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Resumen 

Se evaluó la actividad antifúngica de extractos de hongos marinos aislados de las raíces 

de mangle rojo (Rhizophora mangle L.). Los hongos se inocularon previamente en medio 

Agar Extracto Malta (AEM) con 50% de agua de mar durante un período de crecimiento de 

60 días. Los extractos fúngicos se obtuvieron macerando los hongos con el medio de 

cultivo en una solución de acetona/cloroformo/etanol (3:2:1), y se dejaron reposar por 24 

horas; la extracción se realizó continuamente por agotamiento. A partir de los extractos 

obtenidos se elaboraron antibiogramas por triplicado, se midió el diámetro de los halos de 

inhibición formados y se aplicó una prueba de eficiencia, basada en un ANOVA I y la 

prueba Duncan. Los extractos crudos de Trichoderma viride 4MCMC1 y Penicillium 

citrinum (1)4MCMC4 mostraron la mayor eficiencia antifúngica sobre las cepas de Candida 

albicans ATCC 1023, con promedios de halos de inhibición de 3,08mm y 2,52mm, 

respectivamente; mientras que Aspergillus ochraceus 3MCMC3, con un halo de inhibición 

de 5,46mm, exhibió mayor efectividad sobre Trichosporum sp. El efecto antifúngico de los 

extractos seleccionados, sugiere la presencia de sustancias bioactivas con potencial 

aplicabilidad farmacológica.   
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Abstract 

We evaluated the antifungal activity of extracts of marine fungi isolated from red 

mangrove roots (Rhizophora mangle L.). Fungi were previously inoculated in Agar Malt 

Extract medium (AME) with 50% seawater, during a 60 day growth period. Extracts were 

obtained by macerating the fungi with the culture medium in an 

acetone/chloroform/ethanol solution (3:2:1), followed by a 24 hour resting period. 

Extraction was continuous until exhaustion. From the obtained extracts, antibiograms 

were elaborated in triplicate, diameter of the inhibition halos was measured, and an 

efficiency test (ANOVA I and Duncan test) was applied. Raw extracts of Trichoderma viride 

(1) 4MCMC1 and Penicillium citrinum  (1) 4MCMC4 showed the greatest antifungical 

efficiency on stocks of Candida albicans ATCC 1023, with inhibition halos of 3.08 mm and 

2.52 mm, respectively, whereas Aspergillus ochraceus 3MCMC3, with an inhibition halo of 

5.46 mm, was more effective on Trichosporum  sp. The antifungal effect of the selected 

extracts suggests the presence of bioactive substances with potential pharmacological 

applicability.   
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Los hongos marinos constituyen un grupo de microorganismos capaces de biosintetizar 

metabolitos con estructuras novedosas (Atlas y Bortha 2002). Las poblaciones 

microbianas, en general, producen compuestos que desfavorecen el crecimiento de otras 

poblaciones, tales como ácido láctico, ácidos grasos, ácido sulfúrico, amoniaco, etanol u 

otros alcoholes de bajo peso molecular. Los antibióticos, producidos de forma natural por 

estas poblaciones, podrían suministrar beneficios en el control de enfermedades, tanto en 

acuicultura como en patología humana y animal (Lodeiros et al. 1989, Riquelme et al. 

1997, Castillo et al. 2000, 2001); en este contexto los hongos tropicales se est án 

incorporando a los programas de preselección como potenciales productores de fármacos 

con nuevos modos de acción (De la Rosa y Gamboa 2003).   

Las investigaciones realizadas por Lin et al. (2002), Chen et al. (2003), Krohn y Riaz 

(2004) revelaron la presencia de metabolitos secundarios provenientes de los hongos 

marinos, aislados de mangles, entre ellos: Verruculina enalia 2606, Kandelia candel 1893 

y Xylaria sp., con potentes y diversas actividades: antifúngicas, antitumorales, e 

inhibitorias de la acetilcolina esterasa, respectivamente. Esto es indicativo de que los 

manglares y los sedimentos asociados a estos ecosistemas, representan microambientes 



importantes para el aislamiento de hongos marinos productores de metabolitos con 

actividad antifúngica u otras propiedades bioactivas. El objetivo del presente trabajo de 

investigación es determinar la actividad antifúngica de extractos de hongos marinos 

aislados de ra íces de mangle rojo (Rhizophora mangle L.).   

Los hongos marinos fueron suministrados por el laboratorio de Microbiología Ambiental 

del Instituto de Zoología Tropical (IZT) de la Universidad Central de Venezuela (UCV), los 

cuales se aislaron de ra íces de mangle rojo (Rhizophora mangle L.) de la Laguna de 

Tacarigua, estado Miranda, Venezuela (10°18’00”LN, 65°55’01”LW y 10°12’05”LN, 65°

43’00”LW), en el transcurso del año 2001, periodo en el cual se registraron variaciones de 

temperatura del agua entre 26-39 ºC, salinidad: 0‰-45‰, pH: 7,20-8,40, 

transparencia: 19 cm- 40 cm y profundidad: 7 cm-1,25 m, dependiendo del ciclo de 

mareas. Las cepas se identificaron debidamente de acuerdo a las claves taxonómicas de 

Barnett y Hunter (1972) y Rubert y Streets (1979) con la siguiente nomenclatura : 

Penicillium sp. (1) 3MLLC5, Penicillium citrinum (14) 4MCMC16, Penicillium citrinum (1) 

4MCMC4, Aspergillus niger  (1) 4MCMC8, Aspergillus ochraceus 3MCMC3, Trichoderma 

viride (1) 4MCMC1, Syncephalastrum racemosum (2) 4MCMC10.   

Cada cepa de hongo se inocul ó en 100 mL de Agar Extracto Malta (AEM), con 50% de 

agua de mar filtrada y envejecida, en matraces de 1 litro en forma inclinada y con un 

tiempo de incubación de 60 días a 25ºC. La obtención de los extractos se llevó a cabo de 

acuerdo a la metodología expuesta por Christophersen et al. (1999), con algunas 

modificaciones: se agregaron 100 mL de acetona/cloroformo/etanol (3:2:1) en los 

matraces de los hongos marinos con crecimiento de 60 días; se maceraron, incluyendo el 

medio de cultivo, y se dejaron digestar por dos días. Posteriormente el producto se tamizó 

y filtró, repitiendo el proceso de extracción cada 24 horas hasta agotamiento. El extracto, 

en fase orgánica, se utilizó para los análisis posteriores, previa evaporación del solvente a 

40ºC, por medio de un rotaevaporador (Büchi), con baño de María incorporado.   

La prueba antifúngica se realizó según el método de antibiograma descrito por Baüer et 

al.  (1966), empleando discos de papel Whatman Nº 3 (10 mm de diámetro), impregnados 

con una solución de los extractos a ensayar (25 mL; 40 mg/mL). Se utilizaron como 

microorganismos reveladores, cepas de los hongos fitopatógenos, Fusarium oxysporum FP 

3204, Penicillium crustobum FP 1711, Fusarium decencellulares FP 2534, procedentes del 

laboratorio de fitopatología, Escuela de Ciencias, Universidad de Oriente, Núcleo de Sucre; 

y los hongos levaduriformes, oportunistas en humanos, Trichosporum  sp. FP 1224 y 

Candida albicans ATCC 1023.   



Las cepas seleccionadas se inocularon en tubos inclinados con Agar Extracto Malta 

(AEM), e incubaron por una semana, a 30°C. A cada uno de los tubos sembrados con los 

hongos fitopatógenos, se añadió 10 mL de agua destilada estéril; se agitaron 

vigorosamente y se removieron los conidios. La densidad de estos últimos, en las 

preparaciones, se determinó utilizando la técnica de recuento directo con 

hematocitómetro. Los conidios se inocularon con una preparación de densidad 1 × 106 

conidios/mL (0,1 mL), sobre cápsulas de Petri previamente servidas con AEM, y 

esparcidas con una espátula de Drigalsky. Las levaduras se inocularon con 0,1mL de una 

solución preparada, mediante la suspensión de una cantidad de cultivo, tomada con asa 

bacteriológica, en solución salina fisiológica (0,85%) hasta una turbidez igual al patrón Nº 

2 de la escala de Mc Farland, con una concentración aproximada de 1 × 106 células/mL; 

posteriormente se sembraron sobre cápsulas de Petri previamente servidas con agar 

Mueller-Hinton y esparcidas con espátula de Drigalsky (Parkinson et al. 1971). Los 

antibiogramas se elaboraron, por triplicado.   

Para garantizar la inocuidad de la solución extractora, se prepararon controles, por 

triplicado, impregnando discos de papel Whatman Nº 3 con la solución de extracción (25 

µL), los cuales se colocaron sobre los hongos reveladores y se incubaron por una semana 

a 30°C. En caso de observar la formación de halos de inhibición, se restó el valor 

correspondiente a su tamaño del obtenido para cada extracto crudo. Por otra parte, se 

elaboraron controles inertes, por triplicado, colocando discos de papel de filtro Whatman 

Nº 3, con la finalidad de confirmar las condiciones de esterilidad de inocuidad de los 

mismos. Los halos de inhibición, tanto de los controles como de los extractos crudos, se 

midieron con un vernier digital (Mitutoyo; 0,01mm de apreciación). Se consideraron 

bioactivos los halos de inhibición adoptando los criterios expuestos por Monks et al. 

(2002), empleando diámetros de papel de filtro de 6 mm clasificados con 20µL de los 

extractos de organismos marinos.   

La eficiencia de los extractos se determinó mediante la comparación de los halos de 

inhibición sobre cada microorganismo revelador, usando Análisis de Varianza de una vía. 

La prueba de Duncan se aplicó a los resultados que presentaron diferencias significativas 

(Zar 1984).   

Candida albicans ATCC 1023, mostr ó sensibilidad a seis de los extractos ensayados 

(85,71%). Los extractos de Trichoderma viride 4MCMC1 y Penicillium citrinum  (1) 

4MCMC4 evidenciaron los mayores grados de efectividad sobre C. albicans, con promedios 

de los halos de inhibición de 13,08 ± 0,13 mm y 12,52 ± 0,19 mm, respectivamente; 

mientras que la menor efectividad correspondió a Penicillium citrinum (1) 4MCMC16, con 



un promedio de halos de inhibición de 1,1 ± 0,003 mm (ANOVA I a = 0,05; F = 85,81; 

Duncan a =  0,01) (Fig. 1).   

Trichosporum  sp. presentó sensibilidad a cuatro de los extractos ensayados (57,14%). El 

extracto de Aspergillus ochraceus 3MCMC3 resultó el más eficiente, con un promedio de 

los halos de inhibici ón de 5,46 ± 0,005 mm. Por otra parte, Penicillium sp. (1) 3MLLC5, 

Trichoderma viride (1) 4MCMC1 y Penicillium citrinum (1) 4MCMC4, presentaron el mismo 

grado de efectividad sobre Trichosporum sp. (ANOVA I a = 0,05; F = 487,33; Duncan 

a = 0,01) (Fig. 2).   

Los extractos de los hongos aislados de las ra íces de mangle (Rhizophora mangle L.) 

inhibieron el crecimiento de los hongos reveladores levaduriformes (Candida albicans y 

Trichosporum  sp.), oportunistas en humanos, mientras que los hongos fitopatogénicos, 

algunos pertenecientes al mismo género de los hongos marinos, no presentaron 

sensibilidad a los extractos ensayados. Los hongos levaduriformes mencionados 

probablemente, no son genéticamente resistentes a los metabolitos secundarios 

provenientes de especies ambientales, debido a que no pertenecen a microambientes 

comunes, y por ende no establecen relaciones interespecíficas con los hongos aislados del 

mangle (Atlas y Bartha 2002).   

 

Shigemori et al. (1999, 2004), aislaron el metabolito Seragakinona A y el macrólido 

Sporiolido A de hongos marinos, los cuales inhibieron cepas certificadas de Candida 

albicans a concentraciones de 83 µg/mL y 16,7 µg/mL, respectivamente. El Sporiolido A 

es un antifúngico de amplio espectro, aislado de Cladosporium  sp., y a diferencia de 

Seragakinona A es de espectro limitado. Estos resultados sugieren que algunas cepas de 

hongos marinos contienen metabolitos secundarios con propiedades inhibitorias contra 



cepas de Candida albicans y que su espectro de acción puede ser variado.   

 

Por otra parte, los extractos de Trichoderma viride 4MCMC1 y Aspergillus ochraceus 

3MCMC3 mostraron la mayor bioactividad sobre Candida albicans ATCC 1023 y 

Trichosporum sp., respectivamente (Figs. 1 y 2). Los extractos de las especies 

mencionadas, probablemente, contienen metabolitos con propiedades antifúngicas con 

modos de acción más efectivos sobre los microorganismos reveladores que resultaron 

sensibles. Aunado a esto, los hongos marinos producen otros grupos moleculares, con 

efectos tóxicos, que pudieran sumarse al efecto antifúngico de otras moléculas i.e. 

Aspergillus ochraceus, produce la micotoxina Ochratoxina A (OTA), sobre cuya toxicidad 

son determinantes los grupos bromuros y cloruros. En este sentido, se ha reportado que 

el cloruro de potasio estimula sustancialmente la producción de la micotoxina OTA 

(Stander et al. 2000) y de su análoga Ochratoxina B (OTB), diez veces menos tóxica que 

la primera (Xiao et al. 1995). La presencia de estas u otras micotoxinas y/o sus análogas 

en los extractos, podría estar relacionada con el efecto bioactivo observado.   

Los extractos crudos de los hongos marinos ensayados son de espectro limitado; inhiben 

preferentemente el crecimiento de cepas de Candida albicans y Trichosporum sp., hongos 

oportunistas en los humanos. Aspergillus ochraceus 3MCMC3, Penicillium citrinum 

(1) 4MCMC4 y Trichoderma viride (1) 4MCMC1 mostraron la mayor eficiencia bioactiva, 

constituyendo fuentes potenciales de metabolitos con propiedades antifungicas. Estos 

resultados preliminares permitir án establecer criterios para seleccionar las cepas que 

presenten características antifungicas idóneas.   

RECOMENDACIONES   



Se recomienda continuar los estudios sobre el fraccionamiento de los extractos 

seleccionados con la finalidad de aislar sustancias bioactivas con propiedades antifungicas 

de aplicabilidad farmacológica.   
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