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Resumen

Los microorganismos viven en ambientes naturales, donde su
crecimiento es afectado tanto por las interacciones con otras
poblaciones como por las caracteristicas fisicas y quimicas de su
entorno. Consecuencia de esas interacciones, se originan productos
naturales que pueden ser producidos a partir del metabolismo primario
o secundario de los microorganismos, los metabolitos secundarios con
actividades bioldgicas variadas juegan un papel importante en su
sobrevivencia. Se estudié la actividad antimicrobiana de
microorganismos asociados a diversas estructuras de Magnolia dealbata
Zucc. muestreadas en la region central del estado de Veracruz, México.
Se aislaron 52 hongos y 55 cepas bacterianas, de las cuales trece
mostraron actividad para inhibir el crecimiento de otros
microorganismos. El presente estudio abundd en la identificacion de
dos cepas bacterianas, una de ellas productora de un efecto inhibitorio
frente a bacterias Gram negativas y positivas (Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Micrococcus luteus); y un microorganismo de crecimiento
masivo que se identific6 mdas tarde como B. weihenstephanensis. El
andlisis de la secuencia nucleotidica del gen 16S identificé a la cepa
productora de dicho efecto antibacteriano como una especie no
pigmentada de Serratia marcescens. Los experimentos realizados
muestran que el efecto bactericida por parte de la misma reside sdlo
cuando se encuentra en contacto con el microorganismo sensible. Se
realizaron pruebas de los metabolitos producidos por S. marcescenes
que han sido reportados por otros autores y las pruebas fueron
positivas a presencia de proteasas, DNasa, bacteriocinas, actividad litica
y biosurfactante. Los resultados de experimentos empleando
zimografias SDS-PAGE muestran que la actividad proteolitica estd dada
por moléculas asociadas a membrana y citosol con tamafios
aproximados a 60 kDa y que la actividad litica, evidenciada por la accion
de dos proteinas de pesos moleculares aproximados a 32 y 38 kDa,
posiblemente sea la responsable del efecto antibacteriano encontrado
en este estudio.



Introduccion

Los microorganismos, también denominados microbios, son seres vivos diminutos que
individualmente suelen ser demasiado pequefos para ser observados a simple vista. El
grupo incluye a bacterias, hongos, protozoarios y algas microscépicas (Tortora et al.,

2007).

Los microorganismos pueden ser considerados en términos generales en base a
dos criterios que son antagdnicos. Uno corresponde a la produccion de compuestos
biolégicamente activos que actian a favor del bienestar de la poblacién y otro
completamente distinto que corresponde a los efectos perjudiciales que ocasionan,
directamente asociados a la produccién de enfermedades, tanto en el hombre como en
los animales, y que también se pueden extender al deterioro producido sobre

alimentos y materiales diversos.

El uso de antimicrobianos es parte del principio de un gran investigador de la
microbiologia, Paul Ehrlich, quien tuvo una idea que para ese momento fue toda una
revolucién. El hablaba de una “bala méagica”; su concepcién tan particular era una
situacion similar a lo que hace una bala, pero capaz de matar a microorganismos dentro
de un organismo sin causarle dafio. Este concepto nacié a principios del siglo XX,
cuando apenas se habia conocido la existencia de los microorganismos.
Indudablemente Ehrlich inicid y desarrollé el camino de los agentes quimioterapéuticos

(Romero, 2007).

En 1928, Alexander Fleming comenzd la era de los medicamentos antimicrobianos
cuando descubridé en una placa de Petri sembrada con Staphylococcus aureus, que un
compuesto producido por un moho mataba a las bacterias. El microorganismo fue
identificado como Penicillium notatum, el cual produjo un agente activo al que se le

denominé penicilina (Demain & Sanchez, 2009).
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Introduccion

Ma3s tarde, la penicilina fue aislada como un polvo de color amarillo y utilizada
como un potente compuesto antibacteriano durante la Segunda Guerra Mundial.
Empleando el método de Fleming, otras sustancias de origen natural, tales como
cloranfenicol y estreptomicina, fueron aislados posteriormente (Demain & Sanchez,

2009).

Los microorganismos viven en ambientes naturales, donde su crecimiento es
afectado tanto por las interacciones con otras poblaciones como por las caracteristicas
fisicas y quimicas de su entorno. Consecuencia de esas interacciones, se producen
productos naturales con aplicaciones industriales que pueden ser producidos a partir
del metabolismo primario o secundario de los organismos vivos (plantas, animales o
microorganismos). Los metabolitos secundarios, con actividades bioldgicas variadas,
juegan un papel importante en su sobrevivencia en el medio ambiente en que habitan

(Manziy Mayz, 2003).

En las dltimas 2 décadas, la investigacion en la academia y la industria ha hecho
uso de la biologia molecular, la genética y la gendmica comparativa, lo que ha llevado al
desarrollo de tecnologias clave para el descubrimiento de nuevos agentes
antibacterianos. El objetivo primordial de todos los métodos en uso hoy en dia es
descubrir compuestos quimicos nuevos con novedosos mecanismos de accion frente a

patdgenos resistentes a los antimicrobianos (Pathania & Brown, 2008).
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Marco Tedrico

Uno de los objetivos de los microbidlogos es comprender los procesos que ocurren en
los sistemas microbianos y, a través de ése conocimiento, disefiar métodos mediante

los cuales su efecto benéfico pueda ser aumentado y el perjudicial reducido.

El descubrimiento y desarrollo de la penicilina como un farmaco util en la practica
clinica en las décadas de los afios 30 y 40’s abrid la puerta a la utilizacion de
microorganismos como fuente de moléculas naturales, que en el mejor de los casos
podian ser usados directamente como farmacos, o constituir puntos de partida para el
desarrollo de derivados sintéticos o semi-sintéticos con potencial para llegar a fase
clinica. Es asi como los microbios han hecho una contribucién notable a la salud de los
humanos y a su bienestar a través de la historia, pues ademds de producir metabolitos
primarios como son las vitaminas, aminoacidos y nucledtidos, son capaces de hacer
metabolitos secundarios. Estos metabolitos son compuestos de bajo peso molecular
que son sintetizados generalmente en la fase tardia del crecimiento y aun cuando
parecen no ser necesarios para el desarrollo de los mismos, les confieren ventajas de

supervivencia en su hébitat (Madigan et al., 2009; Demain & Sdnchez, 2009).

Las posibles interacciones (antagdnicas, sinérgicas, etc.) entre los
microorganismos y otros sistemas vivientes a través de sus metabolitos secundarios es
enorme, y las mismas constituyen una fuente inagotable para la obtencidn de nuevos
metabolitos activos. El estudio de estas interacciones ha posibilitado que en Ia
actualidad se conozca un gran numero de metabolitos secundarios de origen
microbiano y de naturaleza diferente a los antibidticos, que presentan un variado
espectro de actividades bioldgicas, entre los que se incluyen: inhibidores enzimaticos,
agentes farmacoldgicos e inmunoldgicamente activos, toxinas, pesticidas, herbicidas,
antiparasitarios, hormonas, factores de crecimiento, iondforos, antioxidantes,
biosurfactantes y radioprotectores, que han servido de sustento a la industria agricola,

farmacoldgica y biotecnoldgica (Brizuela et al., 1998; Manzi & Mayz, 2003).



Marco Tedrico

Debido a las mejoras técnicas en los programas de deteccidn y aislamiento, el
nimero de compuestos naturales descubiertos excede 1 millén, del 50-60% son
producidos por plantas (alcaloides, flavonoides, terpenoides, esteroides,
carbohidratos, etc.) y un 5% tienen origen microbiano. A la fecha han sido aislados unos
22, 500 compuestos con actividad bioldgica a partir de los sistemas microbianos; de
entre ellos, un 45% son producidos por actinomicetos, un 38% por hongos y un 17% por
bacterias unicelulares. De los 25 fdrmacos mejor vendidos en el afio de 1997, 42% fueron
productos naturales y sus derivados, de éstos, un 67% fueron antibidticos (Demain &

Sdnchez, 2009).

En los ultimos 60 afos, el desarrollo de drogas antibacterianas ha sido enfocado
generalmente a dos principales estrategias: (i) el descubrimiento de compuestos a
partir de fuentes naturales (en particular bacterias del suelo del grupo de los
actinomicetos y hongos) y (ii) el desarrollo de moléculas antimicrobianas sintéticas. La
mayoria de los antibidticos de uso frecuente hoy en dia fueron descubiertos a
mediados del siglo pasado, incluyendo a los B-lactamicos, aminoglucdsidos, macrdlidos,
aminocumarinas, tetraciclinas, ionéforos, glicopéptidos y sus derivados semisintéticos.
Estos productos quimicos naturales que representan un bloque importante en la
mayoria de antibidticos usados hoy en dia en la clinicay agricultura, forman parte de la

moderna quimioterapia anti-infecciosa (Taylor & Wright, 2008).

Los microorganismos productores de compuestos con actividad bioldgica han
sido aislados de diferentes fuentes naturales incluyendo la tierra, el agua, el aire y las
plantas (Demain & Sdnchez, 2009). Ademas de la microbiota que poseen, las plantas por
si solas han proporcionado una fuente de inspiracidn para la sintesis de medicamentos
nuevos, ya que poseen una capacidad casi ilimitada para sintetizar compuestos
aromaticos, la mayoria de los cuales son fenoles. Muchos de ellos son metabolitos
secundarios, de los cuales al menos 12, 000 han sido aislados. En muchos casos, estas
sustancias funcionan como un mecanismo de defensa de la misma planta en contra de

la depredacion de microorganismos, insectos y herbivoros. Algunos, como los
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terpenoides, proveen a las plantas de aromas; otros (quinonas y taninos) son
responsables de la pigmentacién de la planta. Muchos compuestos son responsables
del sabor de las plantas (por ejemplo, el terpenoide capsaicina de los chiles), y algunas
de las mismas hierbas y especias son usadas por los seres humanos para la produccion

de alimentos y compuestos medicinales Gtiles (Murphy, 1999).

Todas las especies vegetales soportan el crecimiento de una diversidad
importante de microorganismos, especialmente bacterias y hongos, asociada a la
filésfera, la cual conforma lo que conocemos como microflora epifita. Estos
microorganismos epifitos se desarrollan en un ambiente muy hostil, basicamente a
expensas de los pocos nutrientes que exuda la planta. Su supervivencia depende en
buena parte de su adaptacién a condiciones ambientales extremas tales como amplias
fluctuaciones en la disponibilidad de agua, estrés osmdtico, cambios de temperatura y
exposicion a radiacion UV. Existe una gran cantidad de poblaciones microbianas
asociadas a estos nichos, debido a que el habitat aéreo creado a partir de la filésfera
proporciona una serie de nichos microbianos relativamente complejos, los cuales
frecuentemente superan el drea de colonizacién de la superficie del suelo (Medina et

al., 2009).

En cuanto a los microorganismos enddfitos, existen reportes cientificos en los
que mencionan que la presencia de éstos en la raiz de plantas como la cafa de azucary
el arroz, entre otras, promueven el crecimiento, debido a que participan en la
asimilacion y solubilizacién de nutrientes (incluidos nitrégeno y fésforo), y también por
producir reguladores de crecimiento de las plantas (auxinas, citocininas y etileno). Por
otra parte, el hecho de que organismos endéfitos colonicen nichos ecoldgicos similares
a los buscados por los microorganismos fitopatdgenos los convierte en agentes
potenciales para el control bioldgico, pues la inhibicidn del desarrollo de enfermedades
ocurre a través de la activacion de mecanismos de defensa intrinsecos de la planta
(resistencia inducible sistémica) promovidos por la presencia del endéfito, asi como por

la produccidon de una variedad de sustancias quimicas que controlan al patdgeno,
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Marco Tedrico

incrementando con esto la proteccidn y la capacidad de sobrevivencia de la planta. Es
claro que el grado de predominancia de estos mecanismos tiene consecuencias para la

ecologia evolutiva de las relaciones huésped-endéfito-patégeno (Martinez et al., 2010).

Ademas de la capacidad natural que poseen las plantas para generar metabolitos
secundarios, existen ciertos microorganismos endoéfitos que pueden producir los
compuestos quimicos que elabora su hospedero e incorporar la sintesis de éste como
parte de su metabolismo. Tal es el caso de Taxomyces andreanae, hongo endéfito del
arbol Taxus brevifolia (tejo del Pacifico), arbol de lento crecimiento encontrado en
suelos himedos cerca de corrientes y lagos en ciertas regiones del Pacifico noroeste.
En estudios hechos sobre cultivos viejos de T. andreanae se comprobd por
espectrometria de masas, inmunoquimica, métodos cromatograficos y técnicas

radioquimicas la presencia de taxol y taxanos (Stierle et al., 1993).

El taxol ha mostrado actividad antitumoral frente a padecimientos de cancer de
ovario y mama. Como se mencioné antes, Stierle y colaboradores (1993) comprobaron
que al igual que el arbol Taxus brevifolia, su hongo enddfito Taxomyces adreanae
produce taxol y derivados como parte natural de su metabolismo (Demain & Sanchez,
2009). Esto es importante, ya que la fuente primaria de este compuesto es el interior de
la corteza (floema- cambium) de T. brevifolia y sélo del 0.01 al 0.03% del peso seco del
floema es taxol, sin embargo, se requieren hasta 2g de taxol purificado para un
régimen completo de tratamiento antitumoral. El tema del suministro se complica adn
mas por la escasez del arbol de tejo. 11 especies del género Taxus sintetizan taxol, en
ambientes naturales los arboles son a menudo pequefios y situados en zonas remotas

(Stierle et al., 1993).

La buisqueda de microbios asociados al tejo que sean capaces de producir taxol
estd justificada por el hecho de que microorganismos asociados a plantas, pueden
producir compuestos que elaboran las mismas, como las giberelinas. Las rutas de la

biosintesis de las giberelinas en hongos y plantas superiores son idénticas (Stierle et al.,

1993).
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Un factor fundamental para el renovado interés de los antimicrobianos de
plantas en los ultimos 20 afios, ha sido el rapido ritmo de las especies en peligro de
extinciéon. Hay una disciplina cientifica conocida como etnobotanica o
etnofarmacologia, cuyo objetivo es utilizar la impresionante gama de conocimientos
reunidos por los pueblos indigenas acerca de productos animales y vegetales que han

sido usados para mantener la salud (Murphy, 1999).

Productos naturales con aplicacién industrial pueden ser formados a partir del
metabolismo primario o secundario de los organismos vivientes (plantas, animales o
microorganismos). El papel de los microorganismos en la produccidn de antibiéticos
para el tratamiento de enfermedades infecciosas ha sido dramatico. Sin embargo, el
desarrollo de resistencia hacia los mismos por parte de los microorganismos
patégenos, se ha convertido en un gran problema de salud a nivel mundial. Por tal
motivo cada dia son necesarios nuevos antimicrobianos para reemplazar a los actuales
en el combate contra los microorganismos dafiinos para el hombre. Los microbios
patégenos causan unos 17 millones de muertes al afio e innumerables enfermedades
que afectan el crecimiento econdmico, desarrollo y la prosperidad de nuestra sociedad

a nivel mundial (Taylor & Wright, 2008).

La busqueda de microorganismos con capacidad para generar biomoléculas
antibacterianas de interés industrial consiste en evaluar individualmente las sustancias
excretadas por el microorganismo en el medio. Diferentes métodos de laboratorio
pueden ser usados para determinar in vitro la susceptibilidad de bacterias ante agentes
microbianos, pero estos no son igualmente sensibles o no se basan en los mismos
principios, permitiendo que los resultados sean influenciados por el método
seleccionado, los microorganismos usados y el grado de solubilidad de cada compuesto

evaluado (Ramirez y Castaio, 2009).

Los métodos para evaluar la actividad antibacteriana estan clasificados, en tres
grupos principales: Métodos de difusidon, métodos de dilucién y bioautografia, un

cuarto método es el analisis conductimétrico, el cual detecta el crecimiento microbiano
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como un cambio en la conductividad eléctrica o impedancia del medio de cultivo. En
general se propone usar los métodos de difusién (en papel o en pozo) para estudiar
compuestos polares, y los métodos de dilucidn para sustancias polares y no polares. La
concentracion de bacterias usada para el estudio de susceptibilidad en el laboratorio ha
sido estandarizado en 5 x 105 unidades formadoras de colonias (ufc)/ml, lo cual
equivale a un patrén de 0.5 en la escala de Mac Farland. Es recomendable tomar el
inoculo de cultivos en la fase exponencial de crecimiento y siempre tomar 4 o 5
colonias de un cultivo puro para evitar seleccionar variantes atipicas (Ramirez y Castano,

2009).

Los medios de cultivo mas utilizados en dichas técnicas son el agar Mueller
Hinton y agar tripticasa soya, ya que sus componentes facilitan el crecimiento de
diferentes cepas bacterianas y mayor difusidn de las muestras. Algunos investigadores

utilizan el Agar Nutritivo (Ramirez y Castafio, 2009).

O e



Marco Tedrico

Familia Magnoliaceae

El nombre de la familia fue dado en honor a Pierre Magnol, un profesor de botanica y
medicina en Montpellier, Francia (1638-1715). Esta familia engloba alrededor de 220
especies de arboles caducifolios o perennifolios y arbustos clasificados en 7 géneros,
nativos de Asia y América, con largas y ostentosas flores que contienen las partes
reproductivas femeninas y masculinas. Las especies de esta familia son muy bien
conocidas por su importancia en la horticultura y las de algunos géneros por su uso en
la medicina tradicional, las especies son originarias en su mayoria de las regiones
templadas del Hemisferio Norte, extendiéndose hasta las zonas tropicales de Asia y
América. Aproximadamente el 80% de estas especies estan distribuidas en zonas
templadas y tropicales del sureste de Asia, desde el este de los Himalayas hasta Japdny
hacia la parte sur del Archipiélago Malayo hasta Nueva Guinea y Nueva Bretafia. El 20%
restante se encuentra en América, desde el templado sureste del norte de América
hasta Brasil en la América tropical. Todas las especies de América pertenecen a tres
géneros: Magnolia, Talauma vy Liriodendron, que ademds se encuentran en Asia y
presentan distribuciones discontinuas e independientes. Registros fdsiles indican que
la familia estuvo antiguamente mucho mas distribuida en el Hemisferio Norte, en

Groenlandia y Europa (Watanabe et al., 2002).

El género Magnolia contiene varias especies de importancia médica debido a que
es fuente de diversos compuestos bioldgicamente activos. Existen numerosos estudios
relacionados con la presencia de metabolitos secundarios, en particular de M. obovata,
M. biondii y M. officinalis, abundando en los componentes quimicos de ésta ultima, ya
que es una de las plantas medicinales importantes en la medicina tradicional China y

Japonesa (Sarker & Maruyama, 2002).
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Varias especies de este género, algunas provenientes del lejano este de Asia, han
sido usadas tradicionalmente para tratar varias enfermedades. Debido a su versatilidad
de aplicaciones (antifungicos, antimicrobianos e insecticidas) y a que se concentran en
corteza y hojas de la Magnolia, recientemente se les ha incorporado de manera
satisfactoria a los farmacos comerciales. Algunas otras especies producen maderas
valiosas y muchas otras se cultivan con fines ornamentales por la belleza de sus flores

(Lépez y Sanchez, 1998).
Compuestos activos de especies del género Magnolia

En distintas especies del género Magnolia se han desarrollado varios estudios dando
como resultado el aislamiento de componentes bioactivos, particularmente
compuestos bifendlicos como el honokiol y magnolol (Figura I). Existen diversas formas
en las que el honokiol puede tener un beneficio terapéutico, incluyendo su capacidad
para comportarse como un relajante muscular, tener efectos anti-inflamatorios,
antimicrobianos y actividad antioxidante. En la actualidad, ha quedado demostrado
con muiltiples estudios que el honokiol posee actividad como anticancerigeno (Leeman,
2002). Por otro lado, se sabe que el magnolol posee actividad antitumoral, efecto anti-

inflamatorio y analgésico (Sarker & Maruyama, 2002).

La corteza de Magnolia officinalis contiene tres grupos de compuestos
biolégicamente activos, alcaloides, aceites esenciales y bifenoles (Sarker & Maruyama,
2002). La determinacién cuantitativa por métodos analiticos diferentes, muestran que
el contenido de honokiol y magnolol en la corteza del tallo es de 2- 11% y de 0.3- 4.6%
respectivamente. Se ha observado que la corteza de la raiz contiene mas honokiol y

magnolol que la corteza del tallo (Sarker & Maruyama, 2002).
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Magnolia schiedeana y M. dealbata, son dos especies endémicas de México,
habitantes del bosque meséfilo de montafia, con problemas de extincidn, segun la
NOM-059-ECOL-2001. Son escasos los estudios afines para estas dos especies, que nos
lleven a un aprovechamiento fitosanitario de las mismas. Estudios previos han
analizado la actividad bioldgica de extractos crudos (de etanol y acetato de etilo) en
modelos bacterianos. Los resultados obtenidos abren la posibilidad de que los
extractos de polifoliculo y semilla, puedan ser empleados como fuentes de sustancias

bioactivas para el control de especies fitopatdgenas (Kotani et al., 2005).

OH

H2C=CHCH:z CH:CH=CH:

H2C=CHCH:

Figura I. Pintura de Magnolia obovata, tomada de un viejo libro japonés de plantas
medicinales, pintada cerca de 100 aios atrds. Estructura quimica de honokiol (A) y
magnolol (B) (Jui-Lung et al., 2010; Sarker & Maruyama, 2002).

Martinez et al. (2006) evaluaron extractos de M. dealbata Zucc. en los cuales
demostraron una respuesta ansiolitica, potencia hipndtica, efecto anti-convulsionante

y toxicidad.



Marco Tedrico

Magnolia dealbata Zucc.

Esta planta es un elemento propio de los bosques de niebla y endémico de México, las
poblaciones se localizan en climas templados entre los 1500 y 1800 metros sobre el
nivel del mar (msnm). Los individuos en la naturaleza se restringen solamente a 6
poblaciones, en estados del centro y este de México (Oaxaca, Querétaro, Veracruz,
Hidalgo y San Luis Potosi), las cuales se componen de unos cuantos individuos, con
excepcion de la poblaciéon de Coyopola en Veracruz. Magnolia dealbata es el Unico
representante de la seccidon Rytidospermum del género en México, tiene afinidades
con M. macrophylla del Norte de América (USA). Su caracter Unico ha sido confirmado
por estudios moleculares que la separan de manera concreta del resto de las especies

nativas de México (Velazco et al., 2008).

Magnolia dealbata Zucc. ha sido estudiada taxondmicamente, en aspectos de
ecologia y distribucidn, la conservacién y estado del habitat han sido tratados de
manera especifica por diversos autores. Esta especie estd situada en diversas
categorias de riesgo en la clasificacion nacional e internacional. Actualmente, la
legislacion mexicana la considera en peligro de extinciéon en la NOM-059-SEMARNAT-
2001 (DOF, 2002) y se encuentra en la categoria E de la IUCN Red Data Book (1980) y en
la categoria EN del IUCN Red Data Book (1994). Los factores causales del peligro en el
que se encuentra esta especie son la destruccidn del habitat, la produccion maderera 'y

la pobre regeneracion de su habitat (Velazco et al., 2008).

Magnolia dealbata fue usada en la industria maderera y ha sido usada con
propdsitos ornamentales, ademas de su uso en la medicina tradicional mexicana, la
corteza y las hojas son usadas para tratar problemas cardiacos, como tranquilizante,
anti-convulsionante (Martinez et al., 2006) y antiepiléptico. Existen varios estudios que

apoyan la hipodtesis de que M. dealbata Zucc. posee actividad a nivel del SNC.

En cultivos in vitro de Magnolia dealbata Zucc. se ha observado la produccion de

honokiol y magnolol (Dominguez et al., 2009).
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La identificacién en Microbiologia consiste en la asignacién de un microorganismo

a un taxdn segun una clasificacion establecida.

Un esquema de clasificacién proporciona una lista de caracteristicas y un método
de comparacidn para ayudar a la identificacién de un organismo. La mayor parte de los
procariontes no poseen caracteristicas morfoldgicas distintivas ni siquiera una gran
variacion en el tamafio y la forma. En consecuencia, los microbidlogos han desarrollado
varios métodos para evaluar las reacciones metabdlicas y otras caracteristicas para

identificar a los procariontes (Tortora et al., 2007).

En microbiologia, las caracteristicas fenotipicas comprenden aspectos
morfoldgicos, metabdlicos, fisioldgicos, etc. Estos parametros suelen ser suficientes
para la identificacion de un microorganismo. Sin embargo, existen casos en los que
especies pertenecientes a un mismo taxdén son genéticamente diferentes y dificiles de
clasificar mediante métodos fenotipicos. Gracias a los avances en las técnicas de
biologia molecular, actualmente es posible identificar microorganismos por sus
caracteristicas genotipicas. Los métodos mds importantes utilizados para este fin
incluyen el contenido de G+C, la hibridacion ADN-ADN, los patrones de enzimas de
restriccién, el polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccién (RFLP), la
electroforesis en gel de campo pulsétil (PFGE), diversas técnicas que estudian el
polimorfismo de fragmentos amplificados y la secuenciaciéon de ADN del ARN
ribosomal (ARNr). Esta ultima es la mejor manera de comparar las secuencias de ADN

de dos 0 mas microorganismos (Liébanad, 2004).
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Identificacion y Taxonomia bacteriana

Para determinar las verdaderas relaciones evolutivas entre organismos, es esencial
elegir las moléculas adecuadas para los estudios de secuenciacion. Esto es importante
por varios motivos. Primero, la molécula debe ser universalmente distribuida en el
grupo elegido para ser estudiado. Segundo, deben ser funcionalmente homdlogos en
cada organismo; las comparaciones filogenéticas deben realizarse con moléculas de
idéntica funcién. Tercero, resulta crucial poder alinear apropiadamente las dos
moléculas a fin de identificar regiones tanto con homologia como con variacién de
secuencia. Finalmente, la secuencia de la molécula elegida deberia cambiar con una
velocidad de cambio molécula lenta; demasiado cambio tiende a enturbiar el registro

evolutivo (Madigan et al., 2009).

Se han evaluado muchas moléculas como cronédmetros moleculares y con ellas se
han realizado estudios de comparacién de secuencias a fin de generar drboles
filogenéticos. Estas moléculas incluyen a varios citocromos, proteinas de hierro y azufre
tales como las ferredoxinas, y genes de otras proteinas y de los ARNs ribosémicos. Sin
embargo, los genes que codifican los ARNs ribosémicos, componentes clave del
sistema de traduccion; la ATPasa, complejo enzimatico de membrana que puede
sintetizar e hidrolizar ATP; y la RecA, proteina requerida para la recombinacidon
genética, son los que han proporcionado la informacidn genética mas significativa
sobre los microorganismos. Todas estas moléculas probablemente eran esenciales
incluso para las células mas primitivas y asi, la variacion de secuencia en los genes que
las codifican, permite profundizar en el registro evolutivo. Actualmente los estudios se
centran en el estudio del crondmetro molecular mds ampliamente utilizado, el ARN

ribosémico (Madigan et al., 2009).

Debido a la probable antigiiedad de la maquinaria sintetizadora de proteinas, y
por varias otras razones, los ARNs ribosdmicos son moléculas excelentes para discernir
las relaciones evolutivas entre los seres vivos. Los ARNs ribosémicos son

funcionalmente constantes, estdn universalmente distribuidos y su secuencia esta
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moderadamente bien conservada a través de amplias distancias filogenéticas. Hay tres
moléculas de RNA ribosédmico, que en procariotas tienen tamafios de 5S, 16S y 23S (“S”
indica el coeficiente de sedimentacién “Svedberg”). Los ARNr bacterianos grandes 16S
y 23S (con aproximadamente 1500 y 2900 nucledtidos, respectivamente) contienen
varias regiones de secuencia altamente conservada que resulta util para obtener
alineamientos de secuencia apropiados. Dado que el ARN 16S es mas manejable
experimentalmente que el 23S, se ha utilizado preferentemente para desarrollar la
filogenia y taxonomia en procariotas. EIl ARNr 16S es un polirribonucleétido de
aproximadamente 1,500 pb, codificado por el gen rrs, también denominado ADN
ribosomal 16S (ADNr 16S). Como cualquier secuencia de nucleétidos de cadena sencilla,
el ARNr 16S se pliega en una estructura secundaria, caracterizada por la presencia de
segmentos de doble cadena, alternando con regiones de cadena sencilla (Figura Il). En
eucariotas el ARNr 18S es la macromolécula equivalente. Dado que los ARNr 16 y 18S
proceden de las subunidades pequefias de los ribosomas, el acrénimo ARNr SSU (del
inglés, small subunit) se utiliza para ambos. Los ARNr SSU se encuentran altamente
conservados, presentando regiones comunes a todos los organismos, pero contiene
ademds variaciones que se concentran en zonas especificas (Liébana, 2004). Su
aplicacién como cronédmetro molecular fue propuesta por Carl Woese (Universidad de
lllinois) a principios de la década de los 70’s. Los estudios de Woese originaron la
division de los procariotas en dos grupos o reinos: Eubacteria y Archaeobacteria, cuya
divergencia es tan profunda como la encontrada entre ellos y los eucariotas. Ademas,
permitieron establecer las divisiones mayoritarias y subdivisiones dentro de ambos
reinos. Posteriormente, Woese introdujo el término dominio para sustituir al reino
como categoria taxonémica de rango superior, y distribuyé a los organismos celulares
en tres dominios: Bacteria, Archaea y Eukarya, el ultimo de los cuales engloba a todos
los seres eucariotas. Desde entonces, el anadlisis de los ARNr 16S se ha utilizado
ampliamente para establecer las relaciones filogenéticas dentro del mundo procariota,
causando un profundo impacto en nuestra visién de la evolucién y, como consecuencia,

en la clasificacidn e identificaciéon bacteriana (Madigan et al., 2009).
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Figura Il. Estructura secundaria del ARNr 16S. Las hélices comunes a todos los seres vivos,
denominadas hélices universales, se numeran de la 1 a la 48, en orden de aparicidn a partir
del extremo 5°. Las hélices especificas de procariotas se indican con Pa-b, donde a es el
numero de la hélice universal precedente y b el nimero de serie. Las regiones
relativamente conservadas se presentan en negrita. Las regiones variables, en lineas finas,
se designan V1-V9, teniendo en cuenta que V4 es exclusiva de eucariotas. Las regiones que
se muestran en lineas discontinuas sdlo estdn presentes en un numero limitado de
estructuras (Rodicio y Mendoza, 2004).
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Justificacion

Dadas las condiciones restringidas de las poblaciones naturales y el bajo nimero de
individuos presentes en ellas, la especie mexicana endémica Magnolia dealbata Zucc.
estd situada en diversas categorias de riesgo en la clasificacién nacional e internacional.
Esta especie, utilizada en la medicina tradicional mexicana y estudiada desde el punto
de vista taxonémico, ecoldgico, de distribucion, conservacion y estado del habitat, ha
sido tratada de manera especifica por varios autores, asi como el anadlisis de sus
extractos. Sin embargo, no hay antecedente alguno del estudio de su microbiota y por
tal motivo, éste trabajo pretende dar una aproximaciéon de las especies microbianas
asociadas a esta planta medicinal, con potencial para producir compuestos con
actividad antibacteriana; y en el mejor de los casos, establecer un antecedente para el
aprovechamiento del mismo. Es importante resaltar que la identificacion vy
caracterizacion de microorganismos aislados de ambientes vegetales, constituyen un
potencial para investigaciones aplicadas a la produccion de compuestos

antibacterianos.



Hipdtesis y objetivos

Hipétesis

Alguno de los microorganismos asociados a Magnolia delbata Zucc. mostrara actividad

antimicrobiana.

Objetivo general

Aislar microorganismos asociados a distintas estructuras de la especie Magnolia
dealbata Zucc. por su capacidad para producir compuestos con actividad antibacteriana

e identificar alguna(s) cepa(s) de interés.

Objetivos particulares

= Aislar poblaciones microbianas asociadas a la raiz, corteza de tallo, hoja y fruto

de Magnolia dealbata Zucc.

* Evaluar el potencial de los microorganismos aislados para producir compuestos

con actividad antimicrobiana.

* |dentificar a las cepas bacterianas de interés, mediante la secuencia de sus

genes ADNr 16S y pruebas bioquimicas adicionales.

* Determinar la naturaleza del compuesto antibacteriano.
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Materiales y Métodos

Sitio de colecta

El sitio de colecta se encuentra localizado en las coordenadas siguientes 19° 21°05.9” N
y 97° 03730.8” W (Figura IV), entre las localidades de Ixhuacan de los Reyes y Coatepec,

en el estado de Veracruz, Méx. a una altura aproximada de 1591 msnm.

Ixhuacan de los Reyes tiene una extensién de 114.33 Km?, se encuentra ubicado en
la zona central del estado de Veracruz (Figura lll), sobre las estribaciones de la Sierra
Madre Oriental a una altura aproximada de 1800 msnm, posee un clima templado-
regular con una temperatura promedio de 22.5° C, la precipitacion pluvial media anual
es de 1,807.3 milimetros. Los ecosistemas que coexisten en el municipio son de tipo
perennifolia con especies de palo barranca, dlamo, alamillo, ceiba, palo de baqueta,
encino blanco, rojo y negro, donde se desarrolla una fauna compuesta por poblaciones
de conejos, tlacuaches, ardillas, armadillos, zorras y mapaches. Esta localidad limita al
Norte con Xico; al Este con Teocelo y Cosautlan de Carbajal; al Oeste con Ayahualulco 'y

al Sur con el Estado de Puebla (Arias, 1992).

Coatepec se encuentra en la zona centro del estado de Veracruz, cercano al Cofre
de Perote a una altura de 1200 msnm. Limita al Norte con los municipios de Xalapa,
Acajete y Tlalnelhuayocan; al Sur con Teocelo, Tlaltetela y Jalcomulco; al Este con

Emiliano Zapata y al Oeste con Perote y Xico.
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México

[J Ixhuacan de los Reyes

Figura lll. Mapa de la Republica Mexicana. En rojo el estado de Veracruz y en amarillo
Ixhuacdn de los reyes (Centro Estatal de Estudios Municipales).
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Figura IV. Mapa del sitio de colecta sefialando la region de Ixhuacdn de Los Reyes.
Localidad ubicada en la region central del estado de Veracruz (Google maps. 2011).
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Trabajo de campo y laboratorio

El presente trabajo de campo y laboratorio (inmediato a la colecta) fue realizado por la

estudiante de maestria Silvia Margarita Guzman Trampe en Septiembre del 2009.

Se ubicaron dos ejemplares de la especie Magnolia dealbata Zucc. (~3 % y ~12 m)

entre las localidades antes mencionadas y se tomaron muestras de ramas, hojas, frutos,

raiz y corteza del tallo. Las muestras fueron suspendidas en agua estéril y

transportadas en ambiente frio. 24 h posteriores a la colecta, las muestras fueron

procesadas de la siguiente manera:

o

o

De las hojas, fruto y corteza de tallo, previamente lavadas con jabdén y
enjuagadas con agua destilada estéril, se obtuvieron fragmentos de
aproximadamente 3 cm de largo. Los fragmentos de hoja se obtuvieron
realizando cortes paralelos a la superficie foliar con el fin de exponer el tejido
parenquimatoso. En el caso de las muestras lavadas de rama y raiz, éstas fueron

cortadas verticalmente por la mitad para dejar expuesto el tejido vascular.

Los cortes se depositaron en cajas petri con medio Agar Nutritivo (NA, Anexo I) y
medio Czapeck-Cloranfenicol 25 pg/ml (Anexo 1), para favorecer el crecimiento
bacteriano y fungal respectivamente. Las muestras se incubaron 24 h a 29°C para
la busqueda de las bacterias y 7 dias para el caso de los hongos, al cabo de los
cuales se observd el crecimiento de los microorganismos. El fruto, rama y

corteza de tallo, se sembraron del lado opuesto al tejido cominmente expuesto.

Transcurridas 24 h, se observo el crecimiento bacteriano y se tomd muestra de
aquellas colonias macroscépicamente diferentes entre si, que lograron crecer lo

mas cercano al material bioldgico con el que se inoculd.

Se realizé una separacion parcial y visual de las cepas de hongos y bacterias. A las
cepas bacterianas se les realizé tincién de Gram y se observd su morfologia al
microscopio dptico.
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Pruebas de susceptibilidad microbiana

Con el fin de determinar si las cepas aisladas eran capaces de inhibir el crecimiento de
otros microorganismos, se llevaron a cabo pruebas de antibiosis. Para ello se estrié
una linea de la cepa microbiana a evaluar, asemejando el didmetro de una caja con
medio Agar Nutritivo (NA, Anexo I), se incubd durante 24 h a 29°C, para obtener un
buen crecimiento y en su caso una buena producciéon y difusién del compuesto con

actividad antibacteriana.

Transcurrido el tiempo de incubacién, se inocularon por estria cruzada 5
microorganismos sensibles (Figura V). Se utilizé una bacteria Gram negativa: Escherichia
coli, tres Gram positivas: Micrococcus luteus, Bacillus subtilis y Staphylococcus
epidermidis y un eucarionte: la levadura Saccharomyces cerevisiae, previamente
cultivada en medio YMA (Yeast Malt Agar, Anexo I). Las cajas se incubaron nuevamente,
bajo las condiciones iniciales. Esto favorecid el crecimiento de los microorganismos

sensibles y la observacion de halos de inhibicién, segin el caso.

S. epidermidis

B. subtilis

5. epidermidi:
SR M. luteus

Figura V. Esquema de la prueba de antibiosis por estria cruzada. En rojo se muestra
el inéculo del microorganismo a evaluar.
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Se analizaron los diferentes patrones de inhibicién y se eligieron dos bacterias
para su posterior identificacion. Una de ellas productora de un compuesto de amplio

espectro, asi como una que atrajo el interés por su forma de crecimiento masivo.

Se realizé una identificacién preliminar del microorganismo mediante Ia
evaluacién y observacidn de caracteristicas como la morfologia colonial y celular,
tincion de Gram, tiempo y condiciones dptimas de crecimiento en medio sélido y
liquido; asi como la secuencia que codifica para la subunidad ribosomal 16S (ADNr 16S).
También se emplearon pruebas bioquimicas convencionales, como el sistema API

(Analytical Profile Index) 50CH.

Tincion de Gram

La tincién de Gram (Anexo I), es una tincién diferencial que nos permite distinguir entre
dos tipos diferentes de composicidn de pared bacteriana. En este caso, nos sirvié como
una primera aproximacion a la identificacion de los microorganismos de estudio.
Primero se realizé un frotis tomando una pequefia colonia con el asa bacterioldgica y
se colocd en un portaobjetos sobre una gota de agua, la muestra se fijé con calor. Una
vez fijada se aplicé el siguiente método estandar: 1) adicién de colorante cristal violeta,
durante un minuto. 2) adicién del mordiente Lugol, durante tres minutos. 3) adicién del
agente decolorante Alcohol-Acetona 70: 30, durante 20-30 segundos y 4) adicién del
colorante de contraste Safranina, durante un minuto. Entre cada uno de los pasos se
enjuagd con agua corriente. Una vez hechas las preparaciones se observaron al
microscopio éptico de campo claro usando los objetivos 10, 40 y 100X. De acuerdo a la

coloracidn se clasificé en bacteria Gram-positiva (violeta) o Gram-negativa (roja).

Los cultivos liquidos fueron realizados en matraces Erlenmeyer de 250 ml, con 50
ml de medio de cultivo y 0.2% de inoculo. Se incubaron a 29°C en agitacién constante,

180 RPM.
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Pruebas API (Analytical Profile Index)

En una caracterizacion de microorganismos, es deseable realizar diversas pruebas
bioquimicas que nos permitan discernir el grupo microbiano al que pertenece. Como
alternativa de identificacion al ADNr 16S, se emplearon sistemas de multipruebas
comerciales como APl 50 CH. Este es un sistema estandarizado compuesto por 50
ensayos bioquimicos (Tabla I) destinados al estudio del metabolismo de los hidratos de
carbono en los microorganismos, evidenciado por un cambio de coloraciéon de un

indicador en el medio.

Se empled APl 50 CHB/E Medium para la identificacion de los Bacillus y

microorganismos préximos de las Enterobacteriaceae y las Vibrionaceae (Biomérieux).

La lectura de las galerias se realizé a las 24 y 48 h, interpretado por el vire del
indicador rojo de fenol en el medio. Positivo (+), negativo (-) y dudoso (?); se anotaron

en la hoja de resultados.

Los resultados se introdujeron a un programa informatico en linea que sustenta
Biomérieux. Api web es un complemento esencial para la identificacion manual,
contiene toda las bases de datos API® regularmente actualizadas, permite ademas la
interpretacion de un gran nimero de perfiles a través de sus 600 especies de bacterias

y levaduras contenidas en su base de datos.
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Tabla I. Composicién de la galeria APl 50CH (Manual API, Biomérieux).

Tubo Ensayo Componentes activo CANT (mg/ cup.)
o TESTIGO -
1 GLY GLlcerol 1.64
2 ERY ERItritol 1.44
3 DARA D-ARAbinosa 1.4
4 LARA L-ARAbinosa 1.4
5 RIB D-RIBosa 1.4
6 DXYL D-XILosa 1.4
7 LXYL L-XILosa 1.4
8 ADO D-ADOnitol 1.36
9 MDX Metil-BD-Xilopiranosida 1.28
10 GAL D-GALactosa 1.4
1 GLU D-GLUcosa 1.56
12 FRU D-FRUctosa 1.4
13 MNE D-MamNosA 1.4
14 SBE L-SorBosA 1.4
15 RHA L-RHAmMnosa 1.36
16 DUL DULcitol 1.36
17 INO INOsitol 1.4
18 MAN D-MAN:;tol 1.36
19 SOR D-SORbitol 1.36
20 MDM Metil-aD-Manopiranosida 1.28
21 MDG Metil-aD-Glucopiranosida 1.28
22 NAG N-AcetilGlucosamina 1.28
23 AMY AMIgdalina 1.08
24 ARB ARButina 1.08
25 ESC ESCulina 1.16
citrato férrico 0.152
26 SAL SAlLicina 1.04
27 CEL D-CELobiosa 1.32
28 MAL D-MALtosa 1.4
29 LAC D-LACtosa (origen bovino) 1.4
30 MEL D-MELibiosa 1.32
31 SAC D-SACarosa 1.32
32 TRE D-TREhalosa 1.32
33 INU INUlina 1.28
34 MLZ D-MeleZitosa 1.32
35 RAF D-RAFinosa 1.56
36 AMD AlmiDdn 1.28
37 GLYG GLIc6Geno 1.28
38 XLT XiLiTol 1.4
39 GEN GENtiobiosa 0.5
40 TUR D-TURanosa 1.32
41 LYX D-LIXosa 1.4
42 TAG D-TAGatosa 1.4
43 DFUC D-FUCosa 1.28
44 LFUC L-FUCosa 1.28
45 DARL D-ARabitoL 1.4
46 LARL L-ARabitoL 1.4
47 GNT GlucoNaTo potdsico 1.84
48 2KG 2-CetoGluconato potdsico 2.12
49 5KG 5-CetoGluconato potasico 1.8
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Vitek 2

Este es un sistema microbioldgico automatizado, cuyo fin es identificar bacterias y
levaduras, ademas de hacer pruebas de susceptibilidad bacteriana. El sistema consiste
en un lector-incubadora, estuches de pruebas desechables (tarjetas), una unidad de

relleno y sellado, ademas de una estacidn de trabajo.

Con ayuda de un asa bacterioldgica se transfirié un nimero suficiente de colonias
de un cultivo puro de 24 h de crecimiento a 3 ml de solucién salina estéril (acuosa 0.50%
de Nadl, pH de 4.5 a 7.0) contenida en tubo de ensayo de plastico (12 x 75 mm). La
suspension se ajustd, empleando un DensiChekTM, de acuerdo a la tabla de turbidez
para la inoculacidn de tarjetas, 0.50 — 0.63 en la escala de Mc-Farland. Se programaron
las tarjetas y se introdujeron al equipo para su analisis (Figura VII). Una vez que se
prepara y estandariza el indculo, la unidad de relleno y sellado prepara las tarjetas para
la incubacidn, el contacto entre la tarjeta y el indculo se da a través de un tubo fino de
transferencia. El sistema lleva a cabo todas las tareas necesarias para completar la
identificacion: dilucidn del indculo, llenado de la tarjeta, sellado y transferencia a la
incubadora, monitoreo de los cambios metabdlicos, transferencia de los resultados a la

estacion de trabajo y descarte de las tarjetas de prueba.

La tarjeta (Figura VI) contiene 64 pozos en miniatura que a su vez contienen, ya
sea un sustrato quimico para productos de identificacion o varias concentraciones de
antibidticos en productos de susceptibilidad; tienen un cédigo de barras de fabrica y
cuentan con un tubo de transferencia insertado. Cada pozo del sistema es examinado
por escaner de 10 a 14 veces cada 15 minutos, lo cual permite hacer un analisis cinético

preciso.

Existen 4 tarjetas de reactivos: a) GN - Fermentacién de bacterias Gram-negativos
y bacilos no fermentadores; b) GP - Cocos Gram-positivos y bacilos no formadores de
esporas; ) YST - Levaduras y organismos similares; d) BCL - Bacilos Gram-positivos
formadores de esporas. En este estudio se emplearon tarjetas tipo GN, GP.
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Figura VI. Tarjeta reactivo del equipo Vitek 2.

Figura VII. Equipo Vitek 2, cartuchos introducidos al equipo para el andlisis de las

muestras (Biomérieux).
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Extraccion de ADN genémico

Con el fin de llevar a cabo la identificacion molecular de las cepas bacterianas de
interés, fue necesario el aislamiento de ADN gendmico total. La extraccién de ADN
gendmico se realizé mediante el protocolo Mini-Prep (Wilson, 1987; Anexo Il). Una vez
obtenido el pellet seco de ADN, se adiciond 100 pl de agua milli-Q estéril y se dejo
hidratar 2 h previo a la electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (Anexo Il), elaborado

como lo sefiala Ausubel et al., 1991, Wilson, 198;.

Reaccién en cadena de la ADN polimerasa

La caracterizacion molecular, puede realizarse utilizando diferentes tipos de pruebas.
La mds empleada es la secuenciacion de ADNr 16S. Para hacer dicha secuenciacion se
decidié amplificar el gen 16S bacteriano utilizando la técnica de PCR. Las regiones
conservadas del ADNr 16S, facilitan el disefio de oligonucledtidos iniciadores (20 nt,
aproximadamente). Se emplearon cebadores universales para amplificar la regién del
gen ADNr 16S de bacterias. En un ambiente frio se prepard la mezcla de reaccién (Tabla
I) y finalmente los tubos fueron colocados en un Termociclador GeneAmp PCR System
2400. Se empled de forma preliminar el ciclo de amplificacién disefiado para una cepa
de Streptomyces (Figura VIIl), bacteria Gram-positiva con alto contenido de GC en su
genoma. Para lograr una mayor eficiencia de la enzima Taq polimerasa (Applied

Biosystem), se hizo un “Hotstart” de 5 min antes de iniciar el primer ciclo.
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Tabla Il. Mezcla de reaccién para la PCR.

Reactivo uL
DNA (100 ng/ ) 2
Buffer 10X 5
dNTPs (1.25mM) 8
Oligo Forward (20pmol/ ) 1
Oligo reverse (20pmol/ 1) 1
Mgcl, (25 mM) 2.5
Taq polimerasa (500 u) 1
H,O ultrapure 29.5
Volumen final 50

(Fw): Prepared Jan 2006, 446.96 pg, 11021.2 pg/umole, CCGAATTCGTCGACAA
CAGAGTTTGATCCTGGCTCA (36pb), 15.81 OD, 40.63 nmole, Invitrogen.

(Rev): Prepared Jan 2006, 270.75 pg, 10149.6 pg/pmole, CCCGGGATCCAAGCTTAA
GGAGGTGATCCAGCC (33pb), Invitrogen.

Taq DNA Polymerase (recombinant) BioTecMol: 5 u/pl, 100 u, Store at -20°C.

1 Hold 35 Ciclos 2 Hold

g94.0°C g4.0°C

72.0°C 72.0°C

g:oomin | o:30 min
56.5°C / 2:00min | 7:00 min

1.0 Min

4.0°C

Figura VIII. Ciclo de amplificacién en Termociclador. Se inicié con un Hotstart de 5
min a 94°C, seguido por 35 ciclos de amplificacién, se dio una extensién final de 72 °C por 7
min y se deja que la temperatura descienda hasta 4°C.
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Purificacién del producto de PCR

Para obtener una secuencia completa del gen amplificado, se pensé en clonar dicho
gen en un plasmido para productos de PCR. Por ello, el primer paso fue la purificacién
del fragmento (Anexo Il). Después de la PCR se corrié un gel de agarosa al 0.8% para
observar la presencia y tamafo del amplicdn esperado. Una vez observado, se cortd la
banda y se purific6 empleando dos métodos, columna de fibra de vidrio y por kit de
QIAGEN. Se corrid otro gel de agarosa (0.8%) para corroborar la presencia de la banda

purificada.
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Figura IX. Mapa y puntos de referencia en la secuencia, pGEM-T Easy Vector.

Ligacion con plasmido para productos de PCR: pGEM-T easy

El fragmento de ADN amplificado por la PCR se introdujo a un vector, pGEM T-easy
(Figura IX), utilizando ADN ligasa T4 (Tabla Ill). Este vector es un sistema empleado para
clonar productos de PCR vy, entre otras cosas, es usual para la secuenciacion de los
fragmentos clonados. Es un vector de bajo peso molecular (3,015 pb) y de alto nimero
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de copias. Su replicacidn en E. coli, otorga resistencia a ampicilina, lo cual permitid la
seleccion de colonias con el inserto gracias a la interrupcién del gen que codifica para la
B-galactosidasa.

Tabla lll. Mezcla para la ligacidn.

Reactivo Reaccién estandar (ul)  Control Positivo (pl)

Buffer de ligacién rdpida 2X, T4 DNA 5.0 5.0

ligase

Vector pGEM-T Easy (50ng) 1.0 1.0
Producto de PCR X -

Control inserto ADN - 2.0

Ligasa T4 ADN 1.0 1.0

Agua desionizada/ volumen final 10.0 10.0

Electroporacion

La construccidn del pldsmido pGEM-T Easy con el gen 16S fue transformado por
electroporacion a células electrocompetentes de la cepa de E. coli DH5a (Anexo II). La
electroporacion es un método que consiste en la introduccion de material genético
extracelular a una célula competente por el debilitamiento de su pared celular. Las
células competentes DH5a fueron transformadas mediante un choque eléctrico (1.25
kV, 4 milisegundos), se agregd medio LB mds glucosa 100 mM para estabilizar a las
células después del choque y se incubd en agitacion a 37°C. Transcurrida 1 h se
sembraron dichas células en cajas con medio LB suplementadas con los siguientes
reactivos en las concentraciones requeridas: ampicilina 150 pg/ml; X-Gal (5-Bromo-4-
chloro-Indoly-B-D-Galactoside) 40 pg/ml e IPTG (Isopropyl-beta-thio galactopyranoside)
60 pl por 250 ml de medio. Después del crecimiento bacteriano, las colonias que
contenian el inserto se seleccionaron macroscépicamente, por la diferencia de color
que produce la degradacion del X-Gal. Se realizéd un mini-prep empleando el Boiling
Method o bien el de lisis alcalina (Ausubel et al. 1991). Se corrieron geles de agarosa

(0.8%) para verificar el aislamiento de los plasmidos.
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Digestion y secuenciaciéon

Se empled la enzima de restriccion Eco Rl para verificar la construccién por digestion
(Tabla IV). Se centrifugd la mezcla durante 30 segundos a 13, 200 RPM. Se incubd 1 h a
37°C para favorecer la actividad enzimdtica. El resultado de dicha digestién fue
analizada por electroforesis en gel de agarosa al 0.8% y de esta forma fueron
identificadas dos bandas, una perteneciente al ADNr 16s = 1500 pb y otra al pldsmido

pGEM T-easy = 3000 pb.

Tabla IV. Mezcla de reaccion para la restriccién con Eco RI.

Reactivo ul
Sustrato DNA (pGEM-T Easy + ADN 16S) 4.0
Enzima de restriccién (Eco RI) 1.0
Agua libre de nucleasas 4.0
10X Buffer 1.0
Volumen final 10.0

Los pldsmidos recombinantes fueron ajustados a una concentracién de 150 pg/ml
y se secuenciaron utilizando como cebadores al promotor T7 y el terminador SP6. Las
secuencias nucleotidicas obtenidas fueron alineadas utilizando el programa Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST), que permite el alineamiento de secuencias de tipo local,
es capaz de comparar una secuencia problema con una base de datos. El algoritmo
encuentra las secuencias que tienen mayor parecido a la secuencia problema e incluso
es capaz de realizar pruebas estadisticas que proveen de un parametro para juzgar los

resultados obtenidos.

También se alinearon las secuencias en la base de datos del proyecto ribosémico
(RDP) el cual proporciona a los investigadores de bacterias y Archaea alineaciones de la

pequena subunidad del ARNr y herramientas para su analisis.

Una vez que se hubo identificado al microorganismo, se realizaron experimentos
que nos dirigieran a conocer la naturaleza compuesto responsable del efecto

antibacteriano.
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De acuerdo a la literatura, los compuestos producidos por la bacteria de estudio
resultan ser diversos, en base a esto se decidid realizar pruebas de los presuntos

generadores de dicho efecto antibacteriano.
Prueba de proteasas

La funcién de una proteasa es romper el enlace peptidico CO-NH por la introduccién de
agua en la molécula. Para detectar la produccidn de proteasas se empled caseina como
sustrato, ésta es la proteina que se encuentra presente en la leche y sus derivados. El
medio estd compuesto de Agar Nutritivo suplementado con caseina al 2%. Similar a
otras proteinas, la proteina de la leche es una suspensién coloidal que proporciona al

medio su color y opacidad porque desvia los rayos luminosos mas que transmitirlos.

Seguido de la inoculacién e incubacién de las placas a 29°C, los organismos
secretores de proteasas exhiben una zona de protedlisis, que es demostrada por un
area clara alrededor del crecimiento de la bacteria. La falta de opacidad alrededor del
crecimiento bacteriano refleja la actividad proteolitica y se considera una prueba
positiva. En ausencia de la actividad de proteasas, el medio que rodea al crecimiento

del organismo permanece opaco (Cappuccino & Sherman, 2008).
Hidrdlisis de lipidos

La degradacion de lipidos como triglicéridos es logrado por lipasas, enzimas hidroliticas
extracelulares que rompen los enlaces éster en la molécula por la adicidn de agua para
construir bloques de glicerol (un alcohol) y acidos grasos (Cappuccino & Sherman,

2008).

En esta prueba el medio de Agar Nutritivo fue complementado con el triglicérido
trioleina como sustrato lipidico. Trioleina forma una emulsidn cuando se dispersa en el
agar, produciendo un medio opaco que es necesario para la observacion de la actividad

exoenzimatica.
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Seguido de la inoculacién e incubacién de las placas de agar a 29°C, los
organismos que excretan lipasas muestran una zona de lipdlisis, que es denotada por
un drea clara alrededor del crecimiento de la bacteria. La pérdida de la opacidad es

resultado de la accién hidrolitica y representa una reaccidn positiva.
Prueba de DNasa

Se realizd la prueba de DNasa empleando DNase Test Agar, el cual contiene triptona
que proporciona nutrientes para el crecimiento. El cloruro de sodio mantiene el
equilibrio osmético. El alto nivel de 4cido desoxirribonucleico molecular hace posible la
deteccidon de la desoxirribonucleasa (DNasa) que despolimeriza el ADN. Después de la
incubacion del medio con la cepa de prueba, la placa se inundé con acido clorhidrico,
que causa la precipitacion del ADN polimerizado y hace al medio opaco. Los
organismos que degradan el ADN producen una zona transparente alrededor del drea

de crecimiento (Cappuccino & Sherman, 2008).
Prueba de bacteriocinas

Las bacteriocinas son derivadas del metabolismo, principalmente de algunas bacterias
acido lacticas (BAL), con funcién antimicrobiana. Son de naturaleza peptidica y afectan
a bacterias relacionadas con las que las producen. Se ha comprobado que pueden
actuar sobre bacterias patdgenas, especialmente en Gram-positivas y en algunas Gram-
negativas. Las bacteriocinas han sido encontradas en casi todas las especies
bacterianas acido lacticas examinadas hasta la fecha, y ain dentro de una especie

podrian ser producidas diferentes tipos de bacteriocinas (Lépez et al., 2008).

Se realizé la prueba de bacteriocinas por difusidn en agar. Las cajas se prepararon
usando 20 ml de agar (0.6%) nutritivo en el fondo y 15 ml de agar (1%) nutritivo mas el
del microorganismo sensible 0.1% embebido (Bacillus weihenstephanensis, B. subtilis, E.
coli, M. luteus) y haciendo pozos de 0.8 cm de didmetro aproximadamente en forma
equidistante. Cuando solidificd el agar se agregd 100 ul del sobrenadante a cada uno de
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los pozos. Las cajas se dejaron difundir una noche a 4°C para permitir la difusion de la
muestra y luego durante 24 h a temperatura Jptima del microorganismo

correspondiente para evaluar los halos de crecimiento formados.

Prueba de surfactante

Los biosurfactantes son compuestos producidos por microorganismos y presentan una
alta actividad de superficie y propiedades emulsificantes, ademds de tener baja
toxicidad y ser biodegradables. Estas propiedades los hacen utiles en varios procesos
biotecnolégicos, entre los cuales estan su aplicacién en la biorremediacidon de
ambientes contaminados. En este prueba se empled medio basal salino y se adiciond
CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio), azul de metileno y agar al 1.5%. Después

de incubar, se observaron halos translicidos.
Evaluacion de la actividad litica en SDS-PAGE

Con la finalidad de conocer la naturaleza de la actividad antibacteriana que present¢ el
microorganismo, identificado previamente, se realizaron diferentes experimentos en
SDS-PAGE, los cuales incluyen geles de actividad con diferentes sustratos

(zimogramas).

La electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) en presencia del detergente
anidnico dodecilsulfato sédico (SDS), es la técnica mdas usada para el andlisis de
proteinas. El SDS es un agente de solubilizacién muy eficaz para una amplia gama de

proteinas, incluyendo proteinas de membrana (Gonzdlez, 2010).

La zimografia es una técnica electroforética que permite observar actividad litica
debido a la copolimerizacion de la poliacrilamida con diversos sustratos. Después de
realizar la corrida electroforética de las muestras, el gel se lava y se incuba con un
buffer apropiado que favorece la actividad de dichas proteinas. El resultado de este
tipo de geles, es que, en la zona donde se ubica la actividad se observa, segun sea el

caso, degradacion del sustrato. Esta degradacion se revela tifiendo el gel con
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colorantes que tengan afinidad por proteinas y/o células viables, observando una zona

traslicida donde hubo actividad.
Obtencion de las fracciones

Se empleé biomasa de cultivos de 24 h (50 ml de caldo nutritivo), una vez lavada con
solucidn salina isotdnica se resuspendié en buffer Tris-HCl pH 8 y se ajustd a 2.5 de
densidad dptica (D.O.600 nm) (Muestra 1). 5 ml de la muestra fueron sometidos a
sonicacion bajo las siguientes condiciones: 20 pulsos de 20 seg a 30 Hz con 20 seg de
descanso (Thermo-Fisher Scientific F550 550 Sonic Dismembrator). Posteriormente la
mezcla se centrifugd por 25 min a 17,000 RPM a 4°C. De ésta manera se obtuvieron
residuos celulares y la fase citosdlica (Muestra 2, 3y 4), este Ultimo se resuspendié en
buffer de extraccidn (Anexo [), se sometid a ebullicién durante 5 min, se dejé enfriar a
temperatura ambiente y se centrifugd durante 40 min a 14,000 RPM a 4°C, se retird el
sobrenadante y se repitio el proceso de centrifugado. Finalmente se recuperd todo el
sobrenadante y la muestra fue pasada a través de una membrana de tamafio de corte
de 10 kDa con la finalidad de eliminar la mayor cantidad de SDS posible, se colectaron

ambas fases, mayor y menor a 10 kDa (Muestra 6 y 8).

Por otro lado, se ajusté 5 ml de células intactas en buffer de extracciéon a 2.5 de
D.O.¢00 nm Y fueron tratadas de la misma manera que los botones de las células rotas
por sonicacion, se obtuvieron y colectaron ambas fases, mayor y menor a 10 kDa

(Muestrasy 7).

Para la cuantificacion de proteina total, se utiliz6 el método descrito por
Bradford, empleando albimina de suero bovino (BSA) como proteina estandar

(Bradford, 1976).

Las 8 muestras obtenidas fueron cargadas en SDS-PAGE y zimogramas
renaturalizantes al 12%, utilizando como sustratos gelatina al 0.1% para determinar la
actividad proteoliotica y Micrococcus lysodeikticus ATCC 4698 (Sigma) al 0.2% para la

actividad litica. La electroforesis se realizé a 100 V constante, durante 1.5 h en una
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cadmara Mini-Protean Ill (Bio-Rad). Tras la corrida se sacé el gel de las placas de vidrio y
fue colocado en un recipiente, se hicieron tres lavados (5 min) con agua destilada en

agitacion suave y se realizaron los siguientes procedimientos para cada gel.

Gel 1: SDS-PAGE, perfil electroforético. El gel fue tefiido con solucién azul de
Coomassie (0.1%) durante 30 min, posteriormente se lavé con agua destilada y se
adiciond solucidn destefidora (Anexo I) hasta que las bandas se pudieron apreciar con

claridad.

Gel 2: Zimograma utilizando como sustrato gelatina. Gel de poliacrilamida
copolimerizado con gelatina soluble 0.1%, empleado para la identificacién de actividad
proteolitica. Una vez realizados los lavados pertinentes, el gel se incubd 12 h con buffer
de renaturalizacion a 37°C. Posteriormente al gel se le adiciond solucion azul de
metileno (Anexo 1) durante 2 h, se empled solucién destefidora (Anexo I) para la

completa visualizacién de las bandas con actividad proteolitica (zonas claras).

Gel 3: Zimograma utilizando como sustrato células. Se realizaron SDS-PAGE con M.
lysodeikticus para la evaluacidon de la actividad litica. Después de la electroforesis, el gel
se traté con solucién renaturalizante (Anexo 1) toda la noche en agitacién a 37°C. Se
enjuago y se tifid con solucién de azul de metileno (Anexo I) por 30 min en agitacion
suave, se recuperd el colorante y se destifid con agua destilada, tantas veces como fue

necesario hasta que se observaron zonas claras.

Las imagenes de los geles fueron analizadas para el cdlculo de los pesos

moleculares relativos con el software Quantity One 4.2.1 (Bio-Rad Ca, USA).

A la par, se evalud la actividad antibacteriana de las muestras frente a los
microorganismos sensibles (Bacillus subtilis, Escherichia coli y el microorganismo

identificado como B. weihenstephanensis) por difusion en agar.
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A partir de las secciones colectadas de Magnolia dealbata Zucc. se realizd el aislamiento
de los microorganismos asociados. De dicho aislamiento se obtuvieron 107
microorganismos, 55 bacterias y 52 hongos. Las tinciones de Gram de las bacterias

evidenciaron 17 tinciones positivas y 38 tinciones negativas.

Durante el proceso de aislamiento, atrajo la atencién un microorganismo
asociado a la corteza del tallo, ya que crecia de forma masiva en toda la superficie de la
caja Petri, lo que dificultd el aislamiento de algunos otros microorganismos asociados a
esta estructura que se encontraban en la misma caja. Este microorganismo, que
denominamos 2B, crece de forma rizoide, presenta un margen filamentoso vy
crecimiento ligeramente elevado en Agar Nutritivo (NA), al cabo de 48 h cubrié por

completo el medio sdlido, impidiendo el crecimiento de otras bacterias.

Las pruebas de antibiosis de las 55 bacterias aisladas se realizaron por estria
cruzada empleando 5 microorganismos sensibles (Figura X). Al llevar a cabo éste

experimento se observaron 14 patrones de inhibicién (Figura XI).

S. epidermidis
M. luteus

Figura X. Modelo de antibiosis.
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SZAS=ASE

13 14

Figura XI. Diagrama de los 14 patrones de inhibicién observados, la estria roja central
representa el crecimiento de la cepa bacteriana aislada a probar, las cinco lineas de
colores horizontales representan la estria de los microorganismos sensibles en el siguiente
orden: Micrococcus luteus (Morado), Saccharomyces cerevisiae (Café), Bacillus subtilis
(Verde), Escherichia coli (Naranja) y Staphylococcus epidermidis (Azul). Las lineas
aerografiadas representan el ligero crecimiento de la bacteria sensible.
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Como resultado de éste estudio se encontré que 42 cepas bacterianas aisladas
mostraron el patrén nimero uno (Figura XI, 1), en donde no se observé inhibicién, por
lo que no parecieron producir algin compuesto con actividad antimicrobiana o al
menos los cinco microorganismos empleados no son susceptibles a él, sin descartar la

posibilidad de que no sean las condiciones dptimas de produccidn.

Trece cepas bacterianas mostraron tener potencial para inhibir el crecimiento de
uno, dos, tres, cuatro e incluso a los cinco microorganismos sensibles empleados;
algunas con grandes halos de inhibicion, tal es el caso de la bacteria que presento el
patrén numero 6 (Figura XI, 2-14). Por otra parte, los hongos aislados y evaluados en las
condiciones de este estudio, no mostraron efecto inhibitorio; actualmente estan siendo
valorados por otros colegas, por lo que no seran mencionados los resultados

referentes a esta parte del estudio.

La cepa bacteriana que denominamos 1B ademds de presentar el patréon niumero
trece de inhibicidn, teniendo efecto antibacteriano frente a M. luteus, B. subtilis y E.
coli, adicionalmente produjo un efecto bactericida contra el microorganismo 2B,
mencionado anteriormente, que muestra crecimiento masivo (Figura Xll). En base a
estas observaciones los microorganismos 1B y 2B atrajeron nuestro interés, de tal
forma que, dentro de los objetivos establecidos en éste proyecto, se decidid identificar

y caracterizar a ambas cepas bacterianas.
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Figura XlI. Efecto inhibitorio de la cepa 1B frente a otros microorganismos. A: M. luteus; B:
B. subtilis; C: E. coli y D: 2B.

La identificacion de ambos microorganismos se inicid mediante la evaluacion y
andlisis de sus caracteristicas; se observé que la bacteria 1B es un cocobacilo Gram
negativo muy pequefio para ser bien apreciado por microscopia dptica (Figura Xlll, A),
las colonias en medio sélido (Agar Nutritivo) se aprecian de color blanco y de forma

redonda, con una ligera elevacién y bordes enteros.
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Figura XIIl. Fotografia de las tinciones de Gram vistas al microscopio dptico (100X). A)
Bacteria 1B, productora del compuesto antibacteriano; B) Cepa bacteriana de crecimiento
masivo (2B); C) Tincién de esporas con verde de malaquita de la bacteria 2B.

En cuanto a las observaciones realizadas a la bacteria 2B, ésta crece de forma
filamentosa, las colonias no son distinguibles y sdélo existen crecimientos aislados en
fases muy tempranas de crecimiento, dicho crecimiento presenta una ligera elevaciony
bordes filamentosos. Esta bacteria es Gram positiva (Figura Xlll, B) y se agrupa como
estreptobacilo, se observaron estructuras refringentes que parecian ser endosporas.
Para corroborar esto, se realizd una tincion selectiva de esporas con verde de
malaquita, en el frotis tefiido las endosporas se observaron de color verde dentro de
células rosadas (Figura Xlll, C). Las endosporas son formadas por bacilos Gram positivos
aerobios pertenecientes al género Bacillus y otros géneros relacionados, y por los Gram

positivos anaerobios del género Clostridium. Dado que los clostridios aerotolerantes
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rara vez forman esporas (Koneman et al., 2008) y ademds presentan una estructura
muy caracteristica, inferimos en las primeras observaciones que el microorganismo 2B

era un posible miembro del género Bacillus.

Las micrografias al Microscopio Electrénico de Barrido (Figura XIV), muestran que
la cepa 1B, productora del compuesto antibacteriano, es en efecto un cocobacilo muy
pequefio que no excede 1 pm de largo y menos de 0.5 um de ancho (Figura XIV, A). Las
mismas también permitieron visualizar que cada célula de la bacteria 2B mide
aproximadamente 2.5 pm de largo por 1.5 pm de ancho, ademas de poseer un ligera

cubierta traslicida que se debid al proceso deshidratacion, previo a las observaciones

(Figura X1V, B).

Figura XIV. Micrografias utilizando el Microscopio Electrénico de Barrido. A) Bacteria 1B; B)
Bacteria 2B. Las figuras de abajo, respectivamente, muestran una morfologia mds
detallada.
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Pruebas API

Una vez seleccionadas las cepas 1B y 2B, para los estudios de tipificacion subsecuentes,
se procedid a realizar pruebas bioquimicas. Las pruebas comerciales APl nos
permitieron llevar acabo el andlisis de la utilizacidon de 50 fuentes de carbono al mismo
tiempo. Como se menciond en materiales y métodos, se inocularon las dos cepas
seleccionadas en las galerias APl 50 CH y los resultados definitivos (Figura XV) fueron

leidos alas 24 hy 48 h (Tabla V).

Los resultados de las pruebas realizadas a la cepa 1B fueron cargados al programa
en linea, sin embargo, requeria de pruebas adicionales para poder discernir entre otras
posibles identificaciones, como los evaluados mediante la galeria API 20E. A través de
este experimento no se logrd la aproximacion a la identificacidn de la bacteria 1B, por lo

que se empled el equipo Vitek 2, cuyos resultados se muestran mas adelante.

El programa Apiweb identificé a la bacteria 2B como un posible Bacillus

thuringiensis. El taxédn mas significativo presenta 97% de identidad con B. cereus.

Bacillus thuringiensis es una bacteria Gram-positiva, aerobia estricta, que durante
su ciclo de vida presenta dos fases principales: crecimiento vegetativo y esporulacion.
Es considerada una bacteria ubicua, ya que se ha aislado de todas partes del mundo y
de muy diversos sistemas, como suelo, agua, hojas de plantas, insectos, etc. (Soberény
Bravo, 2009). Este microorganismo presenta un cuerpo paraesporal conocido como
cristal durante su fase de esporulacidn. Los cristales paraesporales son detectables al
microscopio dptico de contraste de fases y pueden estar constituidos por la agregacion

de una o varias proteinas.
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Se descarté que el microorganismo 2B fuera un posible Bacillus thuringiensis,
debido a que el cuerpo paraesporal no forma parte de su estructura durante la fase de

esporulacidn.

Figura XV. Fotogradfia de los resultados de la galeria APl 50 CH para la bacteria 2B incubada
durante 48 h.
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Tabla V. Resultados de las pruebas APl 50 CH, medio CHBJE.

Tubo Ensayo Componentes activo CANT Cepa Cepa
(mg/ cap.) 1B 2B
(0] TESTIGO - - -
1 GLY GLlcerol 1.64 + -
2 ERY ERItritol 1.44 - -
3 DARA D-ARAbinosa 1.4 - -
4 LARA L-ARAbinosa 1.4 + -
5 RIB D-RIBosa 1.4 + -
6 DXYL D-XILosa 1.4 + -
7 LXYL L-XILosa 1.4 - -
8 ADO D-ADOnitol 1.36 + -
9 MDX Metil-BD-Xilopiranosida 1.28 - -
10 GAL D-GALactosa 1.4 + -
1 GLU D-GLUcosa 1.56 - +
12 FRU D-FRUctosa 1.4 - +
13 MNE D-MamNosA 1.4 - -
14 SBE L-SorBosA 1.4 - -
15 RHA L-RHAmMnosa 1.36 - -
16 DUL DULcitol 1.36 - -
17 INO INOsitol 1.4 + -
18 MAN D-MAN:;tol 1.36 + -
19 SOR D-SORbitol 1.36 + -
20 MDM Metil-aD-Manopiranosida 1.28 - -
21 MDG Metil-aD-Glucopiranosida 1.28 - -
22 NAG N-AcetilGlucosamina 1.28 - +
23 AMY AMlgdalina 1.08 - -
24 ARB ARButina 1.08 - +
25 ESC ESCulina 1.16 + +
citrato férrico 0.152
26 SAL SAlLicina 1.04 - +
27 CEL D-CELobiosa 1.32 - -
28 MAL D-MALtosa 1.4 + +
29 LAC D-LACtosa (origen bovino) 1.4 - -
30 MEL D-MELibiosa 1.32 + -
31 SAC D-SACarosa 1.32 - +
32 TRE D-TREhalosa 1.32 - +
33 INU INUlina 1.28 - -
34 MLZ D-MeleZitosa 1.32 - -
35 RAF D-RAFinosa 1.56 - -
36 AMD AlmiDén 1.28 - +
37 GLYG GLIc6Geno 1.28 - +
38 XLT XiLiTol 1.4 + -
39 GEN GENtiobiosa 0.5 - -
40 TUR D-TURanosa 1.32 - -
41 LYX D-LIXosa 1.4 + -
42 TAG D-TAGatosa 1.4 - -
43 DFUC D-FUCosa 1.28 + -
44 LFUC L-FUCosa 1.28 - -
45 DARL D-ARabitoL 1.4 - -
46 LARL L-ARabitoL 1.4 - -
47 GNT GlucoNaTo potasico 1.84 - -
48 2KG 2-CetoGluconato potasico 2.12 - -
49 5KG 5-CetoGluconato potasico 1.8 - -
o000
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Vitek 2

Debido a que el sistema APIweb requeria pruebas adicionales para poder identificar al
microorganismo 1B, se recurrid a las pruebas de identificacion bacteriana que realiza de
forma automatizada el equipo Vitek 2, el cual identificé con un excelente nivel de

confianza (99%) a la cepa 1B como Serratia marcescens.

ADNTr 16S

Paralelo a los ensayos bioquimicos, se emplearon técnicas moleculares que nos
dirigieran a la identificacidon genotipica de ambas bacterias mediante el gen 16S. El
primer paso fue la extraccion del ADN gendmico y su posterior andlisis por
electroforesis en gel de agarosa 0.8%. La figura XVI, muestra el gel de agarosa posterior
a la electroforesis, en el primer carril se encuentra el marcador de peso molecular
GeneRuler 1 Kb DNA Ladder, en los cuatro carriles siguientes se observa el ADN

gendmico de las cepas bacterianas 1B (Carriles 2y 3) y 2B (Carriles 4 y 5).

1 23 E 5«

:
i

. genomico

— : ' Carril Figura XVI. Gel de agarosa

— . > 1: MPM (1kb)  tenfido con bromuro de etidio

. 4 2y3:1B que muestra el ADN gendmico
- 4y 5:2B de las cepas bacterianas de 1By
. 2B.
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Después de corroborar la buena condicion y pureza del ADN gendmico en el gel
de agarosa, se ajustd a una concentracidon de 100 ng/ul, para asi iniciar los ciclos de
reaccion en el termociclador. El andlisis de los fragmentos amplificados se realizé en
geles de agarosa al 0.8% (Figura XVIl), en él se observé una banda de = 1500 pb,

correspondientes al gen de interés (ADNr 16S bacteriano).

N
w

S
i

ADNT 16S
" (1500 pb)

|

Carril

1: MPM (1kb)
2y 3:1B
4y5:2B

Figura XVII. Gel de agarosa tenido con bromuro de etidio que muestra los productos de
PCR. Banda de = 1500 pb, correspondiente al ADNr 16S bacteriano.

Cuando se observé mds de una banda en el gel de los productos de PCR, se
realizé la purificacién de los fragmentos amplificados. El fragmento de ADN
amplificado por la PCR y purificado se clond en el vector, pGEM T-easy utilizando la
ligasa T4. La construccidon se transformé en Escherichia coli DH5a, lo que permitid la

seleccidn al azar de 28 colonias, por su resistencia a ampicilina.

49



Resultados y discusion

De las colonias seleccionadas se realizaron extracciones de ADN plasmidico, para
su andlisis por electroforesis en gel de agarosa (Figura XVIIl), en el cual se aprecian
bandas correspondientes a las diferentes conformaciones del pldsmido, algunos
superenrrollamientos y bandas que podrian corresponder a la construccidn cuyo peso
aproximado es de 4500 pb. El presente gel no muestra que el gen se haya insertado en

el plasmido, por tal motivo fue necesario el posterior analisis de restriccion.

bpng 1 ?]'37 2 5 -1‘1_;2’1-3—314-;5—16
u;ﬁj\-JH e et S oE\.J“
- - i
Carriles: _:,:-_““-.-—- - — =
1: MPM (1kb) & -

2-13: Extraccién células
transformadas 1B.

14-26: Extraccion células
transformadas 2B.

17: MPM d ~ 1300

AR L

FHINSS=S=-

EEERRERER

Figura XVIII. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Extraccion de ADN plasmidico de
colonias de E. coli DH5a transformadas.

Con el fin de verificar la presencia del ADN 16S, los plasmidos seleccionados
fueron sometidos a restriccion con la enzima Eco Rl (5000 u) ya que con ésta, es
posible liberar el ADN insertado (Figura XIX). En el caso de la bacteria 1B, se observa la
banda correspondiente al peso del plasmido y dos bandas cuya suma es el peso
aproximado al gen de interés (1500 pb). En la digestién del pldasmido con el inserto ADN
16S de la bacteria 2B (Figura XIX, carril 2) se aprecia la banda correspondiente al peso

del plasmido pGEM T-easy (3000 pb) y la del gen 16S de aproximadamente 1500 pb.
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Figura XIX. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de la digestion de pldsmidos
recombinantes con enzima Eco RI.

La digestion realizada corrobord que los fragmentos de interés se insertaron en el
plasmido de forma correcta y de esta manera fueron secuenciados utilizando oligos T7

(Forward) y SP6 (Reverse).

Las secuencias obtenidas de las cepas 1B y 2B se muestran en la Figura XX y XXI
respectivamente, en ellas se observa el alineamiento de tipo local (BLAST) con la

secuencia de maxima identidad de la base de datos.

e (Cepa 1B: Mostré 97% de cobertura y 99% de maxima identidad de 1535 pb
comparadas con la cepa bacteriana Serratia marcescens RJT del banco de genes,
con referencia EU233275.1 (Figura XX y XXII).

e (Cepa 2B: Mostré 97% de cobertura y 99% de maxima identidad de 1547 pb
comparadas con la cepa bacteriana Bacillus weihenstephanensis KBAB4 del
banco de genes, con referencia CP000903.1 (Figura XXI y XXIV).

51


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/159000105?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3H1DFJ5H013

Score

Identities = 1531/153% (99%), Gaps = 1/1535 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Shict
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Shict
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbict

Resultados y discusion

= 2747 bita (3046), Expect = 0.0
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980
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1080

1213

1200

1213

1200

1338

1320

1458

AGRGTTIGATCCTGGECTCAGAT T GRACGCTGGCGECAGGCTTARCACATGCARGT CRAGCGETAGCACAGGAGAGLTIGCTCICT GEGTGACGAGCGGLGEACGEETGAGTARIGICIGE

FECLELELETEE R E e e e b e et b e e e e e e e e e e e Le e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
BEAGTTIGATCCTGECTCAGAT T GARCGCTGECEECAGECT TARCACAT GOARGT CRAGCGETAGCACARGAGRGCT TGCTCT C T GEET GACGAGCGECGRACGEATGRGTARTRTCTRE

GARACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGEARACGGTAGCTARTACCECAT ARCGTCGCRAGACCARAGAGGEEEACCTICEEECCTCTIGCCAT CAGATGT GCCCAGRTGEGRTIAG

FECELLEEET TR e et e e e e e e e e e e e e e b e e e e e e e e e e e |
GRALCTGOCT AT GRRGEEEGAT AR CTACT G R CGETAGCTAR TR CCGCAT AR CRTCGC ARG CCAR R G GEEEERCCTTCREECCTCT T GCCAT CAGRT G T GCCCAGATGGEATTAS

CTAGTAGGTGEG6TARTGECT CACCTAGGCGACGAT CCCTAGCTGET LT GAGAGGAT GACCAGCCACACTGGARCT GAGACACGETCCAGRCTCCTACGGGRGECAGCAGT GEGGRATAT

FECELEEETEE R b e e e e e e e e e e e e ey e e e e e e e ey p e e e e e e e e e e e e
CTAGTAGETGEGETARTGECTCACCTAGGCGACGAT CCCTAGCTGETCT GAGAGEAT GACCAGCCACRCTGGARCT GRGACRCGGT CCAGRACTCCTACGEEAGGECAGCAGT GGGERATAT

TGCACRATGEECGCAAGCCTGAT GCAGCCATGOCGLGT TG I GARGARGGECCTICGEGET TG ARAGCACT T TCAGCGAGGAGEALGETGET GRAACTTARTACGT TCATCARTTGACGI TA

FEECEEE TR e e e bbb et e e e e e e e e e e e e e e e e e e P L e
TGO AT GGG ARG CT AT GO AGCCAT GC GG G TG T GARGARGECCTTCGEET TG TARAG A CT TTCAGCGAGGAGEARGET GETGAGCTTARTACGCTCATCARTTGACGTTA

CICGCAGAAGARGCACCGECTAACTCCGT GLCAGCAGCCGCGET AR ACGGEAGEGT GCAR GOGT TART CGEART TACT GEGCGTARAGCGCACGCAGGCGGI TIGTTARGICAGATGIGA

FELLTEEEEEE e e et e e e e e e e e e e e e e b e e e e e e e e bbb e e e e e e e e e e e e
CTCGCAGEAGRRGCRCCGGCTRACTCCET G CAGCRGCCGOEETRAT ACGEAGGET AR GO TARTCGGRRT TACT GAECCTARRGCGCACGIAGGCGETTTGT TARGTCAGRTCTGR

ARTCCCCGGEECTCAACCTGEGRACTGCAT TTGARACTGGCAAGCTAGAGI CTCGT AGAGEEEGGT AGART TNCCAGGTGTAGCGETGRART GCGT AGAGAT CTGGAGGAATACCGRIGEC
FECEREEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey e e e e e e e e e e e e e e e
AATCCCCGEE T RRCCTG6GRACTGCAT TTGARACT GG RAGCTAGAGT CTCGT AGAGEEGGGTAGRATT-COAGGTGTAGCGETGRRAT GOGTAGRGAT CTGGAGGRATACCGETGEE

GARGECGEECCCCCTGEACGRAGACTGRCGCT CAGET GCGARAGCET GEGEAGCARACAGEATTAGATACCCTGETAGI CCACGCT GI ARRCGAT GTCGAT TTGGAGETIGIGCCCTIGAG
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||IIIIIIIIIIIIIII||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
RAGGCGECCCCCTGGACGRAGACTGACGCT CAGGT GCGARAGCGT GLRGGAGIARACAGEATTAGATACCCTGATAGT CCACGCTGTARACGATGTCGATTTGGAGGTIGTGCCCTIGAS

GOGTGECTTCCGGAGCTARCGIGI TARAT CGACCGLCT GEGEAGT ACGECCGCARGETTRARACTCARR TGAATTGACGEGGGCCCGCACARGCGETGGAGCATGTGGTITARTTCGRIG

FECCLEEE R PP e e e b e e e e e e b e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
GCGRTGECTTCCGRRGCTARCGCGTTARRT CGRCCGCCT GEGEAGTACGRCCGCARGRTTARARCT CARR TRART TGACGEGGECCCECACARGCGET GAAGCATGTGRTTTARATTCGATG

CRRCGCGRAGRRCCTTACCTACTCTIGACATCORGRGRACTTTCCAGAGRT GGAT TG GCCTICGGGRACTCTGAGRACAGETGCTGLAT GGCTGICGT CAGCTCEGTIGTIGIGRARIGIT
FECEEEEEEEEE e e et e e e e e e ee e e e e e e e e e e e e e e e ey e e b e e e e e e e e e e e e
CARCGCGAAGRRCCTTACCTACT CTTGACAT CCAGRGRACT TTCCAGAGATGEAT TGGEI GCCTICGGGRAACTCTGAGACAGETGCTGCAT GGCTRICGTCAGCTCETGTIGTGRARTGIT

GEETTAAGT CCCGCARCGAGCGCARCCCTTATCCT I TG TGCCAGCGRT I CEECCGEGARCTCARRGGAGACTGCCAGTGAT ARACT GEAGEAAGGT GEGGATGRACGTCAAGT CATCATG
FECELEEEE R e e e e e bt b e e e et e e e e e e e e e v e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GEETTARGT CCCGCRACGAGCGCRACCCTTATCCT T TGT T GCCAGCGAT TCGECCGGGRACTCARRGGAGACT GCCAGTGATARACT GEAGGRAGGET GGGGATGRCGTCARGT CATCATG

GCCCTTACGRGTAGEECTACACACGTGCTACAATGECATATACARAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCARGCGEACCTCAT AR GTATGTCGTAGT CCGRATTIGEAGT CTGCARCT CGACT

PECLLLEEEEEE P e e e e e e b e e e e e e e e e e e e e e e e b e e e e b e e e e e e e e e e
GCCCTTACGAGTAGEECTACRCACGTGCTACARTGECATATACE R AGA G GCGRCCTCGCGRCAGCARGCGEACCTCATARAGTATGTCETAGTCOGGATTGEAGTCTGCRACTCGACT

GO TACGRGT AGEECTACACACGT GCTACAA T GG AT ATAC AR AGRGAAGCGRACC TG CGAGAG ARG GEACCTCAT AR RGT AT GTCGTAGT COGGRTIGEAGT CTGIRACTCGACT

FECELTEREEE e e e e e e e b e e e e e b e et e e e b e e e e e e e e e e e e e e e e e i e
GCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGIGCTACARTGGCATATACARAGRGARGCGACCTCGCRAGAGCARGCGEACCT CATAAAGT AT GTCGTAGT COGGAT T GRAGT CTGCARCT CRACT

CCRTGRAGTCGGARTCGCTAGTARTCGTAGAT CAGRAT GCTACGETGRATACGT TCCCGGGoCTIGTACACACCGCCCGT CACRCCAT GGGAGT GEETTGCRARAGRAGTAGETAGCTIA

FEEELEEE T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
CCRTGARGTCGERRT G TAGT AT CETAGAT CAGRATGCTACGETGARTACGTICCCGEGCCTIGTACACACCECCCETCACACCATGEGAGTGEET TGCARRAGARGTAGETAGCTTA

ACCTTCGGERGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACT GGGGTGAAGT CGTAACARGGT ARCCGTAGGGERACCTGOGECTGGATCACCTCCTT 1552

FECLERERERERERER e e e e e e e b e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ACCTICGEGRGEECGCTTACCRACTTTRTGAT TCATGACT GEEGTGARGT CETARCARGGT ARCCGTAGGGEARCCTGCGECTGGATCACCTCCTT 1534

Figura XX. Secuencia alineada del ADNr 16S (1535 pb) de la cepa bacteriana 1B
(Query) con Serratia marcescens RJT (Sbjct) del banco de genes, referencia

EU233275.1.
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Figura XXI. Secuencia alineada del ADNr 16S (1547 pb) de la cepa bacteriana 2B (Query)
con Bacillus weihenstephanensis KBAB4 (Sbjct) del banco de genes, referencia
CP000903.1.

Las secuencias fueron alineadas en la base de datos del proyecto ribosémico

(RDP). Nuevamente las cepas fueron identificadas como S. marcescens y B.

weihenstephanensis (Figura XXIIl y XXV).
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Accession Description :ﬁ; | ct?\::e;r:ie |_\ @ | i:l‘::r’:t
EU233275.1  Serratia marcescens strain RJT 165 ribosomal RNA gene, partial seque 2747 97% 0.0 99%
EF208030.1 Serratia marcescens strain A2 16S ribosomal RNA gene, partial seque 2745 97% 0.0 99%
EF134084.1  Serratia marcescens strain H3010 165 ribosomal RNA gene, partial se 2746 97% 0.0 99%
F1853424.1 Serratia marcescens strain MH6 165 ribosomal RNA gene, partial sequ 2742 98% 0.0 99%
EN253172.1  Serratia marcescens partial 165 rRNA gene, isolate GMX1 2742 97% 0.0 99%
GU188473.1 | Serratia marcescens strain SYBCO8 165 ribosomal RNA gene, partial « 2735 97% 0.0 99%
HM550852.1 | Serratia marcescens strain YH 165 ribosomal RNA gene, partial seque 2733 97% 0.0 99%
MR _036885.1  Serratia marcescens subsp. sakuensis strain KRED 16S ribosomal RNA 2733 97% 0.0 99%
F1475750.1 Serratia marcescens strain ZJB-09104 165 ribosomal RNA gene, parti: 2729 97% 0.0 99%
GU789548.1  Serratia marcescens strain SCQL 165 ribosomal RNA gene, partial sec 2713 97% 0.0 99%
5U826156.1  Serratia marcescens strain H14 165 nbosomal RNA gene, partial sequ 2713 96% 0.0 99%
EU221361.1  Serratia marcescens strain J2P3 165 ribosomal RNA gene, partial sequ 2709 97% 0.0 99%
EF208031.1  Serratia marcescens strain L1 165 ribosomal RNA gene, partial sequer 2709 97% 0.0 99%

Serratia marcescens gene for 165 rRNA, strain: HokM 2709 97% 0.0 99%

Serratia marcescens subsp. marcescens partial 165 rRNA gene, strair 2706 97% 0.0 99%

Serratia sp. endosymbiont of Nilaparvata lugens clone M280 165 ribos 2700 95% 0.0 99%
EMI63485.2  Serratia marcescens partial 165 rRMNA gene, strain BC16 2697 97% 0.0 99%
DO068791.1  Uncultured bacterium clone f4h7 165 ribosomal RNA gene, partial seq 2697 96% 0.0 99%
EM178865.2  Serratia sp. ptz- 16s partial 165 rRNA gene, clone ptz-16s 2693 99% 0.0 98%
HM590881.1 | Serratia marcescens strain SYBCTO02 165 ribosomal RNA gene, partial 2691 95% 0.0 98%
GU120658.1  Serratia sp. F3 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2691 96% 0.0 59%
AM403719.1  Serratia sp. EP28 165 rRNA gene 2691 95% 0.0 99%
AM396480.1  Serratia sp. ES-1 partial 165 rRNA gene, isolate ES-1 2691 95% 0.0 99%
DO0688%2.1 | Uncultured bacterium clone s2h10a 165 ribosomal RNA gene, partial s 2691 95% 0.0 99%
EM178314.1  Serratia marcescens partial 165 rRNA gene 2690 97% 0.0 98%
DO628026.1  Serratia sp. KMR-3 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2690 96% 0.0 99%
D0o058302.1  Uncultured bacterium clone f5h32 165 ribosomal RNA gene, partial se 2690 96% 0.0 99%

Figura XXII. Alineamiento del gen 16S bacteriano en Basic Local Alignment Search Tool

(BLAST) de la cepa bacteriana 1B.

Lineage:
Results for Query Sequence: unknown, 1460 unigue oligos

no rank Root (20) (match sequences)
domain Bacteria (20)
phylum “Protecbacteria™ (20)
class Gammaproteobacteria (20)
order "Enterobacterales” (20)
family Enterobacteriaceae (20)
genus Serratia (20)
5000119198  not calculated 0.9%5 1334 Serratia marcescens subsp. marcescens; N%; AF494202
5000462481 not_calculated 0.993 1262 uncultured gamma proteobacterum; LKC3_125.5%; AY510235
5000534880 not_calculated 0.991 1280 Serratia marcescens subsp. marcescens; GT5%6; AY732377
500085%121 not calculated 0.995 1304 Serratia sp. FLGBOZ2; EF155336
500085%122  not_calculated 0.9%5 1306 Serratia sp. FLGBE11; EF195337
5000859123  not_calculated 0.9%3 1305 Serratia sp. FLGE16; EF195338
500085%124 not calculated 0.9%5 1312 Serratia sp. FLGB17; EF19533%
500085%125  not_calculated 0.9%5 1304 Serratia sp. FLGBZ0; EF135340
5000859128  not_calculated 0.992 1312 Serratia sp. PRGEB09; EF195343
500085%132  not calculated 0.992 130% Serratia sp. PSGBOT; EF155347
500085%133  not_calculated 0.992 1311 Serratia sp. PSGB15; EF155348
5000859134  not calculated 0.9%5 1299 Serratia sp. PSGE18; EF19534%
500085%135  not_calculated 0.9%5 1306 Serratia sp. PSGE1Z; EF195350
5001098211 not_calculated 0.9%1 1366 bacterium BR115; EU60350%
5001263857  not calculated 0.9%1 1308 Serratia sp. RFME14; FJ266324
5001351588  not_calculated 0.9%1 1254 Serratia sp. G5-2-08; FJB16024
5001794328  not_calculated 0.9%1 1402 Serratia sp. endosymbiont of Milaparvata lugens; M280; GLI1244%8
5002223809 not calculated 0.9%5 1322 Serratia sp. OTII-7; GQ468400
5002223810 not_calculated 0.9%4 1290 Serratia sp. PKRS-2; GQ468401
5002238615  not_calculated 0.9%1 1366 uncultured bacterium; POME_T70_B31; HM440317

Figura XXIIl. Alineamiento del gen 16S bacteriano en Ribosomal Database Project (RDP) de
la cepa bacteriana 1B.
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Sequences producing significant alignments:

Accession ‘ Description | s%e | &el qﬂ%e |_\ & | iﬁr’n‘l
LCP0O00S03.1  Bacillus weihenstephanensis KBAB4, complete genome 2708 3.787e+04 97% 0.0 99%
AY572476.1  Bacillus sp. R39S 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2650 2690 97% 0.0 98%
AY853168.1  Bacillus sp. 4 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2688 2688 98% 0.0 98%
CPo01176.1  Bacillus cereus B4264, complete genome 2686 3.741e+04 97% 0.0 98%
AY572481.1  Bacillus sp. R325 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2686 2686 97% 0.0 98%
EF093131.1 Bacillus sp. VTT E-052910 165 ribosomal RNA gene, complete sequen 2684 2684 97% 0.0 99%
MR 024857.1  Bacillus weihenstephanensis strain DSM11821 165 ribosomal RNA, par 2684 2684 97% 0.0 99%
AM747230.1  Bacillus weihenstephanensis partial 165 rRNA gene and ITS1, strain W 2681 2681 96% 0.0 99%
AM747223.1  Bacillus mycoides partial 165 rRNA gene and ITS1, strain CIP 103472 2681 2681 96% 0.0 99%
D0345781.1  Bacillus weihenstephanensis strain MC67 165 ribosomal RNA gene, pa 2681 2681 97% 0.0 99%
AB247137.1  Bacillus cereus gene for 165 rRNA, partial sequence, strain:PDa-1 2681 2681 97% 0.0 98%
AY138273.1  Bacillus cereus strain G9667 16S ribosomal RNA gene, partial sequenc 2679 2679 97% 0.0 98%
AY138272.1  Bacillus cereus strain 2000031486 165 ribosomal RNA gene, partial se 2679 2679 97% 0.0 58%
GU726173.1  Bacillus cereus 165 ribosomal RNA gene, complete sequence 2677 2677 97% 0.0 98%
CP000227.1  Bacillus cereus Q1, complete genome 2677 3.466e+04 97% 0.0 98%
LCPO01186.1  Bacillus cereus 59842, complete genome 2677 3.465e+04 97% 0.0 58%
LCPO01177.1  Bacillus cereus AH187, complete genome 2677 3.731e+04 97% 0.0 98%
EUS15687.1  Bacillus cereus strain HY-2 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2677 2677 97% 0.0 98%
FM173664.1 Pseudomonas sp. CL3.1 partial 165 rRNA gene, isolate CL3.13 2677 2677 97% 0.0 98%
AM747228.1  Bacillus mycoides partial 165 rRNA gene and ITS1, strain SDA NFMO4 2677 2677 96% 0.0 99%
AY572483.1  Bacillus sp. R375 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2675 2675 97% 0.0 98%
A£B355685.1  Bacillus cereus gene for 165 rRNA, partial sequence, strain: 524 2673 2673 97% 0.0 58%
AY¥138230.1  Bacillus thuringiensis strain 2000031482 16S ribosomal RNA gene, par 2673 2673 97% 0.0 98%
A¥138288.1  Bacillus thuringiensis strain 2000031485 165 ribosomal RNA gene, par 2673 2673 97% 0.0 98%
A¥138288.1  Bacillus thuringiensis strain 2000031494 165 ribosomal RNA gene, par 2673 2673 97% 0.0 58%
AY138287.1  Bacillus thuringiensis strain 2000021496 165 ribosomal RNA gene, par 2673 2673 97% 0.0 98%
AY138286.1  Bacillus thuringiensis strain 2000031508 16S ribosomal RNA gene, par 2673 2673 97% 0.0 98%

Figura XXIV. Alineamiento del gen 16S bacteriano en Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) de la cepa bacteriana 2B.

Query Sequence: M2, 1354 unique oligos

Match hit format:

Lineage:

neo rank Root (0/20/5615916) (selected/match/total RDP sequences)
domain Bacteria (0/20/605188)
phylum "Firmicutes" (0/20/206763)
dass "Bacilli” (0/20/108750)
order Bacillales (0/20/72952)
family Bacillaceas (0/20/13359)
Enus Bacilus (0/20/9848)
]

oopoom

SODDD15288 not_calodated 0.937 1446
S0DD463191 not_calculated 0.930 14586

SODO711905  not calcudated 0.933 1489
SOD0%02193  not_cakoudated 0.937 1445
SOD0925574  not_cakoudated 0.932 1447
SOD0925675  not_calcudated 0.936 1447
SDD0925676  not_calculated 0.936 1447
SODD979462  not_calodated 0.936 1458
SD0D979464  not_caladated 0.945 1453
SDD0979466  not_calcdated 0.945 1453

S000979468  not_calcdated 0.945 1453
SODOS79470  not_calculated 0.940 1457
SOD0S79472  not_calculated 0.945 1458
SOD0579474  not_cakoudated 0.940 1457
S0D0979476  not_calculated 0.944 1453

(5 O o e o o o

Bacilius
Baciltus
Bacilius
Bacilius
Bacilius
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Baciltus
Bacilius
Bacilius
Bacillus

short 1D, orientation, similarity score, S_ab score, unigue common cligomers and sequence full name. More help is available.

weihenstephanensis (T); DSM11821; ABO21159
Sp. R395; AYE724756

weihenstephansnsis; MCAT; DQ3I4ET1

sp. VTT E-052910; EF093131

mycoides; SDA NFMO448; AM747228
mycoides; OP 103472; AM7T47229
weihenstephanensis; WSEC 10204; AM747230
welhenstephanensis KBAE4; CPODDS03
weaihenstephanensis KBAB4; CPODDS03
weihenstephanensis KEAE4; CPODOS03
weihenstephanensis KEAE4; CPODOS03
weaihenstephanensis KBAE4; CPOOCS03
weihenstephanensis KBAE4; CPODOS03
weihenstephanensis KBEAE4; CFODOS03
weihenstephanensis KEAE4; CPODDS03

Figura XXV. Alineamiento del gen 16S bacteriano en Ribosomal Database Project (RDP) de
la cepa bacteriana 2B.
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Serratia marcescens

Las especies de Serratia son singulares entre las enterobacterias por producir tres
enzimas hidroliticas: lipasa, gelatinasa y DNasa. S. marcescens es el miembro mas
importante del género, se observa como pequefnos bastoncillos, algunas veces casi
esféricos, de 0.5 por 0.5 a1 um, incidentemente solas y ocasionalmente en cadenas de
5 0 6 elementos. Son mdviles con cuatro flagelos peritricos y llegan a presentar de ocho
a diez cuando crecen de 20° a 25°C. La temperatura de crecimiento dptima para S.
marcescens es de 30-37°C, y la requerida para obtener una buena pigmentacion es de

27-30°C (Buchanan & Gibbons, 1974; Hejazi & Falkiner, 1997).

En medio sdlido con agar, forma colonias circulares, delgadas, granulares, blancas
que se convierten en rojo. En medio liquido crece generando turbidez, pudiendo
formar un anillo rojo en la superficie o una ligera pelicula y un sedimento gris. El habitat
de esta bacteria puede ser agua, suelo, aire, plantas, animales y alimentos, pues se
encuentra ampliamente distribuida en el medio ambiente. Ocasionalmente se

encuentran en las muestras patoldgicas (Buchanan & Gibbons, 1974).

Aislados ambientales de éste bacilo Gram negativo caracteristicamente producen
un pigmento rojo llamado prodigiosina, que en tiempos tempranos de crecimiento era
a menudo confundida con sangre fresca. La habilidad para formar prodigiosina es
caracteristica de Serratia marcescens, la funcidon de este pigmento rojo sigue siendo
desconocida porque los aislados clinicos son raramente pigmentados (Buchanan &

Gibbons, 1974; Hejazi, 1997).

En afos anteriores a 1966, eran mas frecuentes los reportes de aislamiento de
Serratia marcescens en muestras clinicas. Caracterizaciones bioquimicas y serotipicas
han mostrado que la mayoria de las cepas de S. marcescens no exhiben el pigmento
rojo incluso bajo las conocidas condiciones éptimas de producciéon (Clayton &

Graevenitz, 1966).
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Para corroborar que la cepa Serratia marcescens que aislamos no era capaz de
producir el pigmento rojo, se crecié en medio PGA (Peptona Glicerol Agar, Anexo I) el
cual es usado en estudios para la biosintesis de prodigiosina (Ding & Williams, 1983)

empleando como control positivo a una S. marcescens productora del pigmento rojo.

Como se puede observar en la figura XXVI, Serratia marcescens (2B) no produce el
pigmento cuando es crecida en el medio éptimo para la biosintesis de prodigiosina. Sin
embargo, los estudios realizados por Ding y colaboradores en 1983 muestran que la
mayoria de cepas clinicas de S. marcescens, que en un 98% no son pigmentadas, pueden
sintetizar un pigmento si se suministra con MBC (4-methoxy-2, 2'-bipyrrole-5-
carboxyaldehyde) y MAP (2-methyl-3-amylpyrrole), precursores inmediatos de la
prodigiosina. Estudios complementarios a estos experimentos, determinarian la clase a
la que pertenece S. marcescens (2B) de acuerdo al estudio de Ding. La clase 1, formada
por aquellas que no muestran respuesta a la presencia de alguno de los precursores; la
clase 2 no responden a la presencia de MAP, pero son formadoras de un pigmento gris
0 rosa en respuesta a la presencia de MBG; clase 3, aquellas que no responden a MAP
pero forman un color azul en respuesta a MBC y finalmente las capaces de sintetizar

prodigiosina en presencia de MAP y MBC (Ding & Williams, 1983).

Algunos autores sugieren que el fracaso de las cepas para formar prodigiosina se
debe a un bloqueo en la biosintesis de la misma en una fase muy temprana, antes de la
formacion de los compuestos que mas tarde responderan a MAP y MBC para formar el

pigmento rojo (Ding & Williams, 1983).
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Figura XXVI. Cultivos liquidos y sélidos de las cepas de Serratia marcescens en medio PGA
(Peptona Glicerol Agar) para la biosintesis del pigmento rojo. A: Cepa control positivo de
produccidn; B: Cepa 1B.

Naturaleza del compuesto

Con el fin de determinar si el efecto bactericida de la cepa de Serratia marcescens (1B)
sobre Bacillus weihenstephanensis (2B) se debia al pH final del cultivo o a una diferencia
en las velocidades de crecimiento, se hicieron fermentaciones de ambos
microorganismos midiendo pH y crecimiento (Figura XXVII). El pH de ambos cultivos se
mantuvo en 8.5 + 0.2 y las velocidades de crecimiento también fueron muy semejantes
entre si, por lo que concluimos que ninguno de los dos aspectos influyd en la
produccién del halo de inhibicién en contra de la cepa identificada como B.

weihenstephanensis.
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Figura XXVII. Cinética de crecimiento de Serratia marcescens (Rojo) y Bacillus
weihenstephanensis (Verde). Ambos microorganismos fueron cultivados en caldo
nutritivo a 29°Cy 180 RPM de agitacidn. Las respectivas velocidades de crecimiento son:

VS. marcescens = 0.41 1/ h y VB. weihenstephanensis = 0-46 1/ h.

Produccién del compuesto

La maxima produccion del compuesto prodigiosina estd dada a los 3 0 4 dias de
incubacidn, suponiendo que esta especie pudiera producir algin compuesto de
naturaleza similar, podria tardarse el mismo tiempo que una cepa de Serratia
marcescens evidenciada claramente por la pigmentacion. Para evaluar el tiempo de
mayor produccion del o los compuestos con capacidad inhibitoria, se realizaron

cinéticas de produccion a diferentes tiempos (12, 24, 48, 72y 96 h).

En estas cinéticas se evalud el sobrenadante del medio de cultivo, filtrado a través
de una membrada de 0.22 um, para eliminar células. Este filtrado, por un lado, fue
probado directamente sobre sensidiscos (30 pI) en cajas Petri con el microorganismo

sensible embebido; por otro lado, 1 ml del filtrado fue concentrado 10 veces y probado
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de la misma forma sobre sensidiscos. Después de 24 h de incubacién con los

microorganismos sensibles, ambos efectos antibacterianos fueron nulos.

Sorprendentemente se observd que el efecto bactericida sélo estd presente
cuando existe contacto entre células de Serratia marcescens y un microorganismo

sensible.

Para determinar si el o los compuestos inhibitorios eran intracelulares, partiendo
de la idea de que podrian ser expulsados como respuesta a la presencia de otro
microorganismo en el medio. Las células de 50 ml de cultivo (24, 48, 72 'y 96 h) fueron
rotas por sonicacién, los sobrenadantes obtenidos (después de ser filtrados a través de
una membrana de 0.22 pm) se probaron sobre sensidiscos colocados en cajas Petri con
los microorganismos sensibles embebidos. De igual forma, se probd si habia actividad
inhibitoria empleando el concentrado (10 veces) de la fraccién intracelular (obtenida

por sonicacién) sin embargo, los resultados permanecieron negativos.

De acuerdo a la literatura, Serratia marcescens es productora de diferentes
compuestos como: proteasas, nucleasas, lipasas, quitinasas, bacteriocinas vy

surfactantes (Hejazi & Falkiner, 1997).

Como parte de la exploracidn del efecto antibacteriano, se emplearon diferentes
metodologias para determinar la presencia de los compuestos antes mencionados

(Hejazi & Falkiner, 1997).

A pesar de que las DNasas y proteasas no tienen la capacidad para actuar como
un agente antibacteriano, se evalud la presencia de las mismas, debido a que es una
caracteristica muy distintiva del género Serratia. Las Dnasas son enzimas que catalizan
la hidrdlisis del ADN; la bacteria S. marcescens aislada en este estudio es positiva a
DNasa (Figura XXVIII, E). Las proteasas también denominadas peptidasas, son enzimas
importantes y extraordinarias desde el punto de vista bioldgico, su funcidn es

fragmentar proteinas por la hidrdlisis de los enlaces peptidicos (Voet & Voet, 2006);
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ésta prueba fue positiva, empleando caseina como sustrato (Figura XXVIIl, A) a las 24,

48, 72 y 96 h de crecimiento, mostrando el mayor halo de hidrdlisis a las 48 h.

Los triglicéridos son hidrolizados hasta acidos grasos y glicerol por la accién de las
enzimas lipasas; la presencia de estas enzimas fue evaluada empleando trioleina como

sustrato. En contraste con la prueba de proteasas, no se encontrd actividad de lipasa.

Las bacteriocinas son péptidos que poseen accion antimicrobiana sintetizadas por
diferentes cepas bacterianas, algunas bacterias Gram positivas, como las bacterias
lacticas y Gram negativas, como Shigella flexneri. Las bacteriocinas son un grupo
heterogéneo, constituido mayoritariamente por péptidos de pequefio tamafno, cuya
funcién es capacitar a las bacterias que las producen para sobrevivir frente a sus
competidores. Actian formando poros en la membrana citoplasmatica y eliminando el
potencial de membrana, lo que provoca la salida rapida de metabolitos de pequefio
tamafo, como aminoacidos y nucledtidos, interrumpiendo los procesos de biosintesis
de la célula. En cuanto a la valoracion de bacteriocinas, se encontrd actividad para
todas las cepas sensibles (Figura XXVIll, B y C), aunque los ensayos mostraron
resultados muy irregulares, ya que ni los duplicados coincidieron, de tal forma que no
pudieron analizarse los datos de forma adecuada. Una explicacion es que el péptido
podria no estar en la concentracién suficiente para producir el efecto antibacteriano
con la misma magnitud y frecuencia, a pesar de que se cargd el mismo volumen de
sobrenadante por muestra.

Los biosurfactantes son moléculas con actividad superficial, producidas por
células vivas. Son metabolitos secundarios excretados por microorganismos cuando
crecen en medios con sustratos oleosos. Su presencia en medios acuosos modifica la
tension superficial y emulsifica los sustratos hidréfobos, se han clasificado de acuerdo a
las moléculas que los estructuran (Torres y Sdnchez, 2001). La prueba de produccién de
surfactante por Serratia marcescens (1B) fue positiva (Figura XXVIIl, D), ya que al crecer
en Caldo Nutritivo en presencia de CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide) 0.2% y

azul de metileno, se observé una zona trasltcida alrededor de las colonias bacterianas.
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Figura XXVIII: Pruebas positivas de Serratia marcescens.
(A) Proteasas; (B y C) Bacteriocinas; (D) Surfactante y (E) DNasa.

Un vez que se comprobd la produccion del surfactante por parte de Serratia
marcescens, de acuerdo a los ensayos, se determind que éste no podria ser el causal del
efecto antibacteriano. De ser asi, el biosurfactante estaria en el medio de cultivo y estas
fracciones mostrarian actividad, tal y como fue expuesto en experimentos previos.
Resulta mds prudente pensar que dicho efecto estd mediado por la accién de
bacteriocinas, este hecho podria explicar la ausencia de actividad en el sobrenadante,
ya que el péptido no estaria en la concentracion suficiente para generar un halo de
inhibicion. Ademads, se debe considerar, que la actividad también se podria ver

disminuida debido a la presencia de proteasas.

Evaluacion de la actividad litica de Serratia marcescens

Con el fin de determinar si la actividad inhibitoria de Serratia marcescens (1B) se debia a
lisis por la accion de péptidos presentes, se realizaron zimografias en SDS-PAGE. Para
ello, se obtuvieron fracciones celulares de S. marcescens, las cuales fueron cargadas en
geles SDS-PAGE, seguidos de su posterior separacion por carga y tincién. En la tabla VI
se muestran los carriles de las figuras que exponen geles de poliacrilamida.
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Tabla VI. Composicién de las muestras cargadas a cada gel.

Proteina total

Carril Muestra (Bradford)
mg/ml

1 Células intactas + B. Tris HCI pH8
2 Células rotas por sonicacion + B. Tris HCl pH8
3 Citosol 1 0.1077
4 Citosol 2 0.094
5 Proteinas adheridas a membrana de células intactas,

tratadas con B. de extraccién (>10 kDa) 0.08
6 Proteinas adheridas a membrana de células rotas por

sonicacion, tratadas con B. de extraccién (>10 kDa) 0.07
7 Proteinas adheridas a membrana de células intactas,

tratadas con B. de extraccién (<10 kDa). 0.08
8 Proteinas adheridas a membrana de células rotas por

sonicacion, tratadas con B. de extraccién (<10 kDa). 0.04

9 Marcador de bajo peso molecular (BioRAD).

En la figura XXIX se muestra el gel correspondiente al perfil electroforético de las
proteinas del citosol y de las asociadas a membrana, donde se observa que varias de
las muestras tienen patrones de bandeo semejantes, tal es el caso del perfil de
proteinas asociadas a células intactas y células rotas por sonicacién (Carril 1y 2); la
concentracion de proteina en estos carriles es alta, por lo que no se observan bandas

definidas, salvo unas de aproximadamente 30 y 45 kDa.
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Perfil Electroforético

Muestras

Figura XXIX: Electroforesis SDS-PAGE de las muestras indicadas en la tabla VI. (1) Células
intactas + B. Tris HCl; (2) Células rotas por sonicacién + B. Tris HCl; (3) Citosol; (4) Citosol;
(5) Proteinas adheridas a membrana de células intactas, tratadas con B. de extraccion (>10
kDa); (6) Proteinas adheridas a membrana de células rotas por sonicacidn, tratadas con B.
de extraccién (>10 kDa); (7) Proteinas adheridas a membrana de células intactas, tratadas
con B. de extraccién (<10 kDa); (8) Proteinas adheridas a membrana de células rotas por
sonicacién, tratadas con B. de extraccién (<10 kDa); (9) Marcador de bajo peso molecular.

A partir de los geles SDS-PAGE se realizaron los zimogramas, primero para la
evaluacién de actividad proteolitica y después de lisis bacteriana. En la figura XXX se
observa la actividad proteolitica aproximadamente a los 61 kDa en todos los carriles,
excepto en las fracciones inferiores a 10 kDa. Cabe resaltar que en el gel se aprecia

actividad por arriba de 120 kDa en los carriles 1, 2,5y 6.
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Muestras

Figura XXX. Zimograma del gel SDS-PAGE de fracciones celulares de Serratia marcescens
para evaluar la actividad proteolitica empleando gelatina 0.1% como sustrato. (1) Células
intactas + B. Tris HCl; (2) Células rotas por sonicacién + B. Tris HCl; (3) Citosol; (4) Citosol;
(5) Proteinas adheridas a membrana de células intactas, tratadas con B. de extraccion (>10
kDa); (6) Proteinas adheridas a membrana de células rotas por sonicacion, tratadas con B.
de extraccién (>10 kDa); (7) Proteinas adheridas a membrana de células intactas, tratadas
con B. de extraccién (<10 kDa); (8) Proteinas adheridas a membrana de células rotas por
sonicacién, tratadas con B. de extraccién (<10 kDa); (9) Marcador de peso molecular de
bajo peso.

Con el objetivo de determinar la lisis bacteriana, se hizo un zimograma utilizando
a Micrococcus lysodeikticus (Figura XXXI) buscando la ausencia de células indicadoras y
por lo tanto actividad litica. Se observé la presencia de dos bandas asociadas a células
intactas (Carril 1) y células rotas por sonicacién (Carril 2), de pesos moleculares

aproximados a 32y 38 kDa.



Resultados y discusion

Muestras

Figura XXXI. Zimograma del gel SDS-PAGE para determinar actividad litica empleando a
Micrococcus lysodeikticus a una concentracién del 0.2%. (1) Células intactas + B. Tris HCl;
(2) Células rotas por sonicacién + B. Tris HCl; (3) Citosol; (4) Citosol; (5) Proteinas adheridas
a membrana de células intactas, tratadas con B. de extraccién (>10 kDa); (6) Proteinas
adheridas a membrana de células rotas por sonicacién, tratadas con B. de extraccién (>10
kDa); (7) Proteinas adheridas a membrana de células intactas, tratadas con B. de
extraccion (<10 kDa); (8) Proteinas adheridas a membrana de células rotas por sonicacién,
tratadas con B. de extraccion (<10 kDa); (9) Marcador de bajo peso molecular.

En los carriles 5y 6 (proteinas adheridas a membrana de células intactas y rotas
por sonicacién tratadas con buffer de extraccién >10 kDa) también existe una banda
tenue de actividad litica de 32 kDa. Las bandas de lisis observadas no muestran relaciéon

con las bandas de actividad proteolitica evidenciadas en el gel de gelatina (Figura XXX).



Resultados y discusion

De acuerdo al peso molecular y pruebas previas en medio sdlido, se sugiere que
esta actividad litica podria estar determinada por bacteriocinas pertenecientes a la
clase 1l de la clasificacién realizada por Ness en 1996; la cual corresponde a
bacteriocinas de elevado peso molecular (>30 kDa) como las helveticinas J y V,

acidofilicina A, lactacinas Ay B.

Se realizaron ensayos de difusion en agar utilizando las mismas fracciones
cargadas a los geles de poliacrilamida. Los resultados mostraron que la mayor
actividad inhibitoria se presentaba frente a Micrococcus luteus, con un mayor halo en la
fraccion citosdlica (Tabla VII). La cepa 2B, identificada como Bacillus
weihenstephanensis, fue el segundo microorganismo en presentar mayor inhibicién, en
este caso el halo de mayor tamafio se observé con la fraccidn de proteinas adheridas a
membrana de células rotas por sonicacidn, tratadas con B. de extraccién >10 kDa (Tabla
vil).

En el ensayo de difusidn en agar empleando células intactas y células rotas por
sonicacion hubo crecimiento. En la tabla VIl aparecen nimeros negativos que se
interpretan como ausencia de halo, pues es el resultado de restar el control (Buffer de

Extraccion).

Escherichia coli fue la bacteria menos susceptible a las fracciones probadas, sélo
las proteinas adheridas a membrana de células rotas por sonicacion, tratadas con
buffer de extraccion (>10 kDa) lograron tener un efecto inhibitorio sobre dicha cepa. En
general, las muestras con mayor potencial inhibitorio observado mediante este
experimento son las correspondientes al citosol y proteinas adheridas a membrana de

células rotas por sonicacién, tratadas con buffer de extraccién (>10 kDa).
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Tabla VII. Promedio de los halos de inhibicién en ensayos de difusion en agar, resultado de
la evaluacién de las fracciones cargadas a los geles de poliacrilamida antes mencionados.

Muestra B. subtilis B. weihenstephanensis M. luteus E. coli

1 6.6 8¢ 8.3%¢ -

2 4.2% 7.5 7.4 -

3 6.5 5 8.8 -~

4 5.6 4.8 7-3 -
5A -4% 2.1 1 -
6A 3.5 15.1 1 5.6
70 -8.5% 1 2 -
8A - - - -

9 9.5% 1.5 5 -

(1) Células intactas + B. Tris HCl; (2) Células rotas por sonicacién + B. Tris HCl; (3) Citosol;
(4) Citosol; (5) Proteinas adheridas a membrana de células intactas, tratadas con B. de
extraccién (>10 kDa); (6) Proteinas adheridas a membrana de células rotas por sonicacion,
tratadas con B. de extracciéon (>10 kDa); (7) Proteinas adheridas a membrana de células
intactas, tratadas con B. de extraccién (<10 kDa); (8) Proteinas adheridas a membrana de
células rotas por sonicacién, tratadas con B. de extraccion (<10 kDa); (9) Buffer de
extraccion. Unidades = mm; A = muestras que contienen buffer de extraccidn por lo que se
restd el control. * Halo bacteriostdtico. @ Crecimiento bacteriano.
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Bacillus weihenstephanensis

En 1998, Bacillus weihenstephanensis fue sugerido como una nueva especie en las
diferentes bases de secuencias de genes ribosomales y genes de proteinas de choque
térmico frio (Stenfors et al., 2002). Pocas caracteristicas fisioldgicas especificas estan
disponibles para distinguir a las cuatro especies validas del grupo de B. cereus: B. cereus,
B. thuringiensis, B. mycoides y B. anthracis. Las cuatro especies comparten un alto grado
de similitud genética como lo demuestran los estudios de hibridacion ADN-ADN vy la
comparacion del ARNr o ADNr bacteriano en el 16S, 23S y las regiones espaciadoras

16S-23S (Lechner et al., 1998).

Bacillus weihenstephanensis es una bacteria Gram-positiva, anaerobia facultativa,
formadora de esporas que generalmente se encuentra en el suelo. Es una especie
psicrotolerante de B. cereus y estudios filogenéticas realizados en la cepa KBAB4
muestran que en la naturaleza es el grupo mas activo en términos de intercambio
genético. B. weihenstephanensis, posee cuatro pldasmidos que codifican alrededor de
240 kb de material genético extra-cromosémico que pueden explicar este fendmeno
de intercambio de genes. Esto puede indicar un potencial mecanismo de propagacion
de la toxicidad de la comunidad psicrdfila a otros miembros de Bacillus, razones por las
cuales podria incrementar los riesgos de salud humana (Lechner et al. 1998; Thorsen et

al., 2006).

De acuerdo a las observaciones realizadas en el laboratorio, morfoldgicamente
Bacillus weihenstephanensis (2B) no es parecida a B. cereus, aunque algunos autores
reportan que la morfologia celular y la utilizacién de sustratos son similares a B. cereus;
no podria confundirse con B. thuringiensis por los cristales de cardcter proteico que
posee en la fase de esporulacidn, ni a B. mycoides por el tipo de crecimiento en forma
de espiral que presenta cuando crece en medio sdlido, realmente B.

weihenstephanensis es muy semejante morfolégicamente a B. anthracis.
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Para hacer una comparacion con alguna cepa tipo de Bacillus weihenstephanensis,
se realizaron esfuerzos por conseguirla en varias colecciones de cepas, sin embargo,
esta bacteria estd catalogada como una especie patdégena humana y no se permite su

envio.

El trabajo de Lechner et al. en 1998, en donde se aislé por primera vez a Bacillus
weihenstephanensis reporta una secuencia de pares de bases distintiva dentro del 16S
°STCTAGAGATAG, asi como la capacidad para crecer a 4°C, 7°C y a no a 43°C. Esta

secuencia de bases esta presente en el 16S de la bacteria explorada en este estudio.

Se evalud esta psicrotolerancia midiendo crecimiento por peso seco, y en efecto

la cepa crece a 4°C pero no a 43°C.

Finalmente es preciso decir que existen reportes de bacterias fitopatdgenas
pertenecientes al género Bacillus (Sosa- Moss et al. 1996) por lo que no se descarta la

posibilidad de que B. weihenstephanensis sea uno de ellos.
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Conclusiones

El presente estudio confirma la utilidad de las bacterias como fuente de
compuestos antibacterianos. Se logré el aislamiento de 107 poblaciones
microbianas asociadas a Magnolia dealbata Zucc. bacterias en mayor proporcion,

13 de las cuales generaron un efecto antimicrobiano.

Las cepas bacterianas abundadas en este estudio fueron identificadas molecular

y bioquimicamente como Serratia marcescens (1B) y Bacillus weihenstephanensis

(2B).

Serratia marcescens produjo un efecto bactericida de amplio espectro; posee

actividad proteolitica, de DNasa, bacteriocinas, litica y surfactante.

La actividad litica de Serratia marcescens esta dada por proteinas de 32y 38 kDa,
las cuales podrian ser bacteriocinas de alto peso molecular y las responsables

del efecto antibacteriano encontrado en este estudio.

Por otro lado, existen reportes de bacterias fitopatédgenas pertenecientes al
género Bacillus (Sosa-Moss et al., 1996), dado el tipo de crecimiento que presenta
B. weihenstephanensis, no se descarta la posibilidad de que sea un patdgeno de

plantas.
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MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES

Agar Nutritivo 23g/l
Férmula: Peptona y extracto de

carne.

Caldo nutritivo g/l
Bacto extracto de carne 3
Bacto peptona 5
Czapeck g/l
Sacarosa 30
NaNO, 3
MgSO, 0.5
Kcl 0.5
FeSO, 0.01
K,HPO, 1.0
Agar 15
Cloranfenicol 25 mg /ml
Medio YMG g/l
Digerido péptico de tejido 5
animal

Extracto de levadura 3
Extracto de malta 3
Dextrosa 10
Agar 20
Medio M2 %
Extracto de levadura 1
Peptona 2
Glucosa 1
Agar 1.5
Medio LB %
Triptona (bactotriptona) 1
Extracto de levadura 0.5

Nadl

72

Medio MBS g/l
Extracto de levadura 0.5
KH2PO4 1.0
Cacl2.2H20 0.2
NH4dl 1.0
Na2HPO4.7H20 0.1
MgS04.7H20 0.2
Caseina 2%
Soluciones para extraccion de ADN
STET
Nadl o1 M
Tris.HCl pH 8 10 mM
EDTAPpH 8 1mM
Tritén x-100 5%
Buffer TE mM
Tris pH 8 10
EDTA 1
CTAB/Nacl
CTAB 10%
Nadl 0.7 M

Disolver a 65°C si es necesario.
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Tincién de Gram

Cristal violeta

Soluciones para geles SDS-PAGE

Buffer de Extraccion

Solucién A EDTA 10 mM
Cristal violeta 2g Nadl 10 mM
Etanol 20 ml Tris- HCI 10 mM
Solucién B SDS 2%
Oxalato amdnico 8g pH38
Agua destilada 8o ml
Mezclar y filtrar.
Lugol Buffer de carga para muestra 4X
Yodo 18 SDS 0.4¢
KI (Yoduro de potasio) 2g Glicerol 5 ml
H20 300 ml Buffer SDS-PAGE 4X pH 6.8 2.5ml
Azul de bromofenol (5%) 400 pl
NOTA: El yodo con el yoduro de potasio se Mezclar,y aforar a gmi con H,0,
muele en un mortero y poco a poco se hacer alicuotas de 9oo ply
agrega el yoduro de potasio y poco a poco se adicional 100 pl de -
agrega el agua destilada, una vez disuelto se mercaptoetanol
vacia a una botella opaca para evitar la
descomposicion.
Buffer de renaturalizacién
Tris-HCI 10 mM
Alcohol — Acetona 70:30 Tritén X-100 1%
pH 8
Safranina ml
Solucién safranina 2.5% 10 Buffer de corrida 10x
H,0 100 Tris 250 mM
Glicina 1.92M
SDS 0.1%
Verde de malaquita H,O dest. cbpi1L
Solucién 5% acuosa. pH 8.3
Gel separador (12%)
Buffer de corrida TAE (Tris-
H,O 3.09 ml
acetato) 50X
Tris base 2428 Buffer SDS-PAGE 4XpH 8.8  1.91ml
(. i : SDS 10% 85 pl
Acido acético glacial 57.1ml o
EDTA (0.5 M, pH 8) 100 ml Acrilamida 3.39 ml
Persulfato de amonio 10% 56 pl
TEMED 5.3 pl
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Gel concentrador (5%)

Acrilamida

Buffer SDS-PAGE 4X pH 6.8
SDS 10%

H,O

Persulfato de amonio 10%
TEMED

415 pl
250 pl
25 pl

1.8 ml
17.5 pl
175l

Zimograma - Gel separador

Células Micrococcus
lysodeikticus

0.2% (17 mg)

Gelatina 0.1% (10 mg)
H,O 3.09 ml
Buffer SDS-PAGE 4XpH 8.8  1.91ml
SDS 10% 85 pl
Acrilamida 3.39 ml
Persulfato de amonio 10% 56 pl
TEMED 5.3 pl
Solucidén tefiidora azul

Coomassie R-250

Azul de Coomassie 0.1%
Metanol 45%
H,O 40%
Ac. Acético glacial 10%
Solucién destefiidora

Metanol 45%
Ac. Acético glacial 10%
H,0 45%
Solucidn azul de metileno

Azul de metileno 0.1%

KOH 0.01%

74



Anexo Il

Técnicas Moleculares

Extraccion de ADN gendmico

o Inocular 5 ml de cultivo liquido con la cepa bacteriana de interés.

= (Crecer en condiciones apropiadas hasta que el cultivo esté saturado.

o Centrifugar 1.5 ml del cultivo en una microcentrifuga por 2 min a 13, 200 RPM o hasta que
se forme el pellet compacto.

* Eliminar el sobrenadante.

o Resuspender el pellet en 565 pl de buffer TE pipeteando varias veces.

* Afadir 30 pl de 10% SDS y 3 pl de proteinasa K 20 mg/ml para dar una
concentracién final de 100 pg de proteinasa K en 0.5% de SDS.

= Agitar vigorosamente e incubar 1h a 37°C.

* La solucién debe hacerse viscosa conforme el detergente lisa las paredes
celulares. No hay necesidad de predigerir la pared celular con lisozima.

o Afadir 100 pl de una solucién de NaCl 5 M y agitar vigorosamente.

» Pasoimportante puesto que el precipitado de acido nucleico-CTAB se formarasila
concentracién de sal cae por debajo de 0.5 M a temperatura ambiente. Se
eliminan proteinas, pared celular, polisacaridos en complejo con CTAB y se
retienen los acido nucleicos en la solucidén.

o Afadir 8o ul de CTAB/ Nacl.

= Agitar vigorosamente e incubar 10 min a 65°C.

o Afadir un volumen aproximado de 0.7 a 0.8 ml de cloroformo/alcohol isoamilico.

= Agitar fuertemente.

* Centrifugar 4 o 5 min en una centrifuga a 13, 200 RPM.

o Pasar el sobrenadante acuoso, viscoso a un tubo de microcentrifuga, dejando la interfase
atras.

* Afadir volumen igual de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico.

* Agitar vigorosamente.

* Centrifugar 5 min a 13, 200 RPM.
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o Transferir el sobrenadante a un tubo limpio.
*  Afadir 0.6 volumen de isopropanol para precipitar los dcido nucleicos.
= Agitar el tubo adelante y atras hasta que un precipitado blanco de ADN se vuelva
visible.
» Centrifugar a 13 200 RPM durante 15 min.
* Eneste punto es posible transferir el pellet a un tubo que contiene alcohol al 70%.
o ElI ADN se lava con alcohol 70% para remover el CTAB residual re-centrifugar por 5 min a
temperatura ambiente para resuspenderlo.
* Cuidadosamente remover el sobrenadante.
= Secar el pellet a temperatura ambiente por 15 min.
o Resuspender el pellet en 100 pl de buffer TE, los que se observen con poco ADN, en 50 pl
de TE.
o Agregar RNasa 10 mg/ml (1 pl) e incubar 1 h a 37°C.
o Agregar 500 pl de cloroformo/alcohol isoamilico + H,O esterilizada hasta alcanzar 1 ml de
volumen final.
o Agregar 0.1 volumen de NaCl 1 M.
o Agitary centrifugar 5 min a 13200 RPM.
o Agregar 0.6 volumen de isopropanol. Agitar vigorosamente y centrifugar 15 min a 13200
RPM.
o Desecharel isopropanol.
o Agregar 1 ml de etanol al 70%, centrifugar 10 min.
o Decantar el etanol.
o Secar.

o Resuspender en 100 pl de H,0 esterilizada. (Ausubel et dl., 1991).
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Electroforesis en gel de Agarosa

* Para preparar 50 ml de un gel de agarosa 0.8% se adiciona 1 ul de bromuro de etidio.

* Realizar mezcla de 1 pl de marcador de peso molecular 1 Kb + 1 pl de buffer de carga 6X.

* Depositar en cada uno de los pozos del gel de electroforesis las diferentes muestras
mezcladas con buffer de carga.

= Secorre el gel por aproximadamente2hayoV.

= El gel se observa en un transiluminador Dual-Intensity Transilluminatior UVP, para
observar las bandas.

* Finalmente se fotodocumentan en un equipo Gel-logic (Kodak).

Purificacién de bandas de ADN de un gel de agarosa

o Se corre un volumen aproximado de 50 ul de muestra con 5 de buffer de carga en un gel
de agarosa al 0.8% de pozo grande. Una vez que ha corrido, se corta el fragmento que
contiene la banda de interés.

o Se corta en pedazos pequefios el fragmento de gel.

o Se introducen los pedazos a un tubo eppendorf de 0.6 ml que contiene fibra de vidrio,
este tubo tiene un pequefio orificio en la parte inferior que permite la salida del ADN a un
tubo eppendorf de 1.5 ml.

* (Centrifugar 1 min a 3000 RPM.

o Se obtiene una mezcla de ADN con buffer de corrida TAE 1X. Separar el tubo que contiene

fibra de vidrio e introducirlo en un tubo eppendorf nuevo.
* (Centrifugar 1 min a 3000 RPM.
= Retirar el tubo de fibra de vidrio.

o Juntar los eluatos de los tubos eppendorf y agregar un volumen igual de

fenol/cloroformo.
= Centrifugar 5 min a 13000 RPM.

o Separar la fase acuosa y eliminar el sobrenadante.

o Agregar 1/10 del volumen de NaCl y 2.5 vol de etanol absoluto.

= Agitar.

77



Anexo Il

o Incubar3omina-20C.
* Centrifugar 20 min a 13000 RPM.

o Secar a 40°C durante 15 min.

Transformacién de Escherichia coli por electroporacién

1.- Agregar 2 pl de ligacién a 50 pl células electrocompetentes DH5a en una celda para

electroporar de 0.1mm.

2.- Darle un choque eléctrico de 1.25 kV durante 4 milisegundos.3.- Agregar 950 pl de LB +

glucosa 100 mM.

4.- Incubar en agitaciéon de 200 RPM durante 1 h a 37°C. Después de la incubacién, agregar 250
pl a una caja de LB + Ampicilina (150 pg/ml) + X-Gal (40 pg/ml) + IPTG (60 pl por 250 ml de
medio). Incubar por 24 h a 37°C.

5.- Con un palillo estéril picar colonias blancas e inocular sml de medio LB + Ampicilina (150

pg/ml).

6.- Incubar a 37°C en una agitadora a 200 RPM.
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