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RESUMEN

RESUMEN

Debido a las pérdidas, que por ataque bacteriano, se presentan en algunos
frutos y tubérculos comestibles, es necesario el desarrollo de métodos nuevos
enfocados a resolver el problema. Al respecto, en esta tesis se presentan y
discuten los resultados de estudiar el efecto antibacteriano de la horminona, un
metabolito secundario, asi como el de cuatro de sus derivados quimicos, contra
algunas bacterias fitopatdgenas. Las actividades realizadas fueron las siguientes:
de la raiz de Salvia reptans Jacqg. se aislé e identific6 a la horminona,
posteriormente a partir de ésta se prepararon algunos derivados via quimica, y, a
la serie de moléculas obtenidas, se le estimd su efecto bactericida en cepas
fitopatdbgenas aisladas de pepino, jitomate, calabaza, papa y chile pimiento, asi
como en algunas bacterias ATCC. Los resultados emanados de esta
investigacion, indican que las moléculas empleadas son eficaces contra bacterias

Gram positivas.

ABSTRACT

Bacterial attack wreak havoc upon several species of edible fruits and
thbercles. thus it is necessary to evolve new methods in order to solve this
problem. In this sense, the aim of this thesis was to analyze the antibacterial
effects of horminone, a secondary metabolite, as well as four of its chemical
derivatives upon phytopatogen bacterias. The natural bactericide agent under test,
was isolated from the roots of Salvia reptans Jacq.; once, it was obtained and
identified by spectroscopical means, it was then chemically modified obtaining four
analogous moieties. All the molecules in our hands were assayed upon
phytopatogen stains isolated from cucumber, tomato, zucchini, pepper-chili and
potato, as well as with some ATCC bacterias.

The acquired results, demonstrated that horminone and its derivatives are

efficient bactericides against Gram positive bacterias.
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1. INTRODUCCION

Desde la antigliedad, el hombre ha buscado satisfacer algunas de sus
necesidades con productos que genera la naturaleza. Tal es el caso de aliviar sus
enfermedades y dolencias, con diferentes plantas que ha tenido a su alcance. Asi,
entre los primeros registros de las civilizaciones China, India, Sudamericana,
Mesoamericana y Mediterranea, se encuentra la descripcion de los efectos
terapéuticos de varias plantas o mezclas de éstas, cuyos granos, raices o

cortezas,' se empleaban en forma de infusiones, ungiientos o emplastos.?

El estudio de los metabolitos secundarios de vegetales, tiene un valor
considerable dentro de la investigaciéon quimica en México y en el mundo. En
nuestro pais esto se debe en parte a la gran riqueza y diversidad de su
vegetacion, asi como por los antecedentes de la Medicina Tradicional Indigena en
conjunto con la Herbolaria, lo cual se puede confirmar si se toma en cuenta que el
25 % de los medicamentos prescritos en la actualidad son substancias obtenidas
de las plantas.®

Entre los multiples trabajos fitoquimicos existentes, se desea resaltar que
de manera reciente se llevoé a cabo un estudio de la raiz de Salvia reptans Jaqc.,
aislandose de ésta a la horminona, una quinona diterpénica de tipo abietanico.
Como complemento, es apropiado comentar que con esta molécula en conjunto
con cuatro de sus derivados quimicos, se llevd a cabo una investigacion de
Relacion Estructura Actividad,* con cepas de bacterias Gram positivo y negativo
de coleccién ATCC ° asi como con la Oxitetraciclina; la cual se empled6 como
patron de referencia. Al respecto, es importante mencionar que al modificar
quimicamente las posiciones 7 y 12 de la horminona, (via: acetilacion,
benzoilaciéon, metilacion y deshidratacién), la actividad antimicrobiana se vio
modificada.

1
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Por consiguiente para contribuir con esta linea de investigacion, en el
presente trabajo se realizd un estudio de relacion estructura actividad
microbiolégica, mediante la serie de moléculas mencionadas con bacterias
fitopatogenas de referencia (ATCC), asi como con cepas silvestres que dafian a
frutos y hortalizas como jitomate, chile pimiento, calabaza y papa entre otros. La
validacion de las pruebas se realizo utilizando normas aceptadas por la U.S.P,%®
empleando como referencia a la oxitetraciclina, antibiético comercial de espectro
amplio.

Los resultados obtenidos demostraron que la horminona al igual que el
derivado acetilado, presentaron actividad con cepas bacterianas Gram positivo en
cambio, el compuesto metilado solo tuvo actividad en bacterias Gram negativo sin
embargo los productos de deshidratacion y benzoilacion no se observé actividad

antimicrobiana.
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1.1. ANTECEDENTES

1.1.1. CONSIDERACIONES GENERALES

Las enfermedades causadas en los frutos y hortalizas postcosecha, no han
recibido la atencién que la magnitud del problema merece, inclusive las pérdidas
raramente se calculan durante la etapa en la cual la fruta es cosechada y
transportada. Lo anterior también es vélido con los productos utilizados en

restaurantes, verdulerias y cocinas econémicas.

Al respecto, las bacterias suelen ser la causa de una gran proporcion de los
dafios a vegetales y algunos frutos como pepinos, jitomates, chiles pimientos entre
otros; sin embargo es adecuado mencionar, que la gran mayoria de los frutos suele
ser afectado mas bien por los hongos, esto probablemente debido al valor bajo del
pH (4.5) de los especimenes vegetales, lo cual inhibe el crecimiento de |la mayoria de
las bacterias capaces de degradar los tejidos de las plantas.

Asimismo, existe poca informacion respecto a la cantidad de desechos
resultantes debido a la descomposicion bacteriana. Algunos datos provienen de los
informes realizados en relacion a frutos y vegetales, muestreados en las ciudades de

Nueva York y Chicago, tanto a nivel comunidad como de centrales de abastos.

Por otro lado en algunos acopios australianos, mas del 75 % de frutos y
vegetales fueron destruidos por bacterias las cuales provocaron pudricion suave, lo
anterior en algunos embarques, exportados por el Reino Unido; es conveniente
comentar que las pérdidas mas severas se dieron particularmente en papa, debido a

la presencia de bacterias, mediante pudricién suave.®

A nivel mundial, particularmente en paises subdesarrollados, las pérdidas se

estiman en 50 % de la cosecha, éstas son aun mayores como consecuencia de la
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carencia de una refrigeracion adecuada, en conjunto con los malos habitos de

higiene.®

Complementariamente, es pertinente mencionar que los frutos y hortalizas
suelen enfermarse tanto en el campo estando la planta o el arbol en pie, por entre
sus aberturas naturales, como las lenticelas y los estomas, o a través de heridas, las
cuales son provocadas por el mal manejo en los centros de acopio, en los almacenes
asi como en las centrales de abastos. Frecuentemente el dafio se produce cuando
son lavados con agua que no es renovada ni desinfectada; en éstas la cantidad de
bacterias y hongos es elevada, por lo tanto, los frutos y hortalizas son invadidos por
los microorganismos. Estos dafios también se difunden de fruta a fruta en los

contenedores asi como en los cuartos de pelado o de limpieza. *'% "

Las enzimas bacterianas provocan maceracion en los tejidos y perdida de
agua, plasmolisis, colapsos y finalmente la muerte.” Las bacterias al invadir los
tejidos del vegetal, causan dafios como son la marchitez, la cual es inducida en la
mayoria de los casos por el bloqueo de agua que resulta del taponamiento de los
vasos del xilema con los exudados y concentraciones de la células bacterianas;
pudriciones suaves o humedas, las cuales se caracterizan por el colapso aguanoso
de los tejidos parenquimatosos afectados. Las pudriciones frecuentemente se
extienden inicialmente a través del xilema en el estadio inicial del desarrollo de la
enfermedad, las manchas foliares, ocasionadas por gotas de agua, son el sintoma
inicial de las enfermedades de manchas bacterianas en las hojas. El sintoma
aparece despues de 4-5 dias de la infeccion y particularmente es conspicuo bajo
condiciones de humedad, las lesiones gradualmente se tornan de color amarillo a
café oscuro y eventualmente se vuelven necroticas. La infeccidon se presenta
usualmente en la porcion basal de los peciolos de la hoja y retofios, pudiéndose
formar escurrimientos en la superficie del tallo infectado.™
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1.1.2. BACTERIAS FITOPATOGENAS.

Las bacterias fitopatbgenas mas comunes son las pertenecientes a los
géneros Agrobacterium, Erwinia, Pseudomonas, Xhantomonas y Corynebacterium,
este Ultimo con las innovaciones taxonomicas basadas en la genética molecular y
una gama de caracteristicas bioquimicas, se subdividi6 en: Rhodococcus,

Clavibacter, Cortobacterium y Arthronacter.'® 1415

1.1.2.1. Clavibacter: Son bacilos irregulares, curvos o en cufa, Gram
positivos, méviles o inmoviles, sus colonias son pequefias de crecimiento lento,
mucoides, convexas de color amarillo al naranja incluso, rosas o rojas, no forman
endosporas, son aerobios estrictos, ctalasa positivo, oxidasa negativo vy

frecuentemente presentan granulos metacromaticos. '*'°

Dentro de las especies importantes se encuentran Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis, se le asocia con un sélo hospedero perteneciente al género
Solanaceum principalmente el chile pimiento y tomate, a éste ultimo le produce el
denominado cancer bacteriano, el cual se ha convertido en un problema en plantios
de tomate pequefios y comerciales. Esta enfermedad puede producir lesiones o
tumores en algunas porciones de la planta, incluyendo los frutos, dando como
resultado el marchitamiento de la misma. Se manifiesta primeramente en las hojas
del vegetal, torndndose amarillentas, marchitas, secas y quebradizas, hasta que se
desprenden de la planta, estas manchas se pueden desarrollar en los peciolos de las
hojas, tallos e internamente en el xilema, formandose pequefias depresiones
circulares, los llamados tumores. En los frutos, el cancer bacteriano se distingue por
la presencia de manchas, las cuales estan rodeadas por halos de color blanco entre
3 a 6 mm de diametro, estas suelen desaparecer cuando el fruto madura. Las
lesiones en el fruto del chile pimiento pueden ser como pustulas las cuales se
manifiestan en el fruto maduro.

5
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Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicum. Causa la pudricién anular de
la papa. En la actualidad se estima que esta enfermedad se encuentra distribuida
mundialmente en todas las areas donde se cultiva la papa. Estos organismos se
conservan principalmente en los tubérculos infectados ya sea en el almacenaje o en
los que han quedado en el campo después de la cosecha. Las bacterias invernan
principalmente en los tubérculos infectados en forma de un mucilago seco sobre
maquinaria, canastas y costales, nunca en el suelo. Sin embargo se disemina con
facilidad a partir de los cuchillos utilizados para cortar los tubérculos. Los sintomas
empiezan con manifestaciones de marchitez en hojas y tallos, a partir de la mitad del
periodo vegetativo de la planta. Generalmente, son las hojas inferiores las primeras
en marchitarse, se enrollan ligeramente en los margenes, adquiriendo un color verde
palido. A medida que progresa la marchitez se desarrollan areas de color amarillento
en los espacios intervenales. Los sintomas caracteristicos de la enfermedad
aparecen en los tubérculos antes o después de la cosecha y pueden manifestarse en
solo algunos de los tubérculos de una planta. La infeccion comienza a desarrollarse
en el extremo del tallo y contintan avanzando a través de los tejidos vasculares.-
Cuando se hace un corte de en tubérculo, puede observarse inicialmente un anillo de
manchado vascular de color amarillo claro y cierta cantidad de exudado bacteriano
que aumenta al ejercer presidn sobre éste. Al avanzar la enfermedad, en la region
del anillo vascular se desarrolla una pudricién gaseosa de color café claro o amarillo
cremoso y cuando se presiona el tubérculo, en las zonas dafadas, sale un exudado
pulposo y blando, en tanto que la pudricién de los tejidos del area vascular forman
un anillo de cavidades mas o menos continuo. Esta pudricion puede incrementarse
por la accion de algunas bacterias secundarias como Bacillus polymyxa.

1.1.2.2. Erwinia: Son bacilos Gram negativo con flagelos peritricos, forman
colonias blancas o blanco grisaceo, su consistencia varia de hUmeda a mucoide,
circulares convexas o pulvinadas su diametro puede oscilar entre 2-5 mm, catalasa

positiva, oxidasa negativa, anaerobias facultativas, fermentan la glucosa, reducen los
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nitratos, producen la B-galactosidasa y el acido sulfhidrico. Utilizan la L-arabinosa, D-
galactosa, D-glucosa, glicerol, D-mannosa, D-ribosa y la sacarosa; sin embargo otras

cepas utilizan la L-ramnosa y el D-mannitol, pero no las dextranas. '*'°

Algunas especies como Ewinia carotovora y Erwinia amylovora causan danos
en chile pimiento, jitomate, calabaza y papa, produciendo pudricion suave, marchites
y tizones. En los tubérculos, provocan pudriciones blandas y pie negro, el dafio se
presenta generalmente en la base del tallo, manifestandose como un maceramiento
del tejido (pudricién) el cual se torna de una coloracién café obscura o negro. Este
dafo, bajo condiciones de alta humedad y bajas temperaturas, puede seguir
avanzando, provocando pudricion de estolones y tubérculos. Esta infeccion, reviste
gran importancia en los campos de produccion de semillas de papa ya que en las
zonas en donde se produce, las condiciones son muy favorables para su desarrollo
(alta humedad y bajas temperaturas) caracteristica importante de esta patégeno es
que puede estar presente en la planta sin manifestar sintomas, lo cual se denomina
infeccion latente. Lo anterior es de suma importancia ya que al no presentar los

signos, los tubérculos y semillas son portadores de la enfermedad.'®

1.1.2.3. Xanthomonas: Hay mas de 100 especies dadas a conocer en todo el
mundo. Son bacilos Gram negativo, de 0.4-0.7 por 0.7-1.8 um con un flagelo polar, a
veces dos, forman colonias amarillas convexas, (a veces blancas como X.
albilineans), mucoides y brillantes, su diametro oscila entre 1-5 mm. Producen
cantidades considerables de xantanas, la mayoria son lipoliticas, siendo su
temperatura 6ptima de crecimiento de 25 a 27 °C; asi mismo, son aerobias, catalasa

positiva y no reducen los nitratos.''"®

Xanthomonas campestris afecta a los jitomates provocando pudriciones
blandas, marchitez y manchas foliares, otras especies provocan tizén en yuca, frijol y
algodon. La enfermedad denominada mancha bacteriana profunda, es causada por
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Xanthomonas campestris p.v. vesicatoria, y esta distribuida ampliamente en Estados
Unidos, Sudamérica, Europa, Africa y México en diferentes regiones de Sinaloa y
Sonara.'® Pueden afectar hojas y frutos de pepinos, tomates y belladonas, el
desarrollo de la infeccion es favorecida por temperaturas que oscilan entre 23 a 30
°C y humedad elevada, se distingue porque las manchas son aproximadamente de 2
mm, ligeramente realzadas y tienen un margen bien definido, cuando el fruto madura,
las manchas generalmente llegan a hundirse formando pozos ya que el tejido sano
se desarrolla mas rapido que el tejido infectado, las zonas del tejido sano que rodea

a las manchas, permanecen verdes por mas tiempo al resto del fruto en maduracion.

Xanthomonas campestris p.v. campestris. Esta bacteria se ha reportado en
Estados Unidos, Europa y América Latina, especialmente en México en los Estados
de Michoacan, Puebla, Estado de México y Tlaxcala. Ataca cultivos de repollo,
coliflor, nabo, col de brucelas, colinabo, y calabaza. Cuando esta enfermedad afecta
las plantas jovenes, produce achaparramiento, crecimiento desigual y caida de las
hojas de la parte inferior. Sin embargo, los primeros sintomas aparecen en forma de
grandes manchas cloréticas con frecuencia en forma de “v" en los bordes de las
hojas que avanza hasta la costilla de la misma. Mientras se produce el
ennegrecimiento de algunas nervaduras, el manchado avanza hasta el tallo y desde
ahi hacia las demas hojas, desarrollandose hasta las raices de la planta. Las hojas
son invadidas sistematicamente por las bacterias, se desplazan en forma ascendente
'a través de la nervadura de la vena media. Al observarse un tallo atacado en corte
transversal muestra un empardecimiento y ennegrecimiento de los tejidos vegetales
y con frecuencia pequefias gotitas mucilaginosas amarillas. La bacteria también
ataca e invade la cabezuela de la col y de la coliflor asi como las raices carnosas del
nabo.

1.1.2.4. Pseudomonas: Son bacilos rectos o curvos Gram negativo de 0.5-1.0

por 1.5-4.0 um, tienen tres flagelos polares, sus colonias son blanco grisaceo,
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transparentes o blanco lechoso opacas, pueden o no producir pigmentos verde
fluorescente difusibles al medio, catalasa positiva, oxidasa positivo/negativo vy
aerobias estrictas. Las especies de las cuales se sabe son fitopatégenas pertenecen
a las siguientes especies, Pseudomonas solanacearum. Pseudomonas syringae y

Pseudomonas glumae entre otras. ''"'%¥ 18

Las especies fitopatégenas son Pseudomonas solanacearum, Pseudomonas
syringae y Pseudomonas glumae entre otras, producen pudricion suave y
ulceraciones en papas, pepinos y calabazas. Pseudomonas syringae p.v. tomato
causa la mancha bacteriana o peca en tomate, su desarrollo es favorecido por
temperaturas de 17 a 23 °C y humedad elevada. La enfermedad se manifiesta al
principio en frutos inmaduros y pequefios, después se observan manchas obscuras
realzadas rodeadas por un borde himedo, como el fruto se expande, la mancha se
nota como un pozo con un diametro aproximado de 8 mm. Es importante sefialar que
esta bacteria se ha encontrado en semillas almacenadas durante 10 o 20 anos a

temperatura ambiente."”

Pseudomonas solanacearum Esta bacteria causa la marchitez bacteriana de
las solanaceas, afecta a un gran numero de plantas, por lo que la enfermedad que
ocasiona es conocida por muchos nombres populares, incluidos los de la marchitez
del tabaco y podredumbre de la patata. En Estados Unidos se halla muy extendida
en la zona del sureste, especialmente sobre el tomate, tabaco, papa, berenjena,
pimiento y cacahuate.

La bacteria es muy frecuente en muchos de los paises tropicales. En
Indonesia ataca tabaco y papa, en las Islas Filipinas destruye muchos cultivos de
tabaco, tomate y berenjena. En México fue descrita por primera vez en 1955, por E.
F. Smith, y se encontr6 que afecta cultivos de papa, jitomate y platano. Se ha
determinado que puede atacar también a frijol, zanahoria, cacahuate camote, chile

col, berenjena y soya.
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1.1.3. FITOQUIMICA

La informacion en la literatura es amplia en relacion a los metabolitos
presentes en diversas especies vegetales, que muestran actividad antimicrobiana.
Como consecuencia, se ha generado un reto a los investigadores, encontrarles un
uso o aplicacion a esos productos naturales, que en base al tipo de estructura
molecular pudieran tener aplicacion como: insecticidas, farmacos, colorantes,
herbicidas, conservadores de alimentos, fungicidas e incluso bactericidas. Sin
embargo, el camino de su implementacion es largo y dificil, porque es indispensable
realizar pruebas o bioensayos especificos para cada caso, sin omitir la confirmacién
correspondiente en fases diferentes.

Existen en la naturaleza un sin nimero de vegetales que como parte de su
metabolismo primario y secundario producen diferentes compuestos; al respecto, en
terminos muy generales, el metabolismo primario se considera el generado a partir
de luz blanca, biéxido de carbono y agua, biosintetizandose tanto la D - (+) — glucosa
en conjunto con otras clases de moléculas como aminoacidos, proteinas, acidos
organicos. Estos ultimos, son empleados como  fungicidas o fungistaticos
produciendo también un intenso efecto inhibitorio al crecimiento de muchas
bacterias, tal es el caso del acido citrico localizado en gran variedad de frutos, éste,
inhibe el crecimiento tanto de bacterias terméfilas asi como de las Salmonellas. Por
otro lado, los acidos succinico, malico y tartarico suelen inhibir el crecimiento de

algunas bacterias y levaduras.'

En sincronia, los vegetales presentan otra actividad metabdlica, en forma
complementaria, sintetizando metabolitos secundarios®® (Esquema 1); algunos de
ellos tienen actividad relevante, tal es el caso de las giberelinas y las auxinas que
funcionan como sustancias reguladoras del crecimiento. Otros ejemplos lo

constituyen las humulonas y lupulonas (terpenoides) las cuales presentan actividad
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antimicrobiana en bacterias gram negativas.'® Otro caso son algunas resinas o
gomas tanto de naturaleza terpenoica como polisacarica, las cuales son toxicas para
insectos, hongos e incluso otras plantas.“"21 Al respecto es conveniente mencionar
que los metabolitos secundarios de los vegetales suelen ser moléculas de peso

molecular alto y de estructuras relativamente complejas.

Clorofila + CO, + Luz

Via de las pentosas Fotosintesis

~ Celulosa
e I ————— ~ [lucosa ‘<Almidén

! Ligninas
’!
’
f/
Fosfoenolpirivice——s Ac. Milico

\J Ribosa

= Xilulosa Glicélisis
Ac. Shikimico  Ribulosa

L
Alcaloidesl Acido Piravico

Aminoécidos Acetil Co. A.

Aminoacidos
aromaticos

|

Acido Cinamico

Ac. Grasos

Poliacétidos

Ciclo

,d el
/ Acido Mevalonato
Citrico
Compuestos _
fenilpropa- | Poliacétidos| COMPuestos Terpenoides
nolicos flavonoides Esteroides
Carotenoides

Compuestos l
fenélicos

Alcaloides

Esquema 1.Ruta biogénica propuesta para los metabolitos secundarios
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1.1.3.1. Terpenos. Dadas la caracteristica estructural de las moléculas
estudiadas en este trabajo, se consideré apropiado comentar respecto a los
terpenos; estos dada su composicién estan relacionados a un origen y a una
estructura comun, (Cs,C1o, C1s, C20, C2s, Cap etc.). Al respecto, se ha sugerido que se
forman mediante el acoplamiento de varias unidades del 2-metil-1,3-butadieno,

comunmente conocido como isopreno (Figura 1).

Cabeza

X Cola

Figura 1

Actualmente para estos compuestos se emplea la clasificacion indicada en la
Tabla 1; a la forma descriptiva de ésta, se le conoce como la regla del isopreno,
originalmente propuesta por Ruzicka.?? En este contexto, se considera la
condensacion de unidades isoprenoides para mostrar no sélo la formulaciéon del

caucho y de los monoterpenos sino también de otros metabolitos analogos.

Tabla 1. Clasificacion de los terpenoides.

GRUPO NC ul FC
Hemiterpenos 5 1 CsHs
Monoterpenos 10 2 CioH1s
Sesquiterpenos 15 3 CisHa4
Diterpenos 20 4 C2oHaz
Sesterterpenos 25 5 CasHao
Triterpenos 30 6 CaoHas
Tetraterpenos 40 8 CaoHes
Politerpenos (5)n n>8 (CsHa)n

NC Numero de atomos de carbono; Ul Numero de
unidades isoprénicas; FC Férmula condensada.

-_— S ESss=.L: iiit G Hi i’ e i i t’ L ” - A S S il l i A A A R R R R AR ARRAAA REESEEEBEEEEES——.
e e e e e e e e ey
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1.1.3.2. Diterpenos. Incluidos como parte de los terpenoides estan los diterpenos,
constituidos por cuatro unidades isoprénicas, éstos se presentan con diversos

esqueletos (Esquema 2) asi como con funcionalidades quimicas diversas.

Grupo del Atisano Grupo del Beyerano Grupo del Kaureno

Grupo del Labdano Grupo del Abietano* Grupo del Cassano

Grupo del Pimarano Grupo del Podocarpano Grupo del Totarano
Esquema 2. Algunos esqueletos diterpenoicos representativos.

Al respecto, y de especial interés para esta tesis son los diterpenos con

esqueleto de abietano*, los cuales se encuentran en gran numero de vegetales,
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particularmente en el género Salvia, el cual es de gran importancia debido a que
muchas de sus especies se emplean en medicina tradicional para el tratamiento de
diversas enfermedades.> %" A raiz de lo anterior, no debe sorprender que en la
literatura quimica se informe de muchas moléculas analogas al acido abiético (Figura
2); en la Tabla 2 se presenta una serie de ejemplos que fortalecen el comentario

anterior.* 2840

19 "I(g“,OOH

Figura 2

1.1.3.3. Horminona. Entre la clase de moléculas organicas anteriormente
mencionadas se encuentra la horminona (Figura 3), de la cual se conoce su
propiedad inhibitoria del crecimiento in vitro de Tripanosoma cruzi; ésta es diez
veces mas activa que la tingenona, un triterpeno con el cual se le ha comparado con

anterioridad. *

OH

Figura 3
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Tabla 2 . Actividad biologica de algunos compuestos abietanicos de tipo quinoidal.

ESPECIMEN

-COMP-UESTO

ACTIVIDAD

Salvia albocaeruleae

Sugiol y el 15-hidroxi-17abieta-
8,11,13-trieno

Antibiotico sobre S. aureus y B. subtilis. y moderada
actividad sobre C. Albicans

Salvia balloteafora

Conacytona, icetoxona

romulogarzona

Tratamiento en problemas estomacales

Salvia canariensis

Rosmagquinona, acido-11-acetoxi
carnosico

Inhibidor del crecimiento de S. aureus y

B. Subtilis
Salvia hypargeia Hypargenina Ay B Antibiético sobre S. aureus y Klebsiella pneumoniae
Salvia hypargeia Hypargenina C y D. Antibiodtico sobre Bacillus subtilis
Salvia hypargeia Hypagenina F Antibiético sobre S. epidermidis, P. aeruginosa y

Mycobacterium tuberculosis

Salvia candidissima

Horminona

Efecto sobre el receptor de unién radioligante en cere-
bro de rata

Salvia microstegia

Ferruginol, pisiferal

Diurético, antiseptico

Salvia miltiorrhiza

Furonaftoquinona

Tratamiento de afecciones cardiacas
anormalidades hematicas y hepatitis

Salvia officinalis

12-hidréxi-7,20-dioxo-seco-
abieta-8,11,13-trien-6,11-olido

Disminuye el crecimiento del VSV

Salvia officinalis

11,12-dihidroxi-20-nor-
5(10),8,11,13-abietatrien-1-ona

Inactiva a los virus de la estomatitis vesicular (VSV)
y a los Herpes simple tipo 1 (HSV)

Lepechinia bullata

Horminona

Citotéxica sobre células cancerigenas. Inhibe el
crecimiento de Trypanosoma cruzi (in vitro)

Taxodium distichum
Y Salvia phlomoides

Taxodiona y taxodona

Efectos citotdxicos sobre carsinosarcoma 256
en ratas y humano

Salvia reptans

Horminona

Inhibe el crecimiento de Staphylococcus aureus (ATCQ
6538 y25923, Streptococcus faecalis 8043 y 10741,
E coli 25922 y Bacillus cereus 11778 (in vitro)

B e B ssse———— - ————————————————————————— ———————
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Asimismo se ha dado a conocer que la 7-O-metilhorminona, aislada de Lepechinia
bullata®®3" presenta tanto actividad antineoplasica como accion citotéxica sobre
células de leucemia. Ademas se ha propuesto que la modulaciéon de la actividad
anticancerigena se debe particularmente al tipo de sustituyentes entre las posiciénes
C7, C8 y C14 de dicha molécula.

En conexidn con lo anterior, y como parte de una de las lineas de trabajo de
un grupo de investigacion de nuestra Facultad, recientemente se informé del
aislamiento de horminona a partir de |a raiz de Salvia reptans Jacq.,*® con la cual de

manera complementaria se le realizaron pruebas de actividad antimicrobiana.*’
1.1.4. FORMA DE ACCION DE LOS ANTIBIOTICOS

1.1.4.1. Clasificacién. La clasificacion de los antibidticos se realiza
atendiendo a su forma de accidn y por su estructura quimica. Por su forma de
accion, se proponen dos grupos, bactericidas y bacteriostaticos, con los cuales se
llevan a cabo mediante mecanismos diferentes, alteraciones en: la pared celular,
membrana celular, sintesis de proteinas, asi como la sintesis de acidos nucleicos.

1.1.4.2. Pared Celular. La concentracién de iones y metabolitos dentro de las
bacterias es mucho mayor que en el medio que las rodea. Estas concentraciones
altas son necesarias para que las células puedan funcionar normalmente, para
fabricar energia, sintetizar macromoléculas asi como para crecer y multiplicarse.
Tales concentraciones intracelulares determinan la existencia de una presion
osmotica alta en el interior de las células. La delicada membrana celular que rodea y
contiene al citoplasma no posee suficiente fuerza para soportar estas presiones y se
tienen que proteger con la pared celular, situada en su exterior.

La pared celular es una estructura rigida compuesta de varias

macromoléculas, siendo los peptidoglicanos los mas importantes. Las bacterias
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Gram positivo contienen 40-90 % de estas substancias mientras que las Gram
negativo soélo 4-10 %. El proceso formativo de la pared bacteriana esta integrado por
numMerosos pasos sucesivos en cada uno de los cuales puede actuar un antibiético,

impidiendo la sintesis adecuada de la misma.

1.1.4.3. Membrana Citoplasmatica. La membrana citoplasmatica forma una
extensa barrera que controla la entrada y salida de las moléculas disueltas y
proporciona un lugar en donde se unen la pared celular y las capas extramurales.
Estas funciones hacen que la membrana sea vulnerable a una gran cantidad de
agentes. Las alteraciones de las membranas con frecuencia son letales. Varios
grupos de agentes antimicrobianos producen sus efectos actuando sobre la

membrana celular alterando la permeabilidad.

1.1.4.4. Sintesis Proteica. Es fundamental la produccién de proteinas para la
vida bacteriana. Las proteinas tienen funciones celulares diferentes, algunas son
estructurales, ayudando a mantener la integridad y forma de los componentes
celulares como la membrana celular, otras actian como enzimas controlando la
actividad metabdlica. Durante el crecimiento normal y la division celular se necesitan
proteinas y tienen que fabricarse de una forma controlada en el momento exacto en

cantidades adecuadas y con la estructura quimica especifica para realizar su funcion.

La mayoria de los antibiéticos actuan como inhibidores de la sintesis proteica.
Al analizar la accion de los antibioticos sobre el ribosoma, el primer paso consiste en
determinar si el antibidtico en cuestién actia sobre la subunidad mayor o sobre la
subunidad menor del ribosoma. Los inhibidores ribosémicos pueden clasificarse de
acuerdo con su capacidad de interferir con el proceso de reconocimiento, con la
transferencia del péptido, con la translocacion, o con la iniciacion. El ribosoma en
realidad es un conjunto de macromoléculas que presentan numerosas interacciones

entre si, por lo cual la alteracion producida en una regiéon puede afectar a mas de una
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funcion. Ademas a lo largo de su ciclo, el ribosoma varia su estructura y
posiblemente las distintas estructuras no reaccionen de forma idéntica frente a un
antibiético determinado. En realidad, numerosos antibidticos se unen con toda
facilidad a los ribosomas libres que se encuentran en proceso de iniciacion,
uniéndose de forma mucho menos firme (en algunos casos, sin llegar siguiera a
unirse) a los ribosomas polisémicos cuya flexibilidad estructural se encuentra limitada

42-47

por su unién al pp-RNAt y al RNAm).

1.1.4.5. Tetraciclinas. Es conveniente indicar que las tetraciclinas son
moléculas con cierta correlacion estructural con la horminona (Figura -4).“3'54 Estas
son de amplio espectro bacteriostatico llevando a cabo la inhibicidon inmediata y
reversible de la sintesis de proteinas; Ademas penetran a la célula bacteriana a
través de la membrana en forma coordinada con los iones Mg*?; en los Esquemas 3
y 4 se muestra la etapa del proceso de sintesis de una proteina asi como el lugar en
donde intervienen las tetraciclinas.

Figura 4. Correlacion estructural de Oxitetraciclina (derecha) con la horminona
(izquierda).

18



ANTECEDENTES

DN A—> DNA

RNAmM

30S RNAm

305 TETRACICLINA

GTP

/ fmet-RNA
e

poliribosomas 505
translocacion /

proteina
formacion de
bandas de 505
eptidos ——
i 30S
iniciacion
del complejo
aa-RNAt

fmet-RNA
70S complejo

iniciacion

Esquema 3. Ciclo ribosémico. 4%
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Cadena en crecimiento

Ahc-NH
AAU C:O

anticodon
punto P

(pp-RNAt: peptidil,
' fmetil o dador)

punto A
(aa-RNAt: aminoacil o aceptor)

505

305
\ | RNAm
b 0 i i 3 Factores T, GTP .
Reconocimiento
TRACICLINA
codones de reconocimiento
RIBOSOMA
AAa — AAb — AAc
|
C:=0
RNAm
3 ¢ Factores T, GTP

Translocacidn

Movimiento del pp-RNAt junto con la region correspondiente

del RNAm del punto A al punto P, con liberacion del RNAt, por

lo tanto (d) todavia no traducido es trasladado al punto A, en estos
tos el rib se halla dispuesto para repetir la fase.

ANTECEDENTES

| BT S

RNAm
3¢
Unién codon libre - anticodon
del 0a-RNAt especifico
Enlace peptidico
AAa — AAb — AAc
|
C:0
111 RNAm

Transferencia de peptidilos

Esquema 4. Sitio de accién de las tetraciclinas*’
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Para que se inicie la fabricacion de proteinas es necesario contar con los

siguientes factores:

a) Formacion del complejo:

T+GTP<——> T-GTF (1. Estimula el enlace aa-RNAt-ribosoma)

b) Union del aa-RNAt al complejo:

(2. Especie reactiva que
Aminoacil-RNAt + T-GTP<«——  aminoacil-RNAt-T-GTI enlaza al aa-RNAt-
ribosomal)

T = factor
Aminoacil---RNAt = fenilalanil---RNAt

(---)= enlace labil no reconocido

Se ha descrito que existe una interaccién fisica (mas que covalente) de
atraccidén electrostatica entre tetraciclina-ribosoma y los iones Mg se unen al
ribosoma( Mg+2-ribosoma), también los iones Mg*? se unen a los fosfatos (PO4*) del
RNA; ademas la tetraciclina con Mg*? forma un complejo fuertemente coordinado. La
tetraciclina exhibe dos tipos de enlace, una interacciéon fuerte en donde una molécula
es enlazada al ribosoma y una interaccion débil en donde se lleva a cabo una
asociacion reversible mediante el cual 300 moléculas de tetraciclina se enlazan al
ribosoma. El enlace fuerte de las tetraciclinas al ribosoma 70s involucra coordinacion
al RNAt. Se sugiere que en promedio un grupo PO, via Mg*? en la tetraciclina es

enlazada al ribosoma 50S pero es aproximadamente tres veces mas enlazada a 30S.

La coordinacién es importante para inhibir la funcion de los ribosomas. Es
imposible que un solo ion Mg* simultaneamente se enlace a una tetraciclina y a un
centro cargado (-) del ribosoma (puente). También, se ha demostrado que la

tetraciclina no se enlaza al ADN o albiumina en ausencia de iones divalentes,
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sugiriendo de esta manera que el metal tiene un papel de puentear. Se forma un
complejo en donde electrostaticamente se une al Mg+2 , asi mismo a la parte
negativa del ribosoma, esto es una consecuencia del equilibrio de enlace y no la

razon directa del efecto inhibitorio de la tetraciclina.

La inhibicién de un ribosoma se lleva a cabo por una molécula de tetraciclina,
por lo que la coordinacién requiere de una interaccién con el Mg*, altamente
estereoespecifica. Presumiblemente el papel del Mg"2 en los ribosomas es mantener
esencialmente la estructura secundaria del RNAr y estabilizar las interacciones
electrostaticas RNA-proteina. La estabilizacion de la estructura ribosomal quizas sea
importante para la accion inhibitoria de la tetraciclina, el ribosoma es
conformacionalmente flexible y esta flexibilidad es importante en la funcién de enlace
del aa-RNAt, el cual es bloqueado por la tetraciclina, quizas requiera de un arreglo
estructural, porque al incrementar la estabilidad es antagonizada por el farmaco. Alta
concentracion de Mg*? en la sintesis de polifenilalanina es disminuida en ausencia de
tetraciclina, ésta no tiene accion inhibitoria, por consiguiente la inhibicion de niveles
altos de Mg"2 quiza refleje una sobre estabilizaciéon de la estructura, evitando de esta
manera el requerimiento conformacional para la sintesis de polipéptidos. La
tetraciclina no tiene mas incremento estabilizante necesario para provocar una

inhibicion ribosomal.
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1.2. JUSTIFICACION

Debido a las pérdidas, que por ataque bacteriano, se generan en algunos
frutos y tubérculos comestibles, es necesario desarrollar métodos nuevos que
contribuyan a resolver dicho problema. En relacion a los productos comerciales
con accion bactericida, éstos son escasos y de bajo espectro, ocasionando con
ello precios elevados y resultados poco efectivos. Asimismo, se sabe de muchos
vegetales que debido a su manipulacidbn postcosecha son dafiados
mecanicamente, por el transporte y el cambio de temperaturas, lo cual favorece el
desarrollo de manchas y pudriciones reflejandose en consecuencia sobre la
calidad final del producto. Por ende, para contribuir a la resolucion del problema

planteado fue que se establecieron los objetivos de este trabajo,

1.3. HIPOTESIS

Si la horminona asi como algunos de sus derivados presentan similitud
estructural con las tetraciclinas, entonces estos derivados diterpénicos deberan

tener actividad bactericida en cepas bacterianas fitopatégenas.
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2. OBJETIVOS

2.1. GENERAL

Por medio de la técnica de Kirby-Bauer, determinar el efecto antimicrobiano de
la horminona y de cuatro de sus derivados quimicos para ver si estas

presentan actividad bactericida contra algunas bacterias fitopatdgenas.

2.2. PARTICULARES

2.2.1. Aislar horminona de la raiz de Salvia reptans Jacq.
2.2.2. Preparar a partir de horminona, via quimica, algunos derivados.

2.2.3. Determinar el efecto bactericida de la horminona y sus derivados
empleando cepas fitopatdégenas aisladas de pepino, jitomate, papa,

calabaza y chile pimiento.
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METODOLOGIA

3. METODOLOGIA

Para cumplir con los objetivos planteados en este proyecto, se establecié
un desarrollo experimental en dos fases: en la parte quimica se efectud el
aislamiento de un metabolito secundario (horminona) de la raiz de Salvia reptans
asi como la sintesis y caracterizacion fisica y espectroscopica de cuatro derivados
de ésta (Esquema 5); y, en la segunda fase se evaluo el efecto antibacteriano de

las moléculas obtenidas.

3.1. OBTENCION DE HORMINONA Y SUS DERIVADOS

3.1.1. MATERIAL VEGETAL. El especimen Salvia reptans Jacq. se recolecté en
octubre de 1993 en Arcos del Sitio Tepotzotlan, Estado de México, se trata de una
hierba azul, aproximadamente de 40 a 90 cm de altura, se desarrolla en suelos
arcillosos y climas calido humedo, su época de floracion es de mayo a octubre y
su fruto es una capsula. Un ejemplar voucher (FES-C RE 21) fue depositado e
identificado en el Herbario Nacional del Instituto de Biologia de la Universidad
Nacional Autébnoma de México.

3.1.2. EXTRACCION, SEPARACION Y PURIFICACION DE LA HORMINONA |.
La raiz de Salvia reptans, se seco al aire libre por un periodo de dos semanas.
Acto seguido, la muestra seca (1 Kg) y molida, se coloco dentro de un matraz de
bola de 5 L donde se llevaron a cabo tres extracciones sucesivas con un 1 L de n-
hexano a temperatura de reflujo con reposo de un dia. Posteriormente el extracto
se filtrd, y concentré a presion reducida para después, determinar el peso del
extracto crudo 40 g. Este se soportd en celita antes de proceder a la separacion
de sus compuestos, por medio de una columna cromatografica empleando silice
como soporte, y el sistema n-hexano/AcOEt 95:5, como eluyente. Las fracciones
con horminona (ccf) se reunieron, procediéndose a purificar la molécula objetivo

con una serie de recristalizaciones de n-hexano.
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Esquema 5.- Productos de transformacion de la horminona.

APTS Ac,Opy

v \
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3.1.3. PRODUCTO DE DESHIDRATACION DE LA HORMINONA
(DESHIDROHORMINONA) I11. 300 mg de | se disolvieron con 5 mL de tolueno, en
presencia de unos granulos de &cido p-toluensulfénico, la mezcla se sometié a
reflujo durante 6 horas. Concluido el tiempo de reaccion (ccf), se evaporé el
tolueno, y el residuo se disolvié en 30 mL de acetato de etilo, a continuacion se
realizaron tres lavados de 10 mL cada uno, con una disolucién de carbonato de
sodio al 1%. La fase organica se secd con sulfato de sodio anhidro para
posteriormente evaporar el disolvente en un rotavapor. Por ultimo, el producto se
separo y purifico mediante cromatografia en columna técnica "flash", con las

siguientes caracteristicas: SiO; Kieselgel 60 G; n-hexano/AcOEt 9:1.

3.1.4. PRODUCTO DE ACETILACION DE LA HORMINONA
(DIACETILHORMINONA) Ill. 300 mg de horminona se mezclaron con 10 mL de
anhidrido acético y 5 mL de piridina, esta disolucién se sometié a bafo de vapor
por aproximadamente 1 hr. Terminada la reaccion (ccf) la mezcla resultante se
disolvié en 30 mL de acetato de etilo procediéndose posteriormente a realizar tres
lavados de 10 mL cada uno con sulfato de cobre (ll) al 1 %; a continuacion se lavo
la fase organica con agua y finalmente 2 veces con 10 mL de una disolucion de
bicarbonato de sodio al 5 %, después al extracto organico se le evaporo el
disolvente a presion reducida. Por ultimo el producto se purifico empleando de
cromatografia en columna, con el sistema: SiO;; n-hexano/AcOEt 8:2.

3.1.5. PRODUCTO DE BENZOILACION DE LA HORMINONA
(MONOBENZOILHORMINONA) IV. 300 mg de | se disolvieron con 5 mL de
cloruro de benzoilo y 3 gotas de piridina. La mezcla se sometio a agitacion durante
24 horas a temperatura ambiente. Cuando finaliz6 la reaccion (ccf), el residuo se
disolvié en 30 mL de acetato de etilo, para posteriormente realizar un lavado con
10 mL de disolucion de sulfato de cobre (lll) al 1%, después la fase organica se

lavd con H,O y con disolucion de hidroxido de sodio al 5 %, asi el extracto
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organico correspondiente se seco, con Na;S0O4, antes de evaporarse el disolvente

a presioén reducida, obteniéndose un

producto oleoso que fue purificado por medio de una columna cromatografica,
técnica "flash", con las siguientes caracteristicas; SiO, Kieselgel 60 G; n-
hexano/AcOEt 9:1. Por dltimo el producto se purific6 por medio de una

cromatoplaca preparativa, empleando el mismo sistema cromatografico.

3.1.6. PRODUCTO DE METILACION DE LA HORMINONA (METILHORMINONA)
V. A un matraz con aproximadamente 15 mg de diazometano (preparado in situ)
se le adicionaron 100 mg (0.301 moles) previamente disuelto en éter etilico, la
mezcla resultante se sometié a agitacion durante 24 hr. Transcurrido este tiempo,
el residuo, previa evaporacion del disolvente, se disolvié en una cantidad minima
de acetona a efecto de soportarse en celita después purificar el producto requerido
por medio de cromatografia en columna técnica flash empleandose las

condiciones siguientes: SiO2 Kieselgel 60 G; n-hexano/AcOEt 9.7:0.3.

3.2. CARACTERIZACION DE LA HORMINONA Y SUS DERIVADOS
QUIMICOS.

Los puntos de fusién de la horminona y los de sus derivados se
determinaron en un aparato Fisher-Jones y no estan corregidos. La pureza de los
productos y el avance de las reacciones se determind por ccf empleando
cromatofolios Macherey-Nagel Diren, y como reveladores: CeSOs al 1% en

H2S0O4 2N, irradiacion UV a A 365 nm, asi como vapores de yodo metalico.

Para la determinacion de los espectros de masas mediante el método de
bombardeo con atomos rapidos (FAB) asi como para los experimentos de alta
resolucion, se emplearon espectrometros de masas JEOL JMS-SX 102 y JEOL
JMS-AX 505 HA; En el caso de los experimentos de tipo FAB, el objetivo se
bombardeo con atomos de xendn acelerados a 10 eV, utilizando alcohol

nitrobencilico como matriz.
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3.3. AISLAMIENTO, PURIFICACION E IDENTIFICACION DE CEPAS
BACTERIANAS

En base a la informacion referente a la importancia econémica se
seleccionaron las especies vegetales: jitomate, chile pimiento, pepino, calabaza vy
papa, considerando los signos caracteristicos de un ataque bacteriano en tres
muestreos diferentes: en la Central de Abasto de Tultitlan ( 02 de noviembre y 26 de
diciembre de 1994, asi como el 30 de abril de 1995), en el mercado sobre ruedas de
Cuautitlan 1zcalli (el 26 de diciembre de 1994) asi como en el mercado municipal de
Cuautitlan de Romero (26 de diciembre de 1994, asi como el 30 de abril de 1995).

Al respecto, se marcaron en las zonas a muestrear de los frutos dafnados,
tomandose pequefias areas de aproximadamente 0.5 cm de la parte periférica de
estas, las muestras fueron sometidas a un lavado de 1 minuto con una disolucion de
hipoclorito de sodio al 5 % para posteriormente lavarse con agua destilada estéril y
se colocaron en medios de cultivo de agar papa dextrosa, agar nutritivo y agar
Saboraud procediendo a su incubacion a 27 °C de 24-48 horas y humedad relativa
del 60 %.

3.4. SELECCION DE BACTERIAS PATOGENAS EN FRUTOS SANOS

De las bacterias aisladas y purificadas se procedio a la inoculacién “in vivo” en
frutos sanos con el fin de seleccionar aquellos que son causantes de las
enfermedades en los respetivos frutos.

La inoculacion en frutos se llevd a cabo de la siguiente manera: de los cultivos
puros se hicieron crecer en caldos nutritivos a una concentracion bacteriana de 10°
bacterias por mililitro y 0.5 mL del cultivo fueron empapados en algodon estéril y

colocada en el fruto sano al cual previamente se le practicé una incision.
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Los frutos fueron colocados en recipientes de plastico con humedad relativa
de 60%, tapados e incubados a temperatura ambiente para después ser examinados
cada 24 horas por cuatro dias.

De los frutos que presentaron dafios causados por las bacterias inoculadas, se

volvieron a aislar e identificar

3.5. IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS PATOGENOS
AISLADOS

Para llevar a cabo la identificacion de los microorganismos patdgenos se tomaron en
cuenta primeramente la morfologia colonial, las pruebas bioquimicas primarias
(Gram, morfologia colonial y celular, formacion o no de esporas, motilidad, catalasa,

oxidasa, respiracion, produccién o no de pudricién).

Las pruebas bioquimicas secundarias que se utilizaron fueron: degradacion de
pectato, licuefaccion de gelatina, produccion de acetoina, sensibilidad a la
eritromicina, formacién de gas a partir de: D-lactosa, maltosa, a-metil glucosido,
trealosa, ribosa, sorbitol, melobiosa, celobiosa, palatinosa y la utilizacion de el

malonato, acetato y el galacturonato, hidrélisis de caseina y esculina entre otras.

3.6. VALORACION “IN VITRO” DE LA ACCION BACTERICIDA DE LA
HORMINONA Y SUS DERIVADOS CONTRA BACTERIAS
PATOGENAS

El ensayo se realizdé pesando 8.7 mg de cada derivado puro y se disolvioé en 1
mL de CHCI; grado espectroscopico, posteriormente se impregnaron discos de papel
filtro (Watman Cat. 1002 125) de 0.5 mm de diametro con 10 plL de estas

disoluciones en condiciones asépticas.

Se prepararon cajas de petri con agar Muller Hinton de aproximadamente 3-5

mm de espesor. Cada una de las cepas fueron crecidas a una concentracion
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bacteriana de 10° UFC/mL. Posteriormente cada uno de los cultivos fueron
sembrados en las cajas con ayuda de un hisopo estéril.

Una vez sembradas las cajas se procedid a colocar los discos de papel filtro,
empezando con la horminona y sus derivados; las cajas fueron incubadas a 27 °C
por 24 horas. Una vez transcurrido este tiempo se observo la presencia de halo de
inhibicion, los cuales se midieron uno a uno.

Las bacterias que se utilizaron en el ensayo de la actividad biolégica de la
horminona y sus derivados fueron las que se muestran en las siguientes Tablas 3 y
4.

Tabla 3: Cepas ATCC utilizadas como referencia.

MICROORGANISMOS ATCC No. G{?AM
Clavibacter michiganense subsp. sepedonicum 9850 ¥
Erwinia carotovora subsp. carotovora 15359 -
Pseudomonas syringae van Hall pathovar tomato 10862 -
Xanthomonas campestris 13951 -

Tabla 4: Bacterias aisladas de los frutos afectados.

MICROOORGANISMOS GRAM

Erwinia carotovora -

Pseudomonas syringae -

Xanthomonas campestris -
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3.7. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MIiNIMA
INHIBITORIA.

A las cepas que presentaron halo de inhibicion en la prueba preliminar, se
procedié a cuantificar la concentracion inhibitoria minima de la horminona y sus

derivados de la siguiente manera:

De la concentracion original 8.7 mg/mL se hicieron diluciones decimales (1:10;
1:100; 1:1000; 1:10 000) y se procedio de igual manera descrita anteriormente para
cada una de las cepas. Al encontrar la dilucién minima capaz de inhibir el crecimiento
bacteriano, se prepararon diluciones dobles con la finalidad de determinar la

concentracion inhibitoria minima y medir el diametro del halo de inhibicion.

3.8 ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos obtenidos fueron analizados mediante la prueba de analisis de varianza

trifactorial, considerando diferencias entre dosis utilizadas, compuestos y cajas.
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4. RESULTADOS

4.1. OBTENCION DE LA HORMINONA Y SUS DERIVADOS

4.1.1. EXTRACCION, SEPARACION Y PURIFICACION DE I.- De 1 Kg de raiz
seca del espécimen estudiado, se obtuvieron mediante extraccion tres veces con
un litro de n-hexano, 40 g de extracto crudo. Después de someter a éste, a un
proceso de cromatografia en columna se aislaron 6 g de horminona con algunas
impuresas, la cual después se recristalizO en tres ocasiones sucesivas,

obteniéndose 5.92 g del metabolito puro.
4.1.2. PROPIEDADES FiSICAS Y ESPECTROSCOPICAS DE:

4.1.2.1. Horminona. Cristales de color amarillo; pf 172-174 °C; PM 332.1988
g/mol, composicion elemental CxoH2s04 (EMAR-FAB); FAB™ m/z (% ar): 333(50)
[(M+H]*, 332 (18) M™, 316 (62) [M+H-(OH)1™, 315 (92) [M+H-H,01", espectro
1.

4.1.2.2. Deshidrohorminona. Cristales de color anaranjado; pf 167-169 °C; PM
(EMAR) 315.1960 g/mol, composicion elemental CoH2703 (EMAR-FAB); FAB* m/z
(% ar): 315 (32) [M+H1%, 314 (17) M™, espectro 2.

4.1.2.3. Diacetilhorminona. Agujas finas de color amarillo; pf 120-122 °C; PM 416
g/mol, composicion elemental C24H320s (EMAR-FAB) 417.2277 g/mol; FAB* m/z
(% ar): 417 (7) [M+H1*, 373 (11) [M-Ac]”, 357 (43) [M+H-Ac-Me]”, 43 (87)

[Ac]®, espectro 3.

4.1.2.4. Benzoilhorminona. Cristales color amarillo; pf 189.5-191 °C; PM (EMAR)
437.2328 g/mol composcién elemental C7H3305 (EMAR-FAB); FAB' m/z (% ar):
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437(24) [M+H1", 436 (15) M**, 420 (42.5) [M+H-(OH)]**, 419 (40.2) [M-(OH)]",

espectro 4.

4.1.2.5. Metilhorminona. Agujas finas de color amarillo; pf 138-139 °C; PM
346.2144 g/mol, composicion elemental C21H3004 (EMAR-FAB); FAB* m/z (% ar):
347(63) [M+H1*, 346 (57) M™, 330 (43) [M+H-(OH)]™, 329 (75) [M-(OH)]",

espectro 5.
4.1.3. OBTENCION DE LAS CEPAS FITOPATOGENAS

Los microorganismos aislados a partir de los frutos dafiados se muestran en Tabla
5.

Tabla 5. Bacterias fitopatdgenas aisladas de diferentes frutos.

CEPAS AISLADAS DE LOS FRUTOS
AFECTADOS

Erwinia carotovora

Pseudomonas syringae

Xanthomonas campestris

La identificacion de los géneros y especies de las bacterias antes mencionadas,

se realizo basandose en las tablas 7-12.

En la tabla 6 se reportan los resultados obtenidos de la concentracion minima
inhibitoria (MIC) de la horminona y sus derivados asi como de la oxitetraciclina
(compuesto de referencia).
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Tabla 6. Espectro antimicrobiano de la horminona, derivados de la horminona y la

CEPAS

oxitetraciclina MIC (ng/mL)

Clavibacter michiganense
subsp. sepedonicum 9850

Erwinia carotovora subsp.
carotovora 15359

Pseudomonas syringae
van Hall pathovar tomato
10862

Xanthomonas campestris
13951

Erwinia carotovora

Pseudomonas syringae

Xanthomonas campestris

| Horminona

Il Deshidrohorminona
Il Diacetilhorminona

IV Benzoilhorminona

V Metilhorminona

VI Oxitetraciclina
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TABLAS DE IDENTIFICACION

Tabla 7. Pruebas bioquimicas para Erwinia, Xanthomonas y Pseudomonas

PRUEBAS

Gram
Motilidad
Catalasa

Oxidasa

Crecimiento aerébico

Crecimiento anaerdbico

Fluorescencia en KB

1.- Erwinia
2.- Pseudomonas

3.- Xanthomonas



Tabla 8. Caracteristicas bioquimicas y fisiologicas de las especies del género Clavibacter.

Movilidad - -
Crecimiento a 37 °C - -
en CNS - -
Maximo en NaCl 3% 3-4%
Ureasa - -
Hidrolisis de: esculina : o +
Caseina - - - - - -
Pigmento amarillo - ¥ - - - +
Azul - + - - - -
Produccion de

indigoidine - + - y . *
Produccion de acido de:
Manosa

Melezitosa

Manitol

Ribosa

Sorbitol

Inulina - - -
Utilizaciéon de: acetato
Formato - -
Lactato - -
Propionato - - -
Succinato A -
Hidrolisis de almidon de

papa d - d
H.S - - F
Produccion de levana - - -

+ 1O+ +
U
N
=3
-

+ o
-
+
+

+ 0+
' ) ;
+ 1 O v ' |
+ T 4+ 0+ 40
" '
' :

+ o o

197

(+) = La mayoria de las clonas la dan positiva; «= No conocida; d = diversa; w = resultado débil




Tabla 9. Caracteristicas bioquimicas y fisiologicas de los miembros del grupo carotovora

, Subsp  ~ Subsp Subsp. .~ =+ Subsp = Subsp
e L - “carotovora “ atroseptica - betavasculoru »crhysanthé'?ﬁ: v.vﬁ"ypnpedti

Produccron de aCIdD de:

Lactosa +
Maltosa -
Trealosa
o. metil glucocido #
Xilosa
Rafinosa
Ducitol
Inositol
Melezitosa - - % =
Palatinosa - - +
Produccion de:

Indol - - s
Fosfatasa - = -
Lecitinasa -
Pigmento azuil - - -
Sustancias reductoras a

partir de:

Sacarosa - v + v - v
Sensibilidad a:

Eritromicina - - =
Crecimiento a 362C + - +
Crecimiento en NaCl + + ; = - +
5%

Licuefaccion de gelatina + + +
Gas de glucosa - - s
Pudricién de papa * + +
Degradacion de pectato + + +

o+ + +
o+ + + 4+ <+
v+ 4+ % +
' i
i + <
< 4+ + +

a
i
i
+

+ 4+ + + +

+
'

1
i
< < + <
1
]

+ +
+ +
< +

+ + < <
i
i

%

(+) = La mayoria de las razas la dan positiva; = No conocida; d = diversa; w = resultado debil
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Tabla 10. Caracteristicas bioquimicas y fisiologicas de las especies del género Pseudomonas del grupo Fluorescente.

) bip il
SR Tl S R
‘aeruginosa marginalis:

: : : - o

T,

Oxidasa

Dihidrolasa de arginina
Reduccion de NO3-N»
Crecimiento a 412C
Utilizacion de:
Glucosa

Manitol

Geraniol

Benzoato
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(+) = La mayoria de las razas la dan positiva; - = No conocida; d = diversa; w = resultado débil
* Stainer et al menciona que el Biovar |l de P fluorecens, corresponde a P. marginalis
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Tabla 11. Caracteristicas fisiologicas y bioquimicas de los patovares de Pseudomonas syringae

3 o = 5 = g 5B e e

£ ga & s 5 § F 20 &8 qocam
Levana + + o+ - e - + - + o+ - - + + + <
Undimiento del
pectato** 48! - 48 - - 4 48 4 - ND 4 ND
B-glucosidasa £ + F =+ # * & F + < - + o+ = +
Utilizacion de:
Manitol + + + + 4 + 5 + + + + +
Bataina - + O+ o+ o+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ . . g
Adonitol - - - - - - - - e e
Inositol + 0+ + 0+ + 4+ 4+ 4+ -+ ¥V O+ o+ o+ o+
Sorbitol + o+ o+ o+ o+ + o+ o+ o+ - v o+ o+ v o+
Eritritol + + + o+ vy " v O = # = . o # = i
L-tartrato + -+ - - - + - -+ v - - - -
D-tartratro - -+ - o+ - - + - - = . s - .
L-lactato - - + v s = % = . - + . = N -
Antranilato - - - - - -+ - = - w. O - . -
Homoserina - - - - + + - - - - - - - - -

" El hundimiento delpectato se presenta a un pH de 4.6 y 8.5




Tabla 12. Caracteristicas fisiologicas y bioquimicas de especies del género Xanthomonas.

DRryalblineas = ek

& " axonopodi

Crec. A35°C + - + + - -
Hidrolisis + - # + - :
Crecimiento mucoide + + - - ~ +
Licuefaccion v + Vv - - -
Protedlisis de leche - - - - - ligero
H.S de peptona + - - + v -
Ureasa - - - - + =
Tolerancia al NaCl 2-5% 0.5-1.0% 0.5% 1.0% 1.0% 0.4 -0.6%
Hidrolisis de almidon v ¥ - + - -
Produccion de acido

Arabinosa + - - - o -
Glucosa + + + - +
Manosa + + - - +
Galactosa + B v - + +
Celebiosa + B - - - -
Fructuosa + * - - -

Trehalosa ¥ - - + -
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5. DISCUSION DE RESULTADOS
5.1. PARTE QUIMICA

La horminona, producto natural, empleado para su evaluacion
antimicrobiana asi como para formar una serie de cuatro derivados quimicos (ll-V),
se obtuvo de acuerdo con lo informado en la literatura (vide supra) a partir del
extracto n-hexanico de 1 Kg de raices secas del espécimen Salvia reptans Jacq.,

previa identificacion de éste, en el Herbario del Instituto de Biologia de la UNAM.

Originalmente el extracto crudo(40 g) el cual era una mezcla de horminona,
con otros metabolitos sin interés para este estudio. En consecuencia se procedio a
separar y por ende realizar una primera purificacion de |, mediante cromatografia
en columna (“flash”) con silice como soporte y el sistema n-hexano/AcOEt 9.7:0.3,
como eluyente, para un total de 6 gramos de horminona. A su vez, para
complementar su purificacion se recristalizé en varias ocaciones con n-hexano,
obteniéndose 5.92 g de producto puro de acuerdo a una serie de analisis por
cromatografia en capa fina en complemento con su punto de fusion y datos

espectroscopicos.

Con respecto a la identificacion de |, ésta se realizd inequivocamente, mediante la
correlacion de su punto de fusion, rf y ccf con una muestra auténtica (vide supra),
la cual fue complementada también con los datos de espectrometria de masas de
alta resolucion asi como por la fragmentacion generada mediante bombardeo con
atomos rapidos. Espectro 1. Los datos de EMAR mostraron un valor m/z 332.1992
asignado al ion molecular ya que resultd consistente con el peso molecular y una
composicion elemental Cyo Hog O4. Otros fragmentos presentes en el espectro de |

que fortalecieron la identificacion fueron los siguientes:
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m/z 331 asignado al quasi ion molecular, [M+H]"*, fragmento caracteristico

cuando se utiliza EMFAB; pérdidas de 17 y 18 umas correspondientes a m/z 315 y

316 asignadas a los iones [M+H-H,O]1" y [M+H-(OH)] ™ de manera respectiva,

indicativos de la perdida del hidroxilo en C-7, inherentes con la estructura de la

molécula objetivo.

Respecto a la serie de los cuatro derivados de horminona II-V, ésta se llevo a

cabo en forma analoga a la de horminona, mediante la informacién que en forma

resumida se muestra en la Tabla 13, en complemento con la serie de etapas

siguientes:

Correlacionando los puntos de fusion de los productos obtenidos con
respecto a los proporcionados en la literatura quimica (Hensch vy
colaboradores 1975 y Martinez et al en 1998).

Relacionando una serie de cromatografias en capa fina empleando

diferentes sistemas de elusion, para cada molécula estudiada, en forma

comparativa con muestras autenticas.

Obteniendo el peso molecular exacto de cada derivado mediante el empleo
de EMAR / EMFAB”.

Determinando la composicion elemental, de cada uno de los derivados de

horminona, como consecuencia del punto anterior.
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Tabla 13. Datos fisicos y espectroscopicos comparativos, para identificar mediante
correlacion | -V.

P

PUNTO DE

FUSION (°C)

e

(o]

EMAR
e

% error

C

COMPOSICION
ELEMENTAL

H O

174

172-174

332.1992

332.1988

+1.3

20

28 |4

167

167- 169

315.1950

315.1960

122-122.5

120 -122

417.2271

417.2277

189-191

189.5-191

437.2318

437.2328

138.5-139

138-139

346.2140

346.2144

p = publicado; e = experimental; M** = i6n molecular ( peso molecular); [M+H]" = quasi i6n

molecular; o = observado; e = estimado.
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5.2. PARTE BIOLOGICA

En la Tabla 6 se presenta la concentracion minima inhibitoria presentada
por la horminona y 4 de sus derivados. Al realizar la prueba de ANOVA trifactorial,

se encontraron los siguientes resultados Tabla 14.

Las variables analizadas fueron Dosis, Compuestos y Cajas petri.

Del ANOVA realizado se determind que no existe diferencia significativa
entre las cajas p > 0.05, esto nos indica el adecuado manejo de la parte

experimental llevado a cabo durante la evaluacion.

La Tabla 14, muestran los valores de p correspondientes a la significancia
de a variable compuestos, todos ellos fueron comparados con la oxitetraciclina. En
todos los casos se encuentra que hay diferencia significativa (p < 0.001) entre el
efecto debido a los compuestos evaluados con respecto al compuesto control. De
igual manera en esta misma tabla se presentan la correlacion existente entre las
dosis evaluadas y el efecto observado. En la mayoria de ellas hay una buena

dependencia entre ambas variables.

Respecto a la sensibilidad de las bacterias utilizadas para esta evaluacion y
de acuerdo a los resultados obtenidos por el método del MIC, se determin6 que

las bacterias Gram positivas son mas sensibles que las Gram negativo.

Respecto al analisis los resultados observado para el derivado V, el cambio
de la funcion hidroxi de la posiciéon 12 del derivado V por un grupo metoxilo,
modifica en gran medida el efecto bacteriostatico de la molécula de horminona,
esto puede deberse posiblemente a al cambio de polaridad generado a partir de la

modificacion.
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Aunque con los demas derivados obtenidos, también se modifican las
propiedades fisicoquimicas, el tamano del compuesto V es menor a los
compuestos Ill y IV, lo que podria favorecer de alguna manera que estas
moléculas difundan a través de los canales hidofilicos de porinas y ejerzan su
efecto en el ribosoma, esto en el caso de las bacterias Gram negativas. En el caso
de las bacterias Gram positivas no se conoce a detalle el mecanismo involucrado

en el transporte de tetraciclinas. ***

Tabla 14. Valores de significancia p, y correlacion para los compuestos activos |,
MyV

Clavibacter michiganense subsp.
sepedonicum 9850

Erwinia carotovora subsp.
carotovora 15359

Pseudomonas syringae van Hall
pathovar tomato 10862

Xanthomonas campestris 13951

Erwinia carotovora

Pseudomonas syringae

Xanthomonas campestris

Los resultados mostrados por la deshidrohorminona concuerdan con lo
publicado (Martinez y colaboradores en 1998), proponen que la molécula carece

de actividad antimicrobiana, debido a la ausencia del grupo hidroxilo en el C7.
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Asi mismo, lo anterior se puede fundamentar con los estudios realizados
por (Saenger et al 1999, Chopra 2001 y Nicolas 2002) donde se reporta que para
que las tetraciclinas atraviesen la pared celular de la bacteriana y ejercer su accion
antimicrobiana a nivel ribosomal, necesitan quelarse los atomos oxigenos de las
posiciones 11 y 12 con i6n Mg*2 La deshidrohorminona al no tener un atomo de
oxigeno unido en el carbono 7, no puede quelarse con el ién Mg*?, por lo que la
pérdida de la actividad antimicrobiana puede deberse tal vez a la anterior

consideracion.

Por dltimo, es importante mencionar que no se logré aislar la bacteria del
género Clavibacter, lo cual pudo deberse a que ésta se desarrolla lentamente, o
tal vez los frutos no la contenian o el método que utilice para separarla, no fue el

adecuado.
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6. CONCLUSIONES

» Se aislé horminona de la raiz del espécimen vegetal Salvia reptans Jack.

» Se obtuvieron los derivados correspondientes de las reacciones clasicas de
acetilacion, benzoilacion, metilacion y deshidratacion a partir de la

horminona

» Se evalub el efecto bactericida de la horminona y sus derivados sobre
cepas patdgenas de los frutos y tubérculo en cuestion, encontrandose que
las bacterias ATCC Pseudomonas syringae van Hall pathovar tomato
10862, Xanthomonas campestris 13951, Pseudomonas syringae,
Xanthomonas campestris, presentaron sensibilidad al compuesto metilacio y
Clavibacter michiganense subsp. sepedonicum 9850 y Erwinia carotovora
subsp carotovora 15359 y Erwinia carotovora fueron sensibles unicamente

a la horminona, todas ellas se compararon con la oxitetraciclina

obteniéndose una p < 0.005.
» Se propone llevar a cabo lo siguiente:

o Pruebas de las moléculas sobre frutos para aumentar el tiempo de

vida de anaquel.

o Estudios de inocuidad de la horminona y sus derivados para que los

frutos tratados puedan ser comestibles.
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Ac,0
AcOEt
APTS
ATCC
BzCl
CF
CCF
CH2N;
C=
MIC
DNA
AH
EMAR
EMIE
EMFAB

FRUTO

GLOSARIO

GLOSARIO

Anhidrido Acético

Acetato de Etilo.

Acido p-Toluensulfénico.

Colecciéon de Cepas Tipo Americano.

Cloruro de Benzoilo.

Cromatografia en Columna Tipo “Flash”.

Cromatografia en Capa Fina.

Diazometano.

Carbonilo.

Concentracion Minima Inhibitoria.

Acido Desoxirribonucléico.

Calor de Formacion.

Espectrometria de masas de alta resolucion.

Espectrometria de Masas por Medio de Impacto Electrénico.
Espectrometria de Masas Mediante Bombardeo con Atomos
Rapidos.

Ovario maduro de una flor de estructura comestible y jugosa, como la
ciruela, manzana, uva o durazno; aunque los ejotes, calabazas
pepinos y jitomates o los granos como el maiz, cebada, trigo y otros

cereales también son frutos, esto desde el punto de vista botanico.

HORTALIZA Se refiere a un vegetal, legumbre o planta comestible y/o raiz como

KB
Me
Mg+
NBY
NGA
OH

el betabel, papa, rdbano, zanahoria.

Agar B de King.

Metilo.

I6n Magnesio (+2).

Caldo Nutritivo Extracto de Levadura Agar.
Agar Nutritivo Glucosa

Hidroxilo.
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GLOSARIO

Pl
PSI
Py
REA
RNAmM
RNA t
RNATr

v

Vi
YDC
YNA

Punto de Fusion.

Potencial de lonizacion.

Pound square inch (libras por pulgada cuadrada, unidad de presion).
Piridina.

Relacion Estructura-Actividad.

Acido Ribonucléico Mensajero

Acido Ribonucléico de Transferencia

Acido Ribonucléico Ribosomal

Horminona: (7a,12-dihidroxi-13-isopropil-18c,193,20B-trimetilabieta-
8, 12-dien-11,14-diona).

Producto de Deshidratacién: (12-hidroxi-13-isopropil-18c.,193, 20pB-
trimetilabieta-6, 8,12-trien-11,14-diona).

Producto de Acetilacion: (7a-12-diacetoxi-13-isopropil-18a,19p, 20-
trimetilabieta-8-12-dien-11, 14-diona).

Producto de Benzoilacion: (7a-hidroxi-12-benciloxi-13-isopropil-18c,
19B- trimetilabieta-8, 12-dien-11, 14-diona).

Producto de Metilacién: (7a-hidroxi-12-metoxi-I3-isopropil-18a, 198,
20pB- trimetilabieta-8,12-dien-11, l4diona).

Oxitetraciclina

Extracto de Levadura—Dextrosa-CaCO;

Agar nutritivo extracto de levadura
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8. APENDICE

8.1. MEDIOS DE CULTIVO PARA AISLAMIENTO

8.1.1 NGA-Agar nutritivo glucosa q/L
Extracto de carne 3.0
Peptona 5.0
Glucosa 2.5
Agar 15.0
8.1.2. YNA Medio agar nutritivo- a/L
extracto de levadura

Extracto de levadura S
Agar nutritivo 23

Esterilizar por autoclave a 115 Ib/ 11 min. Y vaciar en cajas.
Este medio generalmente se emplea para aislar bacterias del material
vegetal, es Util para especies de Xanthomonas. *

8.1.3. NBY Caldo nutritivo-agar a/L
extracto de levadura

Caldo nutritivo 8.0
Extracto de levadura 2.0
KoHPO, 2.0
KH,PO4 0.5
Glucosa 256
Agar 15.0

Después de esterilizar el medio, se enfria aproximadamente a 40-45 °C, se
le adicionan 1 mL de solucién 1 M de MgSQ4e7 H20 (estéril). ™
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8.1.4. YGM glL

Extracto de levadura 2.0
Glucosa 2.5
KoHPO4 0.25
KH,PO4 0.25
MgSO4e7H,0 0.1
MnSO4 0.015
NaCl 0.05
FeSO4e7H20 0.005
Oxoid Agar No 3 15.0

Este medio es recomendado para el aislamiento de C. m Subsp.
sepedonicus y Xanthomonas. *

8.2. MEDIOS DE CULTIVO DIFERENCIALES

8.2.1. KB Agar B de King glL
Peptona proteasa 20.0
K2HPO4 1.5
MgSOg4e7 H0O 1.5
Glicerol 15.0
Agar 15.0
8.2.2. TTC alL
Peptona 10
Caseina hidrolizada 10
Glucosa 5
Agar 12
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Ajustar el pH a 7 y esterilizar en la forma normal, cuando el medio alcance
una temperatura de aproximadamente 45-50 °C adicionar solucién acuosa de
cloruro de tetrazolio al 1% para dar una concentracion final de 0.005%

Con este medio de cultivo se pueden detectar las bacterias virulentas y
avirulentas de Ralstonia solanacearumy P. S. pv phaseolicola. En el primer caso
las bacterias virulentas forman colonias blancas, fluidas, con centro rojo y para la

segunda, las cepas virulentas forman colonias rojas y las avirulentas blancas. *

8.2.3. YDC- Extracto de levadura

dextrosa-CaCOs. alL
Extracto de levadura 10.0
Dextrosa 20.0
CaCOj3 (polvo fino) 20.0
Agar 15.0

Para obtener un medio de cultivo color blanco con apariencia lechosa, el
carbonato de calcio debe de utilizarse en forma de polvo muy fino, de otra manera
puede formar un precipitado en la superficie.?

El medio se esteriliza a 10 PSI por una hora, se enfria a 50 °C en un bafio
Maria y se le adiciona el carbonato de calcio antes de vaciar a las cajas.

Este medio se utiliza para distinguir Xanthomonas y algunas especies de

Erwinia de entre Pseudomonas, Agrobacterium y otras especies de Erwinia. '

8.3. MEDIOS DE CULTIVO SELECTIVOS

8.3.1. Medio D 2 a/L
Glucosa 10
Caseina hidrolizada 4
Extracto de levadura 2
NH4CI 1
MgSOg4e7 H,O 3
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LiCl 5
Tris (Hidroximetil) amonio metano 1.2
Agar 15

Disuelva los ingredientes en el agua, ajuste el pH a 7-8 con HCI y esterilice.

Cuando el medo tenga una temperatura de 50 °C adicione:

Sulfato de polimixina 40 mg (300 unidades)
Azida de sodio 2 mg

Este medio se utiliza para el aislamiento de Corynebacterium y se debe
preparar al momento de emplearse para evitar que la azida y la polimixina se

descompongan con el tiempo.

8.3.2. Medio FPA a/L
Medio B de King 1 Litro
Polipectato de sodio 5

Esterilizar en autoclave, enfriar hasta 45 °C y adicionar una mezcla de los

siguientes antibiéticos en etanol al 70%.

a/L
Novobiocina 45 mg
Penicilina G 75 000 unidades
Ciclohexamida 75 mg

Se incuban a 27 °C, después del crecimiento, se examinan las cajas con luz
ultravioleta para marcar las colonias que producen pigmento. Posteriormente se le
adiciona solucion de bromuro de hexadecitrimetil amonio, para detectar las que
tengan actividad pectolitica. Una vez detectado esto, las colonias se deben de

sembrar inmediatamente en otro medi para evitar su muerte por el compuesto
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antes mencionado. Este medio se puede usar cuando se desea aislar a
Pseudomonas marginales, del suelo, semillas, insectos, etc. P syringae también
puede desarrollarse en este medio pero después de 4 o mas dias.

Este medio se utiliza para el aislamiento de Pseudomonas fuorescentes,

oxidasa positiva.

8.3.3. Medio KFT

Medio B de King 1L
Fuccina basica 9mL
Cloruro de trifenil tetrazolio 1.4 mg

Medio util para determinar Pseudomonas syringae pv tomato en semilas y
hojas de tomate.

8.3.4. Medio SX q/L
Almidén (soluble de papa) 1
Extracto de carne 5.0
Cloruro de amonio 2
K2HPO4 2
Violeta de metilo 1 mL*
Verde de metilo 2 mL**
Ciclohexamida 250 mg
Agar 15

* Solucién al 1% en etanol al 20%

** Solucion acuosa al 1%

Este medio se emplea para el aislamiento de X. campestris y aquellas

especies que hidrolizan el almiddn, ya sea a partir del material vegetal o suelo.
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8.3.4. Medio CVP

Precalentar un vaso de licuadora y adicionar 500 mL de agua destilada

calliente, agregar los siguientes reactivos con licuadora trabajado a baja velocidad.

alL
Solucion acuosa de cristal violeta al 1
0.07%
NaOH 1 N 4.5
Solucion acuosa de CaCl, al 10% 3
(recientemente preparada)
NaNO3
Agar 2

Calentar el agua a punto de ebullicion, licuar todos los ingredientes a alta
velocidad durante 15 segundos y luego disminuir la velocidad y agregar 9 g de
polipectato de sodio, aumentar la velocidad por otros 15 segundos. Transferir el
medio a un matraz de dos litros, taparlo con papel aluminio y esterilizar en

autoclave a 121°C por 15 minutos y vaciar en cajas petri.

Este medio de cultivo, es recomendable para el aislamiento de especies de

Erwinia con actividad pectolitica.

8.3. 5. MEDIOS DE CULTIVO PARA CARACTERIZACION

8.3.5.1. Produccién de acido de g/L
disacaridos

Peptona 10
Disacarido 10
Azul de bromotimol 0.02

La peptona y el indicador se disuelven en 995 mL de agua destilada. Ajuste

el IpH a 7 y esterilice en autoclave por 15 min a 15 libras de presion. El disacarido
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(sacarosa, lactosa o maltosa) , se disuelve en 5MI de agua, se adiciona al medio,

ya esterilizado a través de un filtro Millipore.

8.3.5.2. Medio HUG y LEIFSON

Peptona

NaCl

KoHPO4

Agar

Azul de bromotimol

Glucosa

all

2
5
0.3
3

0.03

10

Ell pH se ajusta a 7.1 antes de adicionar el agar. La glucosa se eteriliza por

filtracion Millipore.

8.3.5.3. Medio para la producciéon de
levana

Peptona

Extracto de carne
NaCl

KoHPO4

Agar

Azul de bromotimol

Glucosa

8.3.5.4. Medio para la hidrolisis de

almidon
Almidon soluble
Extracto

Agar

r.?r._.

0.3

0.03
10

alL

1%

16
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8.3.5.5. Medio para detectar actividad

lipolitica
Peptona
NaCl
CaCl,e2H,0
Tween 80

Agar

8.3.5.6. Medio de gelatina

Peptona
Extracto de carne
Gelatina
KoHPO4

APENDICE

15

alL
5
3

120

0.3

La gelatina se adiciona al agua y se deja hidratar durante 15-30 minutos,
luego se calienta para disolver la gelatina; posteriormente agregar y disolver los

otros constituyentes. Ajustar el pH a 7, vaciar a tubos y esterilizar a 115 °C durante

20 minutos.
8.3.5.7. Medio para la produccion de qlL
H2S
Peptona 15
Proteosa No. 3 agar 3
Acetato de plomo 2
Tiosulfato de sodio 0.08
Agar 14
8.3.5.8. Medio para la produccion de g/L
indol
Bacto riptona 10

Proteosa No. 3 agar

64



APENDICE

8.3.5.9. Urea ( Christensen) q/L

Peptona

NaCl

KH2PO4

Agar 20

Disolver los ingredientes mediante calentamiento, ajustar el pH a 6.8, filtrar
y esterilizar a 115 °C durante 20 minutos, posteriormente cuando el medio base
alcance la temperatura de 45-50 °C adicionar la glucosa y el rojo de fenol y la
urea, tratados previamente con vapor durante una hora y enfriar a 50-55 °C,

mezclar perfectamente y distribuir en tubos con el medio base.

Glucosa 1
Rojo de fenol al 0.2% 6 mL
Urea, 20% 100

Esterilizar por filtracién y agregar asépticamente a la base.

8.3.5.10. Urea al/L
NHsH2PO4 0.5
KoHPO4 0.4
MgSO4eH,0 0.2
NaCl 5
Extracto de levadura 0.01
Rojo de fenol 0.00016
Urea 20

Todos los ingredientes se disuelven en agua con excepcion de la urea y se
esterilizan en autoclave. Una vez frio el medio y en condiciones asépticas se le
adiciona la urea a través de un filtro Millipor, se mezcla bien y se distribuye en

tubos para medio.
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Una vez que los tubos han sido sembrados con la bacteria se incuban a 27
°C durante 14 dias y de ser posible con agitacion constante.
Un incremento en la alcalinidad indica una reaccién positiva y se hace

evidente por la aparicion de un color rojo magenta.

8.3.5.11. Arginina a/L
Peptona 1
KoHPO4 0.3
L (+) hidrocloruro de arginina 10
NaCl 5
Extracto de levadura 0.01
Rojo de fenol 3
Agar 3
8.3.5.12. Nitratos al/L
Nitrato de potasio 1

Extracto de carne

Bacto peptona

8.3.5.13. Citrato g/L
Citrato férrico de amonio 10
KoHPO4 0.5
MQSO4O7H20 0.5
CaCl 0.2
8.3.5.13. Citrato aq/L
Citrato de sodio (anhidro) 2
K2HPO4 1
NaCl 5
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MgSO407H20 0.2

NH4H2PO4 1
Azul de bromotimol 15 mL
Agar 20
8.3.5.14. Gluconato a/L
Peptona 1.5
Extracto de levadura

Gluconato de poasio 1
CaCl 40
8.3.5.15. Inclusiones de -B- alL
hidroxipurato

NH4H2PO4 1.0
KCI 0.2
MgSO4e7H,0 0.5
DL-B-Hiddroxibutirato 5
Proteosa peptona No.3 20
Ol. 1% de azul de nilo 1mL
NaOH 1N 4.5mL
Agar 17.5

Disolver lo singrediente4s y ajustar el pH a 7, después de esterilizar
adicionar una solucion de 20 g de glucosa en 100 mL de agua, esterilizada por

filtracion o por autoclave.

8.3.5.16. Medio para la determinacién q/lL
de biovares de Pseudomonas

solanacearum

NH4H-PO4 1.0
KCI 0.2
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MgSQ4e7H,0 1
Peptona 5
Azul de bromotimol 0.08
Agar 3

El medio se ajusta a un pH de 7-7.1 con NaOH (40%) y se distribuye en
frascos de 90 mL cada uno y se esterilizan en autoclave a 121°C/30 minutos.
Preparar 10 mL de solucién para cada uno de los carbohidratos a una
concentracion de 10%.

Los alcoholes se pueden esterilizar en autoclave a 100°C por 20 minuros y

la lactosa y maltosa deben ser esterilizadas por filtracion.

8.3.5.17. Medio de tolerancia al cloruro de sodio.

Tubos con caldo nutritivo-glucosa con diferentes concentraciones de NaCl
(por ejemplo 1, 2, 3, 4, y 5 p/v), esterilizados a 121 °C durante 15 minutos. Se
siembra la bacteria en cuestion y después del periodo de incubacion se checa si

hay o no crecimiento.

8.3.5.18. Medio de tolerancia al cloruro de tetrazolio.

Agar nutritivo en volimenes de 100mL, se esterilizan a 121 °C por 15
minutos. Cuando la temperatura del medio llega aproximadamente a 50 °C
adicionar solucién acuosa de cloruro de tetrazolio (esterilizar por filtracion) para

dar una concentracion final de 0.02% y 0.1% en cada caja.
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