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Introduccion

A lo largo de la historia, los seres humanos hemos empleado a los productos
naturales con diferentes fines. Los productos naturales, son metabolitos de las
plantas, animales o microorganismos que pueden ser considerados bioactivos si
presentan alguna actividad biolégica. Se han empleado mayoritariamente con
fines medicinales y, han sido los productos provenientes de plantas los mas
utilizados. Es hasta el descubrimiento de la penicilina cuando se empiezan a
buscar productos naturales derivados de microorganismos para uso medicinal
(Strobel et al, 2004; Bérdy, 2005).

En la actualidad la mayoria de los metabolitos bioactivos empleados como
antibioticos provienen de microorganismos. Esta preferencia se debe a la facilidad
de produccion y menor costo con respecto a los provenientes de plantas, ademas
de que presentan estructuras con una mayor complejidad y diversidad. La mayoria
de los metabolitos provenientes de microorganismos con uso medicinal, son los
denominados metabolitos secundarios, los cuales no son indispensables para el
crecimiento del microorganismo en un cultivo puro, son moléculas de adaptacion
producidas por especies individuales o géneros y, se encuentran intimamente
ligados a la ecologia del organismo productor. El género bacteriano que muestra
una amplia diversidad y numero de metabolitos secundarios bioactivos es
Streptomyces, los otros géneros bacterianos que le siguen en importancia son
Pseudomonas y Bacillus (Demain, 1981; Strobel et al, 2004; Bérdy, 2005; O Brien
y Wright, 2011).

A pesar de la gran diversidad quimica de los metabolitos actuales, existe un
incremento en la necesidad de nuevas moléculas, debido a la resistencia
microbiana a los tratamientos de eleccion, asi como por la toxicidad de los
farmacos empleados en enfermedades cronicas. Por esto se ha decidido buscar
microorganismos que viven en ambientes extremdfilos o que se encuentran

asociados a plantas y que tienen la capacidad de producir metabolitos secundarios




con un amplio espectro de bioactividades y/o nuevos mecanismos de accién
(Strobel et al, 2004; Bérdy, 2005; McChensey et al, 2007).

Los microorganismos asociados a plantas han despertado la curiosidad de los
investigadores a partir del descubrimiento de que el hongo enddfito Taxomyces
andreanae posee la capacidad de producir el mismo metabolito (Taxol, de uso en
el tratamiento de cancer) que su planta hospedera Taxus brevifolia (Stierle et al,
1993). En la actualidad no se busca Unicamente que los microorganismos
asociados produzcan el mismo metabolito que su hospedero, sino que también

posean capacidad de producir nuevos metabolitos.

Para hacer una seleccion racional de la planta de estudio, se busca que crezcan
en areas con gran biodiversidad, que sean endémicas, de ambientes Unicos y que
posean una historia etnobotanica relacionada con los intereses de estudio. Segun
el nicho donde residan los microorganismos con respecto a la planta, se clasifican
en: rizofitos, epifitos y enddfitos (Strobel et al, 2004). Una planta que cumple con
algunos de los puntos de seleccion es Magnolia dealbata Zucc. (especie endémica
de México). Trabajos previos en nuestro equipo de trabajo han mostrado la
capacidad que tienen los microorganismos asociados a dicha planta (bacterias y
hongos), para producir compuestos con actividad antibacterial. De las bacterias
aisladas que mostraron un espectro de inhibicion favorable en un primer
screening, resultaron pertenecer al género Pseudomonas (Gutiérrez, 1993;
Gutiérrez y Vovides, 1997; Hardman, 2002; Manterola, 2011; Espinosa, 2012;
Guzman, 2012).

El género Pseudomonas es ampliamente conocido por su capacidad de producir
metabolitos secundarios de notable interés, como analogos del Rhizoxin (Loper et
al, 2008), debido a que esta bacteria se encuentra ampliamente distribuida en la
naturaleza. Ademas, ha sido encontrada ampliamente asociada a plantas (Garrity,
2005; Gross y Loper 2009; Guzman, 2012). Es por esto que en éste trabajo se
busca evaluar las actividades antimicrobiana, parasiticida y téxica de el o los
metabolito(s) producidos por una Pseudomonas asociada a Magnolia dealbata

Zucc. esto a nivel de extractos organicos.




Marco Teorico

3 Productos naturales con actividad farmacoldgica

Los productos naturales son compuestos carbonados que pueden obtenerse de
microorganismos, plantas o animales. Estos compuestos pueden derivar del
metabolismo primario o secundario de los seres vivos; los metabolitos primarios
son comunes a todos los seres vivos, son esenciales para el crecimiento celular y
se encuentran altamente conservados entre especies, géneros y reinos. Algunos
ejemplos de este tipo de metabolitos son: aminoacidos, vitaminas y, acidos
organicos. Mientras que los metabolitos secundarios son caracteristicos de
organismos especificos, son moléculas de adaptacion producidos por especies
individuales o géneros y, se encuentran intimamente ligados a la ecologia del
organismo productor, ya que han evolucionado como respuesta a los efectos
ambientales (Demain, 1981).

Los metabolitos secundarios han sido explotados durante miles de afios por la
humanidad con diversos propdsitos. Sin embargo, el mayor uso que se le ha dado
a los productos naturales es medicinal (Strobel et al, 2004; Bérdy, 2005).

De manera general, los productos naturales pueden ser empleados de tres formas

diferentes:

e Aplicandolos directamente en la medicina, agricultura o cualquier otro
campo.
e Usandolos como materia prima para alguna modificacibn quimica o
microbiolégica subsecuente.
e Empleandolos como guia para la sintesis quimica de nuevos analogos.
(Bérdy, 2005)

Los productos naturales derivados de plantas han sido empleados por la
humanidad durante millones de afos, en especial de forma medicinal debido a su
accesibilidad, aun en la actualidad son los principales componentes empleados en

la medicina tradicional China. Es hasta que el investigador Louis Pasteur descubre




que la fermentacion es causada por seres vivos que se comienza a estudiar a los
microorganismos como fuentes de productos naturales. Esta idea se vio reforzada
con el descubrimiento de la penicilina por Fleming, a partir de éstos hechos, se
comenzo la explotacion de los microorganismos con fines aplicativos (Strobel et al,
2004). Cabe recalcar que ya que los productos naturales derivan del metabolismo
de seres vivos son también denominados metabolitos. Ademas dado que
presentan una actividad biolégica in vivo o in vitro, son denominados bioactivos.
En la tabla 1 se muestra el nimero aproximado de metabolitos con actividad
antibiética de microorganismos (bacterias, hongos y protozoarios), plantas y
animales (Bérdy, 2005). En ella, podemos observar que la principal fuente de

metabolitos bioactivos con actividad antibiotica son los microorganismos.

Tabla 1. Nomero de metabolitos con actividad antibiética segun la fuente de produccion.
Modificada de Bérdy (2005)

Actinomicetos 8800
Protozoarios 35
Algas 780
Total 12480
Animales marinos 3540

Animales

Vertebrados terrestres 390

3.1 Metabolitos microbianos

El interés en el ambito industrial por los sistemas microbianos se debe a la
facilidad y bajo costo en la produccion de sus metabolitos, dando como resultado
una disminuciéon de precio en el mercado, con respecto a los metabolitos

provenientes de animales y plantas. Bajo estas bases se ha visto incrementado el




estudio de metabolitos de hongos y bacterias, principalmente de los metabolitos
secundarios (Demain, 1981; Bérdy, 2005)

Adicionalmente, estos metabolitos, muestran una gran variedad de bioactividades
y poseen estructuras quimicas complejas. Entre éstos se encuentran los
antibidticos, toxinas y factores de crecimiento de plantas (Strobel et al, 2004;
Bérdy, 2005; O'Brien y Wright, 2011). En la tabla 2 se muestran algunos ejemplos
de microorganismos, asi como el numero aproximado de metabolitos secundarios

con actividad antibiética que producen (Bérdy, 2005).

Tabla 2. Metabolitos con actividad antibi6tica producidos por microorganismos. Modificada
de Bérdy (2005)

Pseudomonas sp.

Total 2870

Bacterias

Actinomicetos

Macroscopicos 1050

Hongos Levaduras 105

Total 5015

Muchos metabolitos secundarios han probado ser agentes muy eficaces como:
antibacteriales, antifingicos, inmunosupresores, antiparasitarios 0 herbicidas,
exhibiendo una variedad de aplicaciones en la medicina y agricultura (Vaishnav y
Demain, 2010).

Los microorganismos mas importantes en la produccibn de metabolitos

secundarios bioactivos son los actinomicetos, dentro de éstos el género




Streptomyces produce alrededor del 56% de los antibioticos producidos por
bacterias (tabla 2), por lo que se separa a los Actinomicetos de las bacterias en el
conteo de metabolitos bioactivos, mientras que otros géneros bacterianos que les
siguen en importancia son Bacillus y Pseudomonas. Los microorganismos de los
que se conocen menos antibidticos son los protozoarios. Sin embargo, esto no
implica que no posean la capacidad de producirlos, sino que no se han encontrado
las condiciones adecuadas para que los sinteticen. En éste sentido, cabe
mencionar que pequefios cambios en las condiciones de cultivo repercuten en la
produccion de metabolitos bioactivos, por lo que los metabolitos detectados, no
representan el total de los que pueden ser sintetizados por dichos

microorganismos (Bérdy, 2005).

3.2 Necesidad de nuevos productos naturales

A pesar del gran numero de metabolitos bioactivos conocidos, aun existe un
incremento en la demanda de metabolitos nuevos. En el caso de los antibioticos,
el aumento en su demanda se debe al incremento de cepas resistentes a los
tratamientos de eleccion, la re-emergencia de algunos patégenos como
Mycobacterium tuberculosis y, los problemas debidos a las infecciones virales
(Spelberg et al, 2008). En el caso de las enfermedades cronicas, se requiere la
introduccién de alternativas novedosas y con menor toxicidad. Cabe recordar que
para satisfacer las necesidades del mercado, las farmacéuticas han recurrido a la
sintesis quimica de diversos compuestos, 0 a la modificacidbn quimica de los
principios que actualmente se emplean (Bérdy, 2005). Lo anterior se debe a que la
basqueda de nuevos productos de origen natural en particular de plantas,
representa un mayor costo y tiempo de inversién, debido a la cantidad de materia
prima necesaria para la caracterizaciéon del metabolito y el poco rendimiento que
se obtiene de las muestras. Dichas condiciones han limitado la diversidad en
estructuras quimicas de las moléculas conocidas. Sin embargo, la investigacion
basica se ha abocado a la blusqueda de nuevos productos naturales producidos
por microorganismos provenientes de nichos biodiversos, lo que se podria traducir
en el hallazgo de moléculas con estructuras complejas y con versatilidad de

bioactividades. De manera general los productos naturales pueden resultar en




nuevos mecanismos de accién con respecto a los de compuestos sintéticos.
Ademas, los metabolitos bioactivos provenientes de microorganismos tienen
caracteristicas quimicas comunes como ciclopéptidos, anillos lactamicos, etc., los
cuales son raros en las bibliotecas sintéticas y en productos naturales derivados
de plantas (Bérdy, 2005; McChensey et al, 2007). Estas son las razones por las
cuales se ha incrementado la busqueda de metabolitos a partir de

microorganismos, ademas de los costos de produccion previamente mencionados.

En la basqueda de nuevas estructuras quimicas, se ha partido de la premisa de
que los metabolitos secundarios son resultado de la interaccion del
microorganismo con su ambiente, por lo que se ha decidido explorar nuevas
fuentes de microorganismos como es el caso de los extremofilos y los asociados a
plantas. Estos ultimos han tenido gran interés, después del descubrimiento de
hongos asociados al arbol Taxus brevifolia, capaces de producir Taxol al igual que
su planta hospedera (Strobel et al, 2004; Bérdy, 2005).

4 Microorganismos asociados a plantas

El estudio de los microorganismos asociados a las plantas se ha incremento
desde 1993, cuando se descubrié que el hongo Taxomyces andreanae posee la
capacidad de producir Taxol (Paclitaxel) al igual que su planta hospedera (Stierle
et al, 1993). En la actualidad, no sélo se estudia a los microorganismos asociados
a plantas en la busqueda de la produccion del mismo compuesto que su
hospedero, también se buscan nuevos metabolitos debido a que viven en
ambientes Unicos, bajo una enorme presion por la sobrevivencia, con nutrientes

limitados y en una constante competencia por los mismos.

Como organismos autétrofos, las plantas juegan un papel central al sostener otros
tipos de vida. Dado que se encuentran fijas a un sustrato, deben liberar una
coleccion de sefiales quimicas, para asi poder interactuar con otros organismos
del medio, ya sea para combatir microorganismos patdogenos y/o atraer a los
benéficos. Estos compuestos incluyen azucares, polisacaridos, aminoacidos,

acidos aromaticos, acidos alifaticos, acidos grasos, esteroles, enzimas, proteinas y




diversos metabolitos secundarios (Badri et al, 2009). Las plantas se encuentran en
asociacion benéfica o patégena con los microorganismos. Se cree que las
diferencias en la respuesta de defensa que monta la planta contra los patdégenos y
los microorganismos asociados, es debida a la secrecion de metabolitos diferentes
0 a la cantidad de metabolitos secretados. Se piensa que dicha cantidad puede
ser mayor en el caso de los patdégenos (Compant, 2010). Segun el nicho donde
residen estos sistemas microbianos, se pueden clasificar en rizofitos, endofitos y
epifitos. En la figura 1 se muestra un esquema representativo de la clasificacion de

los microorganismos asociados a plantas segun su nicho.

== Epifitos

Enddfitos

Figura 1. Nichos de los microorganismos en las plantas. Se muestran los diferentes nichos
para los microorganismos segun las partes de la planta. Se muestra a Pseudomonas putida

VM1450 en el xilema del Alamo. Fotografia tomada de Ryan et al (2008).

Se denominan rizofitos a aquellos microorganismos que se encuentran en la
rizosfera es decir del sustrato hacia abajo, en la parte externa de las raices. Los
endofitos son aquellos microorganismos que se encuentran en la endosfera es
decir en el interior del tejido de la planta. Y finalmente los epifitos son aquellos que
se encuentran en la filosfera, es decir la parte externa de la zona aérea de la

planta.




A continuacion se hard mencion de las caracteristicas de la poblacién en cada uno

de los nichos previamente mencionados.

4.1 Endofitos

Los microorganismos enddfitos colonizan el tejido interno del hospedero sin
causar dafio aparente (sin dar sintomas de enfermedad). La mayoria de los
microorganismos endofitos son hongos y, se sabe que poseen efectos benéficos
sobre la planta. Este tipo de microorganismos pueden promover el crecimiento de
las plantas debido a la produccion de reguladores de crecimiento. También
pueden solubilizar fosfato, proporcionar vitaminas esenciales, incrementar la toma
de minerales y, son capaces de alterar la acumulacion y metabolismo de nitrdgeno
en las mismas. Ademas confieren proteccion contra patdégenos, ya que segregan
sustancias antagonistas para éstos y, compiten por los espacios de colonizacion y
los nutrientes (Reinhold y Hurek, 2011). Existe una diversidad de comunidades en
los diferentes organos de la planta, indicando la diversidad de capacidades que
poseen los microorganismos para colonizarla. Las bacterias generalmente
colonizan los espacios intracelulares y, han sido aisladas de todos los
compartimentos de la planta incluyendo semillas. Los géneros bacterianos, que
poseen las mejores habilidades de colonizar y persistir en la endésfera son
Cellulomonas, Clavibacter, Curtobacterium, Pseudomonas y Microbacterium. Al
parecer la mayoria de los endéfitos son originarios de la rizésfera y la filbsfera.
Existen sitios prominentes de ingreso activo en las raices, en donde la penetracion
es facilitada debido a que el tejido no se encuentra completamente diferenciado.
Sin embargo, algunos pueden ser transmitidos a través de las semillas (Ryan et al,
2008; Reinhold y Hurek, 2011).

4.2 Rizofitos

Las plantas viven en una asociacion muy cercana con los microorganismos que
habitan el suelo en el que crecen. Las comunidades microbianas del suelo
representan el mayor reservorio de diversidad biolégica conocida en el mundo
(Berendsen et al, 2012). Los rizéfitos promueven el crecimiento de la planta y

reducen el crecimiento de fitopatdgenos, a través de la produccion de antibioticos,




competencia por nutrientes y, produccion de enzimas liticas (Compant, 2010).
Algunas veces la supresion de la enfermedad no es debida a un microorganismo,
sino a un consorcio de los mismos. Sin embargo, existen microorganismos
especificos que son capaces de proteger a la planta directa o indirectamente de
los patdégenos. Su eficacia estd influenciada por el resto de la comunidad
microbiana. Los microorganismos supresores deben presentarse en un ndmero
alto para tener un efecto significante. Algunos sincronizan su respuesta metabdlica
y transcripcional al confrontarse con diferentes competidores y responden de
diversas formas contra diferentes especies. Es la microbiota total y sus
interacciones la que afecta la salud de la planta (Berendsen et al, 2012). La
composiciéon del suelo (deposito de carbono, acidos organicos, azlcares,
aminoacidos), es un factor importante en la composicion de la comunidad
microbiana en el suelo. Sin embargo la microbiota de diferentes especies de
plantas creciendo en el mismo suelo es diferente. Se ha demostrado que algunas
especies de plantas pueden crear comunidades similares en diferentes tipos de
suelos, sugiriendo que las plantas tienen la capacidad de moldear la composicién
de su microbiota en la rizésfera. Esto ocurre a través de la produccion de
exudados especificos en las raices, formando compuestos con funcion doble
(como antibidticos contra patégenos y quimioatrayentes de especies benéficas).
Estos microorganismos, utilizan el carbono que les provee la planta y a cambio
proveen a la misma de nitrdgeno, fosforo y minerales a través de la
descomposicion de materia organica del suelo (Singh et al, 2004). Dentro de los
principales géneros colonizadores de la rizosfera se encuentran Pseudomonas y
Bacillus (Compant, 2010).

4.3 Epifitos

En el caso de los epifitos, los colonizadores por excelencia son las bacterias,
pueden arribar a la filosfera a través de insectos, la atmosfera, las semillas o
pueden ser transmitidas por animales. Los epifitos mas estudiados son los de las
hojas debido al ambiente hostil en el que viven como son, los cambios en la
disponibilidad de agua, de nutrientes y la incidencia de la radiacibn UV. Las

poblaciones microbianas difieren de tamafo segun la temporada del afo, siendo
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menor durante los meses calidos y secos y mayor durante los meses frios y
lluviosos. Se pueden encontrar de manera individual en la superficie de las hojas,
pero frecuentemente se encuentran como agregados de bacterias, levaduras y
hongos filamentosos. Los agregados microbiolégicos pueden proteger contra la
radiacion UV vy, la depredacion, pueden moderar el pH y el intercambio de gases.
La mayoria de los microorganismos aislados de la superficie de las hojas, tienen la
capacidad de soportar niveles altos de radiacion UV. Ademas, poseen la
capacidad de producir surfactantes, permitiendo la solubilizacion y difusién de los
sustratos, asi como la diseminacién bacteriana hacia areas en donde los
nutrientes son abundantes. Otro mecanismo potencialmente relacionando con el
incremento en la disponibilidad de nutrientes es la capacidad para producir toxinas
como la siringomicina y siringopeptina, entre otras, ambas producidas por
Pseudomonas syringae, que afectan el transporte de iones a través de la
membrana plasmatica de las células vegetales (Szabd et al, 2004). Algunos
microorganismos producen polisacaridos extracelulares que los protegen de la
desecacion y contra especies reactivas de oxigeno. Algunos géneros bacterianos
gue habitan este nicho son Pseudomonas y Erwinia. (Lindow y Leveau, 2002;
Lindow y Brandl, 2003; Whipps et al, 2008).

Para el estudio de los microorganismos asociados a plantas, se han empleado los

siguientes criterios para la seleccion racional de las mismas:

e Plantas de ambientes Unicos, especialmente aquellas con una biologia
inusual y que posean estrategias novedosas de supervivencia.

e Plantas que tienen una historia etnobotanica que se relacione con los usos
especificos o aplicaciones relacionados a los intereses del estudio.

e Plantas endémicas, que posean una longevidad inusual, o que ocupan
extensiones de tierra poco convencionales.

e Plantas que crecen en areas con gran biodiversidad (Strobel et al, 2004).
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5 Magnolia
El género Magnolia cumple con dos de los puntos arriba mencionados, son
endémicas y tienen una historia etnobotanica relacionada con la medicina. A

continuacion se hablara un poco de manera general sobre el género.

La familia Magnoliaceae cuenta con alrededor de 220 especies de arboles y
arbustos nativos de Asia y América. Debe su nombre en honor al profesor en
botdnica y medicina Pierre Magnol. Alrededor del 80% de las especies se
encuentran en la region templada y tropical del sudeste de Asia, el 20% restante
se encuentra en América. Entre las especies del género Magnolia, Magnolia
obovata y Magnolia officinalis, son muy importantes en la medicina herbal Chino-
Japonesa. Dentro de las propiedades medicinales de la corteza de Magnolia estan
su uso como ansiolitico, anticonvulsivo, antiagregante plaquetario, relajante
muscular, antibacterial, antiséptico, antihelmintico, sedante y, contra problemas
gastrointestinales. Han sido aislados al menos 225 metabolitos secundarios
diferentes, predominantemente alcaloides, lignanos, neolignanos y terpenoides de
diferentes especies de Magnolia. Es por ello que el género Magnolia es
considerado una fuente rica de diversos compuestos bioactivos (Hardman, 2002).
La corteza de M. officinalis contiene tres grupos de compuestos biolégicamente
activos: alcaloides, aceites esenciales y compuestos bifenolicos (magnolol y
honokiol), estos ultimos han atraido la atencién debido a su diversidad de
propiedades farmacoldgicas como ansiolitico, antidepresivo, anticonvulsivo, entre

otras (Young-Jung et al, 2011).

Las especies Asiaticas son las mas estudiadas, algunas de las especies
Americanas son Magnolia macrophylla, Magnolia ashei, Magnolia tripetal,
Magnolia dealbata, entre otras (Gutiérrez, 1993). M. dealbata es la especie

endémica de nuestro pais por lo que se hablara de ella en una forma méas amplia.

3.1 Magnolia dealbata Zucc
Es una especie endémica de México, propia de los bosques de niebla del centro y
este del pais (Oaxaca, Querétaro, Veracruz, Hidalgo, San Luis Potosi y Nuevo

Ledn). La poblacion mas grande se reporta en Coyopolan municipio de Ixhuacan
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de los Reyes, Veracruz, donde es usada por su madera y para aplicaciones
medicinales (flores y corteza). En la figura 2 se muestra la flor de M. dealbata. Los
arboles de ésta especie tienen una altura de 40-50 m (Gutiérrez, 1993; Gutiérrez y
Vovides, 1997; Velasco-Macias et al, 2008) y, son considerados en peligro de
extincion por la NOM-059-SEMARNAT-2010, (Proteccion ambiental-Especies
nativas de Meéxico de flora y fauna silvestres-Categorias de riesgo y
especificaciones para su inclusion, exclusibn o cambio-Lista de especies en

riesgo).

Figura 2. Flor de Magnolia dealbata Zucc. Se muestra la belleza de la flor del arbol Magnolia

dealbata Zucc. endémica de México, por lo cual se emplea de manera ornamental.

Sus extractos también son empleados como tranquilizantes, en el tratamiento de
epilepsias y enfermedades cardiacas (Gutiérrez, 1993; Gutiérrez y Vovides, 1997),

aunqgue, no se cuenta con estudios cientificos que respalden dichas acciones.

5.1.1 Microorganismos asociados a Magnolia dealbata Zucc.

Debido a la historia etnobotanica mexicana de M. dealbata Zucc. y, al interés por
el estudio de los enddfitos de plantas, parte del equipo de trabajo del laboratorio
decidié colectar muestras en Coyopolan, municipio de Ixhuacan de los Reyes,
Veracruz, en la figura 3 se muestra la localizacion de la zona de colecta. Se
tomaron muestras de diversos érganos del arbol como: la corteza, raiz, hojas y
frutos, para aislar a los microorganismos asociados a dicho hospedero, se aislaron
47 hongos y 55 bacterias (Espinosa, 2012; Guzman, 2012; Manterola, 2011). A

todos ellos, se les realiz6 un primer screening para evaluar su capacidad
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antibiética en contra de una o méas de los siguientes microorganismos:
Micrococcus luteus, Sacharomyces cerevisiae, Bacillus subtilis, Escherichia coli y,
Staphylococcus epidermidis. Las pruebas de antibiosis en bacterias se realizaron
por estria cruzada (Guzman, 2012), mientras que para el caso de los hongos, se
determind la actividad antimicrobiana con pruebas de antibiosis por difusion,
empleando sobrenadantes de las fermentaciones de 13 dias (Espinosa, 2012).
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Figura 3. Mapa de la ubicacién de Coyopolan, Veracruz. Se muestra la ubicacion de la zona de

toma de muestra por Guzman.

En el caso de los hongos, los microorganismos empleados fueron M. luteus, B.
subtilis, E. coliy S. cerevisiae. Para el caso de los hongos, 11 mostraron actividad
(Espinosa, 2012). Mientras que en el caso de las bacterias 13 mostraron actividad
y, dentro de estas 13, 8 presentaron inhibicién contra al menos tres de las cinco
cepas prueba. Es por esto que se procedié a identificarlas por técnicas
moleculares (16S rDNA) y bioquimicas (VITEK2). Las 8 cepas bacterianas
resultaron pertenecer al género Pseudomonas, sin asignarseles la especie a la
que pertenecen. Se sabe que forman parte del grupo de las Pseudomonas
fluorescentes (Guzman, 2012). De estas 8 cepas (1AB, 1AC, 1AE, 14A, 16A, 21A,
24A y 28A), se decidié trabajar con 3 (14A, 24A y 28A) para caracterizar la
actividad biolégica de sus metabolitos. Dentro de las cinco cepas restantes, la que
mostr6 un mejor patrén de inhibicibn es la denominada 1AC, debido a su

capacidad para inhibir completamente a tres de los microorganismos: M. luteus, S.
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cerevisiae y S. epidermidis y parcialmente a B. subtilis. Es por esto que se
consideré como un excelente modelo de estudio para la evaluacion de diversas
actividades biolégicas de sus metabolitos. La cepa 1AC fue aislada de la corteza

externa sin sanitizar, por lo que se trata de un epifito (Guzman, 2012).

6 Pseudomonas

El género Pseudomonas pertenece al orden Pseudomonadales, familia
Pseudomonadaceae y, cuenta con mas de 60 especies. Se encuentra
ampliamente distribuido en la naturaleza ya que, su habitat incluye suelos, agua,
plantas y, animales. Son bacilos aerobios, Gram-negativos de 0.5-1.0 por 1.5-5.0
pMm; son motiles debido a la presencia de uno o varios flagelos polares. En la figura
4 se muestran algunas de las caracteristicas ya descritas. La mayoria de las
especies no crece bajo condiciones acidas (pH<4.5) y, no requieren de factores de
crecimiento, de tal forma que pueden crecer en medio minimo quimicamente
definido con iones amonio o nitratos como fuente de nitr6geno y compuestos
organicos simples como unica fuente de carbono y de energia. La mejor
temperatura de crecimiento para la mayoria de las cepas es de 28°C (Garrity,
2005; Gross y Loper 2009). Tienen la capacidad de producir pigmentos: cuatro
fenazinas (piocianina, piorrubina, clororafina, oxifenazina), la proteina azul de
Pseudomonas y, pioverdina. Una sola cepa tiene la capacidad de producir
diferentes fenazinas. Las pioverdinas son el colorante amarillo-verde, tipico de las
Pseudomonas fluorescentes, las cuales funcionan como sideroforos. Otro
sideroforo que sintetizan las Pseudomonas fluorescentes es la piochelina el cual

no es pigmentado (Garrity, 2005).
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Figura 4. Microfotografia electronica de Pseudomonas. Se muestra un conjunto de

Pseudomonas, de color verde se observan los flagelos que le dan movilidad.

Esta especie es bien conocida por su capacidad de producir metabolitos
secundarios bioactivos. Su diversidad ecoldgica y metabdlica se ve reflejada en su
genoma, cuyo tamafo varia de 4.6 a 7.1 Mb con un contenido de GC entre 57.8 y
66.6%. Los metabolitos secundarios juegan un papel muy importante para las
Pseudomonas, ya que pueden funcionar en la adquisicion de nutrientes, en su
virulencia y, en la defensa contra competidores y depredadores confrontados en
habitats naturales. Por ejemplo, la colonizacion de la rizésfera por ciertas cepas de
las especies P. putida y P. fluorescens resulta la mayoria de las veces en un
incremento en el crecimiento de la planta, debido a la produccion de metabolitos
antagonistas contra los patégenos de plantas (Garrity, 2005; Gross y Loper 2009).
Entre los diversos metabolitos bioactivos producidos por Pseudomonas, se

encuentran los siguientes:

e Karalicina: un antibiético, con accién inhibitoria contra levaduras v,
débilmente antiviral contra virus del Herpex simplex.

e Fluvioles: un grupo de antibiéticos con actividad antitumoral.

e Pirrolnitrina: antimicético tépico.

e Fenazinas: un grupo de compuestos que presentan actividad antibidtica,

antitumoral y antiparasitaria (Gross y Loper, 2009).
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Justificacion

La resistencia microbiana y la toxicidad de los tratamientos para
enfermedades crénicas, ha llevado a retomar la busqueda de compuestos
naturales con actividad farmacolégica, en especial aquellos de origen

microbiano.

Debido a que es bien sabida la capacidad del género Pseudomonas como
productor de metabolitos con diversas actividades biologicas.
Pseudomonas sp. 1AC es un modelo de estudio interesante para buscar

compuestos con actividades adicionales a la antibacteriana.

Hipotesis

Al ser las Pseudomonas una fuente importante de compuestos bioactivos, nos

permite predecir que Pseudomonas sp. cepa 1AC producirda compuestos con

actividades bioldgicas adicionales a la antibacteriana.

Objetivos

1 Objetivo general

Evaluar la actividad biolégica de los extractos organicos producidos por

Pseudomonas sp. 1AC.

2 Objetivos particulares

Establecer el género y especie del microorganismo a través de técnicas de
biologia moleculares.
Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos organicos, empleando

cepas prueba.
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e Evaluar la actividad antiparasitaria, empleando a Trypanosoma cruzi como
modelo de estudio.

e Evaluar la toxicidad de los extractos organicos, empleando Artemia salina.
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Metodologia

1 Seleccion de la cepa productora

Una muestra de la cepa 1AC, se aisl6 por estria en agar nutritivo (AN) y, se incubé
por 24 h a 29°C. De este cultivo se seleccionaron 3 colonias, las cuales se
inocularon por separado en la mitad de una caja de AN. Las colonias se incubaron
por 24 h a 29°C y, una vez crecidas, se inocularon con Micrococcus luteus ATCC
9341 y Bacillus subtilis ATCC 6633 de manera perpendicular al in6culo central.
Las cajas se incubaron nuevamente por 24 h a 29°C y se observo el patrén de
inhibicion. La colonia que presentd el mejor patrén de inhibicion fue conservada

segun la metodologia que se explica a continuacion.

1.1 Conservacion de la cepa de estudio y cepas prueba.

Una colonia de Pseudomonas sp. 1AC, M. luteus y Escherichia coli ATCC 11229,
se resuspendieron en 1 mL de Caldo Nutritvo (CN) y se realizaron dos
fermentaciones de 50 mL en caldo nutritivo (CN). Para el caso de B. subtilis y
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 las colonias se resuspendieron vy, la
fermentaciéon se realizé en medio con extracto de levadura, peptona y glucosa

(YPD), la formulacién de los medios se describe en el apéndice II.

Los matraces se incubaron por 24 h a 29°C para el caso de Pseudomonas sp.
1AC y S. cerevisiae y, a 37°C para M. luteus, E. coli y B. subtilis. Pasado dicho
periodo de incubacion, las células se cosecharon por centrifugacion por 15 min a
8000 rpm y 4°C. El sobrenadante se desecho y, se lavaron las células con 25 mL
de solucién salina (SSI) y, se centrifugd por 10 min a 8000 rpm y 4°C. El botén
celular se resuspendié en 5 mL de glicerol estéril al 10% y se realizaron alicuotas
de 500 pL en tubos de 1.5 mL. También se tomO una muestra de ésta cepa para

realizar una tincion de Gram para comprobar su pureza.

2 Identificacién molecular de Pseudomonas sp. 1AC
Para la identificacion molecular se empled la secuenciacion del gen 16S rDNA

(Weisburg et al, 1991) por ser el mas empleado para un primer acercamiento y
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determinar el género. Para conocer la especie se emplearon los genes
housekeeping gyrB y rpoD (Yamamoto et al, 2000; Mulet et al, 2009). En la tabla 3
se muestran las secuencias de los primers empleados para la identificacion
molecular de la cepa 1AC y el tamafio del amplicon esperado. La nomenclatura
empleada en dicha tabla es la siguiente: A=Adenina; C= Citosina; G=Guanina;
T=Timina; Y=C+T; S=G+C; R=A+G; K=G+T; N=A+G+C+T. En el apéndice | se

describe la técnica empleada para el aislamiento del DNA gendémico.

Tabla 3. Primers empleados para la identificacion molecular de Pseudomonas sp. 1AC.

Rev | CCCGGGATCCAAGCTTACGGCTACCTTGTTAC |
GACTT

Rev | TGTAAACGACGGCCAGTGCNGGRTCYTTYTC |
YTGRCA

M13R(-21) TGTAAACGACGGCCAGT '

CGGTTGATKTCCTTGA

Tamarfo del

Secuencia 5 —3’

Gen Primer

amplicon (pb)

16S
rDNA

gyrB

PsSEG790R

Se empleé el mismo par de oligos tanto para la amplificacion como para la
secuenciacion de los genes 16S rDNA y rpoD. En el caso de gyrB se emplearon
los oligos UP1E y APrU para la amplificacion del gen. Para la secuenciacién del
mismo, se emplearon los oligos M13R y M13R(-21). La mezcla de reactivos
empleada para las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR), se describe en
la tabla 4. Para todas las reacciones se emplearon las mismas cantidades de

reactivos.
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Para la identificacion de cada uno de los genes se emplearon condiciones
diferentes de amplificacién, todas durante 30 ciclos, las cuales se muestran en las
figuras 5, 6 y 7 (Weisburg et al, 1991; Yamamoto y Harayama, 1995; Mulet et al,
2009; Mulet et al, 2010).

Tabla 4. Mezcla de reactivos para la amplificacion de los genes empleados para la

identificacién molecular de Pseudomonas sp. 1AC. *= marca BioTecMol

Reactivo Cantidad (pL)
DNA (100 ng/pL) 2.5
Buffer (10x)* 5.0
dNTP’s (1.25 mM) 8.0
Oligo Fwd (20 pmol/pL) 1.0
Oligo Rev (20 pmol/uL) 1.0
MgCl, (30mM)* 2.5
Amplificasa (5 U/uL)* 1.0
Agua 29.0

Desnaturalizaciéon
Polimerizaciéon

94°C

5 min

94°C Polimerizacion ;  final

1 o
0.5 min : 72°C
2 min : 4 min
1

o

Alineamiento

56.5°C

1 min

4°C

Figura 5. Condiciones para la amplificacién del gen 16S rDNA de Pseudomonas sp. 1AC. Se
muestran las condiciones de tiempo y temperatura a las cuales se llevd a cabo la amplificacién del
gen 16S rDNA de Pseudomonas sp. 1AC.

Para corroborar la correcta amplificaciéon del gen deseado, se corrié un gel de
agarosa al 0.8%, verificando que cada amplicon correspondiera al tamafo

esperado. Una vez corroborado, se escalo a 4 reacciones, para obtener suficiente
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muestra para la secuenciacion de cada gen. Posteriormente, se procedié a

purificar la banda de amplificacion empleando tubos con fibra de vidrio.

Desnaturalizacion

: Polimerizacién
96°C l 94°C Polimerizacién : final
o 1 o
15mini 1 min 12°C 1 72°C
| . . 2min 1 10 min
Alineamiento 1
1
60°C
1 min
4°C
o0

Figura 6. Condiciones para la amplificacion de gyrB de Pseudomonas sp. 1AC. Se muestran
las condiciones de tiempo y temperatura a las cuales se llevo a cabo la amplificacion del gyrB de

Pseuodmonas sp. 1AC.

Desnaturializaci()n

I Polimerizacion
94°C | 94°C Polimerizacion | final
o 1 o
5min= 1 min 72C: 2.8
! 1.5 mint 10 min
Alineamiento :
55°C
1 min
4°C
o0

Figura 7. Condiciones para la amplificacion de rpoD de Pseudomonas sp. 1AC. Se muestran
las condiciones de tiempo y temperatura a las cuales se llevé a cabo la amplificacion del rpoD de

Pseudomonas sp. 1AC.

La metodologia completa, tanto de la preparacion del gel de agarosa como de la

purificacion del amplicon, se encuentran en el apéndice |.

La secuenciacién se llevd a cabo en la compaifia Laragen (USA). Con las

secuencias, se realiz0 una comparacion empleando el programa Basic Local
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Alignment Search Tool (BLAST) con la base de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI), con el fin de conocer a los microorganismos
con mayor similitud a Pseudomonas sp. 1AC. Para conocer la relacion entre
Pseudomonas sp. 1AC y diferentes especies del género, se contruyeron arboles
filogenético. Para ello se obtuvieron secuencias de los genes gyrB y rpoD de otras
cepas de Pseudomonas y, de otros microorganismos (Streptomyces, Bacillus y
Rhizobium), empleados como controles de alineamiento, para la construccion de
arboles filogenéticos. Para ello se empled la base de datos Integrated microbial
genomes and metagenomes (img) del Doe Joint Genome Institute (JGI).
Obtenidas dichas secuencias, se realiz6 un alineamiento con el programa
ClustalWw, para obtener los valores phylip. Con dichos valores se procedido a

alimentar al programa Phyltree para la construccion de los arboles.

3 Caracterizacion del crecimiento de Pseudomonas sp. 1AC y monitoreo
de la inhibicién bacteriana de sus metabolitos

3.1 Curvade crecimiento

Para determinar la curva de crecimiento, se descongel6 una alicuota de
Pseudomonas sp. 1AC, se centrifugd por 5 min a 12000 rpm, se decantd el
sobrenadante y el boton celular se lavé con 1 mL de SSI, se centrifugd
nuevamente bajo las condiciones anteriores. Se retird el sobrenadante y el botdn
celular se resuspendié en 1 mL de SSI, se le determiné densidad 6ptica (DO) a
Aeoo, ajustandola a 0.5 de DO. Con 500 pL de la suspension celular obtenida, se
inocularon 3 matraces de 250 mL con 50 mL de CN y, 3 matraces de 250 mL con
50 mL de CN+0.5% de glucosa. Los matraces se incubaron a 29°C a 180 rpm, de
cada matraz se tomaron muestras alas 0, 3, 6 h y de 8 a 48 h cada dos h. De las
muestras se determiné crecimiento por DO, pH empleando un potenciémetro vy,

glucosa residual empleando un método colorimétrico.

3.1.1 Determinacion de glucosa residual
Para determinar la glucosa residual con respecto al tiempo, se empled el método

enzimatico-colorimétrico de glucosa oxidasa-peroxidasa (Spinreact). Mediante el
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cual se determina la cantidad de glucosa de manera indirecta, ya que lo que se
determina espectrofotométricamente es la quinona resultante de dos reacciones
enzimaticas secuenciales. En la primera reaccion la glucosa oxidasa transforma la
glucosa en acido gluconico y peréxido de hidrégeno. El perdéxido de hidrogeno
resultante es transformado en quinona en presencia de la peroxidasa. La
intensidad del color formado es proporcional a la concentraciébn de glucosa
presente en la muestra. Para determinar la concentracion de glucosa, se procedio

a preparar la muestra, el blanco y el patron segun la tabla 5.

Las muestras y el patron (100 mg/dL), se mezclaron e incubaron por 10 min a
37°C. Pasado dicho tiempo se leyo la absorbencia del patrén y muestras a 505
nm. Después se calculé la concentracion de las muestras segun la siguiente
formula:

(A)Muestra

"2 x100(Conc. Patrén) = =2 de glucosa en la muestra x 0.0555 =
(A)Patrén dL

mmol glucosa/L

Tabla 5. Preparacién de muestras, blanco y patron para la determinacién de glucosa

residual.
Blanco | Patron | Muestra
Reactivo 1.0 1.0 1.0
(mL)
Patron (uL) - 10 -
Muestra (uL) - - 10

3.2 Monitoreo de la inhibicion bacteriana del sobrenadante de
Pseudomonas sp. 1AC sobre M. luteus

Con el fin de establecer el momento de mayor produccién de metabolitos con la

capacidad de inhibir a M. luteus, se inocularon 2 matraces de 250 mL con 50 mL

de CN y 2 matraces de 250 mL con 50 mL de CN+0.5% de glucosa, segun la

metodologia descrita previamente, los matraces se incubaron a 180 rpm por 12 h

a 29°C. Con 1 mL del contenido, se inocularon 3 matraces de 500 mL con 100 mL

24

——
| —



del medio correspondiente (CN o CN+0.5% de glucosa), los matraces se
incubaron a 180 rpm a 29°C. Se procedio a tomar muestra cada 3 h hasta las 24 h
y, después cada 6 h hasta las 48 h. A las muestras se les determind crecimiento,

pH y, se realizo antibiosis de las muestras concentradas dos veces.

3.2.1 Antibiosis

La prueba se realiz6 en cajas Petri con 25 mL de AN inoculado con 250 pL de
volumen de una suspension de M. luteus (diluciéon 1:100 de una suspension
ajustada espectrofotométricamente al estandar 0.5 de McFarland). Se colocaron 4
sensidiscos por placa y se adicionaron 25 uL de las muestras concentradas a cada
sensidisco con una muestra diferente. En la figura 8 se muestra el acomodo de los

sensidiscos, ademas se realizaron blancos de pH de 6, 7, 8 y, 9.

Las placas se incubaron por 18 h a 37°C y al final se midieron los didmetros de los

halos de inhibicion, reportdndolos como mm de inhibicion.

Figura 8. Distribucion de sensidiscos para la prueba de antibiosis.

4  Cultivo de Pseudomonas sp. 1AC para realizar la extraccion por particion
Se descongeld un glicerol de Pseudomonas sp. 1AC, se lavo y ajusté a 0.5 DOy,
con 500 pL de la suspension celular, se inoculdé un matraz de 250 mL con 50 mL
de NB+0.5% glucosa. El matraz se incub6 a 180 rpm, a 29°C por 12 h. Con 10 mL
de dicho cultivo, se inocularon 2 matraces Fernbach de 2.8 L cada uno con 1 L de
NB+0.5% glucosa. Los matraces Fernbach se incubaron a 180 rpm por 24 h a
29°C. Las células se cosecharon por centrifugacion por 15 min a 10000 rpm a 4°C
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y se separ6 el sobrenadante de la biomasa. El sobrenadante se filtré a través de
membrana Millipore de 0.45 pym y 0.22 um vy, se realizé antibiosis de los
metabolitos secundarios presentes en el medio de cultivo, antes de realizar las

extracciones.

4.1 Extraccion de la biomasa de Pseudomonas sp. 1AC

La biomasa se macer6 con 400 mL de una mezcla diclorometano
(CH.Cl,):metanol (MeOH) 1:1 durante 3 h y, se procedid a filtrarla empleando
primero filtros Whatman nimero 1, seguido por membranas Millipore de 0.45 pm y

0.22 um. El extracto obtenido (EOB) se concentro a sequedad en un rotavapor.

4.2 Extraccion del sobrenadante (SN) y control de extraccion

El sobrenadante se extrajo 3 veces con CH,Cl, y posteriormente 4 veces con
acetato de etilo (AcOEt) se emple6 un total de 500 mL de disolvente por cada litro
de SN. Los extractos obtenidos se concentraron a sequedad empleando un
rotavapor. Para el caso de esta extraccion (EOSN), se realizd un blanco que
consistié en extraer bajo las mismas condiciones 2 L de medio CN+ 0.5% de

glucosa estéril (EOC).

Los extractos se recuperaron en viales previamente pesados y, se realizé una
cromatografia en capa fina (CCF) para conocer el perfil metabdlico presente en los

extractos organicos.
4.3 Determinacion de actividad bioldgica

4.3.1 MIC (Concentracion minima inhibitoria)

Se determind la concentracion minima inhibitoria de los extractos obtenidos en
4.1y 4.2 segun la metodologia descrita por Wiegand et al (2008). La actividad se
determind sobre las bacterias M. luteus, E. coli y, B. subtilis, ademas de la
levadura S. cerevisiae. Las bacterias M. luteus y, E. coli fueron aisladas por estria
en AN e incubadas por 24 h a 37°C. En el caso de B. subtilisy S. cerevisiae fueron
aisladas en YPD agar e incubadas por 24 h, la primera a 37°C y la segunda a
29°C. Se realizd6 una suspension de colonias en SSI y, se ajustaron

espectrofotométricamente al 0.5 de la escala de McFarland, a 600 nm. La
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suspension ajustada, se diluy6 1:100 con el medio de cultivo adecuado (CN o YPD

liquido segun sea el caso).

Se hicieron soluciones stock de los extractos a una concentracion de 20 mg/mL.
Para el ensayo se diluyeron a una concentracion final de 800 pg/mL en medio CN
para M. luteus y B. subtilis y, de 12.8 mg/mL para E. coli y, S. cerevisiae en medio
CN y YPD respectivamente. Los controles positivos empleados contra levaduras,
bacterias Gram-positivas y bacterias Gram-negativas fueron cicloheximida,
eritromicina y acido nalidixico a una concentracion stock de 4 mg/mL,
respectivamente. Al igual que con los extractos, los antibidticos fueron diluidos a
una concentracion final de 800 pg/mL en medio CN o YPD liquido, segun el
microorganismo. La prueba se realizé en placas de poliestireno de fondo plano de
96 pozos (Corning, Costar). Con un volumen final de 100 pL en cada pozo. Las
concentraciones finales de los extractos (columna 1-9) fueron 200, 100, 50, 25,
12.5, 6.3, 3.2, 1.6, 0.8 pg/mL para el caso de M. luteus y B. subtilis y, de 3200,
1600, 800, 400, 200, 100, 50, 25, 12.5 yg/mL para E. coliy S. cerevisiae. En el
caso de los controles empleados, las concentraciones fueron de 200, 100, 50, 25,

12.5, 6.3, 3.2, 1.6, 0.8 pg/mL para los cuatro microorganismos.

Las columnas 10, 11 y 12 se emplearon como controles, la columna 10
corresponde a los controles de los extractos, 50 pyL del extracto y 50 uL del medio
empleado (CE). En la columna 12 se colocé el control de esterilidad y blanco de
absorbencia (CM), el cual consistio6 en 100 pL del medio (CN o YPD liquido).
Finalmente en la columna 11 se coloco el control de crecimiento del
microorganismo prueba (CC), el cual consistié en 50 uL del medio adecuado y 50
ML de la suspension del microorganismo prueba. En la figura 9 se muestra el
acomodo de las muestras en la placa.

La placa se incub6 a 37°C o 29°C segun el microorganismo empleado, por 24
horas y, se leyé a una Agoo (Wiegand et al, 2008). Las pruebas se realizaron por

triplicado.
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Figura 9. Diagrama general de la posicién de los extractos para determinacion de MIC. Se
muestra la posicion de los diferentes extractos. CE=control de extractos. CC= control de

crecimiento y CM= control de medio.

4.3.2 Actividad antiparasitaria sobre Trypanosoma cruzi

Esta prueba se realizé en placas de 96 pozos, se colocaron 100 pL de la solucién
de 800, 400 y 200 pug/mL del extracto a probar o control positivo (Geneticina G418)
por duplicado y, posteriormente 100 yuL de una suspension de epimastigotes de
Trypanosoma cruzi (cepa CL-Brener) ajustada a 3X10° células/mL. Las placas se
incubaron por 48 h a 28°C y, se contd en camara de Neubauer por observacion
directa al microscopio, realizando una dilucion 1:10 con formaldehido al 8%. Para
medir la actividad parasiticida, la prueba se realizé por triplicado y se calculé la
concentracion a la cual sobrevivio el 50% de los epimastigotes con respecto al
control. Para ello, se construyeron curvas dosis-respuesta en Excel 2010.
Posterior a esto, se realizé un ANOVA y un analisis de Duncan, para determinar

diferencias entre los tratamientos.

Para observar los cambios morfoloégicos de los epimastigotes por estar en
contacto con los extractos o0 G418, se realiz6 un frotis de la siguiente manera: Se
centrifugd el contenido de un pozo (200 uL) a 7000 rpm por 10 min. Se lavé el
boton celular con 40 pL de paraformaldehido al 4% vy, se realiz6 un frotis. Las
muestras se tifleron con el kit HEMA 3 (Fischer Scientific), empleando la
metodologia descrita por el proveedor.
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4.3.3 Toxicidad sobre Artemia salina
Se determiné la toxicidad de los extractos usando la metodologia descrita por
Meyer y colaboradores (1982), empleando al crustaceo Artemia salina.

Las muestras se prepararon disolviendo 20 mg del extracto a evaluar en 2 mL de
una mezcla 1:1 CH,Cl,:MeOH. De dicha solucién se transfirieron 500, 50y 5 uL a
tres frascos viales, dejandose evaporar el disolvente.

Los huevecillos de A. salina se incubaron en un medio salino artificial (Instant
Ocean sea salt) durante 48 h a 30°C. Con periodos de luz- obscuridad de 12 h-12
h. Transcurrido dicho periodo se transfirieron 10 crustaceos a cada vial. Se
aforaron los viales con 5 mL de medio salino artificial. Las concentraciones finales
de los extractos fueron 1000, 100 y 10 pg/mL, haciendo la prueba por triplicado.
Los viales se incubaron por 24 h con iluminacion a 30°C. Transcurrido el tiempo de
incubacion, se contd el numero de larvas sobreviviente. Con los datos obtenidos,
se calcul6 la concentracion letal media (CLsp). Para ello, se construyeron curvas

dosis-respuesta en Excel 2010 y, se realiz6 un ANOVA.
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Resultados y discusion

1 Identificacion molecular de Pseudomonas sp. 1AC

La cepa 1AC fue identificada de manera preliminar por Guzman (2012) como
perteneciente al género Pseudomonas, sin embargo no se pudo discernir su
especie. Por lo que para su identificacién, se amplificaron por PCR ademas del
gen 16S rDNA, otros genes denominados “housekeeping” reportados para este
génro, como son gyrB y rpoD los cuales codifican para la subunidad B de la DNA
girasa y el factor sigma de la RNA polimerasa respectivamente. Se verifico que el
amplicon fuera del tamafio esperado mediante un gel de agarosa al 0.8%, en la
figura 10 se muestran las bandas del tamafio correspondiente a cada amplicén. Se
observa un amplicén de aproximadamente 1500 pb, otro de aproximadamente
1000 pb y otro de 750 pb, correspondientes a los genes 16S rDNA, gyrB y rpoD
respectivamente (Weisburg et al, 1991; Mulet et al, 2009).

1500 pb p— |

1500 pb

1000 pb
966 pb
1 < el

Figura 10. Amplicones para la identificacién molecular de la Pseudomonas 1AC. Se muestra
un gel de agarosa al 0.8% con 5 pL del producto de PCR para cada gen empleado para la
identificacién molecular de la Pseudomonas sp. 1AC, en el primer carril se muestra el marcador de
peso molecular de 1kb, en el segundo carril se muestra el amplicon correspondiente al 16S rDNA,
en el tercer carril el amplicon correspondiente a gyrB y, en el cuarto carril el amplicon

correspondiente a rpoD.

Obtenidos los tamafios esperados de los amplicones, se escalo la PCR, para tener

muestra suficiente, purificar y secuenciar con la compafia Laragen. Obtenidas las
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secuencias de los amplicones se realiz6 una comparacion empleando el programa
BLAST de la base de datos NCBI, para conocer a los microorganismos que
presentaran un mayor porcentaje de identidad con Pseudomonas sp. 1AC para el
caso de cada gen. De dichas comparaciones, se obtuvo como resultado que
Pseudomonas sp. 1AC tiene un mayor porcentaje de identidad con Pseudomonas
protegens Pf-5 con un maximo de identidad del 99, 96 y 90% para los genes del

16S rDNA, gyrB y rpoD respectivamente.

Para ejemplificar mejor la similitud de Pseudomonas sp. 1AC, con otras especies
de su género y ver qué tan cercana es a cada una, se construyeron arboles
filogenéticos empleando dos genes marcadores (gyrB y rpoD). No se utilizé el gen
16S rDNA debido a que al realizar la comparacion en el programa BLAST, el
maximo de identidad para 16S rDNA es del 99% para todas las secuencias
arrojadas. El alto porcentaje de identidad se debe a que la mayoria de las
secuencias reportadas para este gen se encuentran incompletas. Es por esto que
en la actualidad no sé6lo se usa el gen 16S rDNA como marcador filogenético,
también se buscan otros genes conservados conocidos como housekeeping
(Mulet et al, 2010). Para la construccion de dichos éarboles, se obtuvieron las

secuencias de los genes housekeeping de la base de datos img del JGI.

Los arboles construidos empleando gyrB y rpoD se muestran en las figuras 11 y
12 respectivamente, Pseudomonas sp 1AC se encuentra encerrada en un cuadro
en ambos arboles. En los cuales se observa que las especies P. aeruginosa y P.
stutzeri forman el linaje de P. aeruginosa, ambas especies son patdégenos
oportunistas para el ser humano y el resto de las especies del género
Pseudomonas pertenecen al linaje de P. fluorescens las cuales no son
consideradas patégenas para el ser humano, dicha division de linajes ya habia
sido reportada con el empleo de los oligos para gyrB y rpoD (Lalucat et al, 2006;
Kerr y Snelling, 2009; Mulet et al, 2010). Dado que Pseudomonas sp. 1AC
presenta una mayor similitud con el linaje de P. fluorescens, se hablara un poco
mas sobre los grupos pertenecientes a éste linaje. En la figura 12 se observa que

en el linaje P. fluorescens la especie con menor similitud es P. putida, la cual ha
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sido ampliamente usada en bioremediacion (Poblete-Castro et al, 2012); Seguida
por P. entomophila, la cual es una especie entomopatdégena, que tiene la
capacidad de producir compuestos con interés farmacéutico (Bode, 2009; Vallet-
Gely et al, 2010).

0.02
Bacillus thuringensis Al' Hakam

P. syringae pv. tomato T1
s6

1¢oo P.syringae pv. tomato NCBP 1108

1000 P. syringae pv. tomato Max13

P. syringae pv. tomato DC3000
1000

P. syringae pv. oryzae 1_6

64 P. syringae pv. phaseolicola 1448A

T P. syringae pv. aesculi 2250
1000

(o]
P. syringae pv. aesculi NCPPB 3681

\Pseudomonas sp. 1AC i
1000 | |

P. protegens Pf-5

1000 1O00) —— P. fluorescens WH6

10 P. fluorescens IAM 12022

P. fluorescens SBW25

P. stutzeri DSM 4166

—_— P. aeruginosa UCBPP-PA14

f

1500 P. aeruginosa PAb1

o
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33 P. aeruginosa LESB58

65
Pseudomonas aeruginosa PAO1

Streptomyces clavuligerus
ATCC 27064

Figura 11. Arbol filogenético empleando gyrB. Se muestra la relacion que guarda Pseudomonas
sp. 1AC (Recuadro) con respecto a otros microorganismos, segun las secuencias de gyrB. Se

muestran los valores de bootstrap.

El grupo de P. syringae se encuentra mas cercano a Pseudomonas sp. 1AC con
respecto a las especies anteriores. P. syringae ha sido aislada como epifito
fitopatdgeno, debido a su capacidad de producir diversas toxinas (Hirano y Upper,
2000).
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El grupo mas cercano es el de P. fluorescens el cual es ampliamente conocido por
su capacidad de producir compuestos con diferentes actividades, ademéas como
ya se mencion0 en el marco tedrico, especies pertenecientes a este grupo han
sido aisladas como microorganismos asociados a plantas.

0.05

Bacillus thuringensis Al Hal’fan\ -

P. fluorescens SBW25

P. fluorescens 1AM 12022
P. fluorescens WH6
P. protegens Pf-5

791

—— P. syringae pv. phaseolicola 1448A
P. syringae pv.tomato T1
E P. syringae pv. tomato DC3000

P. aeruginosa PA7

1 000

791

P. aeruginosa UCBPP-PA14
P. aeruginosa LESB58

:éseudomanas aeruginosa PAO1

P. stutzeri DSM 4166
Egc»

P. stutzeri ATCC 17588

P. stutzeri A1501

P. entomophila L48

P. putida BIRD-1
LO0O [ P. putida KT2440
Streptomyces clavuligerus

ATCC 27064
4 Rhizobium leguminosarum

bv. viciae 3841

1000

Figura 12. Arbol filogenético empleando rpoD Se muestra la relacion que guarda Pseudomonas
sp. 1AC (Recuadro) con respecto a otros microorganismos, segun las secuencias de rpoD. Se
muestran los valores de bootstrap.

Como ya se habia mencionado y como se observa en las figuras 11 y 12 el
microorganismo con mayor similitud a Pseudomonas sp. 1AC es P. protegens Pf-
5. La especie P. protegens, descrita recientemente ha sido aislada asociada a
plantas, al igual que nuestro microorganismo de estudio. Esta especie debe su
nombre a la capacidad que tienen de producir compuestos capaces de inhibir

fitopatdgenos. Dentro de la especie P. protegens, parece existir una diferencia
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entre las cepas pertenecientes al viejo y al nuevo continente, lo que hablaria de
las diferencias evolutivas, dado el ambiente en donde se desarrollan (Ramette et
al, 2011).

Hablando en especifico del caso de P. protegens Pf-5, ya se ha secuenciado
completamente su genoma, evidenciando su capacidad productora de diversos
compuestos con actividad bioldgica. Actualmente, se conocen 8 metabolitos de los
9 que se sabe es capaz de producir. Su genoma es el mas grande del género,
esto puede deberse a las diferencias en el ambiente en el que se desarrolla con
respecto a otras especies de Pseudomonas. Por lo que evolutivamente, se ha
visto en la necesidad de desarrollar la capacidad de producir un mayor nimero y
diversidad de metabolitos (Paulsen et al, 2005; Gross et al, 2007; Loper et al,
2008).

Aunque P. protegens Pf-5 y Pseudomonas sp. 1AC se encuentren relacionadas
filogenéticamente, esto no implica que produzcan los mismos compuestos.
Ademas, el hecho de provenir de diferentes fuentes Pseudomonas sp. 1AC (epifito
de la corteza de Magnolia dealbata Zucc, México) y P. protegens Pf-5 (rizéfito de
algodon, Texas), nos lleva a pensar que pudieran producir diferentes compuestos

con actividad biolégica.

Debido a la cercania que presenta la especie P. protegens con P. fluorescens, se
solia pensar que pertenecia a dicha especie (Silby et al, 2009), ya que ambas
tienen la capacidad de producir pioverdina, sin embargo el patron que presentan
por siderotipificacion por isoelectroenfoque es diferente entre P. fluorescens y P.
protegens. Por lo que para comprobar que Pseudomonas sp. 1AC pertenece a la
especie P. protegens seria necesario realizar la siderotipificacion. Ademas, la
especie P. protegens produce los antimicrobianos pioluteorina y 2,4-
diacetilfloroglucinol (DAPG) a diferencia de otras Pseudomonas fluorescentes que
Gnicamente sintetizan DAPG (Ramette et al, 2011). Por lo que determinar la
produccion de dichos metabolitos, serviria para comprobar si la cepa 1AC

pertenece a la especie P. protegens.
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2 Caracterizaciéon del crecimiento de Pseudomonas sp. 1AC y monitoreo

de lainhibicién bacteriana de sus metabolitos

2.1 Curvade crecimiento

En el caso del crecimiento de Pseudomonas sp. 1AC se probaron dos medios
diferentes (CN y CN+27 mM de glucosa) con el propdsito de determinar en cual
existe una mejor produccion de metabolitos con actividad antimicrobiana, es
importante recordar que la produccién de metabolitos secundarios, se ve afectada

por las condiciones de cultivo.

En la figura 13 se observa el crecimiento de Pseudomonas sp. 1AC tanto en el
medio suplementado como sin suplementar, en la figura se puede observar que en
la fase logaritmica, no existe una diferencia en el crecimiento, ya que las lineas se
traslapan. Sin embargo, en la fase estacionaria (16-48 h), se observa una
diferencia entre el medio suplementado y el medio sin suplementar. En el medio
suplementado se alcanza un mayor crecimiento debido a la glucosa con la que
cuenta el medio (27 mM). Con los valores de crecimiento de la fase logaritmica (6-
12 h), se calcularon los tiempos de duplicacion. En el caso del CN fue de 32 miny
para el CN suplementado de 29 min.

Para el caso del pH, en la figura 13 se observa un comportamiento similar en la
basificacion con ambos medios. Sin embargo, para el caso del medio
suplementado, se observa una disminucion del pH, entre las 8 y 10 h, después
vuelve a incrementarse. Cabe mencionar que dicho comportamiento no se
observa para el caso del CN sin suplementar, esto debido a que al contar con
glucosa el medio suplementado, se lleva a cabo la glucélisis lo que produce una
acidificacion del medio. La basificacion para el caso de ambos medios puede ser

debida a la ruptura de las proteinas en grupos amino (Tortora et al, 2007).
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Crecimiento y pH
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Figura 13. Curva comparativa del crecimiento de Pseudomonas sp. 1AC y pH de ambos
medios. Se observa una tendencia similar para el caso de ambos medios. Se observan en lineas
de color obscuro el pH vy, en lineas de color verde y naranja, se observa el crecimiento en ambos

medios CN (naranja) y CN suplementado (verde).

2.1.1 Glucosaresidual

Para conocer el consumo de glucosa en el medio suplementado, se determiné la
glucosa residual en el sobrenadante con ayuda del kit glucosa oxidasa-peroxidasa
(GOD-POD) de la marca Spinreact. En el caso del consumo de glucosa, en la
figura 14 se observa que al entrar a la fase estacionaria, empieza el mayor
consumo de la misma. Esto explicaria porque en la fase estacionaria se observa
un mayor crecimiento en el medio suplementado con respecto al no suplementado
(figura 13). Se comienza a observar una disminucioén de la glucosa residual a las 6
horas, lo que explicaria la pequefia disminuciéon del pH (figura 13), debido a la

glucolisis.
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Glucosa residual y crecimiento
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Figura 14. Consumo de glucosa con respecto al crecimiento de Pseudomonas sp. 1AC en
CN+27 mM de glucosa. Se observa en color verde el crecimiento y en color naranja la glucosa

residual. EI mayor consumo de la misma se observa durante la fase estacionaria.

2.2 Monitoreo de la inhibicion bacteriana del sobrenadante de
Pseudomonas sp. 1AC sobre M. luteus
Para conocer el medio y tiempo adecuado para una mayor produccion de
metabolito (s) con actividad antibiética, se realizé el monitoreo de la inhibicién de
los metabolitos en el sobrenadante sobre M. luteus. El monitoreo se realiz6
mediante pruebas de antibiosis de los sobrenadantes en sensidiscos, sobre M.
luteus. En la figura 15, se observa la relacion entre la inhibicion de los metabolitos
en el SN de ambos medios (suplementado y sin suplementar) sobre M. luteus con
respecto al crecimiento de Pseudomonas sp. 1AC en ambos medios. En la figura
se aprecia inhibicion del sobrenadante de ambos medios contra M. luteus a partir
de las 9 h, lo que corresponde a la fase pre-estacionaria del crecimiento, dicho

comportamiento es caracteristico de los metabolitos secundarios (Demain, 1981).
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Figura 15. Monitoreo de la inhibicién del SN contra M. luteus, con respecto al crecimiento de
Pseudomonas sp. 1AC en ambos medios. Se muestran los diametros de inhibicién del
sobrenadante contra M. luteus, con respecto al crecimiento de Pseudomonas sp. 1AC. Se muestra
en barras los halos de inhibicion, verde (CN) y naranaja (CN suplementado). En linea sin

marcadores se muestra el crecimiento verde (CN) y rojo (CN suplementado).

Se observa que la inhibicion del SN del medio suplementado (barras naranjas)
sobre M. luteus, se mantiene constante hasta las 24 h, posterior a dicho tiempo se
observa una disminucién. Para el medio sin suplementar la inhibiciébn se mantiene
constante hasta las 18 h, después decae y, se mantiene hasta las 48 h. Para
ambos casos se sigue observando una inhibiciéon hasta las 48 h. Sin embargo, la
inhibicién es mayor en el caso del medio suplementado, con respecto al medio sin
suplementar. Dado que la inhibicién bacteriana observada esta relacionada con la
produccion de metabolitos bioactivos, el mejor medio para la produccién de
metabolitos bioactivos segun esta prueba es el medio suplementado, ya que los
halos observados son mayores en todos los tiempos. Por lo que se decidié
trabajar Unicamente con el medio suplementado para el cultivo del cual se
realizaran extracciones para evaluar su actividad, antibiética, parasiticida y su

toxicidad.
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3 Extraccion por particion del sobrenadante, biomasa y control de
extraccion
Elegido el medio donde se observaba por inhibicion sobre M. luteus una mayor
produccion de metabolitos bioactivos, se realiz6 una fermentacion de 2 L, con el
fin de tener cantidad suficiente de los metabolitos para poder evaluar las
bioactividades. Al sobrenadante y biomasa de dicha fermentacion se le realizaron
extracciones empleando AcOEt, CH,Cl, y MeOH. Ademas se realizé un control del
medio (2L de CN+0.5% de glucosa) el cual se extrajo con las mismas condiciones
que el SN. Los extractos se llevaron a sequedad y se determin6 su rendimiento. El
rendimiento de las extracciones se muestra en la tabla 6, se denominé EOB al
extracto organico de la biomasa, EOSN al extracto organico del SN y EOC al

extracto organico del control del medio.

Tabla 6. Rendimiento de la extraccion por particion.

Extracto orgénico Rendimiento (mg/L)
Biomasa (EOB) 194.6
SN (EOSN) 130.6
Control (EOC) 216.9

En la tabla 6 se observa un mayor rendimiento en el EOC que el EOSN, debido a
qgue el contenido de cada uno es diferente, ya que en el EOC se tienen los
componentes del medio, mientras en el EOSN se tienen los metabolitos producto
de la fermentacién. En la figura 16 se observa el perfil cromatografico para los tres
extractos, se puede apreciar una diferencia en el contenido entre el EOC y EOSN,
ya que en el EOSN se observan los metabolitos producto del consumo de los

nutrientes del medio.
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Figura 16. Perfil cromatogréafico de los extractos. En el carril 1 se muestra el EOC, en el
segundo carril el EOSN y en el tercer carril el EOB. Cromatoplaca eluida con CH,Cl,:MeOH (98:2).

Revelada con acido sulfurico al 10%.

3.1 Determinacion de actividad biologica

3.1.1 MIC (Concentracion minima inhibitoria)

Para evaluar la actividad antibiética de los extractos organicos (EOSN, EOB y
EOC), se determiné la concentracion minima inhibitoria de los mismos contra M.
luteus, B. subtilis, E.coli y S. cerevisiae. Los resultados de esta prueba para los
cuatro microorganismos empleados, se muestran en la tabla 7. En dicha tabla se
puede observar que para el caso tanto del EOB como del EOSN Unicamente hay

inhibicién contra microorganismos Gram-positivos.

Esto corresponde con la mayoria de antibidticos reportados provenientes de
Pseudomonas, ya que son capaces de inhibir Gnicamente a microorganismos
Gram-positivos (Reader-Christ et al, 2012). Sin embargo, los valores de MIC son
menores a los observados parar el compuesto Orfamida A, producido por P.
protegens Pf-5 (Reader-Christ et al, 2012).
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Tabla 7. MIC de los extractos organicos del sobrenadante (EOSN) y biomasa (EOB) v,

controles contra los diferentes microorganismos prueba.

Microorganismo | Tratamiento MIC (ng/mL)
EOB 25
M. luteus EOSN 25
Eritromicina 0.8
EOB 12.5
B. subtilis EOSN 12.5
Eritromicina 0.8
EOB *
E. coli EOSN *
Acido nalidixico 3.125
EOB *
S. cerevisiae EOSN *
Cicloheximida 0.781

Dado que los valores de MIC son iguales para EOB y EOSN, no podemos saber si
se trata de un compuesto extracelular. Cabe recordar que, la inhibicion observada
puede ser debida a un efecto de sinergismo de los metabolitos producidos. En
caso de que se tratara de un compuesto Unico con dicha actividad, al purificarlo,
se esperaria un menor valor de MIC. Es importante mencionar que aunque los
datos no se muestran en la tabla 7, para el caso del EOC no se observa inhibicién
contra alguno de los microorganismos prueba a concentraciones de 3.2 mg/mL

hasta 0.8 pg/mL.

3.1.2 Actividad antiparasitaria sobre Trypanosoma cruzi

Para evaluar la actividad antiparasitaria de los extractos, se empled
Trypanosmona cruzi como modelo de estudio. Se determind la Clsp de cada
extracto empleando epimastigotes de T. cruzi (CL-Brener). En el caso de la
actividad tripanocida, se observa actividad tanto en el EOSN, como en la
geneticina (G418). Los datos se muestran en la tabla 8, donde podemos observar
qgue el efecto producido tanto por el EOSN como por G418, es estadisticamente

diferente con respecto al EOB y EOC.
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Sin embargo los tripanosomas tratados con el EOSN y EOB, muestran cambios
morfoldgicos (Figura 17- Ay 17- B), los cuales no se observan para el tratamiento
con G418 (Figura 17-D).

Tabla 8. Clsy de los diferentes tratamientos contra T. cruzi. (*=diferencia contra todos los

tratamientos, con una a=0.05)

Tratamiento | Clsg(ug/mL)
EOB 280432
EOSN* 97+13
G418* 142492
EOC 345+95
A s |IB < E
A |-*

>
>
.

Figura 17. Diferencias morfolégicas entre tratamientos. Se observan las diferencias
morfolégicas de T. cruzi al ser expuestos por 24 h a los diferentes tratamientos. Se puede observar
una diferencia entre la morfologia de los parasitos al ser expuestos al EOB y EOSN (A y B
respectivamente) con respecto al resto de los tratamientos. En el caso de los parasitos expuestos
al EOC (C) y de los expuestos a G418 (D), no se observa cambios morfol6gicos con respecto al

control de crecimiento (E).

Al observar los mismos cambios morfolégicos tanto en presencia del EOB como
del EOSN, podemos decir que el compuesto 0 compuestos responsable (s) de
dicho efecto se encuentra en ambos extractos. Y que se encuentra en mayor
concentracion en el EOSN debido a que la Clso es menor en el EOSN que en el
EOB (Tabla 8).
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Se han reportado compuestos producidos por Pseudomonas, con la capacidad de
inhibir parasitos. Por ejemplo, se ha reportado que P. protegens CHAO, tiene la
capacidad de producir un proteasa (AprA) contra nematodos de plantas sin
producir cambios morfol6égicos (Siddiqui et al, 2005) vy, el 2,4- diacetilfloroglucinol
(DAPG) un compuesto capaz de producir cambios morfolégicos (Neiding et al,
2011). Ademés, se ha descrito un factor anti-tripanosomal producido por una cepa
de P. fluorescens, capaz de producir cambios morfologicos en T. cruzi (Mercado et
al, 1986). Sin embargo, las condiciones bajo las cuales fue probado éste ultimo,

hacen dudar de la verdadera eficacia del mismo.

También se han reportado compuestos producidos por otras Pseudomonas, con la
capacidad de inhibir la sintesis de tubulina, lo cual podria explicar los cambios
morfolégicos observados, ejemplo de esto es el antifingico Rhizoxin (Loper et al,
2008).

3.1.3 Toxicidad sobre Artemia salina

Para evaluar la toxicidad de los extractos organicos anteriormente evaluados y
conocer si podrian tener actividad citotoxica, se determiné la CLso de los mismos
empleando al crustaceo A. salina. Los resultados para esta prueba se muestran en
la tabla 9. Se observa que la CLsg para los EOB y EOSN son menores a 1000
pg/mL, por lo cual se consideran activos (Anderson et al, 1991). Mientras que para
el control negativo (EOC) es mayor a 1000 pg/mL por lo que no se considera

activo.

Tabla 9. CLsy de los tratamientos contra Artemia salina. (*=diferencia contra todos los

tratamientos, con una a=0.05).

Extracto CLso (ug/mL)

EOB 26x12
EOSN 41+17

En la mayoria de los casos reportados donde se emplea esta prueba como un

tamizaje para posteriormente realizar pruebas de citotoxicidad con lineas
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celulares, se muestra que aquéllos extractos 0 compuestos que muestren en este
modelo una CLsp menor a 500 pg/mL, presentan una inhibicion contra lineas
celulares cancerigenas (Carballo et al, 2002; Luo et al, 2012). Por lo que segun los
resultados mostrados en la tabla 9, los EOSN y EOB son candidatos para realizar

pruebas de citotoxicidad.

Se puede observar que las CLsp obtenidas para Artemia salina son menores que
las obtenidas para T. cruzi. Esto puede ser debido a la complejidad de la
membrana de T. cruzi (De Souza, 2009). Aparte se observa que en el caso del
EOB es 10 veces menos activo para T. cruzi con respecto a A. salina (Tabla 8 y
9). La diferencia puede ser debida a la presencia de endotoxinas bacterianas, las
cuales podrian causar la muerte de A. salina, dicho efecto se ha reportado para
diferentes animales, como es el caso de la coagulacién de la hemolinfa de Limulus
polyphemus (Bermejo y Duarte, 2003; Tortora et al, 2007). Para el caso de la
toxicidad del EOSN, en caso de ser el mismo compuesto responsable de la
actividad tripanocida, que afecta los microtubulos, explicaria la toxicidad similar
para ambos modelos (Tabla 8 y 9).

Ademas, hay que recordar que se trata de una mezcla de compuestos, por lo que
al purificarlos, se esperaria que la toxicidad en el modelo de A. salina disminuya o

se muestre una mayor selectividad en pruebas de citotoxicidad.

Para las Pseudomonas se sabe que el 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG) es capaz
de inhibir a diferentes microorganismos (Kamei e Isnasetyo, 2003; Tofazzan y Von
Tiedemann, 2011), ademas de producir cambios morfolégicos en Caenorhabditis
elegans (Neiding et al, 2011). Sin embargo no se ha reportado su uso o evaluacion
citotoxica aunque si muestra toxicidad en ratones segun Kamei e Ishasetyo
(2003).

Como ya se habia mencionado un posible mecanismo de accion para el efecto
parasiticida es la inhibicion de la tubulina. Dicho efecto puede ser causado por un
analogo del Rhizoxin, del cual se ha reportado su efecto como antifingico y
citotoxico (Tsuruo et al, 1986; Loper et al, 2008).
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Se ha reportado que tanto el DAPG como un analogo de Rhizoxin son producidos
por P. protegens Pf-5 (Paulsen et al, 2005: Loper et al, 2008), especie similar a
Pseudomonas sp. 1AC.

——
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Conclusiones

Aunque se encuentra relacionada con P. protegens Pf-5, es posible que
Pseudomonas sp. 1AC se trate de una especie diferente de acuerdo con el arbol

filogenético basado en rpoD.

Pseudomonas sp. 1AC, produce compuestos con actividad antibidtica contra

bacterias Gram-positivas, lo cual se observa en ambos extractos.

El extracto del sobrenadante de Pseudomonas sp. 1AC presento inhibicion del
crecimiento de los epimastigotes de T. cruzi y produjo cambios morfologicos en los

mismos.

Los extractos del sobrenadante y la biomasa de Pseudomonas sp. 1AC, son
toxicos contra A. salina, por lo que para conocer la selectividad del o los
compuestos se deben realizar las pruebas de citotoxicidad empleando lineas

celulares.
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Perspectivas

Realizar la purificacion de los metabolitos.

Determinar cual es o son los metabolito (s) responsables de la actividad ya

descrita.

Realizar las pruebas necesarias para conocer si se trata de una cepa

perteneciente a la especie P. protegens o de una nueva especie.
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Apéndice |

Técnicas de biologia molecular

1

Extraccién de DNA

1)

2)

3)

4)

5)

6)
7

8)

9)

Centrifugar 1.5 mL de cultivo por 5 min a 12000 rpm.

Decantar el sobrenadante y resuspender el paquete celular en 565 pL de
buffer TE (Tris 10 mM pH 8/EDTA 1 mM pH 8), 30 pL de SDS 10% y 3 uL
de proteinasa K (20 mg/mL) e incubar 1 h a 37°C.

Adicionar 100 pL NaCl 5M y 80 pL de CTAB(10%)/NaCl(0.7M) agitar e,
incubar por 10 min a 65°C.

Adicionar un volumen igual de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1),
centrifugar por 5 min a 13200 rpm.

Transferir la fase acuosa a un tubo limpio y, adicionar un volumen igual de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1).

Agitar y centrifugar por 5 min a 13200 rpm

Transferir la fase acuosa se transfiri6 a un tubo limpio y, adicionar 0.6
volumenes de isopropanol frio e incubar a -20°C toda la noche.

Centrifugar por 15 min a 13200 rpm, desechar el sobrenadante y lavar el
DNA con 500 pL de etanol al 70%.

Centrifugar por 5 min a 13200 rpm y, secar el pellet a 42°C por 15 min.

10)Disolver el pellet 100 puL de Buffer TE con 1 pL de RNAsa (10 mg/mL) e

incubar 1 h a 37°C.

11)Adicionar 500 uL de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico y, 400 yuL de agua

esterilizada, agitar y centrifugar por 5 min a 13200 rpm.

12)Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo y, adicionar 50 pL de NaCl 1 My

300 uL de isopropanol frio, agitar por inversion y se centrifugar por 15 min a
13 200 rpm.

13)Lavar el DNA con 1 mL de etanol al 70% vy, centrifugar por 10 min a 13200

rpm. Se seco el DNA a 42°C por 15 min.

14)Finalmente, se resuspendio en 50 pL de buffer Tris-HCI pH=8 10 mM.
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2 Preparaciéon de geles de agarosa al 0.8%

1.

Pesar 0.4 g de agarosa (Vivantis) y se disolver en 50 mL de buffer TAE 1X
(Tris-acetato 40 mM/EDTA 2 mM pH 8.5).

Solubilizar la agarosa y, verter en el molde para el gel previamente
nivelado.

Adicionar 1 pL de bromuro de etidio (10 mg/mL), colocar un peine para la
formacion de los pozos.

El gel ya solidificado, se introdujo en la camara de electroforesis y se cubrid
completamente con buffer TAE 1X.

Mezclar 1 pL de marcador de peso molecular (1kb 0.1 pg/pL) o 5 L de
muestra con 1 pL de buffer de carga (6X) y, se colocaron en los pozos.

Correr el gel a 80V por una hora aproximadamente.

3 Purificacion del amplicén con fibra de vidrio

1.

Cargar un gel con todo el producto de PCR y correrlo bajo las condiciones
arriba descritas y, se corta la banda correspondiente y se colocan
aproximadamente 250 mg de agarosa por tubo Eppendorf de 0.6 mL con
fibra de vidrio, dentro de un tubo de 1.5 mL limpio.

Centrifugar a 3000 rpm por 1 min, se coloca el tubo de 0.6 mL con fibra de
vidrio en un nuevo tubo de 1.5 mL y se centrifuga huevamente.

El sobrenadante de dos tubos de 1.5 mL se junta y se les agrega 1 volumen
de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico, centrifugar a 13200 rpm durante 5
min.

Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo y agregar 0.1 volumen de NaCl 5
My 2.5 volimenes de etanol absoluto, agitar e incubar a -20°C durante 30
min.

Centrifugar a 13000 rpm durante 20 min, el amplicon se seca a 40°C por
aproximadamente 15 min y, disolver en 30 pL de agua estéril.
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Apéndice I

Microbiologia

1 Medios de cultivo y soluciones

Caldo nutritivo (NB) (1 L) e Extracto de carne 3g
e Agar 159
e Extracto de carne 349
e Peptona 59 YPD agar (1 L)
YPD (1 L) e Extracto de levadura 10 g
e Peptona 209
e Extracto de levadura 10g
e Glucosa 10g
e Peptona 2049
e Agar 159
e Glucosa 10g

» Solucioén salina (SSI) (1 L)
Agar nutritivo (AN) (1 L)

« Peptona 54 e Clorurodesodio 85¢g
2 Estandar 0.5 de la escala de Mc Farland
Se prepar6 una solucién de cloruro de bario dihidratado (BaCl2*2H20) al 1.175%
(w/v) y una solucion de acido sulfarico (H2SOa4) al 1% v/v. Se afadieron 0.05 mL
de la solucién de BaClz2 (1.175%) a 9.95 mL de la solucion de H2SOa4 (1%) en
agitacion constante. Se determind la absorbencia a Ag25 (0.08-0.13). Se almacend

en obscuridad a temperatura ambiente hasta por un mes (Wiegand et al, 2008).
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