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Resumen

Los hongos son organismos que habitan ambientes marinos y costeros,
desempeniando roles importantes en los ecosistemas, como la descomposicion
de materia organica y la formacion de simbiosis con otros organismos. Estos
hongos poseen caracteristicas Unicas que los vuelven atractivos para la
biotecnologia, entre los potenciales biotecnologicos de interés para este trabajo
de investigacion se encuentra la obtencion de biomateriales y metabolitos
secundarios.

En el trabajo de investigacion se evaluard el uso de hongos marinos para la
obtencidon de biomateriales, determinando sus propiedades mecanicas como
alternativa al poliestireno expandido, y la obtencion de metabolitos con
propiedades antimicrobianas, para esto, se aislaron y cultivaron hongos
marinos desde sedimentos de la Bahia de Dichato con el fin de obtener
bioproductos, de las especies cultivadas e identificadas por morfologia y
biologia molecular se utilizaron dos, la especie Alternaria sp, para la
formulacion de un biomaterial cuya resistencia es fue similar a la del
poliestireno expandido, y la especie Talaromyces flavus, que fue utilizada para
la produccion de metabolitos (pigmentos) con actividad antimicrobiana
evaluado por screening, con actividad contra la bacteria Pseudomonas
aeruginosa con importancia en el area biomédica.
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Introduccion

Los océanos son un conjunto de aguas saladas de la Tierra que son comunicadas
entre si, cubriendo aproximadamente el 71% de la superficie, con una
profundidad media de 3800 metros. Tienen influencia en los fendmenos
atmosféricos y geologicos debido a la magnitud de la energia en forma de calor
y a la cantidad de agua como vapor que entrega a la atmosfera, y del monto de
los productos de la erosion que recibe de la tierra como resultado de la accion
de los vientos, el escurrimiento y el batir de las olas sobre las orillas (Panzarini,

Rodolfo N., 1984).

Sus caracteristicas principales son la salinidad, temperatura y densidad. La
salinidad del agua depende de la diferencia entre la evaporacion y la
precipitacion, otros factores de menor relevancia son el congelamiento y
derretimiento de hielo marino. La temperatura es la variable mas cominmente
medida. Y la densidad del agua de mar varia entre 1,02 y 1,07 gr/cm’®, que es
controlada por tres variables que son la salinidad, temperatura y presion, la cual
aumenta debido al incremento de la salinidad y presion, y la disminucion de
temperatura. (Servicio Hidrografico y Oceanografico de la Armada (Chile).,
2004)

Organismos y microorganismos del ambiente marino

Los organismos pueden ser clasificados por su modo de locomocion y tipo de
habitat y, por otra parte, taxondémicamente. Seglin el primer criterio se clasifican
en bentos, necton y plancton. El bento corresponde a los organismos asociados
al fondo marino, incluyendo las plantas de aguas someras, participan en
cambios de algunas propiedades fisicas y quimicas del sedimento. El necton
esta constituido por organismos que son capaces de nadar libremente y poseen
la habilidad de buscar comida de forma muy activa, ademas de evadir a los
depredadores y emigrar en la columna de agua. El plancton son organismos
pequetios con baja capacidad locomotora, que a su vez son arrastrados por las
corrientes marinas. Esta constituido a su vez por zooplancton y fitoplancton.
(Servicio Hidrogréafico y Oceanografico de la Armada (Chile)., 2004)
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Segun el segundo criterio la division es mas simple dividiendo por el reino
vegetal y animal. En el caso del reino vegetal las plantas marinas se encuentran
rodeadas por agua que transporta nutrientes, por lo cual no necesitan un sistema
de raices, exceptuando las plantas de agua someras para su fijacion. El reino
vegetal puede clasificarse en cuatro divisiones espermatofita (granos y plantas
con flores), teridofita (helechos), briofita (musgos) y talofita (algas y hongos).
Por otra parte, el reino animal se divide en dos grandes grupos que son los
protozoos (organismos unicelulares) y los metazoos (organismos
pluricelulares). (Servicio Hidrografico y Oceanogréafico de la Armada (Chile).,
2004)

Hongos marinos
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Las clases filo, subfilo y Pezizomycotina, que contienen hongos acuéticos
tipicos, se representan en azul. Los primeros linajes divergentes en la base del
arbol fungico tienen un origen acuatico y muestran adaptaciones morfoldgicas
en forma de zoosporas o esporas ameboideas que se adaptan a la dispersion en
habitats acuaticos. Muchos de ellos pueden clasificarse dentro del grupo
ecoldgico de los Phycomycetes, asociados como saprofitos o parasitos al polen,
macrofitos, algas y fitoplancton. Zoopagomycota y Kickxellomycota incluyen
hongos amebdfagos y depredadores y Trichomycetes, un grupo ecoldgico
diverso de endosimbiontes obligados en el intestino de muchos insectos
acuaticos. Los hifomicetos acuaticos polifiléticos, asociados con hojarasca,
macrofitos en descomposicion y madera flotante en hdbitats marinos y de agua
dulce, se encuentran principalmente dentro de Ascomycota y ocasionalmente
dentro de Basidiomycota. Lo mdas probable es que los hifomicetos acuaticos
hayan evolucionado a partir de hongos terrestres y adaptaciones morfoldgicas
(por ejemplo, conidiosporas y ascosporas ramificadas y a la deriva con vainas
pegajosas) para colonizar habitats acudticos y adherirse a sustratos sumergidos.
Este grupo también contiene especies que pueden alternar su ciclo de vida entre
habitats acudticos y terrestres (hongos aeroacuaticos). Se han encontrado varias
levaduras unicelulares y hongos similares dentro de Ascomycota y
Basidiomycota en ambientes marinos y de agua dulce, que van desde
fermentadores biotecnologicos hasta levaduras extremofilas del hielo marino de
la Antartida. La mayoria de las especies de Basidiomycota son especies
parecidas a  levaduras, con la  maravillosa excepcion  del
basidiomiceto Psathyrella acudtico, que degrada la madera, que es la primera
especie submarina descubierta con branquias verdaderas. Tenga en cuenta que
las lineas discontinuas indican el nivel de subfilo del arbol filogenético,
mientras que las lineas continuas marcan el nucleo del arbol fungico. Los
cuadros verdes marcan los filos, que se sospecha que contienen linajes
acuaticos, mientras que los cuadros grises muestran linajes terrestres (Grossart,
Van den Wyngaert et al. 2019).

Mediante técnicas dependientes de cultivo, se han logrado aislar varios
hongos filamentosos y levaduras de numerosos habitats naturales. Algunos de
los géneros predominantes en los ecosistemas acuaticos son Aspergillus,
Penicillium, Cladosporium, Aureobasidium, Cryptococcus, Malassezia,
Candida y Rhodotorula (Raghukumar, Damare et al. 2010), los cuales fueron
aislados de ecosistemas como el mar profundo, piso submarino, fuentes
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hidrotermales, aguas marinas costeras, lagos, hielo, nieve, ecosistemas de agua
dulce y salobres.

En el caso de métodos de cultivo independientes confirmo, en algunos
casos, que los grupos predominantes determinados mediante las técnicas de
cultivo eran de sedimentos marinos, acuiferos y ambientes acuaticos
contaminados, algunos linajes de estos hongos son Rozellomycota y
Chytridiomycota, y  LKMII, Rhizophydium y Lobulomyces  (Edgcomb,
Beaudoin et al. 2011).

Debido a la intervencion humana en los ecosistemas terrestres, se fueron
generando nuevos ecosistemas acuaticos como alcantarillas, tuberias de agua,
sistemas de alcantarillado, plantas de tratamientos de aguas residuales y
depositos para enfriar plantas de energia y almacenar desechos, los cuales son
colonizados por microorganismos entre ellos una variedad de hongos (Gilbert
and Stephens 2018).

Villages
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Figura 2 Habitats artificiales para hongos acudaticos. (extraida de (Grossart,
Van den Wyngaert et al. 2019))

El papel ecologico que cumplen los hongos acudticos es variado, pero
destacan tres procesos los cuales son: mycoloop, micoflujo y macrozoobentos.
El mycoolop es el proceso mejor descrito el cual se refiere a que los hongos
parasitos hacen que el fitoplancton que no es comestible se vuelva comestible
para los zooplanctones dependientes de fitoplancton. El micoflujo no ha sido
del todo definido, pero describe cualquier interaccion fungica que conduzca a
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la agregacion o desintegracion de materia orgdnica. El macrozoobentos puede
proporcionar una fuente alimentaria para los niveles troficos mas altos (Senga,
Yabe et al. 2018).

€O, and/or CH,
ol d
.
¥« Allochthonous organic matter
&
&«
\ Saprophytic fung

Figura 3 papel ecologico de los hongos acudaticos (extraida de (Grossart, Van
den Wyngaert et al. 2019))

Existen dos grupos de hongos marinos, los marinos obligados y marinos
facultativos. Los hongos marino-obligados son aquellos que su desarrollo es en
habitats marinos y estuarios, y tienen la capacidad de esporular en el ambiente,
en cambio los hongos marinos facultativos provienen de ecosistemas terrestres,
pero no tienen la capacidad de esporular en el ambiente (Tamallo Cevallos
2020). Segin lo descrito por “Pang et al” (2016), un hongo marino debe
establecer una relacion simbiodtica con organismos marinos y demostrar
adaptacion genética o ser metabdlicamente activo en el ambiente para
desarrollarse y esporular. Estos hongos son capaces de sintetizar metabolitos
con capacidad antitu-moral, inmunomoduladora, antioxidante, antimicrobiana,
antiviral, antifingica, neuroprotectoras, antidiabéticas y finalmente protectores
de la salud ocular y ésea (Fernandez et al, 2020).
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Hongos marinos filamentosos

Los hongos filamentosos desempefian un papel fundamental como
descomponedores principalmente de sustratos organicos, estos organismos se
propagan mediante esporas, ya sean conidios asexuales o por ascosporas,
basididsporas o zigosporas sexuales. En los ecosistemas marinos las esporas se
dispersan y transportan de manera pasiva a través del agua, aterrizando en el
sustrato adecuado para su germinacion y colonizacion (Overy et al, 2019). En
la colonizacion, las hifas crecen por todo el sustrato formando una red de
micelio, al momento de que se presenten las condiciones ambientales ideales,
serdn capaces de diferenciarse sus estructuras especializadas para la
reproduccion. Los hongos marinos pueden tener diferentes aplicaciones
contrarrestando problemas ambientales como sustitutos a sustancias o
materiales altamente contaminantes.

En la Figura 4, extraida de “Overy et al, 20197, es posible observar estructuras
fructiferas, como picnidios o ascomas y conidioforos.

Figura 4. Estructuras fructiferas de hongos marinos: (a) Amylocarpus
encephaloides es una de las pocas especies de hongos marinos que pueden
observarse e identificarse a simple vista ya en el campo; (b) estos “puntos
negros’’ en el receptaculo de la macroalga Ascophyllum nodosum son cuerpos
fructiferos de Stigmidium ascophylli ( Mycosphaerella/ especies de
bivalvos. Xylophaga), en un pozo realizado por una Zalerion
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maritima (=Lulwoana uniseptata) masa conidial de la forma asexual del
hongo, d; (sobre muertos y en descomposicion Calycina marina) cuerpos
fructiferos apotéticos de c); (Mycophycias ascophylli)

Poliestireno expandido: problema de gran contaminacion

El poliestireno expandido procede del petroleo, del cual se obtiene el
monomero estireno son moléculas organicas que a su vez conforman a
polimeros sintéticos como el poliestireno, nylon, entre otros (Lopez and Canepa
2013). Este se polimeriza empleando agua y un agente expansor que produce el
EPS, el cual es utilizado en embalaje, transporte de alimentos y construccion,
pero que a su vez es un material quimicamente inerte, no biodegradable, el cual
afecta al ambiente ya que no puede ser reciclado. Si bien es altamente higiénico,
no se descompone, no genera moho, ni se pudre, lo que lo vuelve atractivo para
su uso, ya que sirve ademds como material aislante de calor y frio, pero su
desventaja es que solo puede utilizarse una vez (Lopez and Canepa 2013).

El dafio ambiental que se ha generado en Chile segiin noticia del diario
“elmostrador” (elmostrador, 2019) indica que hasta el afio 2019 cuando se
registro en la revista el articulo los desechos de al afio es cercano a 360 millones
de toneladas, donde el estimado es de 60 millones en productos de trabajos
industriales y los 300 millones restantes de uso personal y doméstico. Ademas,
en el pais no hay un tratamiento de reutilizacion y/o reciclaje de este.

En varios paises cuando son desechados caen a los ecosistemas marinos,
contaminando el agua, afectando la macro y microfauna marina ya que pueden
asociar estos desechos con alimento. También es perjudicial para la salud
humana ya que el consumir alimentos calientes que son envasados en este
material que a su vez se consumen dioxinas (Cruz Carrillo, Moreno Figueredo
et al. 2010) las cuales afectan el sistema inmune, siendo una de las posibles
enfermedades a contraer por el consumo de Aislapol es cancer.

Debido al aumento de contaminacién por materiales no biodegradables
como derivados de petréleo o plasticos es considerado un problema mundial
por la toxicidad para el ecosistema y seres humanos. Esto ha generado una
necesidad y desafio para la obtencion de nuevos materiales sustentables (Eco-
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friendly), biodegradables y sin impacto en el medioambiente. Estas
innovaciones tecnoldgicas son clave en la transicion y el desarrollo hacia una
economia circular (Meyer, Basenko et al. 2020). {Meyer, 2020 #1}

Micelio de hongos para obtencion de un biomaterial

El micelio es definido como la estructura vegetativa de los hongos y
consiste en una red de filamentos delgados y ramificados llamados hifas (Susel,
Dominguez et al. 2021). Esta estructura es responsable de la absorcion de
nutrientes y la descomposicion de la materia organica. Ademas, el micelio de
los hongos ofrece una perspectiva prometedora para la obtencién de
biomateriales, ya que tiene la capacidad de crecer y colonizar diversos sustratos
organicos, formando estructuras resistentes y sélidas con propiedades como
materiales alternativos a los existentes (Elsacker, Vandelook et al. 2019).

Los biomateriales de hongos o BMM (base mycelium material) se
definen como materiales biocompatibles producidos total o parcialmente a
partir de materias primas como madera y otros sustratos especiales, como la
lignocelulosa y el caucho natural, entre otras (Susel, Dominguez et al. 2021).
Estos biomateriales son versatiles y encuentran aplicaciones en diversas areas
como la medicina, farmacologia, alimentacion, industria automotriz, textil y
construccion (Meyer, Basenko et al. 2020). Su uso principal es en envases de
alimentos y sus caracteristicas dependen de las aplicaciones donde se utilizaran.
La relevancia de estos es su menor impacto ambiental, ya que pueden
completamente ser degradados, contribuyendo asi a la disminucion de la
contaminaciéon. La produccion de estos materiales se han generado
principalmente con especies de hongos filamentosos descomponedores de
madera como Pleurotus ostreatus, Ganoderna sp, entre otros (Cerimi, Akkaya
et al. 2019) y presentan propiedades fisicoquimicas especificas como
resistencia, aislacion térmica y acustica, elasticidad. Que los hace excelentes
sustitutos para materiales sintéticos como plasticos y otros (Appels et al, 2019,
Elsacker et al, 2019). Un estudio realizado por Sun, 2019 (Sun, Tajvidi et al.
2019) logr6é optimizar las propiedades fisicas y mecanicas de un material
compuesto por micelio y fibras de madera con un alto potencial para uso en
embalaje y en la fabricacion de muebles.

La Figura 5, extraida de “Alemu et al, 2022” ilustra el proceso de
obtencion de los biomateriales a base de micelio, donde se evalua su desarrollo
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mediante pardmetros fisicoquimicos como la prueba de pH, contenido de
materia organica, contenido de agua y morfologia de la superficie del micelio.
Durante el desarrollo del micelio fungico que se ha desarrollado disminuye el
nivel de pH y materia organica total, lo que se debe a la digestion enzimatica,
mientras que la cantidad de nitrogeno y agua aumenta a medida que este se
desarrolla (Attias, Danai et al. 2017).

El micelio posee la capacidad de transformarse en un material denso en un
molde para formar diferentes elementos ya que, se puede adaptar al sustrato y
crear diferentes estructuras o nuevos objetos de disefio ((Elkhateeb and Daba
2019), (Galena et al., 2021)). Una vez que se alcanzan las caracteristicas
deseadas, se detiene el crecimiento, mediante secado y/o calentando el sustrato
colonizado. Este incremento de temperatura desactiva el crecimiento del hongo
de forma permanente (Girometta, Picco et al. 2019).
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Figura 5. Diagrama de flujo que muestra la produccion de compuestos a base
de micelio. (Alemu, Tafesse et al. 2022). Se procede a la recoleccion y
aislamiento del hongo filamentoso, el sustrato tiene un proceso de esterilizacion
por un tiempo determinado, para su posterior inoculacion y moldeado, y secado
a temperaturas entre 70° a 100°C, para la obtencion del biomaterial final.

En la Tabla 1 extraida de “Alemu et al, 2022 se presenta un estudio
comparativo entre el material a base de micelio y el utilizado actualmente en
términos de densidad, resistencia, costo, reciclabilidad, persistencia, entre otros.
Los resultados demuestran que los compuestos obtenidos a base de micelio son
poco densos y de bajo costo, reciclables y que pueden ser obtenidos con
materias primas disponibles localmente y/o con desechos organicos.
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Tabla 1. Comparacion de productos a base de micelio vs materiales
poliméricos. (Alemu, Tafesse et al. 2022)

Propiedad material Materiales a base de | Materiales poliméricos
micelio

Densidad (kg/m?) 110+- 0,01 a 330+- 0,05 | 22 a 30

Costo($/kg) 0,07-0,17 (horas) 2,1-2,3 (horas)

Costo($/m?) 19.05 -

Resistencia a la|360+-5a 520 +-8 69-400

compresion (kPa)

Absorcion de agua (%) | 200 6,9

Reciclabilidad Totalmente degradable | Décadas, siglo

Materias primas Micelio y residuos o | Polimeros 'y  gases
sustratos organicos naturales

Proceso de manufactura | Moldear y crecer Polimerizacion y

expansion

(Tabla modificada a partir de cita bibliografica)

Metabolitos secundarios activos en hongos marinos

Los metabolitos secundarios activos basados en microorganismos
marinos son considerados area de interés debido a que muchos de sus
compuestos son agentes antibacterianos, antifingicos, antialgales,
antitumorales, entre otros (Bajpai 2016). Entre los metabolitos presentes en
los hongos marinos se encuentran los compuestos coloreados y/o pigmentos
los cuales ecoldgicamente tienen un papel importante a la hora de dar
resistencia a diversos factores ambientales o interacciones ecoldgicas con
otros organismos, por esta razén muchos de los metabolitos secundarios de
hongos muestran actividades bioldgicas que son de interés para las industrias
farmacéutica, alimentaria y agroquimica (Fouillaud, Venkatachalam et al.
2017).

Pigmentos sintéticos

En la actualidad, la contaminacion de los sistemas acuaticos es un
fenomeno mundial que afecta mayoritariamente a los paises en desarrollo, como
consecuencia del vertimiento de aguas residuales sin tratamientos o
parcialmente tratadas. Entre las mayores preocupaciones por vertimiento de
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aguas residuales con pigmentos se destaca la toxicidad generada, asi como los
impactos estéticos negativos sobre organismos acuaticos, como el fitoplancton,
que son la base de productores primarios que garantizan los flujos de energia a
niveles troficos superiores (Sharma, Sharma et al. 2007).

Mas de diez mil pigmentos y/o colorantes sintéticos son utilizados en
diferentes industrias como la textil, papelera, cosmética y farmacéutica, entre
otras, muchas de estas actividades industriales liberan grandes de efluentes
contaminados con dichos pigmentos y/o colorantes al medio ambiente
(Martinez, Olivares et al. 2014).

Por esto las industrias alimentarias, farmacéuticas, cosméticas y textiles
estan buscando alternativas naturales a los pigmentos sintéticos. Especialmente
la industria alimentaria se ha visto presionada por la incorporacion de colorantes
y/o pigmentos naturales en respuesta a las preocupaciones de los consumidores
respecto a productos mas sostenibles y saludables. Esto esta asociado con las
implicaciones negativas a la salud por el uso de colorantes y/o pigmentos
sintéticos en los snacks y bebidas (Sezgin, Ayyildiz et al. 2017).

Pigmentos fungicos de hongos marinos

Los pigmentos naturales son pigmentos de origen natural sintetizados
principalmente por plantas, animales y microbios (Chattopadhyay, Chatterjee
et al. 2008). Debido a la demanda por la obtencion de pigmentos derivados de
plantas de temporada y/o que puedan estar en peligro de extincion se opto por
utilizar microorganismos, incluidas las bacterias, los hongos y las algas
(Dufossé 2006).

Los pigmentos fungicos tienen varias propiedades, como actividad
antimicrobiana, antioxidante, anticancerigenas y citotoxicas, ademas sus
atributos colorantes (Caro, Venkatachalam et al. 2017).

- Pigmentos fungicos como colorantes alimenticios: como los
pigmentos Monascus , el rojo arpink de P. oxalicum , la riboflavina
de Ashbya gossypii y el B-caroteno de B. trispora (Sen, Barrow et al.

2019).
- Pigmentos fungicos como agentes antimicrobianos: desde ciertas
especies de géneros de hongos

(Monascus, Fusarium, Talaromyces, Trichoderma, Penicillium y Asper
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gillus ) y la levadura R. glutinis se ha descubierto que poseen actividad
antimicrobiana contra diferentes bacterias patogenas, asi como hongos
y levaduras. Lo que sugieren los estudios es el potencial uso de estos
pigmentos bioactivos como conservantes de alimentos o como
ingredientes antibacterianos en las industrias alimentarias y
farmacéuticas (Mani, Priya et al. 2015) (Frandsen, Rasmussen et al.
2016). Al igual que la posibilidad de ser utilizados para el uso en
elaboracion de productos para el area médica, como vendajes, hilos de
sutura, mascarillas faciales, entre otros (Poorniammal, Parthiban et al.
2013).

Pigmentos fingicos como agentes antioxidantes: los pigmentos
microbianos carotenoides, la violaceina y las naftoquinonas tienen
propiedades antioxidantes (Ramesh, Vinithkumar et al. 2019). Ademas
se ha mencionado en estudios que ciertos hongos y levaduras tienen
propiedades antioxidantes, como Penicillium ( P miczynskii , P
purpureogenum , Ppurpuroscens , Penicillium sp.), Fusarium sp., The
rmomyces sp., Chaetomium sp., Sanghuangporus

baumii , Stemphylium Ilycopersiciy especies de Trichoderma ( T.
afroharzianum , Trichoderma spp.) (Mani, Priya et al. 2015) (L1, Xue et
al. 2017), confirmando su potencial uso en la industria de la salud.
Pigmentos fungicos como agentes citotdxicos: se ha evaluado la
actividad citotéxica de ciertos aislados fungicos (F oxysporum, T.
verruculosus y Chaetomium spp., por diferentes métodos lo que
confirma la posible aplicacion de pigmentos en diferentes industrias,
especialmente en la salud y farmacéutica (Rao, Xiao et al. 2017). En el
caso de estudios de la toxicidad dérmica de Thermomyces spp. y P
purpurogenum en ratas de Wistar ha revelado la naturaleza no toxica de
los pigmentos y la posible aplicaciéon en cosméticos y tefiidos
(Poorniammal, Prabhu et al. 2019).

Pigmentos fingicos como agentes anticancerigenos: es sabido que los
pigmentos fingicos tienen propiedades anticancerigenas/antitumorales,
diversos estudios avalan que los pigmentos flingicos pueden ser
farmacos anticancerigenos. Algunas especies son Monascus purpureus
y Monascus pilosus los pigmentos obtenidos monascina, ankaflavina,
monafilona A-B, monasfilona A-B, monapilol A-D y monapurona A-C
poseen potencial anticancerigeno en diversos tipos de cancer como
carcinoma de piel de raton, carcinoma laringeo humano,
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adenocarcinoma de colon humano, carcinoma hepatocelular humano y
adenocarcinoma pulmonar (Feng, Wu et al. 2010).




Pregunta de investigacion

¢ Es posible que los hongos marinos, al igual que los hongos terrestres, puedan
desarrollar bioproductos para diferentes aplicaciones como biomateriales y
metabolitos activos?

Hipotesis

Hipotesis 1: Los hongos marinos tienen la capacidad de producir biomateriales
para sustituir al poliestireno expandido.

Hipotesis 2: Los hongos marinos tienen la capacidad de producir metabolitos
(pigmentos) con propiedades antimicrobianas.
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Objetivo general

Evaluar el uso de hongos marinos para la obtencion de bioproductos como
biomateriales, determinando su funcionalidad como alternativa al poliestireno
expandido, y metabolitos (pigmentos) con propiedades antimicrobianas.

Objetivos especificos
Objetivo especifico 1: Aislamiento de hongos desde sedimentos marinos

provenientes de la bahia de Dichato, Region del Biobio, Chile.

Objetivo especifico 2: Identificacién morfologica y molécular de los aislados
por amplificacion del Espacio Interno transcrito (ITS) y posterior
secuenciacion.

Objetivo especifico 3: Obtencion de biomasa fungica a partir del cultivo en
medio liquido para la obtencion de los prototipos de un biomaterial.

Objetivo especifico 4: Obtener un cultivo de una cepa de hongo en medio
liquido para la obtencion de metabolitos (pigmentos) con actividad
antimicrobiana.
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Metodologia

Aislamiento y cultivo de hongos marinos

En primera instancia se realizé el medio de cultivo solido estandar, para
comprobar que tan efectivo era el aislamiento de hongos marinos y su posible
crecimiento, este medio esta compuesto por el Gelificante Agar agar al 2%,
Extracto de malta al 2% y agua destilada hasta aforar. Se hicieron 700 ml de
medio en donde se afiadieron 14 gr de Agar agar y 14 gr de Extracto de Malta.
De este medio se obtuvieron 24 placas Petri.

Se procedio 24 horas después de la refrigeracion de las placas con medio a
aislaron 3 muestras de sedimentos marinos de la Bahia de Dichato, Region del
Biobio y se cultivd 5 muestras aisladas pertenecientes al Laboratorio de
Productos Naturales de la Universidad de Concepcion.

Tabla 2. Medio de cultivo estandar.

Compuesto Cantidad
Agar-agar 14 gr
MEA 2% 14 gr
H20 hasta aforar 700 ml

Se realiz6 un segundo medio el cual estd compuesto por el Gelificante
Agar agar al 2%, Extracto de Malta al 2%, un antibiotico Estreptomicina y agua
de mar extraida de la caleta Cocholgue, Tomé, Region del Biobio (25 de marzo,
2024). Nuevamente se realizaron 700 ml de medio, se afiadié 140 microgramos
de Estreptomicina al medio en estado liquido antes de ser depositado en las
placas Petri.
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Tabla 3. Medio de cultivo adaptado a hongos marinos.

Compuesto Cantidad
Agar-agar 14 gr
MEA 2% 14 gr
H20 mar hasta aforar 700 ml

Estreptomicina

140 pg

Ademas se realizé un tercer medio compuesto por el Gelificante Agar
agar al 2%, Glucosa al 1%, Estreptomicina 140 microgramos y se aford con

agua de mar hasta los 700 ml.

Tabla 4. Medio de cultivo adaptado para hongos marinos.

Compuesto

Cantidad

Agar-agar

14 gr

Glucosa 1%

14 gr

H20 mar

hasta aforar 700 mi

Estreptomicina

140 pg

« Se realizé una observacion de las placas en cultivo para determinar su
morfologia. Esto se hizo con todas las placas con el proposito de
determinar cuales son los hongos presentes en la Bahia de Dichato de

donde provienen las muestras.

Se realizaron cultivos liquidos en 2 matraces los cuales contenian 5gr de
Extracto de Malta y 500 ml de Agua de mar.

Para las réplicas de los cultivos en placas se hizo un medio de cultivo de 1%
de Extracto de Malta, Agar 2% con Agua de mar.

Tabla 5. Medio de cultivo para replicar los cultivos ya aislados.
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Compuesto Cantidad

H20 mar aforar a 600ml
Agar-agar 2% 12 gr
Malta 1% 6 Gr

Extraccion y secuenciacion

Extraccion de ADN y amplificacion de ADN

La extraccion de ADN gendmico se llevd a cabo a partir de micelio de
los hongos marinos aislados, utilizando la metodologia de CTAB (Doyle &
Doyle., 1990). En resumen, se pesaron la muestra entre 30-50 mg, se afiadid
500 pl buffer y se molié hasta quedar homogéneo, se centrifugo a 13000 rpm
por 1 minuto, se extrajo el sobrenadante entre 350-400 pl y se anadid
Isopropanol 400 pl, se dejo reposar 5 minutos a temperatura ambiente, se
centrifugo por 5 minutos a 13000 rpm, luego se descartd el sobrenadante, se
agreg6 500 pl etanol 70%, se centrifugo por 5 minutos a 13000 rpm, se descartd
el sobrenadante, se dejo secar en ambiente y se resuspendio en agua Nanopure
en 100 pl.

Para la amplificacion de la region correspondiente al espaciador interno
transcrito (ITS), se empled los partidores (ITS1F-ITS4), descritos por (White et
al, 1990).

Secuenciacion del producto de PCR.

Los productos de PCR obtenidos fueron enviados directamente a la empresa
Macrogen para su secuenciacion. Posteriormente, se evalud la identidad y
cobertura con las secuencias disponibles en la base de datos GenBank, usando
el algoritmo BLAST (Altschul et al.,, 1997) disponible en el sitio Web:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.
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Inoculacion, disefio molde y secado biomaterial
Inoculacion en sustrato sdlido

Para esto se tomaron muestras de 10 ml de los cultivos liquidos de la
cepa de hongo, las muestras serdn colocadas en una placa Petri con paja,
madera de pino radiata y hojas de té reutilizadas. Se debid asegurar de tomar
una buena cantidad de micelio para que el crecimiento dentro de la placa sea
favorable. Se realiz6 en 3 placas para asegurar €xito en el crecimiento del
micelio, las placas se incubaron a 25°C y se dejaron hasta el crecimiento del
hongo sobre el sustrato. (Furci George-Nascimento).

Se planted las cantidades Optimas de cada sustrato para la realizacion
del crecimiento del micelio.

Tabla 6. Tratamiento de inoculacion de sustrato solido en porcentaje.

Tratamiento Hojas de té Paja Aserrin de
(%) Madera Pino
radiata
1 50% 10% 40%
2 10% 70% 20%

Tabla 7. Tratamiento de inoculacion de sustrato solido en gramos.

Tratamiento Hojas de té Paja Aserrin de
(gr) Madera Pino
radiata
1 10 2 8
2 14 4

Disefio del molde
Para la fabricacion del biomaterial a base de micelio, se necesitaron el
molde correspondiente a la forma que se requiera, el sustrato obtenido del
punto anterior sera puesto sobre el molde (placa de Petri) y se dejo en
incubacion a 25°C por aproximadamente 10 dias o hasta colonizar
completamente el sustrato. Es recomendado utilizar contenedores plasticos o
de facil manipulacion (Furci George-Nascimento).
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Incubacion y secado

El sustrato colonizado se desmoldo y coloco dentro de un contenedor
hermético mas grande o directamente dentro de la incubadora, controlando las
condiciones ambientales y en ambiente estéril. Nuevamente se dejara crecer el
micelio durante 7 dias aproximadamente, dependiendo del hongo utilizado. En
la altima etapa la pieza obtenida se secara en un horno convencional,
dejandolo a 120°C por 30 minutos, esto se realizara para que la cepa del hongo
ocupada se desactive, impidiendo su posterior crecimiento (Furci George-
Nascimento).

Prueba de resistencia

Las Propiedades mecdanicas se midieron con una prueba de compresion de
1 ciclo utilizando una prensa estatica de compresion, a una velocidad de 1
mm/s, determinando el esfuerzo maximo en kgf/mm? soportado por el material
antes de la ruptura. El material fue cortado en cilindros de 30 mm de didmetro
por 10 mm de altura.

Cultivo de hongos marinos en medio liquido para obtencion de
pigmentos y posterior analisis

Cultivo en medio liquido

Se utilizo un matraz Erlenmeyer de 1000ml el cual fue esterilizado junto con
el medio agregado por 20 minutos en autoclave. Esto se dejoé fermentar por un
mes para esperar crecimiento del hongo.

Tabla 8. Medio de cultivo para cultivo liquido con agua de mar.

Compuesto Cantidad

H,O mar aforar a 500ml

Malta 1% 59r

Tabla 9. Medio de cultivo para cultivo liquido con agua destilada.
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Compuesto Cantidad

H,O destilada aforar a 500ml

Malta 1% 5gr

Extraccion

Se procedio a filtrar el medio de cultivo de la cepa de Hongo (identificado
como “I””) con agua destilada, asi como la misma cepa, pero en agua de mar
con Bomba de vacio y papel filtro de 7um. El papel filtro con la biomasa
acumulada se traspasé a un matraz de 50 ml, el que se llevo a ultrasonido para
extraer con 10 ml de acetona durante 30 minutos.

El medio liquido filtrado (500ml) se traspasé a un embudo de decantacidon
de 1000ml, para extraer con 2 alicuotas de 20ml de Diclorometano cada una y
posteriormente otra extraccion con Acetato de etilo en alicuotas de 20 y 10 ml
cada una.

Proceso de secado en rotavapor

Las muestras obtenidas posterior al tiempo transcurrido se procedieron a
secar en rotavapor a 40°C y se resuspendieron en 2ml de acetato de etilo, 300
uL de las muestras fueron anadidos a viales. Para proceder a analizar en
cromatografo de masa (Fouillaud, Venkatachalam et al. 2017).

GC-MS

El analisis de los extractos obtenidos se realizé mediante cromatografia de
gas con deteccion de masas. Para ello se emple6 una columna cromatografica
J&W scientific de 30 m de largo y 0,5 mm de diametro, con 2 pm de espesor
de film de polaridad intermedia. Se utilizd6 Helio como gas de arrastre a un
flujo de 1 ml por minuto.

Se analiz6 lum de cada muestra mediante inyeccion automatica. La
configuracion de temperaturas del horno y detector se muestran en la Tabla 10.
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Tabla 10. Configuracion del método cromatografico.

Equipo Temperatura Tiempo
Horno 100°C Smin
(incremento  de |280°C 20min
10°C/min)

Inyector 250°C
Detector 285°C

Preparacion de muestras para ensayo de actividad
antimicrobiana

Con el fin de conocer el peso de los extractos, tanto de medio liquido como
de micelio, se procedi6 a secar las muestras en viales en viales previamente

tarados como se muestra en la Tabla 11.

Tabla 11. Pesos secos de extractos.

N° Peso de | Peso de | Pesocon | Diferencia | Diferencia | Concentracion
viales | viales viales extracto en gr enug en g/L
(gr) etiquetados seco (gr)
(gr)
1 2,3807 | 2,4084 2,4092 | 0,0008 800 8
2 2,3808 |2,4079 2,4087 |0,0008 800 8
3 2,3818 | 2,4092 2,4103 |0,0011 1100 11
4 2,3991 | 2,4264 2,4354 10,009 9000 90
Pruebas de actividad antimicrobiana
Reactivos:

- Placas agar Muller-Hinton
- Placas agar Sabouraud
- Suero fisioldgico

- Compuesto a evaluar (20ul por pocillo por cepa a evaluar)

- DMSO 10%

Tabla 12. Cepas de microorganismos ensayados con interés biomédico.
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Escherichia coli ATCC 25922 Gram (-)

Staphylococcus — aureus ATCC | Gram (+)
25923

Pseudomonas aeruginosa ATCC | Gram (+)
9027

Candida albicans ATCC 90028

Los metabolitos de hongos se solubilizaron en 100 ul de DMSO al 10%, para
realizar un screening de concentracion bioactiva. Para ello se sembré 20 ul de
cada compuesto en los micropocillos de cada placa de microorganismo
ensayada.

Este ensayo se realiz6 bajo el siguiente protocolo:

1.
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Planificacion de la cantidad de placas a utilizar segun el N° de cepas a
evaluar (4) y el nimero de compuestos. Se debe incluir control negativo
(pocillo con solvente en el que esta diluido el compuesto).

Con un sacabocado y condiciones de esterilidad (bajo mechero) se
preparan los micropocillos segtn la planificacion.

. A partir de placas ensayadas entre 16-18 horas con las cepas, se realizo

una prueba McFarland 0,5 (en suero fisioldgico).

Se siembra en tapiz en las placas preparadas con los micropocillos.

. Se dispone un volumen 20 ul (aproximado) del compuesto mas el

control negativo por cada micropocillo.

Finalmente, se incuba a 37°C por 24 horas.




Resultados

Fotografias aislamiento de hongos marinos en medio solido

Figura 6. Hongos cultivados en placas. En a, b, ¢, d, e, f, g, h, i y j se observan
las placas cultivadas ya aisladas de sedimentos marinos, con letras asignadas
para diferenciar cada hongo.
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Amplificacién en gel de agarosa

De las 11 muestras de hongos marinos cultivados, 3 de estas no tuvieron
amplificacion.

Figura 7. Se puede observar la amplificacion de las 11 muestras de los
hongos cultivados.
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Secuenciacion del producto por PCR

Tabla 13. Secuenciacion del producto PCR.

Muestra | GenBank Identidad | N° N° Potencial
Blast (%) | Acceso Bases | aplicacion
A Cadophora sp. | 99.61 MHO029121. | 522 Produccion de
1 metabolitos
antifingicos (Wang,
Shen et al. 2019).
B Penicillium 91.13 MF077227.1 | 286 Produccion de
sp. antibioticos (Brian,
Hemming et al
1953).

C Alternaria sp. | 99.56 MT420650.1 | 451 Produccion de
metabolitos
citotoxicos, posibles
inhibidores de
quinasas (Aly,
Edrada-Ebel et al.
2008).

D Talaromyces | 99.36 MHS855968. | 474 Produccion de

flavus. 1 metabolitos activos
(Kim, Fravel et al.
1988).
F Talaromyces | 99.79 KUS556530.1 | 491 Produccién de
sp. pigmentos (Kim,
Fravel et al. 1988).

G Cadophora sp. | 99.42 OP412813.1 | 520 Produccién de
metabolitos
antifungicos (Wang,
Shen et al. 2019).

H Indeterminada | ---- | ----- 0 --

I Talaromyces | 99.56 MHS855968. | 463 Produccion de

flavus. 1 metabolitos activos
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH029121.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=B7W8ZWNU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH029121.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=B7W8ZWNU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF077227.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=B7YK8NU3013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT420650.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=B86JSXAJ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH855968.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=B86P719B013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH855968.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=B86P719B013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU556530.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=B86W7FTB013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP412813.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=B8704N5G016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH855968.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AK63VN0Y013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH855968.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AK63VN0Y013

(Kim, Fravel et al.
1988).

Muestras E, J y K no amplificaron por lo tanto no se pudieron secuenciar.

Fotografia de cultivos liquidos

- Hongo Alternaria sp
a U
=

Figura 8. Hongo Alternaria sp. (C) Cultivo medio liquido. Incubacion en
agitacion con medio liquido compuesto de Agua de Mar y Extracto de Malta al
2%. En el cual es posible observar esporulacion y micelio por todo el cultivo.

- Hongo Talaromyces sp.

2\ oS, ey

Figura 9. Hongo Talaromyces sp. Cultivo en medio liquido y incubado en
agitacion con una coloracion de color amarillo.
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- Hongo Talaromyces sp replica

-

Figura 10. Hongo Talaromyces sp replica. Cultivo medio liquido. Incubado en
agitacion, esporulado y con baja coloracion.

Fotografias microscopio optico

En este caso para observar las esporas y/o micelio, se afiadié una gota de
medio KHO3.

Figura 11. Hongo Cadophora sp., observado a 10x y 100x, es posible observar
en ay b si hubo crecimiento de esporas del hongo cultivado, el hongo en placa
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tiene una coloracion amarilla, pero al ocupar el medio KHO3 su coloracion
cambio a rojiza.

Figura 12. Hongo Penicillium sp., observado a 10x y 100x, es posible advertir
las esporas de una coloracion verdosa.

Figura 13. Hongo Alternaria sp., observado a 10x y 100x, es posible observar
el micelio de color oscuro con hifas finas.
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Figura 14. Hongo No identificado (E), observado a 10x y 100x, es posible
observar tanto esporas como micelio, ademas de estructuras reproductivas b.

Figura 15. Hongo Talaromyces sp., observado a 10x y 100x, es posible observar
en a esporas, y en b esporas y micelio.

Figura 16. Hongo Cadophora sp., observado a 10x y 100x, tanto en a como en
b se visualizan esporas como micelios mezclados entre si.
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Figura 17. Hongo No identificado (H), observado a 10x y 100x, en a se
visualizan esporas, b que se visualiza micelio.

Figura 18. Hongo Talaromyces flavus., observado a 10x y 100x, tanto en a como
en b se observan esporas, de diversas tonalidades amarillas y naranjas.
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X EXRS fis <2 A y

Figura 19. Hongo No identificado (J), observado a 10x y 100x, es posible
visualizar tanto en a como en b esporas, en a son de un color negro y b es
posible observar un color mds claro con bordes oscuros.

Figura 20. Hongo No identificado (K), observado a 10x y 100x, se visualiza en
a esporas como estructuras, en b es posible observar en mayor detalle
estructuras esporales.
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1pm EHT= 2.00kY  Signal A= SE2 CESMI 22 .4ui 2024 W

1000 KX WD=106mm  {143ym x &575um UdeC  sommsarseoseimmone

Figura 21. Hongo Cadophora sp. Estructuras formadoras de esporas (Garcés
de Granada, Correa de Restrepo et al. 2003).

. o (» A a F & - 2 4
1 4m EHT= 200KV Signai A= SE2 CESMI 22 Jui 2024
1500 K X WD = 10.4 mm 7.622pm X 5716 um Udec GeminiSEM 360-3217010165

Figura 22. Hongo Penicillium sp. Al observar las esporas las cuales tienen una
forma verrucosa (Garcés de Granada, Correa de Restrepo et al. 2003)
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X
4 }

20 pm EHT= 200kV  Signal A= SE2 CESMI 23 Jul 2024

760 % WD = 10.4 mm f44.7um X 108.5um Udec GominiSEM 369-8217010165 w

Figura 23. Hongo Alternaria sp. Estructura de esporas(Garcés de Granada,
Correa de Restrepo et al. 2003).

EHT= 200kV  Signal A=SE2 CESMI 22_,“,2024
700K % WD = 10.4 mm 16.33um X 12.25um UdeC SominiSEH 590-8217010155.

Figura 24. Hongo No identificado (E). forma de esporas listadas (Garcés de
Granada, Correa de Restrepo et al. 2003).
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100 pm EHT= 200kV  Signal A= SE2 CESM! 22 Jui2024
arx WD =10.4 mm F77Epm X 5832 um UdeC  srisevamsioons

Figura 25. Hongo Talaromyces sp. Al observar la imagen no es posible
distinguir el tipo de espora.

1 H -3 ;.J'
EHT = 2.00 kV Signal CESMI 22uu12024
220x | WD = 10.5 mm 489.3um X 374.5um UdeC  cenmisewssoszimmies

Figura 26. Hongo Cadophora sp. Al observar la imagen no es posible distinguir
el tipo de espora.
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gnf;l = ;‘E2 ESMI

em EHT= 200kV 22 Jul 2024
5A5KX WD = 10.6 mm 21.38um x 1604 pm UdeC o SE AEIHIES

Figura 27. Hongo No identificado (H). Al observar la estructura es similar a
una proliferacion simpodial del conidioforo (Garcés de Granada, Correa de
Restrepo et al. 2003).

¢ | ol LB
Tpm EHT = 2.00kV Signal A= SE2 CESMI  22Jul 2024
1000 KX WD = 10.6 mm 11.43pm X B.575 um UdeC  covmsewsesrmoes

Figura 28. Hongo Talaromyces flavus. Esporas espinosas (Garcés de Granada,
Correa de Restrepo et al. 2003).
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Figura 29. Hongo No identificado (J). Esporas de forma verrucosa (Garcés de
Granada, Correa de Restrepo et al. 2003).

Figura 30. Hongo No identificado (K). Al observar la imagen no es posible
distinguir esporas.
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Tabla 14. Tamario estimado de esporas

Hongo Tamafio promedio en pm
Cadophora sp. A 1 um

Penicillium sp. B 1 um

Alternaria sp. C 20 um

No identificado E 2 um

Talaromyces sp. F -
Cadophora sp. G -

No identificado H 2 um
Talaromyces sp. 1 I um
No identificado J 2 um

No 1dentificado K -

Prototipo biomaterial

El biomaterial realizado tuvo crecimiento entre las hojas de té, paja y astillas de
madera, formando una estructura del tamafo de la placa recubriendo los
materiales utilizados con micelio después de la incubacion.

Figura 31. En la figura es posible observar los 6 prototipos de material con los
2 tratamientos mencionados en la metodologia.
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Figura 32. Prototipo biomaterial desmoldado y terminado.

Prueba de resistencia

EPS tipo XI
0.40 P. sanguineus
] m Hongo marino
T 0,35 1
o
=
< 0,30
©
(%]
2 0,251
Q.
g
O 0,20
<
0,15 -
©
'©
<
@ 0,10
R
]
& 0,05
0,00 T T T T f
EPS tipo Xl P. sanguineus Hongo marino

Muestra

Figura 33. Comparativa de resistencia a la compresion (MPa) de muestra.
EPS tipo XI, un biomaterial obtenido con el hongo P. sanguineus con sustrato
de aserrin de pino y el biomaterial obtenido con el hongo Alternaria sp.
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Analisis cromatografico
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Figura 34. Mar Micelio. Abundancia por tiempo.

Tabla 15. Mar Micelio, MO>90%

Tiempo de | Area % Nombre CAS# MQ

retencion

13.788 3.88 Acido 1,2- | 000084- 90
Bencenodicarboxilico, 69-5
bis(2-metilpropil) ester

14.686 22.60 acid n-Hexadecanoico 000057- 99

10-3

16.870 3.88 4,4'-(1- 000080- 93

metiletililidene)bis-fenol | 05-7
Tabla 16. Mar Micelio, MQ entre 60-89%

Tiempo de | Area % | Nombre CASH# MQ

retencion

5.439 2.31 Catecol 00010-80-9 | 60

5.827 5.26 5-hidroximetilfurfural 000067-47-0 | 76
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Figura 35. Mar Medio. Abundancia por tiempo.

Tabla 17. Mar Medio, MO>90%

Tiempo de | Area % Nombre CAS# MQ

retencion

13.778 1.01 Acido 1,2- 000084-69- | 90
Bencenodicarboxilico | 5
, bis(2-metilpropil)
ester

14.062 8.52 4,6-dimetoxi-ftalido 058545-97- | 93

4

16.823 2.80 4,4'-(1- 000080-05- | 96
metiletililidene)bis- 7
fenol

Tabla 18. Mar Medio, MQ entre 70-89%

Tiempo de | Area % Nombre CAS# MQ

retencion

4.786 1.44 Lactona 002381-87- | 87
dehidromevalonica 5

8.342 0.83 3-hidroxi-4-metoxi- 000621-59- | 70
benzaldehido 0
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100+ 82
50- 54
o 112
53
50 .| 72 67 83
ol |s6. 59616365 70 777981 ] 95 101 ,
T M T T T T T T T T
50 60 70 80 100 110 120 130

(mainlib) Dehydromevalonic lactone

Figura 36. Metabolito Lactona dehidromevalonica en tiempo 4.786 minutos.

100+ 151
O/
HO
50
81 123 N
5|1 55 65 6o w | 93 1(|)9 119 | 137 °
o !|||. I.||.|.||I |.II.8.5 S : .ll L 17.25 : — : | : : :
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180

(replib) Benzaldehyde, 3-hydroxy-4-methoxy-

Figura 37. Metabolito 3-hidroxi-4-metoxi-benzaldehido en tiempo 8.34
minutos.
1004 194
o |
Ho7 /”\\(O
50
151 =
o1 165
105 133
lestssse B0 ez loser oo M0 Tl i R il
50 60 70 80 20 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220

(mainlib) 2-Hyd roxy-4-isopropyl-7-methoxytropone

Figura 38. Metabolito 2-Hidroxi-4-isopropil-7metoxitropona en tiempo 14.062

minutos.
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100+ 7
& e}
4 57 \//\/\/\/\/\/\/\/
50+
69 OH
83 129 -
o 115 157 213
o R N TS = PO < I 171178185 194001 | 220227 239
T T T T T T T T T T T T

T T T T T T T
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270
(mainlib) n-Hexadecanoic acid

Figura 39. Metabolito Acido n-Hexadecanoico en tiempo 14.68 minutos.

100+

1 My

-

[:] SO
O"O

265277289 303 319 333 361 390 408420

251

50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390 410 430
(mainlib) 9(11)-Dehydroergogterol tosylate

Figura 40. Metabolito 9(11)-Dehidroergosteroltosilato en tiempo 23.309
minutos.
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Figura 41. Destilada Micelio. Abundancia por tiempo.
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Tabla 19. Destilada Micelio, MQ >90%

Tiempo | Area | Nombre CASH# MQ

de %

retencion

7.054 4.30 | 2,4-Decadienal, (E,Z)- 025152- | 96
83-4

7.718 1.62 | 2-Undecenal 002463- | 90
77-6

8.068 1.52 | Ciclododecano 000294- | 95
62-2

8.332 1.00 | Vainillina 000121- |93
33-5

10.299 49.67 | 3,4-dihidro-8-hidroxi-3-metil-1H-2- 001200- | 98

Benzopiran-1-ona, 93-7

10.734 0.87 | a-Guaiene 003691- | 93
12-1

10.847 1.29 | 1a,2,3,4,6,7,7a,7b-octahydro-1,1,4,7- 405112- | 94

Tetrametil-1H-ciclopropa[e]azuleno 35-8

12.776 1.06 | Bencil Benzoato 000120- | 98
51-4

12.918 0.97 1-Docoseno 001599- | 95
67-3

13.486 1.48 | 6,10,14-trimetil 2-Pentadecanona 000502- | 95
69-2

14.563 20.38 | Hibaeno 002359- | 99
73-1

14.686 1.50 | Acido n-Hexadecanoico 000057- | 98
10-3

15.925 1.27 | Heneicosano 000629- | 97
94-7

16.842 1.48 | 4,4'-(1-metiletilideno)bis-Fenol, 000080- | 97
05-7

17.684 2.52 | Tricosano 000638- | 95
67-5

18.497 1.85 | Tetracosano 000646- | 98
31-1

19.301 8.18 | Pentacosano 000629- | 97
99-2
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20.029 3.00 1-Tetracoseno 010192- | 94
32-2
20.785 0.94 | Eicosano 000112- | 94
95-8
20.804 20.71 | Hexacosano 000630- | 94
01-3
22.374 4.33 | Eicosano 000112- | 95
95-8
24.558 2.10 | Hexadecano 000544- | 95
76-3
Tabla 20. Destilada Micelio, MQ entre 70-89%
Tiempo de | Area % Nombre CASH# MQ
retencion
6.214 3.71 2-Decenal, (E)- 003913-81- | 80
3
13.788 0.98 Acido 1,2- | 000084-69- | 86
Bencenodicarboxoli | 5
co, bis(2-
metilpropil) ester
o o el J| L

T T T T T T T T T T T T T T
50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390 410
(mainlib) 1H-2-Benzopyran-1-one, 3,4-dihydro-8-hydroxy-3-methyl-

Figura 42. Metabolito 3,4-dihidro-8-hidroxi-3-metil-1H-benzopiran-1-one en
tiempo 10.27 minutos.
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Figura 43. Metabolito (-)-Spatulenol en tiempo 10.65 minutos.
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Figura 44. Metabolito 13-metil-, (8ad,13ad)-17-Norkaur-15-ene en tiempo 10.72
minutos.
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Figura 45. Metabolito Octacosano en tiempo 17.68 minutos.

100
71
9 113 197 14
o Joo L s 2F7 141 155 160 183 197207 295 239 252 266 280 204 308 322 336 351
T T T T T T T T T T T T T T | 4

50 70 920 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350
(replib) Heptacosane

pag. 56




Figura 46. Metabolito Heptacosano en tiempo 18.49 minutos.
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Figura 47. Metabolito Heneicosano en tiempo 19.30 minutos.
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Figura 48. Metabolito 2-metil-1-hexadecanol - en tiempo 20.02 minutos.
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Figura 49. Metabolito Heptacosano en tiempo 20.80 minutos.
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Figura 50. Metabolito Octacosano en tiempo 22.37 minutos.
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Figura 51. Metabolito Tetratetracontano en tiempo 24.55 minutos.

Abundance

TIC:EE-VHS-H2-Dest-Med.D\data.ms

14.724
600000
19.745
400000
.6 .2 8 .002
AR
200000 5 /7 E&910.79113 78 -
6,7 8:%7 311 .2071 4 46L.6 8" 9.20.785
AN, Rt e b A A
T 7 1 7 7 T
5.0 0 10.00 15.00 20 .00 25 .00 30.00 35 .00

T im e -->

Figura 52. Destilada Medio. Abundancia por tiempo.
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Tabla 21. Destilada Medio, MQO>90%

Tiempo de | Area % | Nombre CAS# MQ
retencion
5.798 5.51 5-Hydroximetilfurfural 000067- |90
47-0
7.056 4.30 2,4-Decadienal, (E,Z)- 025152- 96
83-4
7.718 1.62 2-Undecenal 002463- 90
77-6
8.068 1.52 Cyclododecano 000294- |95
62-2
8.332 1.00 Vainillina 000121- 93
33-5
10.299 49.67 3,3-dihidro-8-hidroxi-3-metil- | 001200- | 98
1H-2-Benzopiran-1-ona, 93-7
10.271 5.08 3,4-dihidro-8-hidroxi-3-metil- | 001200- | 96
1H-2-Benzopiran-1-ona, 93-7
10.734 0.87 o-Guaiene 003691- |93
12-1
10.847 1.29 1a,2,3,4,6,7,7 a,7b-octahidro- | 405112- 94
1H-1,1,4,7-Tetrametil- 35-8
cyclopropale]azuleno
12.776 1.06 Bencil Benzoato 000120- 98
51-4
12.918 0.97 1-Docoseno 001599- 95
67-3
13.486 1.48 6,10,14-trimetil 2-1000502- |95
Pentadecanona, 69-2
14.563 20.38 Hibaeno 002359- |99
73-1
14.686 1.50 Acido n-hexadecanoic 000057- 98
10-3
15.925 1.27 Heneicosano 000629- 97
94-7
16.842 1.48 4,4'-(1-metiletilideno)bis- 000080- |97
Fenol, 05-7
17.684 2.52 Tricosano 000638- |95
67-5
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18.497 1.85 Tetracosano 000646- 98
31-1
19.301 8.18 Pentacosano 000629- 97
99-2
20.029 3.00 1-Tetracoseno 010192- 94
32-2
20.785 0.94 Eicosano 000112- 94
95-8
20.804 20.71 Hexacosano 000630- 94
01-3
22.374 4.33 Eicosano 000112- 95
95-8
24.558 2.10 Eicosano 000112- 95
95-8
Tabla 22. Destilada Medio, MQ entre 70-89%
Tiempo de | Area % Nombre CAS# MQ
retencion
6.716 1.53 2,4-Decadienal, (E,Z)- | 025152-83- | 81
4
7.718 3.35 (E)-Tetradec-2-enal 051534-36- | 83
2
8.002 4.82 Orto- 000610-99- | 86
Hidroxipropiofenona 1
13.788 1.24 Acido 1,2- bis(2- 000084-69- | 80
metilpropil) ester 5
Bencenodicarboxilico,
14.242 0.54 1-etil-4,5-divinil- 016539-12- | 86
Ciclohexeno 1
19.291 0.51 Acido 4-tetradecil ester | 1000282- 74
Metoxiacetico, 05-0
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Figura 53. Metabolito 4- etoxi- Benzaldehido en tiempo 8.039 minutos.
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Figura 54. Metabolito 3-hidroxi-4metox-Benzaldehido en tiempo 8.33 minutos.
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Figura 55. Metabolito 3,4-dihidro-8-hidroxi-3-metil-1H-2-Benzopiran-1-ona

en tiempo 10.23 minutos.
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Tabla 23. Screening de concentraciones bioactivas

Medio Micelio
Mar Agua Dest Mar Agua Dest
E.coli - - - -
P. aeruginosa | - + - -
S. aureus - - - -
C. albicans | - - - -

Figura 57. Screening de concentraciones bioactivas, con cepa S. aureus.
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Figura 59. Screening de concentraciones bioactivas, con cepa P. aeruginosa.
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Discusion

A medida que avanza la tecnologia, el descubrimiento de la biodiversidad
de hongos marinos sigue en aumento gradualmente. En las muestras de
sedimentos provenientes de la Bahia de Dichato, Region del Biobio, fueron
aisladas e identificadas once especies distintas de 10 muestras sedimentarias
marinas entregadas en el laboratorio para su posterior andlisis.

Para obtener una mayor probabilidad de aislamiento se probaron
diferentes medios de cultivo solido como los descritos en las Tablas 2, 3 y 4. El
crecimiento tendid a ser mayor en las placas con Agua de mar, no asi en el caso
de la primera placa del Hongo I Talaromyces flavus el cual arrojo gran
crecimiento ademas de coloracion en medio de cultivo con agua destilada (Zhai,
Liet al. 2016).

La identificacion fue realizada por caracteristicas morfologicas con
microscopia electronica y genéticamente por biologia molecular utilizando el
marcador ITS. En su gran mayoria las cepas alcanzaron sobre el 99.3 % de
similitud con la especie, siendo asi la especie identificada como Penicillium sp
la con menor porcentaje de similitud (91.13%), dando la posibilidad a ser una
nueva especie. Para corroborar este punto son necesarios mas estudios
especificos como un andlisis filogenético para mejorar la identificacion.

Esto explicaria la alta biodiversidad aun no identificada de hongos en
ambientes marinos. Asi como la baja biodiversidad de hongos marinos
cultivados en medios artificiales, ya que los medios artificiales no poseen las
mismas caracteristicas que el ambiente marino y un mal manejo puede llevar a
una alta contaminacioén del medio artificial (Grossart, Van den Wyngaert et al.
2019).

El biomaterial se realizdé con el sustrato de chips de madera de Pino
radiata D don y el hongo C, identificado como Alternaria sp., el biomaterial que
se logrd realizar cumplié con las propiedades esperadas, un biomaterial con
micelio espeso y de una coloracion llamativa ya que el hongo utilizado era de
coloracion oscura, esto de coloracion oscura podria servir para alguna
aplicacion como absorcion de luz UV, cuya secuenciacién indico que su
secuencia tenia un 99.56% de ser Alternaria sp, en donde uno de los posibles
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pigmentos presentes es la melanina la cual es usada contra rayos UV (Fuentes,
Herndndez et al. 2014).

De acuerdo con los datos en la prueba de resistencia segun la metodologia
entregada se puede estimar que el biomaterial obtenido tiene una resistencia
equivalente al poliestireno expandido tipo XI, lo que podria ser de utilidad en
la produccion de un biomaterial con caracteristicas similares, la comparacion
con otro biomaterial obtenido con el hongo Pycnoporus sanguineus y aserrin de
pino (Figura 33) muestra una mejora en la resistencia siendo un hongo utilizado
en otros trabajos de produccion de biomateriales (Bruscato, Malvessi et al.
2019) esta diferencia se puede obtener por la granulométrica del sustrato, ya
que el material obtenido en este estudio utilizod chips de madera de pino, con un
area mayor de contacto, aumentando su resistencia en conjunto con el micelio.

Lo anterior se observa de la tabla 24 que resume todas estas
caracteristicas.

Tabla 24. Caracteristicas de los biomateriales en comparativa con el EPS.

Resistencia a la | EPS tipo XI P. sanguineus Alternaria sp
compresion

Fuerza 0,35 MPa 0,17 MPa 0,26 MPa
Densidad 0,2gcm 3 0,32 gcm 3 0,25 gcm 3
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Figura 60. Grdfico de propiedades mecanicas de materiales. El circulo que
encierra las lineas indica el lugar al cual quedaria el biomaterial obtenido.

A partir de este grafico y de los datos obtenidos del ensayo de materiales,
es posible observar la concordancia de este atributo a partir del crecimiento de
biomasa micelial comparado con los datos obtenido por Aislantes Modopack
Limitada Fresia 2020 y Bruscato et al,2019.

La orientacion de esta investigacion fue generar biomasa suficiente a
partir de cultivos en un soporte solido tales como hojas de t¢, desechos vegetales
derivados del trigo y astillas de madera, todos materiales en general, descritos
como de desecho. La naturaleza de este trabajo implica conferir valor a estos
materiales y evitar con ellos su disposicion como basura, concepto conocido
como economia circular (Meyer, Basenko et al. 2020).

El origen natural de la cepa fungica utilizada para evaluar su posible
actividad biologica guarda relacion con el color que generaria aceptacion al
momento de su utilizacidon como biomaterial. Dado el color negro del hongo
Alternaria sp., que se uso en los ensayos de generacidon de biomasa, se opto por
utilizar una cepa flingica que junto con producir una adecuada cantidad de
biomasa pudiese sintetizar colores mds atractivos y metabolitos en general, con
capacidad bioactiva. Entre los pigmentos presentes destacables y mayormente
conocidos en Alternaria sp., se encuentra la melanina (Fuentes, Hernandez et
al. 2014) y los carotenoides (Meléndez-Martinez, Vicario et al. 2007).

Para ello los cultivos en medio liquido establecidos con la cepa
Talaromyces flavus., asi identificada de acuerdo con la secuenciacion por
producto por PCR (Tabla 14) hicieron posible la extraccion e identificacion por
medios analiticos de mas de 20 compuestos con distinta naturaleza quimica y
potencial bioactivo.

Una parte relevante de estos metabolitos esta constituida por la presencia
de acidos grasos, o en general compuestos con caracteristicas alifaticas. Ello se
advierte en la Tabla donde se observan compuestos como acid n-
Hexadecanoico descrito por Dileep et al, 2012 (Aparna, Dileep et al. 2012) el
cual posee propiedades antiinflamatorias, Lactona Dehidromevalonica
descrito por Li et al, 2020 (Li, Xue et al. 2017) posee eficacia antibacteriana,
Vainillina descrito por Stoica-Guzun el al, 2015 (Stroescu, Stoica-Guzun et al.
2015) que puede ser utilizada junto a otro compuesto para ayudar a obtener
respuestas antimicrobianas al ser probadas con bacterias, 2-Decenal, (E)-
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descrito por Lagana et al, 2001 (Bisignano, Lagand et al. 2001) posee
propiedades antimicrobianas contra bacterias patdgenas de tracto respiratorio
humano e infecciones intestinales, 2-Undecenal descrito por Pacheco-
Hernandéz et al, 2019 (Villa-Ruano, Pacheco-Hernandez et al. 2019) posee
actividad antibacteriana, Bencil Benzoato descrito por Cartel el al, 1993
(Glaziou, Cartel et al. 1993) es un compuesto que puede ser utilizado para
tratamiento contra la sarna, Heneicosano descrito por Vijayakumar el al, 2020
(Vanitha, Vijayakumar et al. 2020) es un alcano bioactivo microbicida,
Hexacosano descrito por Kumar and Shukla, 2015 (Kumar and Shukla 2015)
posee actividad antimicrobiana, Catecol descrito por Weidman and Kaiser,
1996 (Weidman and Kaiser 1966) posee propiedades quelantes, y 1-Docoseno
descrito por Chang et al, 2015 (Cheng, Chang et al. 2015)posee propiedades
antioxidantes.

En el extracto obtenido a partir del medio de cultivo se observa la
presencia de un metabolito esteroidal, reconocible como un derivado de
Ergosterol. Este compuesto es propio de fuentes naturales fungicas, ya sea
terrestres o marinas. El Ergosterol es un metabolito que se encuentra alojado en
la pared celular de los hongos, asi como también es utilizado para determinar la
biomasa metabdlicamente activa (Gessner 2020).

En la prueba de screemning realizada con las cuatro cepas de interés
biomédico se observo una reaccidon de antagonismo con la cepa Pseudomonas
aeruginosa, (Wu, Jin et al. 2015). Como es una bacteria patégena Gram (-), que
presenta con factores de virulencia y tiene importancia en ambientes
hospitalarios con bacterias resistente a antibidticos, se proyecta que los
metabolitos obtenidos con el cultivo de la especie Talaromyces sp., podrian ser
potencialmente utilizados en la formulacidon de un bioproducto antimicrobiano.
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Conclusion

La resistencia del prototipo de biomaterial obtenido concordd con el
planteamiento de ser similar en resistencia al poliestireno expandido, pudiendo
abrir paso a la posibilidad de utilizar materiales creados en base a micelio de
hongos marinos en conjunto a sustratos considerados desechos.

La actividad biologica observada si bien es preliminar es concordante con la
presencia de metabolitos bioactivos secretados al medio o presentes en el
micelio, como el caso de algunos acidos grasos o metabolitos de naturaleza
terpénica.

Las proyecciones del trabajo futuro deben incluir la posibilidad de
separacion de los metabolitos secundarios en los hongos empleados, cuya
presencia en el biomaterial podria conferir un valor agregado por la
funcionalidad de los nuevos productos.
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Anexo

Secuenciacion
- Hongo A

CCTTCTTTTGAGAAGTCGGTCCTGAACTCCACCCTTGAATAAACTAC
CTTTGTTGCTTTGGCGGGCCGCCTCGCGCCAGCGGCTTCGGCTGTTG
AGTGCCCGCCAGAGGACCACAACTCTTGTTTTTAGTGATGTCTGAG
TACTATATAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGC
ATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGT
ATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTATAACCACTCAAGCT
CTCGCTTGGTATTGGGGTTCGCGGTTTCGCGGCTCCTAAAATCAGTG
GCGGTGCCTGTCGGCTCTACGCGTAGTAATACTCCTCGCGTCTGGGT
CCGGTAGGTCTACTTGCCAGCAACCCCCAATTTTTACAGGTTGACCT
CGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCCG
GAGGAA

- Hongo B

CTTTCGAACGAACCATTTGCCGCCCCCCCTGGTAATTCACGGGGGG
CATGCCTCTCCCGAGCGTCATTGCTCCCCTCAAGCCCGGTTTGTGTG
TTGGGTCTCGTCCCCCTTCCCGGGGGGAGGCCCGAAAGGCAGCGGC
GGCACCGCGTCCGGTCCTCAAGCGTATGGGGCTTTTCACCCGCTCT
GAACCCCGGCCGGCGCTTGCCGATCACCAAACCTTTTTTCCGGTGA
CCTCGGATCAGGTAGGGACCCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGG
GAGGAAGA

- Hongo C

CTTGGGTCTCCCACCACTAGGACAAACATAAACCTTTTGTAATTGCA
ATCAGCGTCAGTAACAAATTAATAATTACAACTTTCAACAACGGATC
TCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTA

GTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACAT
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TGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTG
TACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTGTCTCTAGCTTTGC

TGGAGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTCGG

AGCGCAGCACAAGTCGCACTCTCTATCAGCAAAGGTCTAGCATCCA
TTAAGCCTTTTTTCAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
CTGAACTTAAGCATATCAATAAGCCGGAGGA

- Hongo D

AAGTGTCGCCGGGGGGACGTCGTCTCCGGGCCCGCGCCCGCCGAA
GCGCTCTGTGAACCCTGATGAAGATGGGCTGTCTGAGTACTATGAA
AATTGTCAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCG
TGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGG
GGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCTGCCCTCAAGCACGGCTTGT
GTGTTGGGTGCGGTCCCCCCGGGGACCTGCCCGAAAGGCAGCGGC
GACGCCCGTCTGGTCCTCGAGCGCATGGGGCTCTGTCACTCGCTCG
GGAAGGACCTGCGGGGGTTGGTCACACCACTATATTTTACCACGGTT
GACCTCGGATCAGGTAGGAGTTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT
AAGCGGAGGAA

- Hongo F

TTTTTCTCCGGTCGCCGGGGGGCACTGCGCCCCCGGEGCCCGTGC
CCGCCAGAGCACCCTATGAACCCTTCTGAAGATCGGCGGTCTGA
GTGGGATGATAATCATTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTC
CGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAA
TTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGC
CCCCTGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCTGC
CCTCAAGCGCGGCTTGTGTGTTGGGCGTGGTCCCCCGGCCCCGG
GGGACCTGCCCCAAAGGCAGCGGCGACGTCCCGTCTAGGTCCTC
GAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCGGGAGGGGCCTGCGGGC
GTTGGTCACCCCTATTTCTTATTGTACGGTTGACCTCGGATCAGGT
AGGAGTTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAATT

- Hongo G

CTGCCAGAGAACCTCGGTCCTGAACTCCACCCTTGAATAAACTA
CCTTTGTTGCTTTGGCGGGCCGCCTCGCGCCAGCGGCTTCGGCT
GTTGAGTGCCCGCCAGAGGACCACAACTCTTGTTTTTAGTGATGT
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CTGAGTACTATATAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGG
TTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGT
GAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTG
CGCCCTCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTAT
AACCACTCAAGCTCTCGCTTGGTATTGGGGTTCGCGGTTTCGCGG
CTCCTAAAATCAGTGGCGGTGCCTGTCGGCTCTACGCGTAGTAAT
ACTCCTCGCGTCTGGGTCCGGTAGGTCTACTTGCCAGCAACCCCC
AATTTTTACAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAA
CTTAAGCATATCAATAAGCCGGAGGAA

- Hongo H
NNNNN

- Hongol

GGACTGTTCGGACTCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGCGCTCTGTG
AACCCTGATGAAGATGGGCTGTCTGAGTACTATGAAAATTGTCAA
AACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATC
ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGG
CATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGT
GTTGGGTGCGGTCCCCCCGGGGACCTGCCCGAAAGGCAGCGGC
GACGCCCGTCTGGTCCTCGAGCGCATGGGGCTCTGTCACTCGCT
CGGGAAGGACCTGCGGGGGTTGGTCACACCACTATATTTTACCAC
GGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAGTTACCCGCTGAACTTAAGCAT
ATCAATAAGCGGAGGAA
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