diluyé en agua de mar estéril,
homogeneizd y se dejo decantar por 15 min. Se realizé una dilucion seriada con agua de
mar esterilizada, agregando 1 ml en 9 ml de agua de mar, con 2 repeticiones. Se tomo una
alicuota de 100 pL que fue sembrada por diseminacion en la superficie de una placa con
agar YMG (levadura, malta y glucosa), con adicion de estreptomicina para evitar la
desarrollo de bacterias (200 mgL™) y se incub6 a temperatura ambiente durante 5 dias

para luego aislar las cepas.

La determinacion y caracterizacion morfologica de las cepas, se realiz6 utilizando

microscopia electronica de barrido (SEM marca ETEC Autoscan) con la Técnica de
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Inclusién en Araldita (DURCUPAN ACM). Para la validacion de las especies, se utilizo
técnicas de PCR. Para ello se amplificd la region ITS (que incluye el gen 5.8S) vy las
subunidades nucleares ribosomales de rRNA (LSU) utilizando ITS-1/1TS-4 (Tedersoo et
al. 2009). Se extrajo el ADN del micelio utilizando el EZNA ADN flngico MiniKit
(Omega-Biotek). Las reacciones de PCR se realizaron con 1TS4 (5'- tcctecgcttattgatatge-
3") como partidores fordward y ITS1 (5'-tccgtaggtgaacctgcgg-3') como partidores reverse.
Para cada reaccién se utiliz6 15 pL de solucién que contenia 30 - 50 ng de ADN, 1X de
tampon de PCR, 2 mM MgCl,, 0,1 mM de cada dNTP, 0,5 mM de los partidores directos
e inverso, y 1 U de Taq ADN polimerasa. Las amplificaciones por PCR se llevaron a cabo
con una desnaturalizacion inicial de 4 min a 94 °C, seguido de 35 ciclos de 30 s a 94°C,
60 s a 50 °C, 60 s a 72 °C y un paso final de 5 min a 72 °C. El producto de PCR se
purificé y secuencio en ambos sentidos. Secuenciadas las cepas fueron editadas utilizando
Genious software v5.4 (Drummond et al. 2011). La secuencia se analizd con BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), para la
determinacion del porcentaje de identidad maxima se utilizé las secuencias de la base
mundial de datos. Las secuencias obtenidas fueron depositadas en la GenBank®. Cada una
de las cepas aisladas en este trabajo, fueron almacenadas en el Cepario del Laboratorio de

Quimica de Productos Naturales de la Universidad de Concepcidn.

Evaluacion de degradacion de OTC

Se cultivo las esporas de cada cepa por 4 dias en 125 ml YMG liquido. Se tomé 5 g de
micelio de cada cepa los que fueron cultivados en matraz Erlenmeyer de 250 ml con 125
ml de solucién con 250 mg L™ de oxitetraciclina. Cada cepa y sus respectivos controles
fueron trabajados en triplicado, a temperatura ambiente, oscuridad y agitador orbital (120
x g). Como control negativo se utilizé solucion de oxitetraciclina a una concentracion de
250 mgL™. Los ensayos fueron controlados a los 0, 3, 6, 9, 12, 15 y 18 dias de cultivo.
Para ello, una alicuota de 1 mL de cada ensayo y controles fue filtrada en filtros PVDF de
0,23 um de poro e inyectada en HPLC-DAD, para evaluar su actividad degradadora de
oxitetraciclina. A partir de un estandar de clorhidrato de oxitetraciclina al 98,9% pureza,
CAT# 500105 Calbiochem, se prepard una curva de calibracién con 7, 15, 30, 100, 175y
250 mgL™. Caracteristicas de la curva: y = 25,89x - 115,1; R? de 0,998; error tipico de
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1,59 mg L™ con limites de deteccién y cuantificacion de 6,03 y 6,46 mgL™,

respectivamente.

Anélisis estadisticos

Se realiz6 un andlisis de varianza de medidas repetidas, que considerd 2 factores: Tipo de
cepa y tiempo de exposicion en dias. Ademas, se aplicé la prueba a posteriori de Tukey
(o = 0,05) para lo cual se utilizé el programa Statistica v. 8.0, y el procedimiento Proc
Mixed del programa SAS/STAT(R) 9.2.
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4.-RESULTADOS

4.1- Capitulo 1. Hongos aislados desde sedimentos marinos: Posibles degradadores de

oxitetraciclina?

Ramoén Ahumada-Rudolph, Vanessa Novoa, Anny Rudolph, Miguel Martinez, Cristian
Torres-Diaz, José Becerra.

Resumen

Los hongos marinos por su condicion heterotrofa, su adaptabilidad a la variabilidad
ambiental y su resistencia especifica a diferentes estresores, son una opcion para ser
empleados como restauradores de sectores contaminados con antibioticos. Con esta
hipdtesis se realizd esta investigacion en los fiordos del sur de Chile una zona de cultivo
de salmones. Se aislé e identifico 38 cepas de hongos endémicos del sedimento cercano
a los centros de cultivo. Seis cepas del Filum Ascomycetes i.e, Penicillium commune,
Aspergillus terreus, Beauveria bassiana, Trichoderma harzianum, Epicoccum nigrum y
Emericellopsis alkalina, demostraron ser capaces de degradar sobre el 78 % de la
oxitetraciclina (OTC) presente en cultivos. En el area de estudio se detecto cantidades
medibles de OTC, en el sector Este a la balsa jaula y en los sedimentos de mayor
profundidad (Z = 100 m) i.e., 4,62 + 0,12 hasta 24,1 + 1,03 ug g*. Los resultados
representan un primer paso en la implementacion de procesos que permitan la

biorremediacion de residuos de OTC desde los sedimentos.

Palabras clave: degradacion, hongos marinos, acuicultura, restauracion

Nota: Trabajo aceptado para su publicacion en la Revista de Biologia Marina y

Oceanografia en Diciembre de 2016. Se adjunta certificado.
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Hongos aislados desde sedimentos marinos: Posibles degradadores de
oxitetraciclina?.

Oxytetracycline degrading fungi isolated from Chilean fjord sediments.
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Abstract. It is proposed that marine fungi are a good alternative for remediation of areas
contaminated with antibiotics due to their heterotrophic condition, adaptability to
environmental changes, and specific resistance to stressors. With this assumption we
investigated the fjords of Southern Chile, which are characterized by salmon farming.
We evaluated the concentration of oxytetracycline (OTC) in sediments from different
areas surrounding salmon cages. In addition we isolated fungi species to assess their
ability to degrade OTC. Measurable amounts of OTC were detected in deeper sediments
located at the eastern sector of cages and rafts (Z= 100 m; 4.62 + 0.12 to 24.1 + 1.03
ugg™). Thirty-eight strains of endemic fungi were isolated and identified in the
sediments near the farming center. Among these strains we detected species from the
Phylum Ascomycetes, including Penicillium commune, Aspergillus terreus, Beauveria

bassiana, Trichoderma harzianum, Epicoccum nigrum and Emericellopsis alkaline.
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These strains fungi were capable of degrading about 76% to 92% of the OTC present in
the culture media. The results of this study constitute a first step into implementing
processes that could favor waste bioremediation from marine sediments.

Key words: Degradation, marine fungi, Ascomycota, oxytetracycline, bioremediation

Resumen.- Los hongos marinos por su condicién heter6trofa, su adaptabilidad a la
variabilidad ambiental y su resistencia especifica a diferentes estresores, son una opcién
para ser empleados como restauradores de sectores contaminados con antibi6ticos. Con
esta hipotesis se realizé la investigacion en una zona de cultivo de salmones en el sur de
Chile. Para ello se evalud la concentracion de oxitetraciclina (OTC) de sedimentos de
diferentes zonas cercanas a jaulas de cultivo de salmon. Asi como también se aislo de
sedimentos cepas de hongos para evaluar su capacidad de degradar OTC. Los resultados
obtenidos mostraron en el area de estudio concentraciones de OTC que fluctuaron entre
4,62 +0,12a24,1+1,03ug g~ en el sector Este a la balsa jaula y en los sedimentos de
100 m de profundidad. Ademas, de éstos sedimentos se aislé 38 cepas de hongos y se
identifico y trabajo con seis cepas del Filum Ascomycetes: Penicillium commune,
Aspergillus terreus, Beauveria bassiana, Trichoderma harzianum, Epicoccum nigrum y
Emericellopsis alkalina. Las pruebas de biodegradacion demostraron que las cepas
fueron capaces de degradar OTC en porcentajes que fluctuaron entre 76 y 92%. Los
resultados representan un primer paso en la implementacion de procesos que permitan la
biorremediacion de residuos de OTC desde los sedimentos.

Palabras clave: Degradacion, hongo marino, Ascomycota, oxitetraciclina,

biorremediacion.

Introduccién

La oxitetraciclina (OTC) es un antibiotico de amplio espectro incluido en el grupo de las
tetraciclina y uno de los dos antibioticos (junto a la estreptomicina) registrados por la
EPA para uso veterinario, como tratamiento profilactico. La OTC es de bajo costo y alta
eficiencia, debido a que interfiere en la sintesis de proteinas bacterianas (Vidaver 2002).

Se utiliza en una amplia variedad de actividades, acuicultura, ingenieria genética,
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experimentos de investigacion, crianza de juveniles y produccion de cultivos (Dietze et
al. 2005).

En la salmonicultura antibiéticos como OTC son administrados en conjunto con la dieta
alimentaria, tanto en la fase de alevinaje en agua dulce, como en el proceso de engorda
de salmones en sectores marinos. El afio 2013 se estima se aplico alrededor de 157
toneladas de OTC a los sistemas de cultivo; el 92% de su uso se justifico por la
enfermedad de piscirickettsiosis (SERNAPESCA 2014). La OTC presenta alta
solubilidad en agua y es poco absorbida en el intestino del animal (Alcock et al. 1999).
La literatura indica que un 90% de la dosis administrada de OTC, podria ser eliminada
por la orina y heces de los animales en la fase de engorda (Hektoen et al. 1995).

El impacto de la aplicacion de OTC tiene directa relacion con la dosis, concentracion y
tiempo de aplicacion (Cabello 2004, 2006: Buschmann et al. 2006, 2012; 2016). Su
efecto abarca un amplio espectro de bacterias, no sélo las patdgenas. Ademas, se ha
identificado presencia de poblaciones de bacterias resistentes a oxitetraciclina en la
microflora de granjas salmoneras (Cabello et al. 2013), las cuales serian reservorios de
bacterias portadoras de determinantes genéticos transferibles de resistencia a
antibioticos, lo que constituye un riesgo para la salud (Miranda & Zemelman 2002,
Heuer et al. 2009, Marshall & Levy 2011; Bannister et al. 2014; Andrade et al 2015).

En la Region de Aysén, existen alrededor de 635 concesiones para cultivos de
salmonidos, siendo ésta la principal actividad econémica en el area. En el afio 2014 se
reportd una produccion de 850 mil toneladas (SUBPESCA 2014; Buschmann & Mufioz
2016)". La salmonicultura es una actividad que genera problema ambientales en el borde
costero por el ingreso de antibidticos, altos contenidos de materia organica, nutrientes,
disminucion en el contenido de oxigeno disuelto, acidificacion del sedimento y
alteraciones ecologicas (Rudolph et al. 2009, 2011). En la actualidad los planes de
mitigacion de los centros de cultivo adn consisten en sélo su relocalizacién
(SUBPESCA 2015)?, en espera que con el transcurso del tiempo mejore la calidad de los

sedimentos en las areas intervenidas ambientalmente.

! SUBPESCA. 2014. Informe sectorial de pesca y acuicultura. Subsecretaria de Pesca y Acuicultura.
Valparaiso, Chile <http://www.subpesca.cl/publicaciones/606/articles-86801_documento.pdf>

? SUBPESCA. 2015. Subsecretaria de Pesca y Acuicultura. Valparaiso, Chile
<http://www.subpesca.cl/prensa/601/w3-article-88821.html>
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Los hongos marinos no han sido suficientemente estudiados como degradadores de
xenobidticos (Williams et al. 2007). En relacion a los costos de la micorremediacion
para remover contaminantes, se estima que es menos costosa que los métodos fisico
quimicos equivalentes. Por ejemplo, la micorremediacion no requiere de realizar
excavaciones para tratar el suelo y agua en el subsuelo, permitiendo conservar la
estructura del sustrato en que se aplica, reduciendo el impacto sobre los sistemas
naturales (Magan et al. 2010).

En este estudio la hipétesis de trabajo es que los hongos marinos por su condicion
heterotrofa, su adaptabilidad a la variabilidad ambiental y su resistencia especifica a
diferentes estresores, son una opcidn a analizar para ser empleados como degradadores
de antibidticos. El objetivo de este trabajo fue aislar e identificar cepas de hongos
endémicos, desde sedimentos cercanos a balsas jaulas de cultivo de salmdnidos y

determinar su capacidad para degradar el antibiético OTC.

Materiales y métodos.

Recoleccion de sedimentos

Los sedimentos fueron recolectados en julio de 2013, desde fiordos de la provincia de
Aysén (45°12°35,33”’S 74°04'25>°W) (Fig. 1). Para ello se utilizd una embarcacion
menor y una draga de acero inoxidable de 1.800 cm® de capacidad. Se recolectaron 16
muestras (con tres réplicas cada una) desde los primeros 5 cm de sedimento, en puntos
equidistantes en torno a las balsas de cultivo, a una distancia aproximada de 5 metros.
Cada muestra y sus réplicas fueron almacenadas en tubos Falcon esterilizados a -18°C,

para luego ser trasladadas refrigeradas hasta el laboratorio.

Cuantificacion de OTC en sedimento

De cada muestra se tom6 3 g de sedimento humedo, los cuales fueron mezclados y
homogeneizados en 30 ml de &cido oxalico 0,01 M en metanol. Se aplicé ultrasonido
con un equipo Branson modelo 291 de 40 kHz por 15 min y centrifug6 a 4.000 x g por
20 minutos. El sobrenadante fue recuperado, trasvasijado y secado a presion reducida a
50 °C. Se reconstituyo la muestra en 3 mL con agua : acetonitrilo en proporcion 75:25 y

filtr6 con PVDF 0,22 um para luego inyectar en HPLC-DAD. Se prepard una curva de
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calibrado entre 0 a 100 pgg™, con sedimento enriquecido con OTC para la

cuantificacion.

Aislamiento e identificacion de las cepas

De cada muestra se tom6 3 g de sedimento y se diluyd en agua de mar estéril,
homogeneizd y se dejo decantar por 15 min. Se realiz6 una dilucion seriada con agua de
mar esterilizada, agregando 1 ml en 9 ml de agua de mar, con 2 repeticiones. Se tomé
una alicuota de 100 pL que fue diseminada en la superficie de una placa con agar YMG
(levadura, malta y glucosa), con adicion de estreptomicina para evitar la desarrollo de
bacterias (200 mgL™) y se incub6 a temperatura ambiente durante 5 dias para luego

aislar las cepas.

La determinacion y caracterizacion morfologica de las cepas, se realizo utilizando
microscopia electronica de barrido. Para la validacion de las especies, se utilizo técnicas
de PCR. Para ello se amplifico la region ITS (que incluye el gen 5.8S) y las subunidades
nucleares ribosomales de rRNA (LSU) utilizando ITS-1/ITS-4 (Tedersoo et al. 2009). Se
extrajo el ADN del micelio utilizando el EZNA ADN flingico MiniKit (Omega-Biotek).
Las reacciones de PCR se realizaron con ITS4 (5'- tcctcecgcttattgatatgc-3Y) como
partidores directos y ITS1 (5'-tccgtaggtgaacctgcgg-3") como partidores inversos. Para
cada reaccion se utilizd 15 pL de solucion que contenia 30 - 50 ng de ADN, 1X de
tampén de PCR, 2 mM MgCl,, 0,1 mM de cada dNTP, 0,5 mM de los cebadores
directos e inverso, y 1 U de Tag ADN polimerasa. Las amplificaciones por PCR se
llevaron a cabo con una desnaturalizacion inicial de 4 min a 94°C, seguido de 35 ciclos
de 30 s a 94°C, 60 s a 50°C, 60 s a 72°C y un paso final de 5 min a 72°C. El producto de
PCR se purificé y secuencié en ambos sentidos. Secuenciadas las cepas fueron editadas
utilizando Genious software v5.4 (Drummond et al. 2011). La secuencia se analizé con
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi),
para la determinacién del porcentaje de identidad maxima se utilizd las secuencias de la
base mundial de datos. Las secuencias obtenidas fueron depositadas en la GenBank®.
Cada una de las cepas aisladas en este trabajo, fueron almacenadas en el Cepario del

Laboratorio de Quimica de Productos Naturales de la Universidad de Concepcion.
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Evaluacién de degradaciéon de OTC

Se cultivo las esporas de cada cepa por 4 dias en 125 ml YMG liquido. Se tomo 5 g de
micelio de cada cepa los que fueron cultivados en matraz Erlenmeyer de 250 ml con
125 ml de solucién con 250 mg L™ de oxitetraciclina. Cada cepa y sus respectivos
controles fueron trabajados en triplicado, a temperatura ambiente, oscuridad y agitacion
constante (120 x g). Como control negativo se utilizo solucion de oxitetraciclina a una
concentracion de 250 mgL™. Los ensayos fueron controlados a los 0, 3, 6, 9, 12, 15y 18
dias de cultivo. Para ello, una alicuota de 1 mL de cada ensayo y controles fue filtrada en
filtros de 0,23 pum de poro e inyectada en HPLC-DAD, para evaluar su actividad
degradadora de oxitetraciclina. A partir de un estandar de oxytetracycline hydrocloride
al 98,9% pureza, CAT# 500105 Calbiochem, se prepard una curva de calibracion con 7,
15, 30, 100, 175 y 250 mgL™. Caracteristicas de la curva: y = 25,89x - 115,1; R® de
0,998; error tipico de 1,59 mg L™; con limites de deteccién y cuantificacién de 6,03 y
6,46 mgL™, respectivamente.

Anélisis estadisticos
Se realiz6 un analisis de varianza de medidas repetidas, que considero 2 factores: Tipo
de cepa y tiempo de exposicion en dias. Ademas, se aplico la prueba a posteriori de

Tukey se utilizé el programa Statistica v. 8.0.

Resultados

En el analisis de sedimentos en sectores aledafios a las balsas de engorda de salménidos,
se detectd cantidades medibles de OTC en 3 de las 16 muestras. Especificamente en el
sector Este a la balsa y en los sedimentos con profundidades de: 5 m (4,62 + 0,12 ug g
1, 15m (5,34 0,10 pgg™) y 100 m (24,1 + 1,03 pg g™) de profundidad.

De las 38 cepas aisladas desde los sedimentos del area de fiordos de la provincia de
Aysen, en éste segundo estudio se seleccionaron 6 cepas para medir su capacidad para
degradar OTC. En la Tabla 1 se indican las cepas estudiadas, filo, orden y codigo
Genbank®. En la figura 2 se muestras aspectos morfolégicos obtenidos por microscopia
electronica de barrido los que fueron utilizados, en una primera aproximacion, para su

identificacion.

21



Se observo que la interaccion cepa y tiempo de exposicion presentaron diferencias
significativas (F456 = 51,23; P= 0,0001). Andlisis de contrastes mostrd que todos los
factores analizados fueron significativos (P < 0,0001) (Fig. 3).

La figura 4 muestra que las cepas de hongos analizadas presentan diferencias
significativas en la capacidad de degradar OTC. Al finalizar el tiempo de exposicién las
cepas con mayor eficiencia fueron: Epicoccum nigrum 92% (20,6 mgL™); Trichoderma
harzianum 91% (21,3 mgL™ y Beauveria bassiana 90% (26,1 mgL™): seguido de
Emericellopsis alkaline 81% (46,7 mgL™). Menores eficiencias se observo en:
Aspergillus terreus 78% (53,9 mgL™) y Penicillium commune 76% (60,5 mgL™) (Fig.
3). Del mismo modo, el control (cultivos sin micelio y con OTC) present6 un 41% de
degradacion (147 mgL™), correspondiente a la degradacion natural de OTC en
condiciones de laboratorio.

Discusion

La répida expansion de la salmonicultura i.e., 635 concesiones, sélo en la Region
de Aysén (Fig. 1) y la necesidad de mitigar el efecto adverso de la incorporacion de
antibioticos en el ambiente, nos incentivé a la busqueda de organismos capaces de
aumentar la velocidad de degradacion de antibioticos, como la OTC, cominmente usado
en los centros de cultivo. Antecedentes bibliograficos plantean que la velocidad de
degradacion de la OTC en condiciones naturales en los sedimentos marinos es baja
(Samuelsen et al. 1994) y que su vida media seria funcion de la tasa de reingreso de la

oxitetraciclina hacia la columna de agua (Smith & Samuelsen 1996).

En este estudio, la mayor concentracion medida de OTC en los sedimentos en
torno a la balsa jaula, fue de 24,1 + 1,03 pugg™, mayor al rango de concentraciones
informada para 13 centros de salménidos, i.e. 0,1 y 11 pgg™ (Bjorklund et al. 1991;
Coyne et al. 1994; Kerry et al. 1995), pero inferior a 285 pgg™ informada por
Samuelsen et al. (1992).

Para la determinacion de la capacidad de adsorcién de xenobidticos a una matriz
ambiental, se trabaja con la constante de adsorcién (kd), que relaciona la concentracion

del compuesto en la fase de adsorcion y el agua con que se encuentra en equilibrio. En
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sedimentos orgénicos marinos se informa Kd para la OTC de 2.590 (Lkg™), superior al
informado para sustratos como fango arenosos de sistemas agricolas, con alrededor de
670 (Lkg™) (WingChing-Jones 2008), lo que podria explicar las altas concentraciones de
OTC en sedimentos marinos respecto de suelos agricolas. Por otra parte, la
concentracion de OTC en los sedimentos en el area de la balsa monitoreada, fueron
mayores en el sector Este y a mayor profundidad i.e., 100 m, lo que indicaria una
relacién entre las corrientes, el transporte de sedimento y la concentracion de OTC
(Smith 1996). Ademas, Hektoen et al. (1995), plantearon que a mayor profundidad de la
columna de agua y mayores contenido de materia organica, el tiempo de vida media de
la OTC seria mayor de 100 dias, lo que generaria acumulacion de OTC en sedimentos de
mayor profundidad en directa relacion con el contenido de materia organica del

sedimento.

Los microorganismos son los que movilizan, modifican y reciclan los nutrientes
de los ciclos biogeoquimicos y el puente que une los procesos entre los ecosistemas
(Kong et al. 2011). EI mantenimiento de la actividad biologica es clave para garantizar
el funcionamiento de los ecosistemas, debido a ello, la acumulacion de antibioticos es
una amenaza potencial a las funciones y estructura de las comunidades bacterianas (Liu
et al. 2012, Seo et al. 2009) pero, no para comunidades de hongos, siendo esta una clara
ventaja para su utilizacion en la micoremediacion de antibioticos. Ejemplos exitosos de
la utilizacion de hongos en matrices complejas, es la aplicacién de basidiomicetos,
especialmente sub Filo Agaricomycetes, en la degradacion y tratamiento de emisarios;
de hongos asociados a la degradacion de la madera como: Pleorotus ostreatus, Irpex
lacteus, Trametes versicolor, Phanerocheate chrysosporium, y Bjerkandera adusta; y
los que crecen en bosques de coniferas como: Lentinula edodes, Agaricus bisporus y
Lactarius piperatus, capaces de degradar compuestos refractarios como celulosa,
lignina, residuos de la fabricacion de papel, plasticos, hidrocarburos, colorantes,

pesticidas, productos farmacéuticos (Anastasi et al. 2013, Kulshreshtha et al. 2014).

Kristanti & Hadibarata (2015) plantean la potencialidad de lograr mayores
eficiencias si se trabajaba aislando hongos endémicos (por Ej. filo Ascomycota), de
sitios contaminados con las sustancias que se desea degradar. Esto se prueba en este

estudio, ya que, se observd que las seis cepas aisladas desde los sedimentos y expuestas
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a OTC, mostraron capacidad para degradar este antibidtico (76 a 92%) y ser capaces de
sobrevivir y crecer en presencia de una cantidad muy superior del antibidtico en
condiciones de laboratorio (250 pgL™), respecto a la concentracién mas alta en que
vivian en el sustrato del que fueron aisladas (24,1 + 1,03 ug g*). Otras ventajas de
utilizar hongos en procesos de biorremediacion es que los hongos son capaces de formar
extensas redes de micelio, llegando a ser la biomasa dominante y ademas, no necesitan
como pre-condicion el enriquecimiento del sustrato, como sucede con muchas bacterias
(Maloney 2001, Magan et al. 2010, Harms et al. 2011).

En estudios previos, trabajando en 21 dias, se observd baja capacidad degradativa
de OTC de la levadura R. mucilaginosa y resultados promisorias con 4 cepas de
ascomicetes aisladas sede sedimentos marinos; sus capacidades degradativas que
fluctuaron entre 72 y 92% (Ahumada-Rudolph et al. 2016). En este estudio una de las
cepas con mayor eficiencia para degradar OTC fue E. nigrum (91,7% de eficiencia). En
estudios previos con esta cepa se habian demostrado en sus paredes celulares diferencias
significativas en la composicion de esteroles y acidos grasos, caracteristica que podrian
ser responsables de su capacidad adaptativa para co-habitar en sustratos marinos y
terrestres, siendo por ello un excelente candidato para tratamientos de micorremediacion
en los centros de reproduccion y crecimiento (smolt) en agua dulce, como en centros

marinos de engorda (Ahumada-Rudolph et al. 2014).

Los hongos marinos por su condicion heterétrofa, su condicidn de adaptarse a la
variabilidad ambiental y su resistencia especifica a diferentes estresores, pueden ser
potenciales candidatos para ser empleados como restauradores de sectores contaminados

con antibiéticos como la OTC.
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Tabla 1. Nombre y cddigos de acceso al Genbank® de las cepas con capacidad para
degradar OTC identificadas en este estudio / Name and GenBank® access codes for
strains with the ability to degrade OTC identified in the study.

Cepa | Nombre cientifico | Filo | Orden [ Cod. Genbank®
RA117  Penicillium commune Ascomycota  Eurotiales KU298470
RA106  Aspergillus terreus Ascomycota  Eurotiales KU214241
RA129  Beauveria bassiana Ascomycota  Hypocreales KU198598
RA115  Trichoderma harzianum Ascomycota  Hypocreales KU198601
RA39P  Epicoccum nigrum Ascomycota  Pleosporales KC164754

RA2P Emericellopsis alkalina ~ Ascomycota  Hypocreales KU298468
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Figura 1. Sitio de muestreo. Estacién “Centro de cultivo Victoria 1”, campaiia de
invierno 2013. Ubicacion vecina a las concesiones maritimas para el cultivo de
salmones. (segin SERNAPESCA 2014).

Figure 1. Sampling site. "Victoria 1 culture center" Station, Winter Champaign. 2013.

Location neighboring maritime concessions for salmon farming in the area, as described
by SERNAPESCA 2014.
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Figura 2. Fotografia de microscopia electronica de barrido de cepas aisladas e
identificadas desde sedimentos marinos, con capacidad para degradar OTC: A) P.
commune, B) A. terreus, C) B. bassiana, D) T. harzianum, E) E. nigrum y F) E.
alkalina.

Figure 2. Photographs of strains with the ability to degrade OTC isolated and typified

from marine sediments: A) P. commune B) A. terreus C) B. bassiana D) T. harzianum
E) E. nigrum and F) E. alkaline. Images obtained by scanning electron microscopy.
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Cepas
Sin micelio ‘ E. nigrum ‘ A. terreus ‘T. harzianum‘ B. bassiana ‘ E.alkalina ‘ P.commune ‘

0 10 20 30 40 50 60 70 80 9 100
Degradacion de oxitetraciclina (%)

Figura 3. EI comportamiento de degradacion de OTC de cada cepa, en los tiempos de
medicion: 0, 2, 6, 10, 15 y 18 dias. (*) Medias con letra comin no son
significativamente diferentes (p > 0,05).

Figure 3. The degradative behavior of OTC of each strain, in the measured times: 0, 3, 6,
10, 15 and 18 days. (*) Measurements with the same letter are not significantly different
(p > 0.05).
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Figura 4. Degradacion de OTC de las diferentes cepas aisladas desde sedimentos,
determinados por HPLC-DAD. Las barras representan el error estandar (e.e).

Figure 4. Effects of OTC concentration (250 pg mL™) on culture media for different
marine strains and times of exposure as determined by HPLC —DAD. The bars represent
the standard error (s.e).

32



4.2- Capitulo 2. Hongos marinos aislados desde Fiordos Chilenos pueden
degradadar oxitetraciclina.

Ramon Ahumada-Rudolph, Vanessa Novoa, Anny Rudolph, Miguel Martinez, Cristian
Torres-Diaz & Jose Becerra

Resumen

El cultivo de salmdn es la principal actividad econémica de la zona fiordos del sur de
Chile. Esta actividad requiere el uso de antibiéticos, tales como oxitetraciclina, para el
control y prevencion de enfermedades, que tiene un impacto negativo en el medio
ambiente. Se analizé la capacidad de los hongos marinos endémicos en biodegradarse
oxitetraciclina, un antibiético utilizado ampliamente en la piscicultura. Se aislaron cepas
de hongos marinos de muestras de sedimento obtenidas a partir de un area de actividad
de la cria de peces. Las cinco cepas aisladas mostraron actividad en la oxitetraciclina y
fueron identificados como Trichoderma harzianum, deliquescens Trichoderma,
Penicillium crustosum, Rhodotorula mucilaginosa y atroroseus Talaromyces por
microscopia electronica de barrido, y se caracterizaron mediante técnicas moleculares.
Los resultados mostraron una degradacion significativa en la concentracion de
oxitetraciclina en los primeros 2 dias de tratamiento para todas las cepas analizadas. A
los 21 dias de tratamiento, la concentracion de oxitetraciclina se redujo 92% en T.
harzianum, 85% en T. deliquescens, 83% en P. Crustosum, 73% en R. mucilaginosa y
72% en T. atroroseus, todos que fueron significativamente mayores que los controles.
Teniendo en cuenta estos resultados, proponemos que las cepas fungicas aisladas de
sedimentos marinos pueden ser herramientas Utiles para la biodegradacion de los
antibioticos como oxitetraciclina, en la industria del salman.

Palabras clave: degradation, marine fungi, acuicultura, restauracion

Nota: Publicado en la revista Environmental, Monitoring and Assessment. Agosto 2016
vol 188:468
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m the fjords area of Southem Chile. This activity requires

R. Ahumada-Rudolph * V. Novoa

Departamento de Geografia, Facultad de Arquitectura, Urbanismo
v Geografia, Universidad de Concepeion, Victor Lamas 1290, PO
Box 160-C, Concepeion, Chile

R. Ahumada-Rudolph - V. Novoa

Estudiantes de Doctorado en Ciencias Ambientales, Facultad de
Ciencias Ambientales, Universidad de Concepcion, Victor Lamas
1290, PO Box 160-C, Concepcion, Chile

R. Ahumada-Rudolph (&)- J. Becema

Labaoratorio de Quimica de Productos Naturales, Departamento de
Botinica, Facultad de Ciencias Naturales y Oceanogréficas,
Universidad de Concepcion, Victor Lamas 1290, PO Box 160-C,
Concepeion, Chile

e-mail: ramonahumada@udec.cl

K. Sdez

Departamento de Estadistica, Facultad de Ciencias Fisicas y
Matemdticas, Universidad de Concepcidn, Victor Lamas 1290,
PO Box 160-C, Concepcion, Chile

M. Martinez

Laboratorio de Microbiologia Basica y Bioremediacion, Facultad
de Ciencias Biologicas, Universidad de Concepeion, Victor
Lamas 1290, PO Box 160-C, Concepcion, Chile

A. Rudolph

Facultad de Ciencias, Universidad Catolica de la Santisima
Concepecion, Alonso de Ribera 2850, PO Box 297, Concepeion,
Chile

C. Torres-Diaz

Laboratorio de Gendmica & Biodiversidad (LGB), Departamento
de Ciencias Naturales, Universidad del Bio-Bio, Dieciocho de
Septiembre 580, PO Box 447, Chillan, Chile

Published online: 14 July 2016

the use of antibiotics, such as oxytetracycline, for the
control and prevention of diseases, which have a negative
impact on the environment. We analyzed the abilities of
endemic marine fungi to biodegrade oxytetracycline, an
antibiotic used extensively in fish farming. We isolated
marine fungi strains from sediment samples obtained from
an area of fish farming activity. The five isolated strains
showed an activity on oxytetracycline and were identified
as Trichoderma harziemum, Trichoderma deliquescens,
Penicillium crustosum, Rhodotonila mucilaginosa, and
Talaromyces atroroseus by a scanning electron microsco-
py and characterized by molecular techniques. Results
showed significant degradation in the concentration of
oxytetracycline at the first 2 days of treatment for all
strains analyzed. At 21 days of treatment, the concentra-
tion of oxytetracycline was decreased 92 % by
T harzianum, 85 % by T. deliguescens, 83 % by
P crustosum, 73 % by R mucilaginosa, and 72 % by
T atroroseus, all of which were significantly higher than
the controls. Given these results, we propose that fungal
strains isolated from marine sediments may be useful tools
for biodegradation of antibiotics, such as oxytetracycline,
in the salmon industry.

Keywords Antibiotics - Aquaculture - Degradation -
Marine fungi - Incorporated and restoration

Introduction

Norway and Chile currently lead the world’s salmon
farming activity, producing more than 50 % of the
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worldwide demand for salmon (Costa-Pierce 2010;
Buschmann and Muiioz 2016). In Chile, the salmon
industry generates sales of almost $4.4 billion, produc-
ing 850,000 t per year (SUBPESCA 2014). However,
this activity goes hand in hand with a negative extemal-
ity, which is the use of antibiotics to combat bacterial
diseases (Buschmann et al. 2012). Oxytetracycline
(OTC) is one of the most utilized antibiotics in Chile,
and in 2013, around 157 t were used; it is expected that
its use will increase during the next few years
(SERNAPESCA 2014).

OTC is a wide spectrum antibiotic, included in the
tetracycline group, interfering with the synthesis of bac-
terial proteins. OTC is one of the two antibiotics used for
prophylactic treatment (along with streptomycin) regis-
tered by the EPA for the use in aquaculture (Vidaver
2002). It is cheap and effective against common bacte-
rial infections such as piscirickettsiosis, flavobacterium,
and renibacterium (Sarmah et al. 2006).

In salmon fishing, antibiotics suchas OTC are adminis-
tered within the diet, both in the freshwater spawning phase
and in the salmon fattening process in marine arcas
(Vidaver 2002; Buschmann and Mufioz 2016). Excessive
use of antibiotics in aquaculture generates negative conse-
quences in ecosystems, danger to marine communities and
to human health (Samuelsen et al. 1989; Hektoen et al.
1995; Heuer ct al. 2009; Cabello 2004, 2006; Cabello
et al. 2013; Buschmann et al. 2006, 2012; Marshall and
Levy 2011; Andrade Vda C 2015). The environmental
impact of OTC is accentuated by inefficient absorption in
animal intestines. It is estimated that for water-soluble
antibiotics such as OTC, up to 90 % of the administered
dose is excreted through urine and feces (Alcock etal. 1999;
Halling-Serensen 2001). Samulesen (1989) and Hektoen
et al. (1995) reported that 80 % of the antibiotics used in
aquaculture stay in the water and sediments, persist under
certain oxygenation conditions, and have a half-life that
exceeds 100 days, as is the case for OTC.

In ecosystems, OTC selects bacteria that are resistant to
the antimicrobial agents (Schmitt et al. 2005; Kiimmerer
2009). This means that OTC is able to influence biodi-
versity, not only through the selection of resistant bacteria
but also by horizontally transferring genes, albeit through
plasma interchange or by lysogenic conversion (Coyne
et al. 2001; Serurn 2006). Exchange has been registered
between marine and terrestrial ecosystems that share and
transfer genes with antimicrobial resistance of bacterial
origin (Rhodes et al. 2000; Burridge et al. 2010;
Kiimmerer 2009; Cabello et al. 2013). Thus, salmon
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farming regions in Southem Chile where antibiotics are
used could play an important role as reservoirs of carrier
bacteria with genes that are resistant to OTC, with a
potential public health risk (Miranda and Zemelman
2002; Burridge et al. 2010; Millanao et al. 2011).

Also, apart from environmental impacts n aquaculture
zones, traces of tetracycline and quinolones have been
found in wild fish that inhabit distant coastal ecosystems
(Fortt et al. 2007). Organic enrichment of shallow-water
benthic systems due to fish farming (<50 m deep) mod-
ifies the biogeochemical processes in soft sediment habi-
tats (Holmer 2010; Bannister et al. 2014).
Remineralization of the highly labile organic waste (i.e.,
fish feed and feces) results in increased sediment oxygen
demand and altered metabolic pathways, and a shift from
acrobic to anacrobic microbial degradation (ic., sulfate
reduction and methanogenesis) is frequently observed
(Valdemarsen et al. 2009). Excessive organic enrichment
due to fish farming can modify sediment conditions
(Keeley et al. 2013), which may change the composition
and total biomass of benthic fauna communities (Kutti
ct al. 2007; Hargrave et al. 2008).

Currently, the Regional Commission of Seaboard
Use (CRUBC in Spanish) in Aysén, Chile, has approved
41 new sites as “Aquaculture-apt areas” with the objec-
tive of facilitating the concession relocation process.
These new sites are approximately 600 ha, the same
area as the existing concessions, which makes the
restauration process urgent for areas that have already
been environmentally altered (SUBPESCA 20135).

Fungi possess the capacity to metabolize organic com-
pounds through a non-specified, extra-enzymatic, inter-
cellular system, as well as an enormous potential to trans-
form and/or degrade xenobiotics (Harm et al. 2011).
However, these studies are rare for the marine environ-
ment (Ahumada-Rudolph et al. 2014). In this context, and
given the importance of aquaculture activity in Chile, the
objective of this study is to evaluate the capacity of
autochthonous fingi (isolated from sediments close by
fish farming centers) to biodegrade OTC, highlighting
their potential use in bioremediation processes.

Materials and methods
Study sites

The AysénProvince is one of the least populated regions
of Chile, with only 0.95 residents per square kilometer,
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with low temperatures and high precipitation levels. The
fjord area of this province has zones that are protected
from the inclemency of the climate, with easy navigable
access. Currently, it has the highest percentage of marine
products, mostly salmon, with 78 % of the country’s
production (INE 2014). The eco-toxicological quality of
sediments in the center of the canals and fjords indicates
that, in general, these systems still behave as unaltered
(Rudolph et al. 2011), with oxygen saturation in the
superficial layer and absence of anoxia in the deep layer
(Silva and Guazman 2006). However, there have been
reports of important alterations on the seaboard, which
is mainly used for salmon fattening. These alterations
include high contents of organic material, low oxygen
concentration, acidification of sediments, and ecological
disturbances (Rudolph et al. 2009).

Sediment collection

Sampling was done in the winter season, July 2013, in
the Aysén Province (45° 12’ 35.33” §, 74° 04" 25" W)
(Fig. 1). A small watercraft was used with an 1800cm®
capacity stainless steel drag. Sixteen sediment samples
were collected in sterilized Falcon tubes. Later, these

samples were transported to the laboratory in darkness
and at —18 °C.

Strain isolation

Three grams of sediment were diluted in sterile seawa-
ter, homogenized, and left to decant. The supernatant
was diluted in series with sterilized seawater 01:10 with
two repetitions 01:107%. An aliquot of 100 pL was
transferred to yeast extract, malt extract, and glucose
(YMG) agar with streptomycin (200 mg L™!) and dis-
seminated onto the surface using a sterile glass wand,
where the slides were incubated at room temperature for
5 days.

Strain identification

Morphological determination and characterization of
the strains were carried out using a scanning clectron
microscopy. To validate the species, PCR techniques
were used, amplifying the internal transcribed spacer
(ITS) region (that included the gene 5.8S) and the nu-
clear ribosomal subunits of IRNA (LSU) using ITS-1/
ITS-4 (Tedersoo et al. 2009). DNA from the mycelium
was extracted using the EZNA DNA fungus Mini Kit

Pacific
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Fig. 1 Swdy area in which the sampling areas are indicated
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(Omega Bio-tek). The PCR reactions were carried out
with ITS-4 (5'-tccteegcttattgatatge-3") as direct primers
and ITS-1 (5'-tccgtaggtgaacctgegg-3') as inverse
primers. Each reaction was done in 15 pL of solution
that contained 30-50 ng of DNA, 1x de TAMPON
PCR, 2 mM MgCl,, 0.1 mM of each dNTF, 0.5 mM
of the direct and inverse primers, and 1 U of Tag DNA
polymerase. Amplification by PCR was performed with
an initial denaturalization of 4 min at 94 °C, followed by
35 cycles of 30 s at 94 °C, 60 s at 50 °C, 60 s at 72 °C,
and a final 5-min pass at 72 °C. Test clectrophoresis was
carried out, and the gel was photographed. The PCR
product was purified and sequenced in both directions.
Once sequenced, the strains were edited using the
Geneious software v5.4 (Drummond et al. 2011). The
sequences were analyzed with BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) (http://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi). To determine the maximum identity,
sequences from world database records were used and
deposited in GenBank™®. Each one of the isolated strains
was preserved and stored in the Strain Bank at the
Natural Product Chemistry Laboratory at the
Universidad de Concepcion, Chile.

Biodegradation assays

Spores of each strain were left to grow for 4 days in
YMG. Five grams of mycelium were used along with
250 mg L™! solutions of OTC. Each strain and control
were worked in triplicate (n = 21) at room temperature,
darkness, and agitation (120 rpm). As anegative control,
the 250 mg L™ solutions of OTC were used, and as a
positive control, a solution of OTC and 5 g of
autoclaved mycelium of the strains were used for this
study. The assays were controlled at 0, 2, 6, 10, 15, and
21 days. At each control, an aliquot of each assay and
from the controls was filtered in 0.23 pum and injected in
HPLC-DAD.

Evaluation of the biodegradation capacity
of oxytetracycline

A calibration curve was prepared with 7, 15, 30, 100,
175, and 250 mg L™! from one standard deviation of
OTC hydrochloride at 98.9 % purity CAT# 500105
Calbiochem (Table 1).

HPLC was used with a YL 91118 binary pump, YL
9160 PDA detector with manual injection, and 20-pL
loop; Kromasil 100-5-C18 column, 250 % 4.6 mm . As

@ Springer

Table 1 Summary of the pammeters used for the quantitative
determination of oxytetracycline

Parameter Value

Slope equation ¥Y=12589 = -115.1
B 0.998

Standard emor 1.59mg L™
Detection limit (DL) 6.03 mg L
Quantification limit (QL) 646 mg L™

a mobile phase, 0.1 % formic acid was used in H,O
Milli-Q and acetonitrile {80:20), at isocratic pressure at
milliter per minute and 365 nm wavelength.

Statistical analysis

‘We performed repeated ANOVA measures, considering
the following factors: strain type and exposure time,
using the SAS proc. Mixed program.

Results
Strain identification

The identification codes from the fungi strains isolated
from the fjord area of the Aysén Province, which were
analyzed for their capacity to degrade OTC, are indicat-
ed in Table 2. Of the five analyzed strains in this study,
four were from the division Ascomycota, with mycelian
growth. These structures are detectable via a microscope
and represent terrestrial environments, although all col-
lected species have several registers of isolated strains
from marine environments. In the case of Rhodotorula
mucilaginosa, which belongs to the division Basidio-
mycota, the red-pigmented yeast genus, this fungus is
Very comnumon in marine environments.

Figure 2 shows photographs obtained from SEM of
the five fungi strains isolated from sediments in the fjord
areas demonstrating the capacity to degrade OTC.

Oxytetracycline degradation

We observed that the strain-exposure time interaction
presented significant differences (Fa4s¢ = 30.66,
2 < 0.0001) wherein the contrasts analysis showed that
the analyzed factors are significant (p < 0.0001) (Fig. 4).
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Table 2 Scientific names and access codes at GenBank® of the isolated strains from the Aysén fjords, which were analyzed for their

capacity to degrade oxytetracycline

Strain Division Scientific name Code GenBank®
RAI14 Ascomycota Trichoderma deliquescens KU214239
RALIS Ascomycota Trichoderma harzianum KU 198601
RA223A Ascomycota Talaromyces atroroseus KU 198600
RAII8 Ascomycota Penicilium crustosum KU198599
RAI01 Basidiomycota Rhodotorula mucilaginosa KU298469

Fig. 2 Photographs obtained from SEM of the fungi: a Trichoderma harzianum, b Talaromyces atromwseus, ¢ Penicillium crustosum, d

Trichoderma deliquescens, and ¢ Rhodotorula mucilaginosa

@ Springer
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Fig. 3 Degradation curves of the 300
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Figure 3 shows that in the first days of cultivation,
significant differences could be observed in the antibi-
otic concentration of the strains, with respect to the
controls. The least efficient was R. mucilaginosa with
8.3 %. The strains Trichoderma harzianiem and Penicil-
lium crustosum showed the best response levels, with
respective degradation percentages of21.1 and 21.7 %.
In the negative and positive controls, the degradation
was estimated at 6.4 and 6.5 %, respectively, corre-
sponding to the natural degradation of OTC in labora-
tory conditions.

In the period of 6-10 days, an increase of the degrada-
tive capacity was observed, with significant differences
between the strains and controls. Two groups were iden-
tified in the following: the less efficient strains
R. mucilaginosa and Talaromyces atroroseus (Fig. 4)
and the more efficient strains, which showed degradation
of more than 50 % of the initial OTC quantity,
Trichoderma deliguescens and P crustosum, with 55
and 59 %, respectively. The strain 7. harzignum showed
the best degradative capacity with 68.6 % (Figs. 3 and 4).

At 21 days of exposure, we observed that the degra-
dative capacities of the positive and negative controls
were significantly lower. On the other hand, the degra-
dative capacity of the strains T. atroreseus and
R. mucilaginosa could be considered “high” with 73
and 74.2 %, respectively. Similarly, the degradative
capacity of P crustosum and T deliquescens could be
considered as “very high” with 83.9 and 85.1 %, re-
spectively, whereas T harzianum had an “extremely
high” degradative capacity with a 93 % effectiveness.

@ Springer
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Regarding the general degradation of the antibiotic
OTC, explained by the degradation slopes, three behav-
ioral groups could be recognized. The controls, which
represented normal degradation ofthe OTC in laborato-
ry conditions, showed 24.67 % for the negative control
and 32.5 % for the positive control. A second group
includes the strains T afroroseus and R. mucilaginosa
with 36.16 and 27.52 %, respectively, and finally, a third
group, which could be classified as efficient degradation
agents, includes the strains P. crustosum,
I deliquescens, and T. harzianum with 42.79, 42.85,
and 48.1 %, respectively. The degradation speed of the
negative control was estimated at 5.41 mg L™ OTC/day,
differing substantially from . harzianum, which de-
graded OTC at double the speed, or 10.93 mg L™'/day.

Discussion

Knowledge about fingi in marine ecosystems is limited
(Williams etal. 2007). Studieson themolecular diversity of
the micro-eukaryotic community have shown that fungi
occupy a central position in a large number of marine
habitats (Manohar and Raghukumar 2013). Fungi have
the ability to adapt to different physicochemical and envi-
ronmental plasticity conditions, allowing them to colonize
different habitats. Ahumada-Rudolph et al. (2014) demon-
strate that Epicoccum nigrum is capable of changing its
composition of sterols and fatty acids; salinity generates
changes in the lipid composition, and pH has a significant
effect on the composition of fatty acids and sterols.
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Fig. 4 The degradative behavior of OTC of each strain, in the measured times: 0, 2, 6, 10, 15, and 21 days. Measurements with the same

letter are not significandy different (p > 0.05)

Sowmya et al. (2014) demonstrate that 7" harzianum 1s a
potent fimgus that degrades polyethylene from the soil of
dumpsite areas and canactassolution for bioremediation of
plastics. Fungi have a vital role not only in recycling bio-
mass but also in biogeochemical transformations such as
bioweathering, interactions with metals, and the transfor-
mation of rocks and minerals relevant to mycoremediation
(Baldrian 2003; Gadd 2007; Chenetal. 2012). They havea
significant biochemical potential and ability to degrade
highly refractory organic compounds (Bugni and Ireland
2004; Harms et al. 2011). In aquatic environments, it has
been shown that the use of fungi that form vesicular-
arbuscular mycorrhiza is capable of promoting the degra-
dation of organic pollutants (Fester 2012).

OTC is one of the most used antibiotics in salmon
farming (Sarmah et al. 2006). In Chile, the world’s second
largest salmon producer, an estimated 157 t of OTC were
used in 2013 (SERNAPESCA 2014). Due to its solubility
in water and low absorption in fish, a high percentage of
OTC 1s likely to be released into the environment.
Samulesen (1989) estimated the half-life of OTC to ex-
ceed 100 days. Hektoen et al. (1995) estimated 150 days
of OTC half-life in interstitial waters of superficial sedi-
ments and 300 days in depths between 5 and 7 cm in the

sediment. The half-lives estimated for OTC mean that
large quantities are entering sediments in and around the
areas used for aquaculture. Fungiand bacteria can degrade
and transform organic substances, but there exist environ-
mental characteristics or circumstances that make fungi
more adequate for application in environmental biotech-
nology (Nnenna et al. 2011).

The problem of degrading compounds in low concen-
trations in the environment is generated by a range of
chemical products of different structural syntheses that
have high biological activity such as human and veteri-
nary hormones and antibiotics. These new chemical prod-
ucts, along with other massively consumed compounds,
have been found in the environmental matrix, given that
they were not retained or degraded naturally by conven-
tional treatment systems (Bacmaga et al. 2015; Guzman-
Déavalos and Alvarez 2014; Hamms et al. 2011). Krause
et al. (2013) suggest that under realistic levels of ocean
acidification, marine fungi will reach greater importance
in marine biogeochemical cycles.

Mitigating the effects of salmon farming is a
difficult task, and its expansion is cumrently grow-
ing. In Chile, the actual mitigation effort consists
in relocating the aquaculture centers to new areas,
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abandoning the intervened sites (SUBPESCA
2015). Our research group founded its work on
the principle that endemic fungi inhabiting sedi-
ments beneath cultivation centers are adapted to
these conditions (i.e., temperatures, light, dissolved
oxygen content, organic material, nutrients, resi-
dues, among others), making them potential valu-
able agents for mycoremediation of contaminated
marine sectors.

Knowledge is scarce regarding fungi that inhabit
marine ecosystems, such as the fjords of Southern
Chile (Ahumada-Rudolph et al. 2014). However,
this line of research is important to develop, given
that fungi possess a wide biodiversity of species,
genetic variability, and secondary metabolites that
are of medical and industrial interest. The inter-
vention of its organisms in pristine sites, such as
the fjords, modifies ecosystems. In this study, of
the 38 isolated strains, we concluded that five
showed significant results in the degradative ca-
pacity of OTC, with respect to the controls, in the
21-day study period. The best results were given
by T harzianum, capable of degrading more than
90 % of the OTC in the solution, and the strains
P. crustosum and T. deliquescens over 80 %
(Fig. 4). With these results and the heterotrophic
condition of the fungi, along with their environ-
mental variability and adaptability given their re-
sistance to different stressors, fungi show a viable
route to consider for the restoration of altered
ecosystems in processes of bioremediation.

Conclusions

This study concludes that endemic fungi have been
proven to degrade OTC in short periods of time.
Three of the tested strains showed OTC degrada-
tion capacity of over 80 % and could be used for
bioremediation during the rest and recuperation of
sites utilized for fish farming.
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4.3- Capitulo 3. Degradacion intracelular de oxitetraciclina por hongos aislados
desde sedimentos de fiordos marinos

Resultados preliminares de degradacion intracelular de oxitetraciclina.
Introduccién

En Chile ha desarrollado fuertemente la produccién de salménidos que se
consume en el mundo (Costa-Pierce, 2010; Millanao et al., 2011). Esta actividad ha
tenido una rapida expansion alcanzando aproximadamente de 2000 km? de costa, en no
mas de 30 afios de historia. En el 2015, la salmonicultura generd ventas por US$ 3.507
millones, con una produccion de 834.168 mil ton, generando un PIB cercano al 3,5 %
(SUBPESCA, 2016).

Sin embargo, esta actividad presenta como externalidad negativa, el uso de
antibioticos, en tratamientos de enfermedades bacterianas (Buschmann et al., 2012). La
oxitetraciclina (OTC) es uno de los antibidticos mas utilizado; en el 2013 se aplico
alrededor de 157 ton (SERNAPESCA, 2014).

La OTC es un antibiotico de amplio espectro, incluido en el grupo de las
tetraciclinas. Actla interfiriendo la sintesis de proteinas bacterianas. Es uno de los dos
antibioticos (junto a la estreptomicina) registrados por la EPA para su uso en la
agricultura como un tratamiento profilactico (Vidaver, 2002). Es un producto de bajo
costo y eficiencia relativa, en la lucha contra infecciones bacterianas comunes (Sarmah
et al., 2006).

El uso excesivo de antibi6ticos en la acuicultura, genera consecuencias negativas
para la salud humana, animal y altera el medio marino (Samuelsen et al., 1992; Hektoen
et al., 1995; Wolf, 2004; Heuer et al., 2009; Cabello, 2004, 2006; Cabello et al., 2013,
Buschmann et al., 2006; 2012; Marshall & Levy, 2011). El impacto ambiental se ve
acrecentado por la ineficiente absorcion en el intestino del animal, se estima se
excretaria entre el 30 y el 90 % de la dosis administrada. Como la mayoria de los
antibioticos son solubles en agua, hasta un 90 % de una dosis podria ser eliminada a

través de la orina y en las heces (Alcock et al., 1999; Halling-Sgrensen, 2001).
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Samuelsen (1989) y Hektoen et al., (1995) reportaron que el 80 % de los
antibidticos empleados en un cultivo se queda en el ambiente y sedimentos, debido que
sus residuos son persistentes bajo ciertas condiciones de oxigenacion, con una vida
media que excederia los cien dias en el caso de oxitetraciclina (Espinosa & Bermudez,
2012).

Se ha descrito que la oxitetraciclina genera bacterias resistentes a
antimicrobianos (Schmitt et al., 2005; Kimmerer, 2009), pudiendo influir en la
diversidad microbiana, no s6lo mediante la seleccion de bacterias susceptibles, sino
actuando también sobre microalgas (Coyne et al., 2001; Serum, 2006). Ademas,
generara desequilibrios en el medio, alterando los balances de degradacion de la materia
organica contenida en el sedimento (Kimmerer, 2009; Cabello et al., 2013). Se ha
registrado que los ecosistemas marinos y terrestres pueden compartir y traspasar genes
de resistencia antimicrobiana de origen bacteriano (Rhodes et al., 2000; Burridge et al.,
2010).

Ademas, se ha evidenciado impactos ambientales mas alla de las areas utilizadas
en cultivos de las salmoneras chilenas, ya que se han encontrado trazas de residuos de
tetraciclina y quinolonas en peces silvestres que habitan zonas costeras alejadas (Fortt et
al., 2007). Por lo tanto, las zonas de cultivos del sur de Chile podrian desempefiar un
papel importante como reservorios de bacterias portadoras de determinantes genéticos
de resistencia a la oxitetraciclina de alto nivel, lo que podria constituir un riesgo para la
salud publica y la de los trabajadores involucrados en su cultivo y procesamiento
(Miranda & Zemelman 2002; Burridge et al., 2010; Millanao et al., 2011).

En la actualidad la Comision Regional de Uso del Borde Costero (CRUBC) de
Aysén, Chile; aprobd 41 nuevos sitios como nuevas “Areas aptas para la acuicultura”,
con el objeto de facilitar el proceso de relocalizacidn de concesiones. Estos sitios tienen
una extension de alrededor de 600 hectareas, la misma superficie por la que serian
reemplazadas las concesiones existentes, lo que hace urgente evaluar la restauracion de
areas ya intervenidas ambientalmente (SUBPESCA, 2015).

Como los hongos tienen la capacidad de metabolizar compuestos organicos a
través de un sistema enzimatico extracelular e intracelular no especifico y con alto

potencial para transformar y/o degradar xenobidticos (Harm et al., 2011). En éste
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contexto, y dada la importancia de la actividad acuicola para nuestro pais, se evalu6
capacidad de hongos autdctonos, aislados desde los sedimentos del area de fiordos
patagdnicos del Sur de Chile, para biodegradar la oxitetraciclina, un antibiotico utilizado
en la acuicultura chilena, con el objetivo de evaluar la capacidad para ser usados en

procesos de bioremediacion en programas de restauracion de estos ecosistemas.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. La provincia de Aysén es una de las regiones menos poblada del pais,
con so6lo 0,95 habitantes por km?, con una poblacion de 102.632 habitantes segun censo
2012 (INE, 2014). Registra bajas temperaturas y elevada tasa de precipitacion. El area
de fiordos en ésta provincia, presenta zonas protegidas de la inclemencia del tiempo y
facil acceso a la navegacion, por lo que paulatinamente esta siendo intervenida para la
explotacion de sus recursos naturales. Actualmente, presenta el mayor porcentaje de
exportacion de productos marinos, asociado a la produccion de salmones con un 78 %
(INE, 2014). La calidad ecotoxicologica de los sedimentos, en el centro de los canales y
fiordos, indica que éstos sistemas en general se comportan ain como sistemas poco
alterados (Rudolph et al., 2007; 2011), con saturacion de oxigeno en la capa superficial
y ausencia de anoxia en la capa profunda (Silva & Guzman, 2006). Sin embargo, se
informa de graves alteraciones en el borde costero que esta siendo utilizado para la
engorda de salmones, i.e., altos contenidos de materia organica, baja concentracion de

oxigeno, acidificacion del sedimento y alteraciones ecoldgicas (Rudolph et al., 2009).

Recolecta de sedimentos. La toma de muestras de sedimentos se realizd en la
temporada de invierno, julio de 2013, en la Provincia de Aysén (45°12'35,33"S
74°04'25" W) (Fig 1). Para ello se utilizé una embarcacion menor y una draga de acero
inoxidable de 1800 cm® de capacidad. Se recolectaron 16 muestras de sedimento en
tubos Falcon, previamente esterilizados. Luego de rotulados fueron trasladadas en frio y

oscuridad, y congelados a -18°C.
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Aislacion de las cepas. Las cepas se aislaron a partir de 3 g de sedimento, que se diluyo
en 10 ml de agua destilada estéril y se deja decantar durante 15 min para eliminar el
exceso de material particulado. El sobrenadante se diluye seriadamente con agua de mar
esterilizada 01:10 con 2 repeticiones 01:107, una parte alicuota de 100 pl fue transferido
a los medios de cultivo YMG agar con estreptomicina (200 mg L™) y se extendié sobre
la superficie usando una varilla de vidrio estéril. EI crecimiento de colonias de hongos se
evalud después de 5 dias de crecimiento a temperatura ambiente y cepas puras se
obtuvieron a partir de estas placas.

Identificacion de las cepas. La determinacion y caracterizacion morfoldgica de las
cepas, se realizo utilizando técnicas de microscopia Optica de barrido. Para la
identificacion de la especie, se utilizO caracteres taxondmicos como tipo, tamafio y
formas de las esporas, conidiasporas, ascosporas y estructura de los micelios. Para la
validacion y confirmacion de la identificacion morfologica, se aplico técnicas de PCR,
se amplifico la region ITS (que incluye el gen 5.8S) y las subunidades nucleares
ribosomales de rRNA (LSU) utilizando ITS-1/ITS-4 (Tedersoo et al. 2009). Se extrajo
ADN del micelio utilizando el EZNA ADN fadngico MiniKit (Omega-Biotek). Las
reacciones de PCR se realizaron con 1TS4 (5'- tcctccgcettattgatatge-3') como partidores
directos y ITS1 (5'-tccgtaggtgaacctgcgg-3) como partidores inversos. Cada reaccion se
llevé a cabo en 15 pL de solucion que contenia de 30 - 50 ng de ADN, 1X de tampdn de
PCR, 2 mM MgCl,, 0,1 mM de cada dNTP, 0,5 mM de los cebadores directos e inverso,
y 1 U de Tag ADN polimerasa. Las amplificaciones por PCR se llevaron a cabo con una
desnaturalizacion inicial de 4 min a 94 ° C, sequido de 35 ciclos de 30 seg a 94 ° C, 60
segab50°C, 60sega72°Cyun paso final de 5 mina 72 ° C. Se realiz electroforesis
de prueba y fotografias del gel. EI producto de PCR se purificd y secuencié en ambos
sentidos. Una vez secuenciado las cepas fueron editadas utilizando Genious software
v5.4 (Drummond et al., 2011). La secuencia se analiz6 con BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para la determinacion
del porcentaje de identidad maxima se utilizé las secuencias de la base mundial de datos.
Finalmente, las secuencias obtenidas fueron depositadas en GenBank (Ahumada-
Rudolph et al, 2014).
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Preparacion de las cepas para los ensayos de biodegradacion. Se utilizd medios de
cultivo liquido con nutrientes: levadura, malta y glucosa (YMG), dejando crecer las
esporas por 4 dias. Luego, los micelios de cada cepa fueron depositados en matraces que
contenfan 250 mgL™ de oxitetraciclina. En paralelo, se prepar6 los controles negativo y
positivo. El control negativo contenia solo la solucién del antibidtico y el control
positivo la solucidn de oxitetraciclina y micelio autoclavado de las cepas en estudio. Se
trabajo cada cepa y controles en triplicado, (n = 21). Los matraces se mantuvieron a
temperatura ambiente, en oscuridad y constante agitacién (120 rpm). Se tomé alicuotas
de 1 ml de solucion a cada ensayo a los dias 0, 2, 6, 10,15 y 21. Cada alicuota fue
filtrada en 0,23 um e inyectada en HPLC-DAD.

Evaluacion de la capacidad biodegradativa de oxitetraciclina. Para la determinacion
de oxitetraciclina en los cultivos, se utilizé una curva de calibracion preparada con un
estandar de clorhidrato de oxitetraciclina al 98,9 % pureza, CAT#500105 Calbiochem.
Se trabajo con concentraciones crecientes de 7, 15, 30, 100, 175 y 250 mgL™. El limite
de deteccion y de cuantificacion fue determinado de acuerdo a las siguientes relaciones:
LD =Y bl +3* S bl/ m. Donde, LD: limite de deteccion; Ybl: sefial entregada por el
blanco; Sbl: desviacion estandar del blanco y m: pendiente de la rectay LQ=Y bl + 10*
S bl/ m. Donde, LQ: limite de cuantificacion Ybl: sefial entregada por el blanco y Sbl:
desviacion estandar del blanco y m: pendiente de la recta. La incertidumbre de las
mediciones fue determinada por el error tipico, el que se obtuvo mediante la

herramienta de analisis de datos (Tabla 1).

Se utilizé un HPLC con una bomba YL 9111S Binary pump y detector YL 9160 PDA
con inyeccién manual y loop de 20 pL. La columna utilizada fue una Kromasil 100 5
C18; 250 X 4,6 mm @. La fase mévil utilizada fue &cido formico 0,1 % en H,O milli Q
y acetonitrilo (80 : 20) isocrético, a un flujo de 1,0 mL min™. La longitud de onda de

trabajo utilizada 365 nm.
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Andlisis estadisticos, Para la evaluacion de la capacidad de degradacion del antibiotico
oxitetraciclina por las cepas de hongos analizadas, se realizé un analisis de varianza de
medidas repetidas, que considerd 2 factores: el tiempo de exposicion (2, 6 10 ,15y 21
dias) y las 5 cepas en estudio con sus respectivos controles (negativo y positivo).
Ademas, se aplicé la prueba a posteriori de Tukey (o = 0,05). Se utilizé el

procedimiento proc Mixed de SAS.

Resultados
Degradacion intracelular de antibidticos, medicion medio liquido

Existen diferencias significativas entre las cepas en estudio, segun su capacidad de
degradacion (ANOVA F146) = 51,23 ; P = 0,0001), donde el test a posteriori de Tukey
evidencia que la menor capacidad de degradacion se observa en el cultivo sin micelio
(197,29 + 3,5 mgL™), las cepas (117) C. antarcticum y A. terreus (106) su capacidad de
degradacion es similar (148,34 + 3,4 mgL™ ) y (148,07 + 3,3 mgL™), la cepa H. lixii
(111) y B. bassiana (129) se agrupan (140,30 = 3,8 y 139 + 3,7), luego E. nigrum
(126,48 + 3,48), siendo la cepa con mayor capacidad de degradacion la P. solitum (115)
(120,82 + 3,4). Existe homogeneidad de varianza segun test de cochrane (0,1250) d.f. 41
y P =0,00001.

En relacion al tiempo las cepas muestran, que existen diferencias significativas
en capacidad de degradacion de las cepas en estudio y el tiempo de exposicion,
(ANOVA Fs.146) = 37,63; P = 0,0001), sin embargo el tiempo 12 y 15 la respuesta fue
similar, segun test a posteriori de Tukey.

Al 3 dia de cultivo se observaron diferencias significativas en la concentracion del
antibiotico, de acuerdo a las cepas y medios de cultivo (ANOVA Fe20) = 67,08; P =
0,0001).Las cepa con menores degradaciones correspondieron a A. terreus (106) y sin
micelio con un 9 % y 11 %, respectivamente; las cepas B. bassiana (129), C.
antarcticum (117) y H. lixii (111) se comportaron similar estadisticamente degradando
un 17 %, 17% y 18%; las cepas con mayor porcentaje de degradacion correspondieron a
E. nigrumy P. solitum (115) (22 % y 23 %), segun prueba a posteriori de Tukey (Fig. 2).
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Figura 1. Determinacion de oxitetraciclina segun tiempo de exposicidn de las cepas en
estudio.

A los 6 dias de cultivo, se observaron diferencias significativas en la concentracion del
antibiotico oxitetracixina de acuerdo a las cepas y medios de cultivo (ANOVA F20) =
25,40; P = 0,0001). Donde se evidencia que el cultivo sin micelio es que registra un
menor porcentaje de degradacion (16 %) y el cultivo con mayor degradacion
corresponde a la cepa P. solitum (115) con un 48 %, segn prueba a posteriori de Tukey
(Fig. 2).

Al tiempo de 9 dias, se observan diferencias significativas en la capacidad de
degradacion de las cepas en estudio, (ANOVA Fe20) = 58,42; P = 0,0001), donde el
cultivo sin micelio es el que registra el menor porcentaje de degradacion (19 %) vy la

cepa E. nigrum y P. solitum 115 la mayor capacidad de degradacion (54 y 56 %), segun
prueba a posteriori de Tukey (Fig. 2).

El tiempo 12 y 15, se observan diferencias significativas en la capacidad de degradacién
del antibiotico de las cepas (ANOVA F20) = 34,53; P = 0,0003), donde el cultivo sin
micelio es el que registra el menor porcentaje de degradacion (31 %) y la cepa P. solitum
(115) la mayor capacidad de degradacion (69 %) (Fig. 2).
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Al tiempo final se observaron diferencias significativas en la capacidad de degradacion
del antibiotico, (ANOVA F20) = 135,04; P = 0,0002), donde el cultivo sin micelio es el
con menor porcentaje de degradacion (41 %), luego la cepa C. antarcticum (117) con
75% , A. terreus (106) con 77 %, H. lixii (111) con 80 % se comportaron similar
estadisticamente, y las cepas con mayores capacidad de degradacion corresponde a la B.
bassiana (129) con 88 %, P. solitum (115) con 90 % y E. nigrum 90 %, segln prueba a
posteriori de Tukey (Fig. 2).

Determinacién de oxitetraciclina en el micelio

La tendencia de los hongosmarinos, existen diferencias significativas en la
cantidad o concentracion de oxitetraciclina en el micelio de las cepas en estudio (Fa,74) =
4,05; P = 0,0045), Siendo la cepa B. bassiana y P. solitum las registradas con mayor
cantidad de concentracion promedio del antibiotico en el micelio (40,45 + 3,02 y 38,65 +
3,3) respectivamente; la cepa E. nigrum es significativamente menor su concentracion de
antibidtico contenido en el micelio (26,11 + 3,1) (Fig. 3).
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Figura 2. Determinacion de oxitetraciclina en micelio de cepas en estudio.

En relacion a la tendencia al tiempo de exposicion existen diferencias
significativas en el contenido de antibiotico en el micelio de los hongos en estudio
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(F@,74= 110,5; P = 0,0001), donde el tiempo 3 la tendencia de los hongos es registrar
mayores concentraciones de oxitetraciclina (84,94 + 3,1), luego el tiempo 7 registra una
disminucionen la concentraciones en el micelio con respecto al tiempo anterior (39,46 +
3,0), sin embargo tiempo 10 y 15 obtienen similar respuesta (25,05 + 3,3 - 21,25 + 3,0)
(Fig. 3).
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Figura 3. Determinacion de oxitetraciclina en medio liquido de las cepas en estudio.

La figura 3 muestra la determinacion de oxitetraciclina en el medio liquido de las cepas
en estudio, donde existen diferencias significativas entre las cepas y el tiempo de
exposicion, ANOVA Fy50=24210; P= 0,0001 siendo la cepa P. spinulosum la que tiene
una mayor media de oxitetraciclina (152,8 + 2,3 mgL™) siendo la cepa con menor
capacidad de degradacion en comparacion a las demas cepas.

52



4.4- Capitulo 4. Variacion de esteroles y acidos grasos como respuesta adaptativa a
cambios de temperatura, salinidad y pH de un hongo marino Epicoccum nigrum
aislado desde los fiordos patagénicos

Ramoén Ahumada-Rudolph, Daniel Cajas-Madriaga, Anny Rudolph, Rodrigo Reinoso,
Cristian Torres, Mario Silva and José Becerra.

Resumen

Se aislo e identificO una cepa hongo marino a partir de muestras de sedimentos
obtenidas a partir de un sector de los fiordos patagdnicos. La cepa LQRA39-P fue
identificado como Epicoccum nigrum utilizando técnicas de microscopia y corroborada
mediante técnicas moleculares. Se espera demostrar que las respuestas de variacion
metabdlicas permiten hongos ubicuos desarrollen en diferentes ambientes como
marinos, de agua dulce y ambientes terrestres. Se analizaron las variaciones en el
contenido de &cidos grasos y esteroles, en una bateria de medios de cultivo a diferentes
temperaturas, salinidad y pH. Se analiz6 el contenido de acidos grasos y esteroles,
usando la cromatografia de gas es acoplada a cromatografia de masas (GC-MS). Los
cambios de temperatura no indujeron un efecto cambios significativos en el contenido de
acidos grasos; sin embargo, respecto del contenido de esteroles fue un factor
determinante a pH 4 cuando fue crecido en agua dulce a 25 °C, obteniéndose una mayor
diversidad de esteroles no observados en otras condiciones. La salinidad generd cambios
en la composicion lipidica (i.e., C16:0; C16:1; C18:2 y C18:3). En cuanto al pH, este
factor tiene un efecto significativo sobre la composicion de acidos grasos y esteroles. Se
demuestra que E. nigrum es capaz de cambiar su composicion de esteroles y acidos
grasos como respuesta adaptativa para co-habitar sustratos marinos y dulceacuicolas.

Palabras clave: Ecologia de hongos, hongos extremoéfilos, hongo marino, metabolitos
secundarios

Nota: Publicado en la revista Revista de Biologia Marina y Oceanografia. Agosto 2014
vol 49 N°2: 293:305.
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ARTICLE
Variation of sterols and fatty acids as an adaptive response
to changes in temperature, salinity and pH of a marine
fungus Epicoccum nigrum isolated from
the Patagonian Fjords

Variacion de esteroles v acidos grasos como respuesta adaptativa a cambios de temperatura, salinidad v
pH de un hongo marino Epicoccum nigrum aislado desde los fiordos patagonicos

Ramon Ahumada-Rudolph'#, Daniel Cajas-Madriaga', Anny Rudolph?,
Rodrigo Reinoso', Cristian Torres?, Mario Silva' and José Becerra

Laboratorio de Quimica de Productos Naturales, Departamento Botdnica, Facultad de Ciencias Naturales v Oceanogrificas,
Universidad de Concepeidn, Concepcidn, Casilla 160-C, Chile. ramonahumadai@udec. cl

Facultad de Ciencias, Universidad Catdlica de la Santisima Concepcién, Alonso de Ribera 2850, Concepcitn, Chile
ILaboratorio de Gendmica & Biodiversidad (LGB), Departamento de Ciencias Naturales, Universidad del Bio-Bio, Dieciocho
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EULA-Chile Environmental Sciences Centre, Universidad de Concepcitn, Chile

*Programa de Postgrados en Oceanografia, Departamento de Oceanografia, Universidad de Concepeidn, Casilla 160-C,
Chile

Resumen .- Se aislo e identificd una cepa hongo marino a partir de muestras de sedimentos obtenidas a partir de un sector
de los fiordos patagonicos. La cepa LORA3S-P fue identificado coma Epicoccum nigrum utilizando técnicas de microscopia
y corroborada mediante técnicas moleculares, Se espera demostrar que las respuestas de variacion metabdlicas permiten
hongos ubicuos desarrollen en diferentes ambientes como marinos, de agua dulce ¥ ambientes terrestres. 5e analizaron
las variaciones en el contenido de dcidos grasos v esteroles, en una bateria de medios de cultivo a diferentes temperaturas,
salinidad v pH. Se analizé el contenido de dcidos grasos y esteroles, usando la cromatografia de gases acoplada a
cromatografia de masas (GC-MS). Los cambios de temperatura no indujeren un efecto cambios significatives en el contenido
de acidos grasos; sin embargo, respecto del contenido de esteroles fue un factor determinante a pH 4 cuando fue crecido
en agua dulce a 25°C, obteniéndose una mayor diversidad de esteroles no observados en otras condiciones. La salinidad
generd cambios en la composicion lipidica (ie., C16:0; C16:1; C18:2 v C18:3). En cuanto al pH, este factor tiene un efecto
significativo sobre la composicion de dcidos grasos y esteroles. Se demuestra gue E. migrum es capaz de cambiar su
composicion de esteroles y acidos grasos como respuesta adaptativa para co-habitar sustratos marinos vy dulceacuicolas,

Palabras clave: Ecologia de hon,gbs, hongos extremdfilos, hongo marino, metabolitos secundarios

Abstract- We isolated and identified a marine fungus strain from samples of sediments obtained from a sector of the
Patagonian fjords. The LORA39-P strain was identified as Epicoccum nigrum using microscopy techniques and corroborated
using molecular technigues, We expect to prove that metabolic variation responses allow ubiguitouws fungi to develop in
marine, freshwater, and terrestrial environments. We analyzed variations in the content of fatty acids and sterols, in a
battery of culture media at different temperatures, salinity and pH. The content of fatty acids and sterols was analysed
using gas chromatography coupled to mass chromatography (GC-MS). Changes in temperature showed no significant changes
in the fatty acid content; nevertheless, sterol content was significantly affected by this factor at just pH 4, increasing
diversity of sterols in freshwater at 25°C, Salinity generated changes in the lipid composition (ie, C16:0; C16:1; C18:2 and
C18:3). As for pH, this factor has a significant effect on the composition of fatty acids and sterols. We demonstrate that £
nigrum is capable of changing its composition of sterols and fatty acids as an adaptive response that may enable co-
inhabiting marine and terrestrial substrates.

Key words: Fungal ecology, extremophile fungus, marine fungus, secondary metabolites
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INTRODUCTION

Epicoceum nigrum Link (Pleosporales, Ascomycetes) is
a ubiguitous fungus, characterized by a colored mycel ium
which varies from yellow to dark red. produces conidia
multi-septate with brown toblack pigmentation with short
conidiophores located in sporodochia (Mims &
Richardson 2005). The biogeographical records show a
wide distribution in all 5 continents. In Latin America,
according to GenBank® records, it has been studied in
Peni, Puerto Rico, Ecuador, Colombia and Chile (Favaro
et al. 2011). The substrates that it colonizes are several.
Its presence has been reported in terrestrial environments
with substrates such as soil and plant tissue, saprobe or
parasitizing crops, ¢.g. sovbean (Larran er al 2002, Pitt
& Hocking 2009}, as well as degrading wood of conifers
in the south of Chile (Butin & Peredo 1986). In addition,
its adaptive ability has allowed it to colonize marine
environments, where it has been isolated from sponges
(Hai-Hong ef al. 2011) and algae of the genus Fucus and
Sparting (Kohlmeyer 1974, Abdel-Lateff er al. 2003).

The £ migrum strain studied in this work was isolated
from sediments collected in the area of the Moraleda
Channel, Aysén region of Chile, where the transport of
organic matter is mainly of marine origin (e, 74%
autochthonous planktonic organisms) (Silva ef al. 2011).
In these Patagonian fjords, freshwater entry from the river
to the head of the fjord forms a surface plume of low-
density that connects to the open sea and results in layers
of different densities (Silva & Guzman 2006). The head of
the fjord is associated to glaciers with detachments of ice
and low temperatures, constituting a unigque system that
is direcily disrupted by terresirial, climatic and tidal
influences ( Armstrong ef af. 1985).

In the area, knowledge pertaining to the metabolic
changes of fungi as an adaptive response in transition
environments is scarce (Gunde-Cimerman er al 2009), It
is proposed that the basis of these changes relates mainly
with the ability of the fungi to modify structures of the
cell membrane, which acts as a selective barrier (Horvath
ef al. 1998, Bowman & Free 2006, Kavanagh 2011).
Membrane proteins are essential elements involved in
functions such as the maintenance of cell shape, adhesion
processes, cellular protection of toxic substances,
molecule absorption, signal transmissions to the
cytoplasm, and synthesizing or remodelling the
components of the wall (Bowman & Free 2006). Sterols
are essential components of eukaryotic cell membranes,
and therefore cells tightly regulate sterol levels and sterol
metabolism. Alteration of sterol levels can have an effect
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on the susceptibility of fungal cells, including osmotic
and oxidative pressures (Zavrel ef al 2013). It is proposed
that the ability to adapi and increase the chances of
surviving and reproducing in marine conditions, is based
mainly on the ability 1o regulate osmosis through
maodification of the sterol composition of the structural
components of their cell membrane, and to variations in
the synthesis of fatty acids, 7.e, increasing the content
of unsaturated molecules at low temperatures (Nordstriim
& Laakso 1992, Mysyvakina & Funtikova 2007), that
manages to keep the fluidity of the membrane and proper
cellular function (Swan & Watson 1997),

Salinity and pH are factors that limit the growth of
fungus species that generally grow and proliferate under
optimum conditions. The fungal cell wall is the first line
of defense against environmental stress, providing the
capacity to protect againsi external physiochemical
changes. As such, cell wall adaptation is expected to play
one of the most important roles in the proliferation of the
fungus. The capacity of the cell wall to resist both the
water loss and salt toxicity in a minimum of water adivity
(a) and fluctuations in alkalinity (Kapteyn er al. 1999,
Mager & Siderius 2002), makes it essential for maintaining
the osmotic homeostasis of cells due its ability to protect
against mechanical damage and keeping the level of turgor
pressure required for intracellular cytoplasm (Bowman &
Free 2006).

Our objective was to analyze changes in the content
of sterols and fatty acids of the ubiguitous fungus £
migrim isolated from Patagonian fjords area, as adaptive
responses to changes in the conditions of temperature,
pH and salinity.

MATERIALS AND METHODS

The marine strain Epicoccum nigrum LQRA39P (Fig. 2),
was isolated from sediment (93% clay, 3-3% total organic
matter) collected from Patagonian fjords region of the
Moraleda Channel. The sampling point corresponds to
station 39 C12-F (4473974278 - 73730706 Wat 300m depth
(Fig. 1). The sediment samples were collected from 3 cm
using a box corer and stored at -13°C (Silva er all 2011).

The strain was isolated from 10 g of sediment, which
was diluted in 20 mL sterile seawater and left to decant
for 15 min to eliminate the excess particulate material. The
supematant was subsequently diluted 1:10 with stenlized
seawater, an aliquot of 100 pL. was transferred to agar
YMG seawater media with streptomycin (200 mg L") and
spread over the surface using a sterile glass rod. The
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growth of fungal colonies was evaluated afier 5 days of
growth at room temperature and pure strains were
obtained from these agar plates (Webster & Weber 2007).

In order to validate the morphological identification of
E. migrum strain, we amplified the ITS (which include
5.85 gene) and the nuclear ribosomal large subunit rRNA
(LSU) regions using ITS-5 (White er af. 1990) and LR6
(Vilgalys & Hester 1990) primers. DN A was extracted from
fruit bodies using the E.ZZN.A. fungal DNA MiniKit
(Omega-Biotek). PCR reactions were performed using ITS3
(5 -geaagtagaagtegtaacaage-3') as forward primer and

LRO6 (3 -cgceagtictgettace-3") as reverse primer. Each
reaction was conducted in a 15 pl volume containing 30-
50 ng of DNA, 1% of PCR buffer, 2 mM MgCL, 0.1 pM of
each dNTP, 0.5 pM of forward and reverse primers, and |
L' of Tag DNA polymerase. PCR amplification was carried
out with an initial denamration step of 4 min at 94°C, and
then 35 cycles of 30 s at %4°C, 60 s a1 50°C and 60 s at 72°C
s, tollowed by a final step of 5 min at 72°C. PCR product
was sequenced in both senses at Macrogen® Ine. (Seoul,
Korea),
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Forward and reverse sequences were edited using
Genious v5.4 software (Drummond ef al. 2011}, The
sequence of our £ nigrum strain was analyzed with
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, database
nucleotide collection nrint)' using Megablast to determine
the percentage of maximal identity with the sequences of
that global database. Specifically, we performed a
neighbor-joining distance tree based on ITS and LSU
regions to determine the phylogenetic affinity of our
isolated. Finally, the sequence obtained in the present
study was deposited in GenBank® (CODE: KC164754).

Liquid cultures of the strain were carried out in 125 ml
of YMG medium, with sterile distilled water (pH 4, 7 and
10} and sterile filiered seawater (pH 4, 7 and 10). Both
distilled water and seawater mediums were modified with
HCI acid and NaOH alkaline. Incubation was carried out
at 6 and 25°C under constant agitation at 120 rpm for 21
days until the glucose was consumed. The cultures were
subsequently filiered and the mycelium was washed with
sterile distilled water 3 times to remove all traces of the
culture medium,

The extraction of sterols was performed from 5 g of
mycelium to which 25 mL solution methanol-water (1:1)
with NaOH granules, resulting in a concentration of 2N,
The mixture was heated for 30 min at 100°C, filtered and
the supernatant extracted 3 times with a solution of diethyl
ether-hexane (1:1), and finally concentrated on a rotary
agitator (120 mpm)at 40°C.

The first steps in fatty acid extraction were similar to
those of sterol extraction. However, after the mixture was
heated for 30 min at 100°C, it was cooled to room
temperature. Subsequently, a solution of HCI 2N was
added until pH 2 was obtained. The mixiure was then
filtered and the supernatamt was extracted 3 times with a
solution of diethyl ether-hexane (1:1), and finally
concentrated on a rotary agitator (120 rpm) at 40°C. All
extracts were siored at 4°C for subsequent analysis (Stahl
& Klug 1996).

The analysis of fatty acid and sterols were camried out
by GC-Mass spectrometry (GC-MS) and recorded on a
Shimadzu GC-17AMS QPS050AGC-MS system (electron
ionization mode 70 eV, source temperature 270°C, scanned
mass ranged m/z 43-350). The operating conditions were
as follows: 30 m HP-5MS (5%-diphenil-95%-
dimethylsiloxane) capillary column; 0.25 mm id, thickness:

Yehttp://blast.ncbi.nim. nih.gov/Blast.cgi>
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0.25 pum, helium as the carrier gas, flow rate of 1 mL min”
and with split ratio of 1:30, temperature was programmed
as follows: from 100°C (3 min) to 260°C at 10°C min", The
identification of the components of the sterol and fatty
acid composition was accomplished by matching their
mass spectra with those recorded in the NIST 05 (NIST /
EPA/NIH MASS 2005 spectral Library). Spectra were
considered coincident if the similarity index was higher
than 95%,

The Shapiro-Wilk test was used for testing normality
of the data and Cochran’s test for homogeneity of
variances. The effect of cultivation conditions: salinity
(e, freshwater and seawater); pH (i.e., pH 4, pH 6-7 and
pH 10} and temperature (i e., 6-23°C), were compared using
the parametric test one-way ANOVA in accordance with
its respective response variable in fatty acids and sterols,
All statistical calculations were performed using the
software package STATISTIC A version 6.0 (StatSoft Inc.
2005).

REsuLTS

Of the fungus extracted from the Patagonia region, over
100 strains were isolated and identified in the laboratory.
Of these strains, the £ nigrum demonsirated changes in
growth and pigmentation under different conditions of
cultivation (pH, salinity) in both solid and liquid mediums
(Fig. 2). In the figure, the 250 ml flasks show the intense
red pigmentation in a culture with a basic pH level, in
both seawater and freshwater. The pigmentation is a clear
yellow color in an acidic culture. In the figure, it is
observed that 2 of the solid marine mediums at pH 7 and
6°C, had similar types of growth (Fig. 2).

A 1517 bp PCR fragment was amplified that fit with the
expected PCR product size (~1600 bp). This fragment,
covered ITS1, 585, ITS2 and 288 region (partial sequence).
MegaBLAST analysis confirmed the identity of our
isolated (GenBank® accession number: KC164754) was
grouped with others E nigrum accessions such as
(GenBank accession number: GU183122, I'TS region, Lee
ei af. 2007) and (GenBank® accession number: IN938882,
LSU region, Schoch er af. 2012), showing high scores
(1519 and 1104 bits, respectively) and high similitude
percentages (100 and 99%, respectively).
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Figure 2. E. nigrum in solid and liquid cultured media YMG, with sterile distiled water (MD) and sterile filtered
seawater (MM) in both cases pH was tested at 10, 7 and 4. Solid medium at pH < 5 does not coagulate agar / Medios
de cultivos salidos y liquides de E. nigrum en medio ¥YMG, con agua destilada estéril (MD) y agua de mar filtrada
estaril (MM), en ambos casos se evalud el efecto del pH (10, 7 y 4). El medio sdlido, a pH < 5, no coagulan el agar

E. migrum biomass cultivated in freshwater as well as
seawater medium showed different proportions of fatty
acids, with a carbon chain length of 14-1 8 carbon atoms.
In relation to salinity, i.e., cultures in freshwater and
seawater medium, significant differences were observed
in fatty acid content with: C16:0 (Fuam}= 0.001) (Tukey's
a posteriori P < 003y Clé:1 (F = 0.027) (Tukey’s a

(68}

posteriori P < 0.05); C18:2(F = 0.013) (Tukey’s a

posieriori P <= 0.05); CI18:3 (F w20l 0.01) (Tukey’'s a
posteriori P < 0.05). In regard to pH, this variable exerted
a significant effect on the composition of fatty acids,
observing differences in the fatty acids with: C16:0 (F
o 0.0006 (Tukey's a posteriori P < 0.05); C16:1(F
0.024) (Tukey's a posteriori P < 0.05); C182 (F -7
0009, 2<0,05):C183(F - 0.0003 (Tukey's a poste riori
P =0.05).

At the pH 6 of freshwater, we observed that the fatty
acid composition varied with temperature. At 25°C
unsaturated molecules C18:1 and linoleic acid C18:2
predominated in equal proportions. However, at 6°C fatty
acid 18:2 predominated (Fig. 3).

L&) "'}=

At the nommal pH of seawater medium (pH 7)., at 6 and
25°C we observed no changes in fatty acid composition
in contrast to what was observed in freshwater (F ,, =
0127, £ < 0.05). In general, in nomal pH, 60% of the
observed fatty acid was with C18 unsaturated (Le., 18:2
and 18:1). In contrast, C16 fatty acid is predominantly
saturated ie., 16:0 = C16:1 = C16:2. Fatty acid 16:2 was
detected only at 6°C (low temperature) and in seawater
medium (Fig. 3).

At the basic pH (pll 10) the biomass of E. migrum,
both in freshwater and seawater medium, displayed a great
diversity of fatty acids of chain lengths C14, C135, C16,
C17 and C18 with their respective unsaturation (Le., 16:1,
16:2, 18:1, 182 and 18:3). The contents of 18:1 and 182
were prominent at 53 and 74%, respectively (Fig. 4). In
seawater medium, at a low temperature of 6°C, the
percentage of unsaturated molecules C18 reached 68%
and at a higher temperature of 25°C a higher percentage
of 74% was reached, in contrast to observed in freshwater,
where at a low temperature only 54 and 55% were
respectively reached (Fig. 4)

The Cl6 fatty acids in both salinities showed a higher
proportion of saturation. In contrast, the proportion of
unsaturated molecules C16 was greater at low
temperatures in freshwater and the reverse in seawater
cultures (F .= 0.059) (Tukey's a posierion F < 0.05)
(Fig. 4). However, differences in the percentages between
the fatty acid molecules were not significant; a similar
tendency was observed at basic pll between the different
culture media and temperature.

Fatty acids extracted from mycelium cultured in
freshwater at pH 4, contained higher levels of unsaturated
C18:1 and C18:2, with proportions of 64 and 77% at high
and low temperatures, respectively. This is in contrast to
what was observed in seawater medium where proportions
of 24% were reached at low temperatures and 27% at high
temperatures (Fig 5). Unlike the previous cultures, the
proportion of saturated fatty acid Cl16 with 66% at high
temperature and 607 at low temperature was greater in
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seawater medium. Additionally, the proportion of
molecules was less for C18:2, with percentages of only 2
and 3% at low and high temperatures respectively (Fig.
5). The differences observed in the production of fatty
acid cultures with freshwater and seawater mediums to
acidic pH, was statistically significant, differences that
would be given by the ratio of fatty acids C18:2 (P =
0.012, d.f=1and C16:0, P =0.0016, d.f= 1),

The faity acids Cl4:0, C15:0, C17:0 and C18:3 were
present in low percentages (0.16 to 3.69%). C 15:0 was found
in percentages between 0.16 and 0.73%, only at 25°C in
both salinities and pH, and was also found at 6°C only in
culture seawater medium and in low proportion.
Unsaturated fatty acid C16:2 was detected in slightly higher
proportions (which ranged between 1.25 and 4.4%) at pH
10 in both temperatures. However, at pH 7 and pH 4 it was
only detected at 4°C. Thus, the proportion of this fatty
acid is significantly different depending on the temperatures
(P =0.01, d.f= 2). C14:0 was found under all conditions of
cultivation in trace amounts. C16:2 was only observed in
low percentages from 0.16 to 2.65%. C17:0 was also found
in race amounts (0.16 to 1.5%) under all culture conditions
except freshwater pH 7 at 6°C, freshwater pH 4 at 25°C and

seawater medium pH 10 at 6°C. Finally, C18:3 was found in
freshwater pH 10 at both 6 and 25°C (3.15 and 3.69%), in
freshwater pH 4 at 6°C (1.41%) and seawater pH 10 at 6°C
(1.39%) (Figs. 3, 4 and 5).

The graphical representation of the proportions of fatty
acids in the 12 culture media (i.e., salinity, temperature
and pH) of E. nigrum, show that in general the proportion
of unsaturated fatty acids was greater (F = 0.007)
(Tukey's a posteriori P = 0.05) with percentages between
67 to 83%. The exception was observed in 2 seawater
media at pH 4 (Fig. 6). E. nigrum cultivated at two
temperatures 6 and 25°C, did not present significant
differences in the total percentages of saturated and
unsaturated fatty acids (F o o 0.124) (Tukey's a posteriori
F = 0.05).

The E. migrum cultures, in both freshwater and
seawater medium, show to contain as main sterols % 11)-
dehydroergosterol and ergosterol, both characteristic
components of the fungi, as well as the content of § ather
minor sterols (Table 1, Fig. 7). The strain showed
significant differences in the gquantity of sterols,
depending on the salinity of the culture medium, sterols
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Table 1. Percentages of extracted sterols from the biomass of E. nigrum cultivated in culture media at different salinity, pH and temperature
/ Porcentajes de esteroles extraidos desde |a biomasa de E. nigrum cultivados en medios de cultivo con diferentes salinidad, pH y
temperatura

Percentages of sterols (Fig. 7)

Culture Mediums T (°C) M b & d e f g h i i

M.C. freshwater 6 100 ND. N.D. ND. ND. ND. ND. ND. ND. ND.
pH 4 25 181 651 24 1 38 22 26 4 ND. ND.
5 smavealsc 6 388 ND. ND. ND. ND. ND. ND. ND. 612 ND.

25 ND. ND. ND. ND. ND. ND. ND. ND. ND. ND.

M.C freshwater 6 569 431 ND. ND. ND. ND. ND. ND. ND. ND.

oHT 25 100 N.D. ND. ND. ND. ND. ND. ND. ND. ND.
6 655 345 ND. ND. ND. ND ND ND. ND. ND.

M.C.
C.seamaer 25 100 ND. ND. ND. ND. ND. ND. ND. ND. ND.

6 437 373 79 ND. ND. ND. ND. ND. ND. 111
25 328 521 53 ND. ND. ND. ND. ND. ND. 98
pH 10 s 6 100 N.D. N.D. N.D. ND. ND. ND. ND. ND. ND.

-Loseawaler 55 100 ND. ND. ND. ND. ND. ND. ND. ND. ND.

M. C. freshwater
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in freshwater culture medium being more diverse ie., 8
different types of sterols were detected, as opposed to
what was observed in the seawater medium, where only up
to 3 different types of sterols were observed (F = 0.01,
£ =0.05). Similarly, the pH generated significant differences
in the content and diversity of the sterols (F . = 0.016,
FP=0.05).

In freshwater, normal pH at 25°C, the presence of the
sterols 91 1 Fdehydroergosterol (37%) and ergosterol (43%)
were principally detecied. This proportion was repeated in
the seawater cultures with normal pH at 25°C, with a shght
proportional increase of 9(11)-dehydroergosterol. A fier
lowering temperature (6°C) in the cultures with both
salinities, 9(11)-dehydroergosterol was only detected (Table
1).

At the basic pH (pH 10) no differences were observed
between the cultures at the different temperatures (6 and 25°C),
however, differences were observed between the cultures
prepared in freshwater and seawater medium. In freshwater
medium, at both temperatures the sterols observed were: (11 )=
dehydroergosterol; ergosterol; ergosta-5,7,22-trien-3-ol,
acetate (33,22E) and pregn-1.4.6-triene-3,20-dione, 6,1 6-
dimethyl. The 9(11 -dehydroergosterol remains predominant
at 25°C and the ergosterol is predominant at 6°C. In contrast,
in seawater medium at the same pH, in the culiures at 6 and
25°C, only 911 -dehydroergosierol (Table 1) was deiected.

In the biomass cultivated at pH acidic (pH 4). a different
behavior in the proportion of sterols in relation to the
change in temperature and salinity was observed. In
seawater at 6°C no sterols were detected, and at 25°C the
presence of 39% of 91 1)-dehydroergosterol and 61% of
the stigmast-4-en-3-one were detected. The latter not
detected in any other culture medium. In freshwater at
6°C only the 9(11)-dehydroergosterol was detected, in
contrast to 25°C the proportions of sterols was different
with ergosterol (65%) predominating, followed by
proportions of 9(11)-dehydroergosterol and in smaller
amounts ergosta-3,7.22-trien-3-olacetate (3p.22E). In
addition, other sterols undetected the previous cultures
were found, such as: anthiaergostan-5,7.9,16,22-penten;
Ip,5-cyelo-3 f-ergosta-6,8( 14),2 2ttriene; neoergosterol;
{3P.22E) ergosta-7.22-dien-3-0l and ergosta-4.6,8(14),22-
tetraen-3-one (Table 1).

In the E. nigrum cultures the temperature was the
determining factor in the production of sterols. Significant
differences were observed at higher temperature (F -
0.007 £ = 0.05), where the following were detected:
anthigergostan-5,7.9,16,22-penten; 3p.5-Cycelo-5p-

ergosta-6.8(14), 22i-triene; neoergosterol; (3p.22E)
ergosta-7,22-dien-3-ol, and ergosta-4,6,8(14), 22-tetraen-
3-one and stigmasi-4-en-3-one (Fig. 7).

Discussion

In the present study, we observed variations in the
composition of fatty acids and sterols of £ nigrum
biomass cultivated under different conditions of salinity,
temperature and pH. E. nigrum was shown to grow under
the different conditions to which it was exposed.
demonstrating adequate cell function (Fig. 2). In this
study, the most abundant fatty acids were 16:0, 16:1, 18:0,
18:1 and 18:2 which represent approximately 88% of the
total fatty acid content. These results are similar to the
findings by Stahl & Klug (1996), who determined that the
aforementioned fatty acids were the most common and
abundant, constituting 95% of the total after analyzing 100
strains of filamentous fungi, including Oomycetes,
Zygomycetes, Ascomycetes, Basidiomycetes and Mycelium
Esterilia. He also found a higher proportion of linoleic acid
(18:2), followed by oleic acid (C18:1), with both of these
unsaturated fatty acids accounting for approximately 54%
of the total amount of faty acids when nommal conditions
were used. However, we observed that after changing
the culture conditions, the growth and development of £
nigrum was significantly altered. resulting in a modified
fatty acid composition, which has not been previously
reported.

The different culture treatments showed that the
proportion of unsaturated fatty acids was significantly
greater than saturated (Fig. 6), with percentages ranging
between 67 to 83%, except in the secawater medium with
pH 4, in which the proportion of saturated fatty acids
comesponded o 57% at low temperature (6°C) and 47%
at high temperature (25°C). This is explained by the
condition of stress to maintain the osmotic conditions of
the cell. Experimenially, it was observed that cultures in
acid medium showed a reduced mycelial growth. This
variation is attributable to increased synthesis of
saturated fatty acids (ie, 16C:0 and 18C:0) that increase
the rigidity of the cell membrane and make it less fluid, in
order to maintain proper cell function during conditions
of stress (Liisel 1990),

With respect to salinity, biomass cultured in fresh and
sea water had significant differences in the content of
fatty acids Cl6:0; C18:2; C18:3. Therefore, it is possible
to assume that a single species of fungus can produce
different faity acids depending on the salinity of the

Vol, 49, N# 2, 2014 || 301
Revista de Biologia Marina y Oceanografia

62



302

R S
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(i) Pregn-1,4,6-triene-3,20-
dione,b,16-dimethyl
CosHzgO: MW: 338

medium, based on the adaptability to change its cell
membrane. These resulis are consistent with the
arguments raised by Swan & Watson (1997} in relation to
the response of filamentous fungi to changes in the
salinity of the medium, and to what was proposed by
Turk e al (2004) for halotolerance yeasts. In both cases,
an increase in salinity to of medium involves an
enrichment n C18:2. These alterations in the composition
of fatty acids allow the plasma membrane to maintain its
Muidity in a broad range of salinities, which is essential
for normal cell function, since the physical properties of
the lipid matrix of the membrane depends on the

Ahumada-Rudolph et al,
Metabolic changes of a fungus to cohabit environments

Figure 7. Characteristics of the main 10 sterols identified by GC-Mass
spectrometry (GC-MS) in the biomass of E nigrum. Indicated: IUPAC
name, formula, molecular weight [MW), respectively / Principales
10 esteroles identificados por GC-MS5 en la biomasa E. nigrum
cultivado a diferentes salinidad, pH y temperatura. Se indica:
nombre IUPAC, farmula v peso molecular (MW), respectivamente

composition of the fatty acids involved (Quinn 1981,
Mysvakina ef af. 2012). These studies were conducted
under normal pl conditions in which a noticeable increase
in C18:2 was observed in relation to the increase in salinity.
However, increasing or decreasing the pH dramatically
resulted in a decrease of C18:2 and an increase in C16:0
and C16:1, which does not coincide with work performed
with yeast halotolerants in relation to an increase in the
salinity (Hosono 1992) and leaves open questions
pertaining to the metabolic response of these
microorganisms under extreme changes in the pH of the
medium,
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In relation to pH, this variable has a significant effect
on the composition of the fatty acids differences that
were found in C16:0, Cl6:1, C18:2; C18:3. Therefore, in
the same species of fungus, different fatty acids could be
produced in response to environmental stress generated
by a change in pH levels (Figs. 3. 4 and 5). A different
response was obtained when the fatty acids increased
for C16:0 and C16:1, and the decline of CI18:2, in the
cultures grown at pH 4. This may be related o alterations
in the composition of the cell membrane that allows it 1o
maintain a normal and stable cell function in culture
medium conditions (Hazel & Williams 1990). Another
explanation raised by Rolling (2003 ) where changes can
oceur in the enzymatic synthesis of filamentous fungi, is
through the regulation of gene expression (gen pac/,
among others) of these enzymes via variations in
extracellular pH.

Authors have documented that temperature has a
direct effect on the composition of fatty acids, with the
majority of fungi showing increases in the synthesis of
unsaturated molecules at low temperatures (Mysyakina
et al. 2012). In this study no significant differences were
observed between saturated and unsaturated fatty acids
from the analysis of the total percentage of these molecules
in the cultures of E migrum conducted at 6°C and 25°C.
However, the temperature was a determining factor in the
production of sterols since significant differences were
observed at a higher temperature, noting the presence of
sterols: anthiaergostan-5,7,9,16,22-penten; 3, 5-cyclo-5[-
ergosta-6,8(14).22t-triene; neoergosterol; (3p,22E)
ergosia-7,22-dien-3-ol, ergosta-4.6.8( 14), 22-tetraen-3-one
and stigmast-4-en-3-one (Table 1). This is important when
it is required o produce a special type of sterol.

In relation to the steroidal composition, according to
Parks (1978) the content of sterols in fungi depends on
cultivation conditions. It was observed that the strain £
nigrum presented significant differences in the amount
of sterols depending on the salinity of the culture medium.
Sterols were the most diverse in freshwater, where 10
different types of sterols were detected in contrast to
what was observed in the seavwater medium where up to 3
different types of sterols were observed (Table 1).

Similarly, the pH generated significant differences in
both the content and diversity of sterols (Table 2). This
concurs with the arguments raised by Horvath ef al
(1998), who proposed that the microorganisms would be
capable of osmoregulation by moditying the structure of
their cell membrane by altering the sterol composition.

The conditions of slower growth of mycelia of the E.
migrum strain was determined by the acidic pH, which in
addition to the diversity of sterols observed in cultures
of acid medium it could also be a protective function.
These changes in the composition of sterols in the
membrane allow for maintaining the high fluidity of the
plasma membrane in a wide range of environmental
stressors, which is essential for the normal functions of
the cell (Hazel & Williams 1990).

It can be concluded that the strain of £ nigrum isolated
from the Patagonian fjords is an appropriate model of
research in the analysis of the fluctuations of the steroid
and lipid synthesis resulting from the changes produced
by the different culture conditions; considering this study
as a starting point to undersiand the adaptive response
of fungi that survive appropriately to continuous
environmental changes in transition zones between
terrestrial and marine environments.
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4.5- Capitulo 5. Respuesta morfolédgica a salinidad, temperatura 'y pH por el hongo
marino Epicoccum nigrum

Ramon Ahumada-Rudolph, Vanessa Novoa, Anny Rudolph, Miguel Martinez, José
Becerra

Resumen

Epicoccum nigrum (Cepa LQRA39-P) se aisl6 a partir de sedimentos recolectados en
fiordos de la Patagonia Chilena y se identifico utilizando microscopia y técnicas
moleculares. Analizamos las respuestas adaptativas de la morfologia de la pared celular
a la salinidad, la temperatura y el pH, con el fin de explicar la capacidad de E. nigrum
para co-habitan en ambos ambientes i.e. marinos y de agua dulce. Para este proposito,
E. nigrum se cultivo en una serie de medios de cultivo (YMG) con las variaciones en la
salinidad (agua dulce y salada), pH (&cido, neutro y basico), y la temperatura (5 - 25
°C). Los cambios se observaron a través de microscopia electronica de transmision. Se
observé una correlacion directa entre el aumento de la salinidad y engrosamiento de la
pared celular (> 0,2 um), junto con una relacion importante entre el pH y la presencia de
sustancias poliméricas extracelulares (EPS) en el exterior de la pared celular. Se
concluyo que el hongo E. nigrum en condiciones de agua dulce, produce cambios
morfoldgicos podrian confirmar, que requiere respuestas adaptativas para co-habitar

ambientes marino, dulceacuicolas y sustratos terrestres

Keywords: Hongo Marino, ecologia, extremofilos, metabolismo, Sustancias polimeras

extracelulares (EPS).

Nota: Manuscrito enviado a la revista Mycoscience.
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ABSTRACT

Epicoccum nigrum (strain LORA39-P) was isolated from sediments collected in
Chilean Patagonian fjords using microscopy and molecular techniques. We analyze
adaptive responses of cell wall morphology to salinity, temperature, and pH, in order to
explain the ability of E. nigream to co-inhabit both marine and freshwater environments.
For this purpose, £. nigrum was cultured in a series of media with variations in salinity
(freshwater and seawater), pH (acid, neutral, and basic), and temperature (5 to 25°C).
Changes were observed through transmission electron microscopy. A direct correlation
between salinity increase and cell wall thickening (= 0.2 um) was observed, along with
an important relation between pH and the presence of extracellular polymeric
substances (EPS) on the outside of the cell wall. Observed morphological changes
could confirm that a ubiquitous fungus such as E. nigrum requires adaptive responses to

co-inhabit freshwater, marine and terrestrial substrates.

Keywords: Fungal ecology, extremophile fungi, metabolism, extracellular polymeric

substance (EPS), cell wall.
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1. Introduction

Chilean Patagonian fjords are environmentally extreme areas with geographical
isolation. An important amount of their organic matter is delivered by the surrounding
Humid Temperate Forest. Due to low human intervention, a wide variety of
microorganisms such as fungi is found in the water column and sediments (Ahumada-

Rudolph et al. 2016).

Knowledge about fungi in marine ecosystems is limited. Study of the molecular
diversity of the micro-eukaryotic community has shown that fungi occupy a central
position in a large number of marine habitats (Manohar and Raghukumar 2013). Fungi
have the ability to adapt to different physicochemical and environmental plasticity
conditions, allowing them to colonize different habitats. Therefore, they are considered
to have an important biochemical potential and ability to degrade highly refractory
organic compounds (Bugni and Ireland 2004; Harms et al. 2011; Ahumada-Rudolph et
al. 2016).

It has been suggested that transition zones between terrestrial and marine
environments host numerous fungal species with deep branching that have not yet been
classified, which would reflect an old transition from marine to terrestrial environments,
and vice versa (Le Calvez et al. 2009). Recent estimations regarding molecular diversity
have shown that fungi inhabit an important ecological niche in the marine environment
(Richards et al. 2012). There is increasing evidence to show the active participation of

fungi in marine habitats and in biogeochemical processes (Edgecomb et al. 2011).

Aimed at increasing the knowledge of marine fungi, this study focuses on the
LQRA39-P strain, which was isolated from sediment samples of Patagonian fjords
(44°39°427°5- 73°30°06""'W). The strain was identified as Epicoccum nigrum using
molecular microscopy techniques (Ahumada-Rudolph et al. 2014).

Biogeographical records of E. wigrum show a wide distribution. In Latin
America, it has been described in Peru, Puerto Rico, Ecuador, Colombia and Chile
(Favaro et al. 2011). The substrates that it colonizes are quite diverse. E. nigrum has
been found in terrestrial environments, inhabiting soil and plant tissue, feeding on crops
{(as saprobes) or parasitizing them, e.g, soybean (Pitt and Hocking 2009}, as well as
degrading conifer wood in the south of Chile (Butin and Peredo 1986) and were isolated

3
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from organs of F. crenata in Japan (Hosoya et al. 2010; Tatenoa et al. 2015). In marine
environments it has been isolated from sponges (Hai-Hong et al. 2011), algae of the
genus Fucws and sea plants such as Sparting (Abdel-Lateff et al. 2003).

The microorganisms that co-inhabit both freshwater and saline environments
require several adaptations (Masuma et al. 2001; Hohmann 2002). Several yeasts have
been studied, in particular the Horteea werneckii organism (Gunde-Cimerman et al.
2000, 2009). Regarding yeasts, a growth morphology with changes in cell wall structure
and pigmentation has been described (Kogej et al. 2006). Schmid et al. (2006) describes
the cell wall of E. nigrum as composed of '*C-epiglucan linked to secondary residues of
(1 — 6)-p-glucosyl, which would simultancously integrate along the glucan chain (De
Groot et al. 2005).

This study analyzes adaptive responses of the cell wall morphology of E. nigrian
to salinity (freshwater and marine), pH (acid, neutral, and basic), and temperature (5 to
25°C) variations in order to explain the ubiquitous ability of £. nigrien to co-inhabit

freshwater and marine environments.

2. Materials and methods

2.1. Sediment collection and strain Isolation

The marine strain Epicoccum nigrian (GenBank'E accession number: KC164754)
(Ahumada-Rudolph et al. 2014), was isolated from sediment (93% clay, 3-5% total
organic matter) collected from Patagonian fjords region of the Moraleda Channel. The
sampling point corresponds to station 39 C12-F (44°39°42>°8 - 73°30°06™°0) at a depth
of 300 m (Fig. 1). Surface samples were collected from 3 cm wsing a box corer and
stored at - 18°C.

The strain was isolated from 10 g of sediment, which was diluted in 20 mL sterile
distilled water and left to decant for 15 min to eliminate the excess particulate material.
The supernatant was subsequently diluted 1: 10 with sterilized seawater, an aliquot of
100 pL was transferred to agar YMG seawater media with streptomycin (200 mg L™)
and spread over the surface using a sterile glass rod. Growth of fungal colonies was
evalvated after 5 days of growth at room temperature, and pure strains were obtained
from these agar plates (Ahumada-Rudolph et al. 2014).

2.2, Strain identification
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In order to validate the morphological identification of E. nigrien strain (Pitt & Hocking
2009}, we amplified the ITS (which included 588 gene) and the nuclear ribosomal large
subunit rRNA (LSU) regions using ITS-5/Leé (Tedersoo et al. 2009). DNA was
extracted from fruit bodies using the E.ZN.A. fungal DNA MiniKit {Omega-Biotek).
PCR reactions were performed using ITS5 (5 -ggaagtaanagtcgtaacaagg-3") as forward
primer and LRO6 (5°-cgccagttctgettace-3") as reverse primer. Each reaction was
conducted in a 15 pl volume containing 30-50 ng of DNA, 1X of PCR buffer, 2 mM
MgCly, 0.1 pM of each dNTP, 0.5 pM of forward and reverse primers, and 1 U of Taq
DNA polymerase. PCR amplification was carried out with an initial denaturation of 4
min at 94°C, and then 35 cycles of 30 s at 94°C, 60 s at 50°C and 60 s at 72°C s,
followed by a final step of 5 min at 72°C. PCR product was sequenced in both senses by

Macrogen (Seoul, Korea).

Forward and reverse sequences were edited using Genious v5.4 software (Drummond et
al. 2011). The sequence of £ migrum strain was analyzed with BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool)' to determine the percentage of maximal identity with the
sequences of that global database. The sequence obtained in the present study was
deposited in GeneBank. Finally, the strain of E. sigram was deposited in the fungus
strain bank at the Universidad de Concepcidn in the Natural Product Chemistry

Laboratory.
2.3, Series of cultures 1o salinity, temperature and pH chonges.

A series of cultures in YMG medium (yeast, malt and glucose) was developed,
containing 6 to 14 pH units, prepared using freshwater and filtered sea water, with 3
replicates for each (n=54). It was not possible to work with pH between 1 to § since the
agar did not gel.

Strain cultures were put in a set of 24 flasks with 125 ml of YMG medium. The
conditions were: sterile distilled water (pH 4, 7 and 10) and sterile filtered seawater (pH
4,7 and 10}). The pH in both distilled water and seawater media was modified with HCI
acid and NaOH alkaline. Incubation was carried out at 5° and 25°C under constant
agitation at 120 rpm for 21 days until the glucose was consumed. Cultures were then
filtered and the mycelium was washed 3 times in order to remove all traces of the

culture medium.

! chttp://blast.nchi.nlm. nih.gov/Blast cgi=
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Mycelia (n = 24) were fixed in glutaraldehyde at 4 %. The morphological analysis was
carried out through transmission electron microscopy using the embedding technique
on Araldite (Durcupan Acm). Multiple cross and longitudinal sections were observed
and 102 images were selected. The analyzed variables were: a) cell wall thickness and
b} rough or smooth cell wall appearance. Cell wall thickness was then classified as

follows: = 0.2 pm for thick cell walls and < 0.2 pm for thin cell walls.

24, Statistical analvsis

The Shapiro-Wilk test was used to verify normality of the data and Cochran’s test for
homogeneity of variances. The effect of culture conditions, £e. salinity (freshwater and
seawater); pH (pH 4, pH 7 and pH 10} and temperature (3% and 25°C), was compared
using the parametric test of One-Way ANOVA where the response variable on the cell
wall is thickness and presence of extracellular polymeric substances (EPS). All
statistical calculations were performed using the software package STATISTICA
version 6.0 (StatSoft Inc.2005).

3. Results

3.1, General Characteristics

£, nigriwm in solid culture medium, under normal YMG conditions at pH 6 - 7, in both
freshwater and marine media, presented a mycelium without formation of asci or spores
(Fig. 2. a, b, ¢ and d). However, at basic pH (pH > 8), in both freshwater and marine
media, spores were observed as black spots over a reddish-yellow mycelium. This
condition was confirmed by optical microscopy and scanning electron microscopy (Fig.
2eandf).

3.2. Thin and thick characteristic of the cell wall.

Longitudinal and cross sections of hyphae of the £. wigrim showed differences in cell
wall thickness depending on the salinity of the culture, i.e. freshwater and marine
media. Nonetheless, no significant differences were noted in regard to pH (4, 7 and 10},
temperature (3% and 25 °C) (p = 0.05) according to the Tukey’s a posteriori test.
Transmission electron microscopy images of the £. nigrien’s hypha presenting thin cell
wall < 0.2 um (a, b and ¢) and thick cell wall = 0.2 um (d, e and ) (Fig 3).

Figure 4 summarizes thin and thick cell wall characteristics depending on the culture
medium conditions (i.e. temperature, pH and salinity). In freshwater, a greater
percentage of cells presented thin walls (i.e. 80 %), unlike in saline medium where a

oreater percentage of cells showed thick walls (i.e. 88 %6). Only at basic pH (pH 10) and

&
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at 5 °C, both in freshwater and marine media, some hyphae with double cell wall (Fig. 3

€) were identified, which was counted as thick wall (Fig. 4).

3.3. Rough and smooth characteristic of the cell wall,

Longitudinal and cross sections of hyphae of the E. nigrian showed differences in the
cell wall, due to the presence of extracellular polymeric substances (EPS).
Consequently, cell walls with presence of EPS (Fig. 5 a, b and ¢) were classified as
rough cell walls and those with no EPS (Fig. 5 d, e and ) were classified as smooth cell
walls.

Culiure conditions used for the fungus, ie. culture medium (freshwater and
seawater); temperature (5° and 25°C); and pH (pH 4, acid; pH 6 - 7, neutral; and pH 10,
basic) according to the classification between rough or smooth showed significant
differences (p = 0.03; P< 0.05 ANOVA). Significant differences were also observed in
the Tukey’s a posteriori test regarding pH (P < 0.05).

Figure 6 summarizes the results of the series of cultures, regarding rough or
smooth characteristics of the cell wall.

At acid pH (pH 4) and freshwater at 5 °C the E wnigrien cultures presented only
rough cells, and at 25 °C only smooth cells. In seawater at same pH (pH 4) and at both
temperatures only smooth cell walls were observed (Fig. 6).

Figure 7 shows images of longitudinal sections of hyphae cultured at acid pH in
marine and freshwater media at 5 ° and 25 °C. Differences are observed in smooth cell
walls (a, b and ¢) and rough cell walls with EPS (e).

At neutral pH (pH = 7), both in freshwater and seawater culture media, 100 % of
rough cell walls was observed. Nevertheless, in seawater medium at 25 °C the fungus
showed only 70 % of rough cell walls (Fig. 6).

Figure 8 shows images of cross and longitudinal sections of hyphae in marine
and freshwater media, at neutral pH and 5 ° and 25 °C. All cell walls present EPS (a, b,
cand d).

At basic pH (pH 10), temperature was an important factor. In freshwater at
25°C, only rough cell walls were observed. In contrast, in scawater at 5 °C, 50 % of
cells presented rough walls (Fig. 6).

Figure 9 shows images of sections of hyphae at basic pH in marine and
freshwater media, at 5 © and 25 °C. Differences between smooth cells (a) and rough

cells with EPS (b, c and e} arc observed.
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4. Discussion

The E. nigrum strain used for this study was obtained from sediments collected in an
arca of the Fjords from the south of Chile (Fig.1), where the physicochemical conditions
are variable and dynamic, as they depend on the terrestrial environment (temperate
rainforest), weather conditions (rainy) and the action of tides. Therefore, it is a major
challenge to understand the fungal adaptive mechanisms that enable them to adapt to
these changes.

4.1. Regarding cell wall thickness.

In the series of cultures, a direct relationship between salinity and cell wall
thickness was observed. (Fig. 3). In freshwater 80 % of cells presented thin walls (< 2
um) and in seawater medium 88 % presented thick cell walls (> 2 pm). Neither the pH
variable (fe. 4, 7 and 10} nor the temperature variable (5 ® and 25 °C) showed
significant differences (Fig. 4).

A similar behavior was observed by Kralj-Kunéié et al. (2010} when analyzing
the salinity effect on the cell wall for the following species; W. Ichthvophaga W.
Miriae and W. sebi, in culture media with 15 and 25 % of NaCl, ie. at low salinity, cell
walls were thinner, whereas at greater salinity they were thicker. In addition, Kelavakar
et al. (1993) when working with Aspergilius repens, a halotolerant species in a medium
with 12 % of NaCl, observed significant differences in the thickness of the mycelium,
its branches and septa. In the genus Trimmatostroma, isolated from marine habitats,
salinity changes cause an increase in cell thickness as well as increasing concentrations
of melanins (Kogej et al. 2006).

The Epicoccwen cell wall structure is composed of '4C—epig]ucun linked to
secondary {1 — 6)-P-linked glucosyl (Schmid et al. 2006), which would simultaneously
integrate along the glucan chain, and would allow considerable stretching to the fungus
in response to changes in the osmotic pressure (de Groot et al. 2005). However, the

mechanisms involved in wall thickening have not yvet been described.

Nilsson and Adler (1990) propose in fungi that the increase of ions in the
medium could be mitigated in vive with a rising in glycoproteins production, a higher
degree of polysaccharides branching, an increase of the p-1, 3-glucan (Lesage and
Bussey 2006}, the incorporation of proteins in the cell wall, as a result of modified
glucan synthesis (Smits et al. 2001), or greater levels of chitin {Lesage and Bussey

2006, Pessoni et al. 2005). In the plasma membrane of E nigrum a change in the fatty

76



W O -d 3y DR B Ld B

acids and sterols content was observed in response to salinity variations (Ahumada-
Rudolph et al. 2014).

4.2 Regarding the cell wall rough or smooth characteristic.

The pH in the series of culture media showed significant responses (p < 0.05) regarding
the presence of EPS in hyphae (Fig. 5). There was a greater presence of EPS in neutral
and basic media (Fig. 6). At pH 7 100 % of the sections of hyphae cultured in
freshwater presented rough cell walls. In contrast, at pH 4, 100 % of the sections of
hyphae cultured in seawater presented smooth walls (Fig. 6). These observations are
important given the fact that the reactions, in the interstitial water of the sediments, take

place at microsystem level (Libes 2009).

The rough appearance provided to the cell wall by the granules located in the
outer wall could match to the results for the cell walls of the following species: W
Iehilyvophaea, W. Murige and W, sebi by Kralj-Kunéi¢ et al. (2010). Where it postulates
a clearly visible fibrous layer that was wide and well defined and composed of EPS.
The EPS would probably decrease the cell wall permeability by reducing the pores sizes
(Kogej et al. 2007).

The results of this study show that the observed morphological changes in cell
wall thickness and rough or smooth appearance of the outer cell wall, due to the
presence of extracellular polymeric substances, would confirm that a ubiquitous fungus
such as the E. nigrum requires adaptive responses in order to co-inhabit both terrestrial

and marines environments, which represents an advantage for this type of fungi.
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Figure 5. Transmission electron micrographs at cross and longitudinal sections of E.
nigrian hyphae, the outer rough wall was defined as the cells: a, b and ¢, and the outer
smooth cells: d, e and £,

Figure 6. Percentage of cells in the £ sigrum fungal presenting smooth and rough cell
walls (EPS) under culture media (i.e. freshwater and seawater), temperature and pH.
Figure 7. Transmission electron micrographs of longitudinal sections of E nigrien
hyphae at pH 4, culture media (i.e. freshwater and seawater), temperature {(fLe. 5 - 25
®C). Classification; Smooth cell walls (a), (b} and (c) and rough cell walls (e}

Figure 8. Transmission electron micrographs of cross and longitudinal sections of E.
nigrum hyphae at pH 7, culture media (ie. freshwater and scawater), temperature (i.e. 5
- 25°C). Classification; rough cell walls (a), (b), {c}) and (&)

Figure 9. Transmission electron micrographs of cross and longitudinal sections of £.
nigrm hyphae at pH 10, culture media (i.e. freshwater and seawater), temperature (i e.
5-25 °C). Classification; Smooth cells walls (a) and rough cell walls (b), (c) and (d).
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Figure 1. Oceanographic location of the station 39 C12-F where the sediment sample was

collected and the E. nigrum strain was isolated during the CIMAR 12 Fiords oceanographic

cruise.
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Figure 2. Scanning Electron Microscopy photographs of E. nigrum in a solid culture

media, in freshwater at pH 6-7 (a,b,c and d); and in seawater at basic pH (>8) and Optics
500X ().
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Figure 3. Image samples of E. nigrum hyphae presenting thin cell wall <0.2 pm (a,b,c)
and thick cell wall >0.2 um (d,e,f)
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Figure 4. Percentage of the E. nigrum cells presenting thin cell walls (< 0,2 pm) and

thick (> 0,2 pm) under different culture media, detected through transmission electron
microscopy (TEM).

84



Figure 5. Transmission Electron Microscopy at cross and longitudinal sections of E.

nigrum hyphae, the outer rough wall was defined as the cells: a, b and ¢, and the outer

smooth cells: d, e and f.
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Figure 6. Percentage of cells in the E. nigrum fungal presenting smooth and rough cell

walls (EPS) under culture media (i.e. freshwater and seawater), temperature and pH.
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Figure 7. Shows longitudinal sections images of E. nigrum hyphae at an acid pH in a
marine and freshwater media at 5-25°C. Smooth cell walls (a,b,c) and rough cell walls
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Figure 8. Shows sections of the Transmission Electron Microscopy images of cultivate
hyphae at pH 7 in a marine and freshwater media, at 5 and 25°C.
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D) M.C. freshwater pH 10 at 5 °C l

Figure 9. Transmission Electron Microscopy images of cross and longitudinal sections
of E. nigrum hyphae at pH 10, culture media (i.e. freshwater and seawater), temperature
(i.e. 5-25 °C). Smooth Cells (a) and rough (b,c,d).
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5.- DISCUSION GENERAL

El Estado de Chile se ha puesto como objetivo, por su condicidn de pais riverefio,
llegar a convertirse en una potencia alimentaria en productos marinos. Posee en extenso
territorio desde los 19° a 56°S, con 4.337 Km de costa lineal, 83.350 Km de costa total y
200 millas néuticas de soberania econdémica, con numerosos rios, lagos y una extensa
zona de fiordos y canales. Sus aguas son de extraordinaria calidad, lo que hace de este
pais una regién con ventajas comparativas para el cultivo de truchas, salménidos y de
otras especies. A esto se suma que, en gran parte de la costa se producen eventos de
surgencia de aguas profundas ricas en nutrientes, que generan una alta productividad

primaria, capaz a su vez, de sustentar una alta produccion de peces y mariscos.

Sin embargo, el logro de este objetivo no esta exento de complejidades, ya que
la mayor parte de las exportaciones tiene como destino paises donde se exige una
produccion sustentable y ademas, que cuente con altos estandares sanitarios vy
ambientales. La FDA (Agencia de Farmacos y Alimentos de Estados Unidos), es la que
regula el ingreso de salmones frescos, congelados y/o procesados que son exportados a
EEUU. EI salmén chileno no contiene quimicos detectables en su carne, aunque
puntualmente en el 2013, se detectd en las exportaciones de una empresa la presencia del
quimico conocido como cristal violeta, utilizado como antifngico, prohibido en Chile,
EEUU y la UE, por lo que el control en la utilizacion de farmacos y el tratamiento de sus

residuos, i.e., antibacterianos y antifingicos debe ser riguroso.

Las presiones internacionales exigen seguridad alimentaria y certificaciones de
las exportaciones, como: ISO 22000 Sistemas de Gestion de Seguridad Alimentaria,
certificacion de la Iniciativa Mundial de Seguridad Alimentaria (GFSI), Estandar global
BRC (British Retail Consortium) de seguridad alimentaria, FSSC 22000 (Certificacion
del Sistema de Seguridad Alimentaria), Global GAP (Buenas practicas agricolas), IFS
Food (estandar internacional por caracteristicas), SQF (alimentos de calidad segura)

entre otros.

Respecto de la sustentabilidad de los cultivos en Chile, las concesiones marinas

para la acuicultura son reguladas por el articulo 80 Bis “Ley General de Pesca y
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Acuicultura” siendo el RAMA (Reglamento Ambiental para la Acuicultura) el
encargado de los procesos de zonificacion costera. En dicho reglamento no se especifica
las cantidades méximas de farmacos, como antibioticos, a utilizar en los centros de
cultivo. Para el “Manejo sanitario en una salmonicultura” se utiliza como herramienta
solo el registro de farmacos y su control en las plantas productoras de alimentos. En
ambos casos, la accion y facultades de fiscalizacion son del SERNAPESCA (Servicio
Nacional Pesca y Acuicultura) y el SAG (Servicio Agricola y Ganadero, 2009).

En éste estudio, la mayor concentracion de OTC i.e., 24,1 + 1,03 ug g™ fue
medida en sedimentos del entorno de balsas de cultivos (Capitulo 1). Mayor al rango de
concentraciones informada para 13 centros de salménidos i.e., 0,1y 11 ug g™ (Bjiirklund
et al. 1991; Coyne et al. 1994; Kerry et al. 1995), pero inferior a los 285 ug g*
informada por Samuelsen et al., (1992). Respecto de la concentracion medida en suelos
agricolas es mayor a la informada en Austria i.e., 3,4 ug g" (Martinez-Carballo et al.
2007) y en Estados Unidos i.e. 0,30 pg g™ (Thiele-Bruhn & Beck 2005), informacion
importante de considerar respecto de la concentracion que pudiera estarse acumulando

de OTC en centros de alevinaje de salmonidos.

Para entender esta informacion se debe considerar que, para la determinacion de
la capacidad de adsorcion de compuestos organicos toxicos a una matriz ambiental, se
utiliza la constante de adsorcion (kd), que relaciona la concentracién del compuesto en
la fase de adsorcion y el agua con que se encuentra en equilibrio. En sedimentos
orgéanicos marinos se informa una kd para la OTC de 2.590 (Lkg™), superior al
informado para sustratos arenosos de sistemas agricolas i.e., 670 (L kg™) (WingChing-
Jones 2008), lo que podria explicar las mayores concentraciones de OTC en sedimentos
marinos, con altas concentraciones de materia organica y bajas concentraciones de
oxigeno (Rudolph et al., 2011), respecto de suelos agricolas. Por otra parte, en este
estudio se observo que la concentracion de OTC en los sedimentos en el area de la balsa
monitoreada fueron mayores en el sector Este y a mayor profundidad i.e., 100 m, lo que
indicaria una relacién entre las corrientes, el transporte de sedimento y la concentracion
aplicada en el Centro de cultivo (Smith 1996) (Capitulo 1). Ademas, Hektoen et al.

(1995) plantearon que a mayor profundidad de la columna de agua y mayores contenidos
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de materia organica, el tiempo de vida media de la OTC seria mayor de 100 dias, lo que
estaria generando acumulacién de OTC en sedimentos de mayor profundidad con mayor

contenido de materia organica.

El esfuerzo por un manejo sustentable de las sustancias farmacoldgicas en los
centros de cultivos chilenos pareciera no ser el adecuado, ya que se observa un aumento
progresivo en el uso de farmacos. En la salmonicultura, antibiéticos como la OTC vy el
florfenicol son administrados en conjunto con la dieta alimentaria, tanto en la fase de
alevinaje en agua dulce, como en el proceso de engorda de salmones en sectores
marinos. Se estima que en el 2013 se aplico alrededor de 157 toneladas de OTC y 284
toneladas de florfenicol, siendo el 92 % de su uso justificado por la enfermedad de
piscirickettsiosis (SERNAPESCA, 2014).

En este estudio, desde sedimentos cercanos a balsas de cultivo de salmonidos se
aislé 38 cepas de hongos, 22 de ellas fueron identificadas y de éstas se probo que 12

presentaban capacidad para degradar el antibiotico OTC (Tabla 1).

Tabla 1. Cepas de hongos aisladas e identificadas por técnicas moleculares desde
sedimentos de fiordos del sur de Chile. Se indica como positivo las cepas con capacidad
para degradar oxitetraciclina.

N° Strain Scientific Name Code Genbank® Degradar OTC
(+)
1 RA114 Trichoderma deliquescens KU214239 +
2 RA115 Trichoderma harzianum KU198599 +
3 RA223A  Talaromyces atroroseus KU198600 +
4 RA118 Penicilium crustosum KU198601 +
5 RA101 Rhodotorula mucilaginosa KU298469 +
6 RA103 Idem RA115 KU214240 +
7 RA105 Penicillium chrysogenum KU214239 +
8 RA117 Penicillium commune KU214242 +
9 RA106 Aspergillus terreus KU214241 +
10 RA129 Beauveria bassiana KU198598 +
11 RA39P Epicoccum nigrum KC164754 +
12 RA2P Emericellopsis alkalina KU298468 +
13 RA107 Penicillium solitum JNG642222 -
14 RA108 Aspergillus terreus KF723007 -
15 RA110 Penicillium sp. KJ443120 -
16 RA111 Hypocrea lixii HM466680 -
17 RA119 Chordomyces antarcticum KJ443146 -
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18 RA125 Curreya pityophila JX681087 -
19 RA126 Paraphaeosphaeria minitans EU754174 -

20 RA127 Penicillium sp. KJ443120 -

21 RA128 Eupenicillium EF626957 -
ochrosalmoneum

22 RA130 Beauveria sp. AY283555 -

En un primer estudio, en 18 dias de exposicion, seis cepas de Filum Ascomicetes,
Penicillium commune, Aspergillus terreus, Beauveria bassiana, Trichoderma
harzianum, Epicoccum nigrum y Emericellopsis alkalina demostraron ser capaces de
degradar entre un 75y 91,7 % de la OTC presente en el cultivo (Fig. 3, capitulo 1).
Posteriormente, en 21 dias de experimentacion, las cepas de hongos i.e., Trichoderma
deliquescens, Trichoderma harzianum, Taralomyces atroroseus, Penicilium crustosum
demostraron ser capaces de degradar entre 73 a un 93 % OTC y la levadura Rhodotorula
mucilaginosa de degradar un 74,2 % de la OTC presente en una solucion (Fig. 4,
Capitulo 2).

Ademés, el analisis de la concentracion intracelular de oxitetraciclina en 5
hongos sometidos a una concentracion de 250 mg/L, i.e., Penicillium spinulosum,
Epicoccum nigrum, Penicillium solitum, Beauveria bassiana y RA201 demostrd un
enriquecimiento intracelular en la concentracion de OTC i.e., 115 mg/50 mg de micelio
(en tres dias de experimentacion), para posteriormente disminuir hasta aprox. 20 mg/50
mg de micelio en 15 dias. Mientras que en el medio, la concentracion de OTC
disminuy6d hasta 60 mg/L en el periodo en estudio. Paralelamente, no se detecto
compuestos distintos de los observados en el medio control, confirmando que los hongos
realizarian la degradacion de OTC intracelularmente, sin la aparicion de nuevos
compuestos conjugados i.e., sin efecto por la generacion de otras  sustancias

contaminantes (Manuscrito en preparacion, Capitulo 3).

Comprobada la capacidad de hongos marinos para degradar OTC, sin generar
productos secundarios, el objetivo de estudio fue probar su capacidad para sobrevivir en
diferentes condiciones del medio y de ésta forma, agregar antecedentes a tener en

consideracion para su implementacion en sistemas de cultivos, tanto marinos como
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terrestres. Para ello, se analiz6 el comportamiento de E. nigrum, una de las cepas con
mayor eficiencia en la degradacion de OTC i.e., 91,7 % en 18 dias de exposicion (Fig.
3, Capitulo 1). La evaluacién frente a cambios en la temperatura, pH y salinidad,
demostré que E. nigrum fue capaz de modificar su membrana celular, respecto de sus
contenidos de acidos grasos y esteroles, como respuesta adaptativa de sobrevivencia
(Capitulo 4). Ademas, el analisis de ultraestructura demostré que E. nigrum fue capaz de
aumentar el grosor de su pared celular frente al aumento de la salinidad (Fig. 4, Capitulo
5) y de producir sustancias poliméricas extracelulares, esto es, disminuir la porosidad de
su pared celular, frente a cambios en el pH del medio (Fig. 6, Capitulo 5).

Cabe destacar que, las mayores eficiencias en la degradacion de OTC se obtuvo
con hongos endémicos del Filum Ascomycota, aislados desde sitios contaminados con
residuos de OTC, zona de fiordos del Sur de Chile (Tabla 1), i.e., 24,1 + 1,03 pgg™ los
que fueron capaces de degradar casi completamente (> 90 % de 250 ugL™ de OTC en
cultivos). Esto es coherente con lo planteado por Kristanti & Hadibarata (2015) en su
trabajo de bioremediacion de contaminantes; y por Migliore et al., (2012) quienes
utilizando el hongo Pleurotus ostreatus probaron su capacidad para degradar
oxitetraciclina en un proceso mediado por la absorcion y biotransformacion intracelular

de OTC en el micelio.

El impacto de la aplicacién de OTC en el medio, tiene directa relacion con la dosis,
concentracion y tiempo de aplicacion (Cabello 2004, 2006: Buschmann et al., 2006,
2012). Su efecto abarca un amplio espectro de bacterias, desafortunadamente no sélo las
patogenas. Ademas, se ha identificado presencia de poblaciones de bacterias resistentes
a OTC en la microflora de granjas salmoneras (Cabello et al., 2013), las cuales serian
reservorios de bacterias portadoras de determinantes genéticos transferibles de
resistencia a antibiéticos, lo que constituye un riesgo para la salud (Miranda &
Zemelman 2002, Heuer et al., 2009, Marshall & Levy 2011).

La rapida expansion de la salmonicultura es preocupante, debido a que sélo en la
region de Aysén existen alrededor de 635 concesiones (Fig. 1, Capitulo 1). Por la
utilizacion que realizan del agua como recurso, la importancia de las comunidades

biologicas y su dindmica fisica, los sectores costeros y cuerpos de agua, como lagos,
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utilizados para cultivos son sistemas de alta fragilidad ambiental, cuestion que debe ser
abordada con estudio, regulacién y remediacion de los insumos utilizados. Esto se suma
a que, los planes de mitigacion en los centros de cultivo consisten ain, en su
relocalizacion temporal (SUBPESCA, 2015), en espera que con el transcurso del tiempo
mejore la calidad de los sedimentos en las areas intervenidas ambientalmente i.e.,
residuos de farmacos como antibidticos, altos contenidos de materia organica, nutrientes,
baja concentracion de oxigeno disuelto, acidificacién del sedimento y alteraciones
ecoldgicas (Rudolph et al. 2009, 2011).

La necesidad de mitigar el efecto de la incorporacién de antibidticos en el
ambiente, nos incentivo a la busqueda de organismos capaces de aumentar la velocidad
de degradacion de antibidticos, como la OTC. Se plantea que la velocidad de
degradacion de los residuos de la OTC en los sedimentos marinos es insignificante
(Samuelsen et al. 1994) y que su vida media es funcion principalmente de las tasas de
re-ingreso de los residuos de OTC hacia la columna de agua (Smith & Samuelsen
1996).

Del trabajo realizado se desprende que el hongo E. nigrum seria la cepa
adecuada, para continuar con estudios que permitan el disefio de un proceso
biotecnologico de remediacion de los residuos de OTC en sedimentos. Algunas ventajas
a destacar de los trabajos de micorremediacion son que la colonizacion de un sustrato
por otros microorganismos requiere de condiciones especiales, a diferencia de los
hongos que son capaces de formar extensas redes de micelio hasta llegar a ser la
biomasa dominante y de esta forma ser eficientes. Ademas, los hongos como
degradadores, no necesitan como pre-condicion el enriquecimiento del sustrato, como
sucede con muchas bacterias (Maloney 2001, Magan et al., 2010, Harms et al., 2011), lo
que hace de la micorremediacién un sistema menos costoso y que requiere de menos

intervencion.

En la figura 1 con fines didacticos, se esquematiza el proceso de degradacion

intracelular del antibi6tico que realizaria E. nigrum
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Figura 1. Ejemplificacién del proceso de degradacion intracelular del antibiotico.
Modificado de Harm et al., (2011) para este estudio.

6.- CONCLUSIONES

Los fiordos del sur de Chile por sus condiciones de aislamiento geografico, en
general presentan baja intervencidn antropogénica, salvo en sectores costeros en que se
desarrollan actividades de cultivos, a traves de sistemas de concesiones marinas. Una de
las problematicas de esta actividad es la aplicacion de antibi6ticos, como la OTC. El
estudio realizado en muestras de sedimentos recolectadas en torno a las balsas jaula
permitié determinar concentraciones maximas de OTC de 24,1 + 1,03 pg g-' de

sedimento y concluir que en los sedimentos existen una alta diversidad de hongos.

Las 38 cepas aisladas desde los sedimentos correspondieron principalmente a

ascomicetos, basidiomicetos y levaduras, una parte de ellos i.e., 22 cepas, fueron
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analizadas con herramientas moleculares y demostraron una alta capacidad para
degradar OTC. La actividad degradativa observada por las cepas en estudio estuvieron
en un rango entre 73 a 93 % de la OTC presente en una solucion, siendo B. bassiana, T.
harzianun y E. nigrum las que presentaron las mayores eficiencias, i.e., sobre un 90 %
en 18 dias.

El andlisis de la concentracion intracelular de oxitetraciclina en 5 cepas i.e.,
Penicillium spinulosum, Epicoccum nigrum, Penicillium solitum, Beauveria bassiana y
RA201 demostraron un incremento intracelularmente en la concentracion de OTC i.e.,
115 mg/50 mg de micelio, para posteriormente disminuir i.e., 20 mg/50 mg de micelio.
En el medio la concentracion de OTC disminuy6 desde 250 mg/L hasta 60 mg/L en el
periodo en estudio, lo que permitio comprobar su eficiencia degradativa. Ademas, se
pudo comprobar que la degradacion de la molécula de OTC, no gener6 compuestos

distintos de los observados en el medio control.

El andlisis del comportamiento de E. nigrum, una de las cepas con mayor
eficiencia para degradar OTC, frente a estresores ambientales como T°, pH y salinidad
demostro ser capaz de modificar su membrana celular i.e., contenido de &cidos grasos y
esteroles; y a nivel de ultraestructura aumentar el grosor de su pared celular frente al
aumento de la salinidad; ademas, de producir sustancias poliméricas extracelulares,
frente a cambios en el pH y T° del medio, comprobandose su capacidad de adaptarse a

condiciones de estrés.

La condicion heterdtrofa de E. nigrum, su habilidad para adaptarse a condiciones
en terreno (i.e., poca luz, salinidad y presencia de antibioticos), permite concluir que es
el mejor candidato para continuar con estudios que permitan el disefio de un proceso
biotecnoldgico de remediacién de los residuos de OTC en sedimentos. Por lo que, se

acepta la hipotesis de trabajo.

Finalmente, la proyeccion de este trabajo se basa en que es factible aumentar la
velocidad de degradacién de residuos de antibiéticos, como la OTC, que se acumulan en
los sedimentos en los sistemas de cultivos tanto dulceacuicola como marinos. Ademas,

los sedimentos generados en el continente (residuos de los sistemas de cultivos
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dulceacuicolas), segin decreto D.S. 609, por su contenido de antibidticos deben ser
enviados a sistemas de tratamiento de RISES, pero si fueran tratados con hongos para
disminuir los contaminantes, por su composicion de N y P, podrian ser utilizados en la

agricultura.
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