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Abstract

The antibacterial activity of methanol extracts of G. blodgettii and G. damaecornis (Rhodophyta) collected in the sector Punta Bello
municipality of San Antero-Cordoba, this activity was estimated taking into account the collection period of macroalgae, the reproductive
cycle and diferent dilutions: 5120, 2560, 1280, 640, 320, 160, 80, 40 ppm (parts per million), it was used bacterias strains E. coli (ATCC
25923) and S. aureus (ATCC 25922) following the agar diffusion method using sensidiscs (Bauer et al., 1966). The results show that both
undiluted extracts obtained from the algae collected in the different sampling periods, showed inhibition in the growth of E. coli and S.
aureus strains. The algal extracts on bacterial strain S. aureus showed a positive response to high dilution, unlike bacterial strain E. coli that
do not show inhibitory activity in the other dilution. The predominant phase corresponds to tetrasporofito stadium. This constitutes the
research first local report in relation to the antibacterial activity of the methanol extracts of G. blodgettii y G. damaecornis in E. coli y S.
aureus.

Keywords: Macroalgae; Bacterium; Seasonality; Antimicrobial activity, Tetrasporophytic.

Resumen

Se evalud la actividad antibacteriana de dos extractos metanélicos de Gracilaria blodgettii y Gracilaria damaecornis (Rodophyta)
colectadas en el sector Punta Bello municipio de San Antero-Cérdoba. Esta actividad se estimd teniendo en cuenta el periodo de colecta, el
ciclo reproductivo de las macroalgas y diferentes diluciones de los extractos: 5120, 2560, 1280, 640, 320, 160, 80, 40 ppm (partes por
millén); se utilizaron las cepas bacterianas Escherichia coli (ATCC 25923) y Staphylococcus aureus (ATCC 25922) siguiendo el método
de difusion en agar empleando sensidiscos (Bauer et al., 1966). En los resultados se observd que ambos extractos sin diluir obtenidos de las
algas colectadas en los diferentes periodos de muestreos, mostraron inhibicion en el crecimiento de la cepas E. coli y S. aureus. Los
extractos algales sobre la cepa bacteriana S. aureus ejercieron una respuesta positiva a una mayor dilucion, a diferencia de la cepa
bacteriana E. coli, que no present6 actividad inhibitoria en las deméas diluciones; la fase de vida que predomind corresponde a la fase
tetrasporofitica. Esta investigacion constituye el primer reporte local en relacion a la actividad antibacteriana de los extractos metandélicos
de G. blodgettii y G. damaecornis sobre E. coli y S. aureus.

Palabras claves: Macroalgas; Bacterias; Estacionalidad; Actividad antimicrobiana, Tetrasporofitica.
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INTRODUCCION

El estudio de la diversidad marina como fuentes de
productos biolégicos y como modelo para la
produccion de drogas, ha derivado en un amplio
namero de revisiones, muchas de las cuales consideran
a las algas como uno de los principales grupos
productores de compuestos bioactivos. Estos
compuestos, estan formados por una amplia gama de
metabolitos secundarios cada uno con una funcién
especifica dentro de su medio, atribuyéndoles entre
otras, la defensa quimica contra herbivoros marinos
(Amsler, 2008).

En los dltimos afios, las investigaciones de los
productos naturales activos extraidos de las macroalgas
han sido esenciales para comprender las formas en que
estos organismos interaccionan con su entorno, siendo
Gracilaria uno de los géneros que abarca el mayor
nimero de especies identificadas como fuente potencial
de productos antibacterianos, caracterizado por
biosintetizar metabolitos que actllan como agentes de
proteccion y se convierte en elementos fundamentales
para la supervivencia (Plaza et al., 2009).

Los productos naturales algales han demostrado
actividad antimicrobiana, antiviral, antioxidante,
citotoxica, antinflamatoria, antiepifitica, entre otras
(Andrade et al., 2013), es por ello, que la actividad
antibidtica de algas marinas es causa de interés
farmacoldgico hoy en dia, ya que la aparicién de cepas
bacterianas resistentes a los antibioticos
convencionales ha aumentado el nimero de infecciones
dificiles de tratar, debido a que éstas presentan ventajas
evolutivas como el alto recambio generacional,
adquisicion de genes de resistencia y presion selectiva
(Eom et al., 2012), causando efectos negativos en la
salud de los hospederos, por la capacidad de mutacion
y adaptacion a las condiciones ambientales (Rawani et
al., 2011; Haeker y Kaper, 2002).

Entre los estudios que resaltan la actividad biolégica de
las algas marinas, figuran los realizados por Rawani et
al. (2011) quinenes evaluaron el potencial de la
bioactividad de las algas Ulva reticulata, Caulerpa
occidentalis, Cladophora socialis, Dictyota ciliolata, y

Gracilaria dendroides, colectadas del mar Rojo en
aguas costeras de Jeddah, Arabia Saudita, utilizando
etanol para el extracto, cloroformo, éter de petréleo y
agua; valoraron la actividad antibacteriana en cepas de
Escherichia coli ATCC 25322, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Stapylococcus aureus ATCC
29213, y Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Entre otras investigaciones, Coronado et al. (2015)
determinaron la actividad antibacteriana de extractos de
Laurencia dendroidea, colectadas en el litoral rocoso
de playa Parguito, Isla de Margarita, utilizando
solventes de diferentes polaridades y su efecto sobre
cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa. Su estudio evidenci6 que L.
dendroidea, al igual que otras especies de algas,
presentaron compuestos con propiedades
antibacterianas, registrando que Escherichia coli fue
mas sensible a los solventes puros, pero no observaron
inhibicion en el crecimiento de Pseudomonas
aeruginosa. Osuna et al. (2016) han evaluado la
composicion quimica y actividad antimicrobiana de
extractos de Gracilaria vermiculophylla sobre Vibrio
parahaemolyticus, utilizando acetona y metanol, vy
difusion en disco, utilizando 10, 30 y 50 pL de los
extractos en los sensidiscos; se determiné que el
volumen de 50 pL, con ambos extractos presentaron
los halos de inhibicion més altos

En Colombia, los estudios sobre los compuestos
aislados de algas con actividad antibacteriana son
escasos, aun cuando existe una amplia diversidad de
estos organismos en las costas colombianas, sin
embargo, la amplia informacién sobre la estructura de
estas comunidades macroalgales asociadas al litoral
rocoso, demuestran una perspectiva en la diversidad
solo en estudios taxondmicos dejando a un lado el
marco de la bioprospeccidn. No existen investigaciones
que reporten y demuestren la actividad antibacteriana
de extractos metandlicos de G. blodgettii y G.
damaecornis, colectadas en las costas del departamento
de Cérdoba, por lo que el objetivo de esta investigacion
se centra en evaluar el efecto antibacteriano de los
extractos metandlicos de G. blodgettii 'y G.
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damaecornis, colectadas en el sector Punta Bello,
Cérdoba-Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion fue de tipo retrospectivo vy
experimental. Las algas fueron colectadas en el sector
Punta Bello del municipio de San Antero departamento
de Cérdoba (Figura 1), ubicado sobre las coordenadas
geograficas 75° 32’ 217 Oeste y 9° 25° 2” Norte,
temperaturas que presentando temperaturas entre 27°C
y 29°C (Kelsy y Vargas, 2006), con precipitacion
promedio anual de 1,255 mm (Corredor y Amaya,
1993).

Figura 1. Ubicacién cartogréfica del sitio de estudio (1: 1.000).
Fuente: Instituto Geografico Agustin Codazzi IGAC

Los puntos de colectas a lo largo y ancho de la
plataforma somera sumergida fueron completamente
aleatorios abarcando periodos secos y de lluvias. Se
trazaron transectos perpendiculares con cuadrantes de
50 x 25 cm para delimitar la zona y realizar una colecta
ordenada con una profundidad de 1 metro (Crothers,
1976). Las muestras algales extraidas se sometieron a
una limpieza manual de la arena y la fauna
acompafiante (Vlachos et al., 1996). Para la
identificacion del ciclo reproductivo de las algas se
realizaron cortes longitudinales y transversales (Megias
et al., 2016), permitiendo su descripcion a partir de
observaciones microscopicas a 40X; se verificd su
taxonomia consultando la data-base de algas, asi como
su reporte para Colombia y guias taxonémicas (Marin y
Pefia, 2008; Brito y Silva, 2004).

El procesamiento del material colectado en campo se
realiz6 en el Laboratorio de Quimica de Productos
Naturales (PRONAT) de la Universidad de Cordoba.
Las muestras separadas por periodo de colecta y ciclo
reproductivo, se secaron a temperatura ambiente
durante 48 horas (Vlachos et al., 1996). Las algas secas
se cortaron en trozos finos, se almacenaron en frascos
de vidrio por cada especie y se le adicion6 metanol al
96% durante una semana para la posterior
concentracién 'y remocion del mismo en un
rotaevaporador a presion reducida y a temperatura de
50°C; los extractos fueron envasados por varios dias a -
20 °C hasta la evaporacion total del solvente (Mufioz,
2010).

La actividad antibacteriana se evalud utilizando las
cepas Gram negativa E. coli de referencia ATCC
25923, y Gram positiva S. aureus ATCC 25922
donadas por el Instituto de Investigacion Bioldgicas del
Tropico. Los microorganismos se replicaron en caldo
BHI cada 8 dias y las cepas originales se conservaron a
una temperatura de -20°C en medio BHI con 30% (v/v)
de glicerol y 0,6% de agar. Se utiliz6  agar
Mueller-Hinton (Merck KGaA 64271, Darmstadt,
Germany) y caldo infusién cerebro corazén (BHI)
(Merck KGaA 64271, Darmstadt, Germany) como
medios de cultivo.

Para la preparacién y estandarizacion del inoculo, se
tomaron de 3 a 5 colonias de un cultivo axénico
teniendo en cuenta la fase exponencial de crecimiento
bacteriano, se sembraron en 9 ml de caldo BHI y se
incubaron a 36 + 1°C durante 18 horas. Tras la
incubacion, se realizaron diluciones seriadas de la
suspension bacteriana (inoculo), midiendo la densidad
optica de cada dilucion a 630 nm en un
espectrofotdmetro, hasta alcanzar una absorbancia
comprendida entre 0.08 y 0.13 (Valgas et al., 2007;
Cona, 2002). Dicha absorbancia equivale a 1.5 x108
UFC/ml, que corresponde a una de turbidez de 0,5 en la
escala de MacFarland (Alvés et al., 2011).

La actividad antibacteriana de los extractos fue
evaluada siguiendo el método de difusion agar
empleando sensidiscos (Bauer et al, 1966). Luego, de
estandarizar el inoculo bacteriano, a cada caja de petri
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con 25ml de agar Mueller-Hinton, se le adicion6 50uL
de la suspensidn bacteriana, se realiz6 siembra masiva
de la bacteria y de manera equidistante se colocaron
discos de papel filtro Whatman N°3 de 6 mm diametro
impregnados durante 24 horas con 20 pl de los
extractos algales sin diluir y a diferentes diluciones:
5120, 2560, 1280, 640, 320, 160, 80 y 40 ppm sobre el
agar; se depositaron discos de un antibidtico comercial
con una dosis de Cloranfenicol como control positivo y
para el control negativo se emplearon discos
impregnados con metanol al 96% (Bauer et al, 1966).

Los cultivos fueron incubados a 36x1 °C y al cabo de
24 horas se midié el diametro de las zonas de
inhibicion del crecimiento bacteriano alrededor de los
discos y como evidencias se tomaron registros
fotograficos.

Se realiz6 andlisis de varianza bifactorial, con tres
réplicas de cada ensayo (n=3). Los resultados se
expresaron como medias y * desviacion estandar. El
andlisis estadistico se realiz6 teniendo en cuenta los
supuestos de normalidad (Shapiro-Wilk) y una prueba
de varianza (test de Bartlett) para determinar si existian
diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos; se realizd6 un ANOVA para analizar las
diferencias entre cada uno de los periodos de muestreo.
Se utilizaron los software Statgraphic Centurion
Version XVII, XLSTAT versién 2019.2.

RESULTADOS

Los extractos de Gracilaria damaecornis presentaron
una mayor actividad inhibitoria que los de G. blodgettii
sobre la cepa bacteriana  Escherichia coli,
especialmente con los obtenidos de las muestras
colectadas en los meses de octubre y noviembre
(periodo de lluvias), presentando valores que fueron
cercanos al control positivo, tal como se aprecian en la
Figura 2a.
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Figura 2. a Actividad inhibitoria (mm) de G. blodgettii y G.
damaecornis sobre E. coli. b Actividad inhibitoria en (mm) de
G. blodgettii y G. damaecornis sobre S. aureus.

Es de resaltar, que en ambas especies los extractos que
registraron mayor actividad inhibitoria correspondieron
a los obtenidos durante los meses asociados al periodo
de lluvia, sin embargo, el extracto de G. damaecornis
obtenido de las muestras colectadas en enero (época
seca) presento el mayor efecto de inhibicion.

El andlisis de varianza (ANOVA) indicd diferencias
significativas (p valor=0,01) entre la actividad
inhibitoria del extracto de cada una de las especies de
Gracilaria en los diferentes periodos hidrologicos
sobre E. coli, mientras que el test de Bartlett (P
valor=0.08) no demostré diferencias significativas en
cuanto a la actividad inhibitoria sobre este
microorganismo.
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Para el caso de la cepa bacteriana S. aureus, los
resultados mostraron mayor actividad inhibitoria del
extracto de G. damaecornis, contrario a lo evidenciado
con E. coli, registrandose valores por encima del
control positivo (Figura 2b).

El andlisis de varianza demostro diferencias
significativas de la actividad inhibitoria entre los
periodos de muestreo en ambas especies algales (p
valor=0,01). El test de Bartlett, indic6 que existieron
diferencias significativas (p valor=0,02) con respecto a
la actividad inhibitoria sobre la cepa S. aureus.

Los ensayos de actividad antibacteriana de los
extractos metandlicos de G. blodgettii 'y G.
damaecornis fueron evaluados a diluciones de 5120,
2560, 1280, 640, 320, 160, 80 y 40 ppm. Las pruebas
no demostraron actividad inhibitoria frente a la cepa
bacteriana E. coli; sin embargo, si se evidencid
actividad inhibitoria de dichos extractos sobre la cepa
bacteriana S. aureus con una tendencia de menor
actividad al disminuir la dilucién del extracto (320,
160,80 y 40 ppm) (Tabla 1 y Figura 3). Es de resaltar
gue, sobre esta cepa, los extractos metandlicos de G.
blodgettii y G. damaecornis sin diluir, obtenidos
durante todos los periodos hidrologicos presentaron
inhibicidn en el crecimiento bacteriano.

Tabla 1. Valores promedio de los halos de inhibicion a
diferentes diluciones de los extractos metandlicos de G.
blodgettii (G.b) y G. damaecornis (G.d) y extractos sin diluir (P)
sobre E.coli y S.aureus.
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G.b Diluciones en (ppm)
i o
o o
OCT 4,67
E. coli NOV 3,67
DIC 0,00
ENE 0,57
FEB 1,23
MAR 2,17
G.d Diluciones en (ppm)
m o o o
OCT 11,3
3
E. coli NOV 8,00
DIC 3,33
ENE 6,00
FEB 0,37
MAR 1,20
G.b Diluciones en (ppm)
m o o o
OCT 15 - 13 2 15 17 2 5,33
S.aureus NOV 1 0,3 - - - - - 3,33
DIC 13 19 05 06 0,00
ENE 2 0,5 3 - 1,57
FEB 15 1 0,5 1 1,53
MAR 15 13 072 2,10
G.d Diluciones en (ppm)
& [=} o o
OCT 1 05 03 14,33
S.aureus NOV 4 45 - - 3,67
DIC 2 3 05 06 0,00
ENE 2 0,5 3 - - 0,57
FEB 1 - 25 1 0,5 1,23
MAR 15 13 02 - 2,17
15
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Figura 3. ay b Actividad antibacteriana de G. blodgettii (G.b) y G. damaecornis (G.d) sobre E.coli: 1: 5120ppm, 2:2560ppm, 3:1280ppm,
4:640ppm, 5:320ppm, 6:160ppm, 7:80ppm, 8: 40ppm, P: extracto sin diluir ¢ y d Actividad antibacteriana de G. blodgettii y G.
damaecornis sobre S. aureus en periodo seco y de lluvia; control negativo (x).

Caracteristicas morfoldgicas e histoldgicas y ciclo de distribuidos en la zona apical y basal, con talos de vida
vida de G. blodgettii y G. damaecornis. En la Figura 4, libre y ramificacién filamentosa irregular.
se observan tetrasporangios en forma ovalada

Figura 4. Morfologia externa de a G. damaecornis y b G. blodgettii. T: Tetrasporangios.

Se observaron células medulares, corticales rodeadas gonimoblasticos y los estadios del ciclo de vida (Figura
de  células  parenquimaticas y  filamentos 5y 6).
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Figura 5. Morfologia interna de a Corte transversal del talo: CM células medulares, C células corticales G. blodgettii b Imagen
bibliografica corte transversal en seccién media del talo vegetativo, donde se destaca células medulares (cm), rodeadas por células
parenquimaticas (cp) y el cortex (cx) (13) ¢ Filamentos del gonimoblasto en la zona superior, con azul de toluidina y d Imagen
bibliografica corte en micrétomo de rotaciéon de cistocarpo maduro con ostiolo (0) en area distal para salida de carposporas nucleo del

cistocarpo (n) (Brito y Silva, 2004).

Figura 6. a Corte transversal del talo: CM células medulares, C
células corticales de G. damaecornis b Imagen bibliogréafica
seccion media del talo vegetativo (Megias et al., 2016) y ¢
Filamento del gonimoblasto con cistocarpo maduros.

Los céspedes algales en los cuales se realizaron las
colectas del material biolégico para la obtencién de los
extractos, registraron algas en estadios reproductivo y
vegetativo siendo el estadio dominante el
tetrasporofitico, en particular durante el periodo
correspondiente a mayor precipitacién (octubre,
noviembre y diciembre); la dominancia de este estadio
coincide con la mayor actividad de inhibicion
bacteriana registrada de los extractos obtenidos de
ambas especies.

DISCUSION

En cuanto a la actividad de los extractos G. blodgettii y
G. damaecornis, se observé respuesta inhibitoria sobre
E. coli y S. aureus, sin embargo, se muestran
diferencias de esta actividad durante el ciclo
hidrolégico. Punta Bello, es una zona en la cual existen
periodos hidrolégicos claramente establecidos, que
traen consigo cambios en las variables fisicas y
quimicas de la zona costera y por tanto incidencia en
los procesos fisiolégicos de los organismos que alli se
encuentran incluyendo las algas, las cuales responden
morfol6gica y fisiol6gicamente a factores como el
hébitat, la temporalidad y los diferentes estadios de
desarrollo (Vergara, 2013; Payyavula et al., 2012;
Figueiredo et al., 2008).
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La baja actividad inhibitoria presentada en la época
seca y mareas bajas, se asocia a la exposicion a
periodos prolongados de los rayos solares de manera
directa, generando estrés en dichos organismos. Esto
trae como consecuencia, que las algas centren sus
procesos en la produccion de pigmentos accesorios,
entre los que se destacan la ficobiliproteina, ficoeritrina
y corragenano, evitando la inhibicion de la actividad
fotosintética (Balboa et al., 2013), mientras que, para la
época de altas precipitaciones y mareas altas, se
presentd mayor actividad inhibitoria coincidiendo con
la mayor cobertura algal. Este poder inhibitorio puede
ser el resultado del aumento de metabolitos
secundarios, los cuales hacen parte de sus rutas
metabolicas normales y que se sintetizan dependiendo
de las condiciones externas, tales como, ataques a
patégenos, predadores, cambios térmicos o luminicos,
deficiencias nutricionales o presencia de otros
organismos (Fernando et al., 2016).

En el caso de los ensayos a diferentes diluciones de los
extractos metandlicos de G. blodgettii 'y G.
damaecornis sobre el crecimiento bacteriano de E. coli,
la no incidencia de los extractos sobre el crecimiento
de este microrganismo se puede atribuir a la presencia
de una pared celular compuesta de polisacaridos, asi
como también a los mecanismos de resistencia que
estas poseen (Choi et al., 2010). No es de descartar, que
la naturaleza quimica del alga tenga una incidencia en
la actividad inhibitoria, por lo que existe la posibilidad
de un efecto inhibitorio a diluciones superiores a 5120

ppm.

Las diferencias que presentaron los extractos de las
macroalgas sobre S. aureus, se asocian a la presencia
de una pared celular simple en las bacterias Gram
positivas, mostrandola susceptible a la accién de estos
extractos (Pérez et al., 2016). Diversas investigaciones
sefialan que este evento se atribuye al efecto de los
compuestos que hay en el extracto y no a un
constituyente en particular (Flores et al., 2007.). Otros
aspectos que se tienen en cuenta, estan relacionados
con los productos bioactivos de cada especie, la
presencia de mas de un compuesto activo, la
concentracion de estos en cada extracto y las diferentes

masas molares de las sustancias o efectos antagonicos y
sinérgicos (Campos et al., 1988).

Los resultados inhibitorios obtenidos en este ensayo
coinciden con otras investigaciones donde se ha
trabajado con el género (Gracilaria), como los de
Chiheb et al. (2009) en G. chilensis y Adaikalaraj et al.
(2012) en G. verrucosa y G. ferugosoni, sin embargo,
en estos se registran mayor actividad inhibitoria,
relacionado posiblemente con factores como los
metabolitos que presenta cada especie, el habitat,
estacionalidad y a los procesos de extraccion.

El estadio tetrasporofito es la fase dominante en los
bancos naturales de G. blodgettii y G. damaecornis,
este evento es reportado para otras especies del género
Gracilaria como G. dominguensis y G. gracilis (Brito
y Silva, 2004). Se observo que la mayor esporulacion
ocurrio a partir de fragmentos de talos gametangiales
(cistocarpicos), los cuales dan origen a algas
tetrasporicas, esto podria ser una explicacion al
predominio de dicha fase, como también puede estar
relacionada con la ploidia celular, puesto que las
células diploides se supone que son mas tolerantes que
las haploides a las variaciones ambientales sobre las
otras fases de vida (Megias et al., 2016). Con relacion a
la reproduccion, cabe anotar que las macroalgas inician
su etapa reproductiva al alcanzar una talla minima,
pero también, esta etapa es el resultado de los cambios
en los factores ambientales que satisfacen los
requerimientos fisiologicos de la reproduccion, o del
uso de disparadores ambientales y factores bi6ticos que
coordinan ese proceso. Ademas, la salinidad, la
temperatura, la irradiacion solar, asi como el suministro
de nutrientes, han sido sefialados como los principales
factores que influyen en el desarrollo del ciclo de vida
de las algas marinas, indicando que la temperatura es el
factor determinante para la germinacion de las esporas,
aunque estos factores influyen en la rapidez del
subsecuente desarrollo de las mismas y en la
composicion quimica de los extractos (Espinoza,
2005). Lo anterior sugiere que, este estadio puede tener
una estrecha y directa relacion en la actividad
inhibitoria de los extractos macroalgales.
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CONCLUSIONES

Los extractos metandlicos de G. blodgettii y G.
damaecornis, son una fuente potencial importante de
compuestos bioactivos, presentando una actividad
inhibitoria sobre las cepas bacterianas ensayadas, con
mayor efecto inhibitorio del extracto metandlicos de G.
damaecornis, sobre S. aureus, evidenciando asi,
variaciones en la actividad antibacteriana de los
extractos segin el periodo hidrolégico, siendo
coincidente la mayor actividad de inhibicion bacteriana
con el dominio del estadio tetrasporofitico.
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