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Myxomycetes are very attractive microorganisms to search biologically active compounds, becau-
se their ecological characteristics allowing them to be challenging with other organisms such as
fungi, bac—teria and parasites. This study was carried out to analyze the production of several
secondary metabolites from Physarella oblonga, and establish their presence by NMR spectrosco-
py; so, polyunsaturated fatty acids and stigmasterol were isolated and identified. The first one are
typical of myxomicetes, but the latter is reported only in some species of the order Physarales.
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Los mixomicetes son organismos bastante atractivos para la busqueda de compuestos bioldgica-
mente activos debido a sus caracteristicas ecologicas que les permiten estar compitiendo con otros
organismos como hongos, bacterias y parasitos. En el presente trabajo se realizd un estudio para
la obtencion de metabolitos presentes en la especie Physarella oblonga, encontrandose por RMN
acidos grasos poliinsaturados caracteristicos de los mixomicetes y el estigmasterol que no habia
sido indicado para esta especie, pero si para algunas especies del orden Physarales.
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INTRODUCCION

Los mixomicetes son un grupo de organis-
mos eucaridticos que crecen sobre sustratos
tan variados como troncos de arboles caidos,
ramas en proceso de descomposicién, corteza
de arboles, hojarasca, musgos, liquenes, excre-
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mentos de herbivoros e incluso sobre plantas
vivas (STEPHENSON, 1994). Actualmente se
conocen alrededor de 850 especies (LADO,
2005). Se alimentan de materia orgénica en des-
composicion, de bacterias, hongos, protozoos,
esporas y algas verdes (NDIRITU, 2009). Son
moviles y producen esporas como mecanismo
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reproductivo y de dispersiéon (GRAY, 1949).
Actualmente son considerados protozoos (reino
Protista), pero anteriormente se ubicaban como
hongos (reino Mycetae), ya que poseen caracte-
risticas morfologicas intermedias entre protozoos
y hongos (STEPHENSON, 1994), (MORENO &
al., 2001).
Los estudios quimicos de sus metabolitos
secundarios han sido muy limitados, pero se
ha demostrado que los mixomicetes presentan
una gran cantidad de compuestos que inclu-
yen lipidos, alcaloides, compuestos aromaticos,
pigmentos, terpenoides, aminoécidos, péptidos,
carbohidratos, amidas y derivados (DEMBITS-
KY, 2005). Ademas, se ha demostrado que los
mixomicetes han desarrollado metabolitos secun-
darios diferentes a los conocidos en otros gru-
_pos (STEGLICH, 1989), (HASHIMOTO, 1994),
(BLUMENTHAL, 2002). Son organismos que
poseen un alto porcentaje de acidos grasos insa-
turados (MISONO, 2003), los principales acidos
grasos pueden ser divididos en tres grupos: acido
palmitico, acido cis-vaccenico y 4cido estearico.
Estos acidos grasos incluyen grandes cantidades
de ciclopropano el cual parece ser obtenido de la
ingesta de bacterias y es incorporado dentro de
los lipidos de los mixomicetes. El desarrollo de la
ameba a esporocarpo maduro es acompafiado por
un decrecimiento en el contenido de acidos grasos
de ciclopropano y un incremento de acidos grasos
insaturados principalmente como octadeca-5,11-
acido dienoico. Con respecto a los esteroles en
Physarum polycephalum han sido encontrados
seis compuestos que incluyen el estigmasterol,
el a-sitosterol, el estigmastanol, el campesterol,
el campestanol y el colesterol (DEMBITSKY,
2005). Algunos mixomicetes producen compues-
tos poliinsaturados como el pigmento poliénico
fuligorubin A, que fue aislado de Fuligo septica.
Un caso similar es el de Ceratiomyxa fruticulosa,
del que se aislé6 un pigmento con un anillo de
pirona, la ceratiopirona. En otras especies tam-
bién se han descrito otras sustancias coloreadas
con cadenas insaturadas poli€énicas tales como
chrysophysarin A aislada de P polycephalum,
physarochromo A, polycephalin B y C y acido
physarorubinico (TOMAS, 2002). Chrisofisarin
Ay physarocromo A son pigmentos amarilios

que fueron aislados del microplasmodio del
mixomicete P. polycephalum (DEMBITSKY,
2005). Finalmente las physariginas A y C, son
tres pigmentos que fueron aislados del cultivo
plasmodial del mixomicete Physarum rigidum
(MISONO, 2003).

Estos estudios son una alternativa para la
busqueda de nuevas moléculas bioactivas, que
ofrecen novedosas estructuras quimicas, dife-
rentes a las encontradas en las plantas, hongos
y organismos marinos. Trabajos de este tipo son
realizados en muy pocos paises, siendo Japon el
pais de referencia (ISIBASHI, 2007). Por ello
decidimos efectuar este trabajo.

MATERIALES Y METODOS

Recogida del material: Se recolectaron aproxi-
madamente 100 g de sustrato [hojarasca, manti-
llo, mantillo aéreo (hojas secas aiin en arboles o
arbustos y que no han entrado en contacto con el
suelo) y suelo] en bolsas de papel, en dos zonas
geograficamente diferentes de Colombia. La pri-
mera se localiza en la region Andina, en el depar-
tamento de Antioquia y corresponden al campus
de la Universidad de Antioquia y la segunda se
encuentra en la costa Caribe, en el departamento
de Bolivar y se localiza en el municipio de Mom-
pox. Los cuerpos fructiferos obtenidos fueron
depositados en el herbario de la Universidad
de Antioquia. La especie de trabajo Physarella
oblonga (Fig. 1) esta almacenada bajo el codigo
Herrera n® 164153.

Cdmaras humedas y cultivo: El material reco-
gido se puso en camaras humedas siguiendo
el protocolo indicado por STEPHENSON &
STEMPEN (1994), con este método el plasmo-
dio fue depositado en cajas de Petri estandar con
papel filtro, a las que se les adiciono diariamente
agua destilada con el objeto de mantenerlas hume-
das. Después de aproximadamente dos semanas,
pequeiias secciones del plasmodio en desarrollo,
fueron transferidas a platos de agar a los cuales se
les afiadié avena previamente esterilizada como
fuente de alimento. De forma separada, una caja
de Petri se reviso constantemente hasta observar
la presencia de cuerpos fructiferos para su clasi-
ficacién taxondmica.
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Fig. 1. Esporangio de Physarella oblonga en cultivo de agar
corteza.

Obtencion de extractos: La masa plasmodial
fue recogida de las cajas de Petri, extrayendo
dos veces en Etanol al 96%, filtrando al vacio y
evaporando hasta obtener el extracto etandlico
totalmente seco. Se realizd una particion liqui-
do-liquido con solventes de polaridad creciente
tales como hexano, cloroformo, acetato de etilo
y metanol. De 5 a 10 mg de cada extracto fueron
usados para ensayos biologicos y la otra parte fue
sometida a separacién por columnas.

Fraccionamiento del extracto de Physarella
oblonga: Para el aislamiento de compuestos se
realizaron columnas en silicagel 60, usando los
solventes diclorometano y metanol: Se recogie-
ron 43 fracciones las cuales fueron monitoreadas
por ccf (cromatografia de capa fina) usando
cromatoplacas de silicagel 60 F254 uniendo las
fracciones mas similares dando como resultado 7
fracciones. De ellas, la primera fraccién fue frac-
cionada separada usando columna en silicagel 60,
230-260 mesh Merk® usando diclorometano y
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Fig. 2. Plasmodio de Physarella oblonga en cultivo de agar
corteza.

metanol, obteniéndose finalmente otras 15 frac-
ciones. La segunda fraccion fue separada usando
hexano y acetato generando otras 6 fracciones,

algunas de estas fueron sometidas a analisis por
RMN.

RESULTADOS

Entre los especimenes de Myxomycetes reco-
gidos en la Universidad de Antioquia se ha selec-
cionado Physarella oblonga, que ha sido usada
para estudios de extraccién de metabolitos debido
a la caracteristicas de su plasmodio, que permite
una mayor cantidad de masa plasmodial. Una
segunda especie fue recogida en el departamen-
to de Bolivar, pero no se ha podido identificar
debido a la formacidn de esclerocios y la falta de
fructificaciones.

Para el cultivo se ha utilizado agar, corteza y
avena autoclavada lo que ha permitido un mayor
crecimiento de los plasmodios (Fig. 2). Los cul-
tivos eran trasladados a oscuridad total y a una
temperatura de 26° C. Los dias donde se presento
el mayor contenido de biomasa, fueron entre el
cuarto y el quinto dia después de su inoculacion.
Aproximadamente cinco gramos de extracto se
recogieron para obtener el extracto crudo.

Cuando se realiz6 el primer fraccionamiento,
para el aislamiento de compuestos a partir del
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extracto de Physarella oblonga, se encontré un
gran numero de metabolitos en el extracto crudo
(Fig. 3), los cuales fueron detectados por ccf (cro-
matografia en capa fina). Se evidencia entonces, un
alto nimero de compuestos presentes en la masa
plasmodial con diferentes polaridades, diferentes
coloraciones y fluorescencias cuando se exponen
a la luz ultravioleta. Igualmente cuando se evalud
el extracto de la especie sin identificar, también se
encontrd esa alta variabilidad de metabolitos.

De la fraccion 1 se logrd establecer la presen-
cia de un acido graso poliinsaturado segun los
analisis de resonancia magnética nuclear de 'H
RMN y “C RMN. Al observarlo por cromatogra-
fia en capa fina (ccf) se detecta que es el com-
puesto mayoritario en dicha fraccion y se observa
de color naranja con luz UV. (Fig. 4). En la
misma Fig., se encuentra el espectro de carbono
(C RMN) y se aprecian sefiales caracteristicas
de dobles enlaces y entre 120 y 140 ppm y entre
5y 7 ppm en el espectro de proton, ademas de las
sefiales tipicas para este tipo de compuestos.

De la fraccion 2 fue aislado el estigmasterol,
en el espectro de carbono se observan las sefiales
caracteristicas de este compuesto (Fig. 5), de
igual forma se evidencia una cromatografia de
capa fina, usando como sistema de elucién la
mezcla de los solventes diclorometano:metanol
(4:0,2), dando como resultado un compuesto que
se revela de color rojo oscuro.

DISCUSION

A pesar de usar varias metodologias para la
fructificacion del espécimen que no fue posible
identificar, como el traslado hacia la luz blanca
directa, traslado hacia la luz UV, en oscuridad
total, estresando el medio con altas temperaturas,
esta especie no fructificd y continué presentando
los esclerocios con formas globosas tanto en
camara humeda como en cultivos soélidos con
agar. Estas organelas se caracterizan por pre-
sentar reducidas cantidades de mucoproteinas
y contener lipidos en altas cantidades, incluso
en proporciones dos veces mas elevadas que el
plasmodio activo, se sugiere que el incremento de
los lipidos estd directamente relacionado con el
decrecimiento de carbohidratos (LYNCH, 1973).
La masa plasmodial obtenida, presenta un fuerte
color anaranjado con finas redes de protoplasma.
Los fraccionamientos y la técnica de RMN nos
permitieron la identificacién de un gran numero
de triglicéridos caracteristicos de este tipo de
organismos, aunque esto solo fue posible en esta-
do plasmodial.

El estigmasterol es un metabolito que ha sido
obtenido de varios mixomicetes como Physarum
polycephalum y P. flavicomum (BULLOCK,
1976). Sin embargo este es uno de los problemas
presentes en estudios quimiotaxonémicos de
mixomicetes debido a la presencia de este tipo de

Fig. 3. Cromatografia en capa fina donde se muestran los metabolitos presentes en el plasmodio de Physarella oblonga.
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esteroles en plantas. Aun se discute si la presen-
cia de este metabolito es proveniente de la avena
usada para la alimentacion o provenga del mismo
organismo. _

El hecho de aislar el estigmasterol a partir
de Physarella oblonga, perteneciente también al
orden Physarales, puede ser un punto importante
a nivel de quimiotaxonomia para este tipo de
organismos. Ademas los acidos grasos polinsa-
turados caracteristicos de ellos, asi como los tri-
glicéridos, posiblemente podrian servir también
como criterios quimitaxondémicos para una futura
determinacién de algunas especies.

Aunque los estudios sobre su ecologia son limi-
tados (BRUCE, 1994), y se cree que muchas veces
se da una competencia entre los mixomicetes y
otros organismos como hongos, bacterias y otro tipo
de microorganismos, es posible que esta competiti-
vidad se vea favorecida por la produccion de ciertos
compuestos o metabolitos, los cuales pueden llegar
a aislarse y aplicarse en futuros estudios.
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