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1. RESUMEN

La Reserva de la Bidsfera de Tehuacan-Cuicatlan es conocida por su diversidad y
endemismo de especies tanto de fauna como de flora, con respecto a este Gltimo grupo, los
estudios sobre plantas xerdfilas son muy abundantes, sin embargo, la comunidad de

actinobacterias que tienen asociada ha sido poco explorada.

En este trabajo se estudian tres cepas de actinobacterias pertenecientes a la familia
Geodermatophilaceae que fueron aisladas del cactus en peligro de extincion Neobuxbaumia
macrocephala de la reserva de la bidsfera de Tehuacan-Cuicatlan. El estudio comprende un
analisis poliféasico en el cual la caracterizacion genotipica se basé en la secuenciacion del gen
16S rADN vy el estudio fenotipico se realizé a través de la determinacion de las capacidades
metabdlicas y fisiologicas de las bacterias a través de diferentes pruebas de crecimiento

diferencial.

El andlisis del gen 16S rADN vy las pruebas fenotipicas reportan una asignacion taxonémica
perteneciente al género Modestobacter, dichos resultados fueron corroborados por su
comparacion con los resultados obtenidos de las mismas pruebas realizadas a cinco cepas de
referencia pertenecientes a la familia (Geodermatophilaceae) pero que pertenecen a diferentes

géneros.

La identificacion y potencial caracterizacion de actinobacterias aisladas de N. macrocephala
permitira ampliar el conocimiento de la biodiversidad de actinobacterias asociadas a dicho
cactus, con la posibilidad de aprovechar las capacidades metabdlicas y ecoldgicas de las
actinobacterias del desierto y que de alguna manera nos permitan en un futuro poder mantener
o incrementar la poblacion de plantas de N. macrocephala que hoy en dia se encuentra en

riesgo de extincion.



2. INTRODUCCION

El cactus conocido como Neobuxbaumia macrocephala es uno de los diferentes tipos de cactus
hallados en la Reserva de la Biosfera de Tehuacan-Cuicatlan; pertenece a la familia Cactaceae
y se le conoce comunmente como cardon, florece en los meses de marzo a julio, tiene una
estructura columnar algunas veces ramificada y puede alcanzar hasta 14 m de altura, la cual es

alcanzada en varias décadas.

Neobuxbaumia macrocephala es una cactacea rara y endémica del Valle de Tehuacéan-
Cuicatlan, cuyo estudio poblacional es relevante porque es una de las especies de la region con
mayor grado de vulnerabilidad, debido a su restringida distribucién y especificidad de habitat.
Ademas, las actividades humanas y la consecuente perturbacion de su habitat han llevado a

condiciones criticas a sus escasas poblaciones.

(Esta especie esta catalogada actualmente en la Norma Oficial Mexicana (SEMARNAT, 2010)

como especie
http://dof.gob.mx/nota_detalle.php?codigo=5173091&fecha=30/12/2010.

en peligro de extincion”

En un estudio de diversidad bacteriana metilotrofica en la cacticea N. macrocephala, en la
Reserva de la Bidsfera de Tehuacan-Cuicatlan, se encontré un 49 % de aislados pertenecientes
al grupo taxonomico de las actinobacterias, de ahi el interés de caracterizar a algunos de estos

aislados.

Los datos anteriores tienen gran importancia para este estudio ya que las actinobacterias
representan un grupo de microorganismos ampliamente distribuido en diversos hébitats y
tienen gran importancia en la participacion de la degradacion de la materia organica, ademas
de ciertas propiedades fisioldgicas que los hacen particulares. El orden de los Actinomycetales
comprende 63 géneros, constituyendo aproximadamente del 20 — 60 % de la poblacién
microbiana del suelo. En ambientes hostiles es frecuente que las actinobacterias sean de los

microorganismos predominantes.

Se pretende caracterizar a la poblacion de actinobacterias asociadas a N. macrocephala con el


http://dof.gob.mx/nota_detalle.php?codigo=5173091&fecha=30/12/2010

propdsito de generar conocimiento de la diversidad microbiana de actinobacterias asociadas a
esta planta porque a futuro nos va a permitir no sélo el desarrollo de estrategias de
conservacion de plantas en riesgo, sino que también nos va a generar conocimiento basico para

conocer y explorar las asociaciones benéficas entre actinobacterias y cacticeas en riesgo.

3. MARCO TEORICO

2
La Reserva de la Bidsfera de Tehuacan-Cuicatlan abarca 4,897 km, en los cuales hay 307

poblados y 35,500 habitantes, aproximadamente. Esta ubicado entre los 17°39” a 18°53” de
latitud Norte y los 96°55” a 97°44° de longitud Oeste y recibe un promedio de 300 a 400 mm
lluvia al afio y tiene una temperatura media anual de 20 °C (Garcia- Amaro, 1973).

La provincia fitogeogréafica del Valle de Tehuacan-Cuicatlan abarca 10,000 km2; sigue una
direccion sureste-noroeste por las Sierras de Juarez, Zongolica y Tecamachalco, en la parte
sureste del estado de Puebla y noroeste del de Oaxaca (Rzedowski, 1978). Fisiograficamente,
el Valle de Tehuacan es parte de la provincia Mixteca-Oaxaquefia (Valiente-Banuet et al.,
2000; Tamayo, 1962) y abarca varios valles de origen tectonico, entre los que destacan los de
Cuicatlan, Huajuapan, Tehuacan, Tepelmeme y Zapotitlan formando parte de las cuencas altas
de los rios Papaloapan y Balsas. Su limite al este y noreste es la Sierra Madre Oriental (Sierra

de Zongolica y Sierra de Juarez). (Ochoa, 2001).

Todos los valles que conforman la zona de Tehuacan-Cuicatlan estan limitados por una serie
de serranias que en su conjunto determinan la Sierra Mixteca, parte de la Sierra Madre Oriental
(Ochoa, 2001); dichos valles en medio de las serranias forman distintos microhabitats, cada
uno con diferente cantidad de agua, temperatura y pH lo anterior da la posibilidad de albergar

especies de plantas que en ningun otro habitat podrian sobrevivir. (Arias et al., 2001)

El aislamiento en el que se encuentra el valle de Tehuacan-Cuicatlan y los cambios climaticos,
hacen que se presente una gran diversidad y endemismo de plantas. El valle es considerado por

algunos especialistas como centro de especiacion. Entre la riqueza vegetal destacan los cactus



y la presencia del 10% de agaves del total registrado en el pais (Arias et al., 2001, Bravo-
Hollis 1978).

3.1 Neobuxbaumia macrocephala

El cactus conocido como Neobuxbaumia macrocephala es uno de los diferentes tipos de cactus
hallados en la Reserva de la Bidsfera de Tehuacan-Cuicatlan; pertenece a la familia Cactaceae
y se le conoce comUnmente como cardon, florece en los meses de marzo a julio, tiene una
estructura columnar, algunas veces ramificada, que alcanza hasta 14 m de altura. Las espinas
de las puntas de las ramas son de color rojizo; en estas regiones se producen también las flores.
(Arias et al., 2001)

N. macrocephala es una especie que estd en peligro de extincidn, ya que solo se halla en la
reserva de Tehuacan-Cuicatlan y de manera exclusiva en zonas donde hay un microclima
especifico para su desarrollo; con un gradiente de altitud que va de 1,600 a 1,980 msnm
(metros sobre el nivel del mar), y pertenece al sistema Zapotitlan. La temperatura media
determinada para esta zona varia entre 17.3 y 17.9 °C y su precipitacion es de 570 a 610 mm.
Por su relieve y pendiente del 60%, los suelos que presentan corresponden a suelos someros,
calcéreos, de color obscuro, textura franca, ricos en materia organica y nutrientes, con reaccion
alcalina. Los efectos de la actividad minera y pecuaria hacen que esta unidad se califique como
degradada, con problemas severos de erosion hidrica y eolica (Lépez-Galindo et al., 2003). En
las zonas donde se pueden encontrar miembros de esta especie hay pocas plantas maduras,
distanciadas entre si y el nimero de plantas hijas que genera cada planta adulta es muy
reducido; ademas de requerir mucho tiempo para que la cactdcea madure, con lo que las
pequefas plantulas son vulnerables ante los depredadores (Guzman et al., 2003), (Jiménez,
2011).

Al realizar estudios sobre alguna especie vegetal se pueden comprender varios aspectos
ecoldgicos importantes, como su distribucion y proliferacion, tomando en cuenta los diferentes

factores asociados a la planta, como el pH, temperatura, humedad del medio y la asociacion



que forma con microorganismos. (Miquelajauregui Y. y Valverde T. 2010). Al conocer
trabajos de investigacion que hablen de las relaciones simbidticas que forman algunas plantas
con ciertos microorganismos, se puede llegar a comprender la importancia ecoldgica y su

posible papel en dicha asociacion.

Realizando muestreos de suelos para conocer los principales microorganismos que lo habitan,
se ha encontrado un gran nimero de actinobacterias, que constituyen aproximadamente el 20 —
60 % de la poblacién microbiana del suelo (Ezziyyani et al., 2004). Bustillos Cristales (tesis
doctoral en proceso) realiz6 un estudio de diversidad bacteriana metilotrofica en la cactacea N.
macrocephala, variedad endémica de la reserva de la bidsfera de Tehuacan-Cuicatlan, y
encontré un 49 % de aislados pertenecientes al grupo taxonémico de las actinobaterias, de ahi

el interés de caracterizar a algunos de estos aislados.
3.2 ACTINOBACTERIAS

Las actinobacterias son microorganismos pertenecientes al filo Actinobacteria, que cuenta con
5 subclases y 14 érdenes. Son microorganismos con un alto contenido de G+C en su ADN y
presentan una amplia variedad de morfologias, desde formas cocoides, cocobacilares, con hifas
fragmentadas, o con micelio ramificado, diferenciado. (Ventura et al. 2007).

Las actinobacterias representan un grupo de microorganismos ampliamente distribuido en
ecosistemas naturales y tienen gran importancia en la participacion de la degradacion de la
materia organica, ademas de ciertas propiedades fisiologicas que los hacen particulares
(Ghanem et al., 2000). El orden de los Actinomycetales comprende 63 géneros, constituyendo

aproximadamente del 20 — 60 % de la poblacion microbiana del suelo (Ezziyyani et al., 2004).

Dentro de sus caracteristicas particulares, algunas presentan un olor tipico a suelo himedo por
la produccion de un metabolito llamado geosmina, adicionalmente presentan una actividad
metabdlica alta, producen terpenoides, pigmentos y enzimas extracelulares con las que son
capaces de degradar la materia organica de origen vegetal y animal (Ezziyyani et al., 2004).

Como la gran mayoria de bacterias que son abundantes en suelo, presentan un importante
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papel ecoldgico en el mismo, ya que forman parte del ciclo del carbono. (Ben-Omar et al.,
1997).

Existen tres factores que influyen en la distribucion y en la actividad de muchas
actinobacterias en el suelo: el pH, la temperatura y el tipo de suelo, en especial su
composicién. La mayoria de éstos microorganismos son mesoéfilos y su crecimiento se registra
entre 15 a 35 °C; en temperaturas inferiores a 5 °C el crecimiento es practicamente nulo y en
temperaturas superiores a 55 °C soOlo algunas especies termofilas de Streptomyces sp.,
Thermomonospora sp. y Thermoactinomyces sp., son capaces de crecer aungue el efecto de la
alta temperatura posiblemente sea letal para el microorganismo si esta acompafiado de
humedad (Stanley, 1994).

3.3 FAMILIA Geodermatophilaceae.

La familia Geodermatophilaceae pertenece al orden de los actinomicetales, a la clase
Actinobacteria 'y al filo Actinobacteria. (Ventura et al., 2007). La familia
Geodermatophilaceae, como la describe Stackebrandt et al., (1997), presenta hifas
rudimentarias, sus colonias son rojas o color café obscuro, crecen en ambientes aerébicos. El
contenido de ADN G+C es de alrededor de 70 al 75 %.

Pueden habitar desde suelo seco y superficies de rocas hasta agua de mar; la familia
Geodermatophilaceae contiene a los géneros: Geodermatophilus, Blastococcus Yy

Modestobacter. EI género tipo es Geodermatophilus (Luedeman, 1968).

Las especies que contiene esta familia son tipicamente habitantes de superficies expuestas
como rocas naturales y monumentos (Urzi et al., 2004) o superficies de suelos (Luedemann,
1968); la mayoria son pigmentadas rosas, rojas, cafés o negras, esta caracteristica esta
relacionada con la fotoproteccién aunque la evidencia directa de esta hipdtesis aun no se ha

encontrado. (Gundlapally et al., 2007).

La descripcion de los tres géneros es la siguiente:
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Modestobacter: Son organismos gram positivos, no formadores de esporas, en forma de
bacilos cortos o cocos, con tendencia a permanecer agregadas y formar cortos filamentos
miltiseptados; son heterdtrofos, aerdbicos, psicrotolerantes, con un 70 % de contenido de G+C.
(Mevs et al., 2000).

Geodermatophilus: Son organismos no capsulados, con micelios rudimentarios, no producen
micelio aéreo, son organismos aerdbicos, gram positivos, las colonias usualmente se tornan
café oscuro, negro-grisaceo o se pigmentan con color negro cuando los cultivos son viejos.
(Luedemann, 1968)

Blastococcus: Son microorganismos gram positivos, aerobios, algunas veces microaerofilicos,
con forma cocoide, las células pueden hallarse solas o formando agregados, y pueden ser
bacilos moviles o vibrioides. El porcentaje de relacion G+C en el ADN es del 74 %. (Ahrens
and Moll, 1970)

3.4 CARACTERIZACION BACTERIANA

El propésito de un sistema de clasificacion es construir grupos homogéneos y para ello se
necesita definir la especie, que es la unidad bioldgica de la clasificacion, para posteriormente
describir, entender y comparar la diversidad bioldgica. La especie es definida como un grupo
de individuos capaces de interactuar entre si y producir descendencia fértil, pero son incapaces

de hacerlo con miembros de otras especies. (Prakash O. et al., 2007).

El método mas empleado y conocido estd basado en datos morfologicos y bioquimicos,
suplementados con datos obtenidos de técnicas moleculares, que nos pueden ayudar a definir
posteriormente el linaje de cada microorganismo analizado. (Prakash O. et al., 2007). Una
caracterizacion polifasica consta de 3 tipos de andlisis: el fenotipico y el genotipico y el

filogenético (Vandamme et al., 1996).
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3.4.1 METODOS GENOTIPICOS Y FILOGENETICOS

Los métodos genotipicos de caracterizacion bacteriana se basan en la informacion obtenida de

acidos nucleicos como ADN O ARN; en microbiologia, la identificaciobn molecular basada en

el analisis de genes de mantenimiento y metabdlicos se utiliza fundamentalmente para

bacterias cuya identificacion mediante otro tipo de técnicas resulta imposible, dificil o requiere

mucho tiempo.

Algunos de los métodos mas usados actualmente son:

Determinacion de las relaciones de bases de ADN (porcentaje de moles G+C). La
determinacion del porcentaje de moles de guanosina mas citosina es un método clasico
genotipico y es considerado parte de la descripcion estandar de los taxones bacterianos.
El rango observado esta en no mas del 3% dentro de especies bien definidas y no mas
del 10 % dentro de géneros bien definidos. Las variaciones estan entre el 24 y el 76 %

de manera general. (Vandamme et al., 1996).

El porcentaje de hibridacion ADN-ADN vy la disminucion de la estabilidad térmica de
los hibridos se utilizan para delinear las especies. El porcentaje de union a ADN, el
valor de hibridacion ADN-ADN o la relacion de unidn relativa es un pardmetro
indirecto de la similitud de secuencia entre dos genomas enteros. Se ha establecido que
la estabilidad térmica disminuye desde 1 hasta 2.2 % por cada desapareamiento.
(Vandamme et al., 1996).

Estudios de homologia ARNr. Ahora se acepta generalmente que el ARNr es el mejor
objetivo para el estudio de las relaciones filogenéticas porque esta presente en todas las
bacterias, es funcional constantemente y esta compuesto de dominios conservados.

Los componentes del ribosoma (ARNr y proteinas ribosémicas) han sido el sujeto de

estudio de diferentes estudios filogenéticos por varias décadas. El desarrollo gradual de
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nuevas técnicas moleculares ha permitido a los microbidlogos centrarse en el estudio

comparativo de las moléculas de ARNr. (Vandamme et al., 1996).

= Meétodos de tipificacion en base a ADN. Este método se refiere a técnicas que permiten
dividir especies en diferentes tipos, una de las mejores ventajas es que se aplica

universalmente y hay muy pocas cepas que no se pueden caracterizar por éste método.

La introduccion de la PCR basada en la identificacion de ADN, ha sido de mucho
interés por su aplicacion universal, simplicidad y rapidez. Diferentes métodos con
secuencias arbitrarias cortas son usadas como cebadores en el ensayo de PCR descrito
de la siguiente manera: oligonucledtidos de 20 bases son usados como iniciadores de la
PCR; oligonucledtidos de 10 bases son usados en el analisis de ADN polimorfico
amplificado al azar y oligonucleétidos con 5 bases son usados en el ADN amplificado
de fingerprinting. (Vandamme et al., 1996).

La amplificacién de un gen, (por medio de la PCR) para su posterior secuenciacion,
parte preferentemente de ADN extraido de un cultivo puro de la bacteria, pero también
puede conseguirse directamente de una muestra del suelo. (Rodicio, M. R., Mendoza,
M. C., 2004).

La comparacion de secuencias de genes permite establecer relaciones filogenéticas
existentes entre organismos procariotas. Este hecho ha tenido una enorme repercusion
en taxonomia bacteriana, dando lugar al sistema de clasificacion vigente, permitiendo
la identificacion rapida y precisa de las bacterias (Rodicio, M. R., Mendoza, M. C.,
2004).

3.4.2 METODOS FENOTIPICOS

Actualmente, la identificacion bacteriana se realiza por medio de métodos convencionales

basados en las caracteristicas fenotipicas, puesto que su realizacion y coste los hace mas
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asequibles. Los esquemas tradicionales de identificacion fenotipica bacteriana se basan en las
caracteristicas “observables” de las bacterias, como su morfologia, desarrollo, y propiedades
bioquimicas y metabolicas. El cultivo, cuando es factible, continda siendo el método

diagnostico de eleccion. (Bou et al., 2011).

La morfologia bacteriana incluye la morfologia celular (forma, presencia de endosporas,
flagelos, cuerpos de inclusion y tincion de gram) y colonial (color, dimensiones y forma). Las
caracteristicas fisiologicas y bioquimicas incluyen datos de crecimiento a diferentes
temperaturas, valores de pH, concentraciones de sal, condiciones atmosféricas, crecimiento en
presencia de varias sustancias como agentes antimicrobianos y en presencia de varias enzimas,

metabolizacion de compuestos, etc. (Vandamme et al., 1996).

4. MARCO DE REFERENCIA

En el afio 2006, Lee S. D. caracterizd y describio a una nueva especie de Blastococcus aislada
en Jeju, Korea, empleando el andlisis del gen 16S rARN vy pruebas fenotipicas, bioquimicas y
asimilacion de diferentes fuentes de carbono. La descripcion de la nueva especie encontrada
es: Blastococcus jejuensis, aerdbico, movil, oxidasa negativo, gram positivo, colonias
circulares, transparentes, hidroliza almidén y caseina, no reduce nitratos, el rango de
temperatura es: 10-37 °C, con un Optimo crecimiento a 30 °C, el pH en el que presenta

crecimiento es: 6-10 con un optimo desarrollo a 7. El porcentaje de G+C es 72 %.

Vinueza V. (2010), se encargd de analizar 133 cultivos de actinobacterias; para la parte de
caracterizacion fenotipica, se evaluaron las caracteristicas macroscépicas y microscopicas de
cada cultivo, el crecimiento en diferentes rangos de temperatura: (4 °C, 28 °C, 37 °C y 50 °C,
a los 2, 4, 7y 30 dias) y de pH (4.5, 5.5, 6.5, 7.5, 8.5y 9.5 a 26 °C durante 10 dias). Para las
pruebas de utilizacion de fuentes de carbono, se emplearon los siguientes compuestos: acido
aspartico, acido glutamico, valina, treonina, asparagina, fenilalanina, histidina, quitosano,
lisina, cisteina, leucina, glicina, tirosina y urea. Para la caracterizacion genotipica se empled la
técnica molecular rep-PCR, usando un primer BOX. Como resultado, se pudieron ubicar en

sesenta y siete grupos especie por medio de la caracterizacion fenotipica y con el uso de la
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experimentacion genotipica se logré la agrupacion de los especimenes en 32 grupos especie,
por lo que no se logré una relacion directa entre la taxonomia numérica de datos fenotipicos

con los genotipicos.

En 2012 Aguirre-Garrido y colaboradores estudian la flora bacteriana asociada a cacticeas
ubicadas en la reserva de Tehuacdn-Cuicatlan. Las plantas que analiza son: Mammillaria
carnea, Opuntia pilifera y Stenocereus stellatus; las cuales compara en temporada de lluvias y
en sequia. Secuenciaron los genes 16S rARN y nifH y los grupos taxonémicos reportados son
3: a-Proteobacteria, Actinobacteria y Firmicutes, no habiendo encontrado diferencia entre las 2

temporadas en que se realizo el muestreo.

Montes P. 2013, estudi6 la diversidad de bacterias cultivables gram positivas que se
encuentran en el area de Punta Arena de la Ventana asociadas a la esponja de mar Aplysina
clathrata, para conocer la diversidad de éstas bacterias y poder evaluar sus caracteristicas
antibacterianas. Para dicho proposito, se empled una caracterizacion fenotipica y genotipica;
la primera se baso en el analisis de su morfologia colonial y microscopica; la segunda empled
la amplificacion del gen 16S rADN, empleando oligonucleétidos especificos para la clase
Actinobacteria y una combinacion de un oligonucleétido universal con uno especifico para
Actinobacterias. De las cepas aisladas, 41 fueron caracterizadas e identificadas y los resultados
del andlisis filogenético indicaron que el 56 % de las bacterias pertenece al grupo de las

actinobacterias, el otro 44 % fue representado por el fila Firmicutes.

Bustillos et al., (Tesis doctoral en proceso), En un estudio de biodiversidad bacteriana
realizado sobre una planta endémica de la Reserva de la Biosfera de Tehuacan-Cuicatlan, N.
macrocephala, encontro una cantidad de 65 cepas diferentes; los grupos taxondémicos a los que
pertenecen estos aisaldos son: Actinobacterias, Firmicutes, a-Proteobacterias, f-
Proteobacterias, y- Proteobacterias, Bacteroidetes y Deinococcus, siendo las Actinobacterias
las méas abundantes, con un 49 % del total de las cepas.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La mayoria de habitats poseen una enorme diversidad de bacterias que realizan las mas
distintas funciones. En particular las cactaceas son colonizadas en sus distintas regiones por
una infinidad de bacterias, entre las que se encuentran benéficas y deletéreas. Como
prerrequisito para comprender las interacciones ecoldgicas que se dan entre estas plantas y
bacterias es necesario tener un conocimiento amplio de la diversidad bacteriana asociada a las

primeras.

Entre las actinobacterias asociadas a distintas plantas, se han caracterizado tanto
microorganismos benéficos para las plantas, como bacterias fitopatdgenas. Este grupo
taxonomico representa microorganismos ampliamente distribuidos en ecosistemas naturales y
se conoce que este grupo microbiano es particularmente resistente a condiciones adversas

tales como las presentes en la Reserva de Tehuacan-Cuicatlan (Ezziyyani et al., 2004).

La Reserva de la Bidsfera de Tehuacan Cuicatlan alberga una multiplicidad de ecosistemas, en
los que por su extension predominan los ambientes aridos y semiaridos, es decir, ambientes
hostiles para muchos seres vivientes. El cacto columnar Neobuxbaumia macrocephala es una
de las especies adaptadas a este ambiente. Esta es particularmente trascendente para el
ecosistema en que se desarrolla al ser fuente de produccion primaria que es aprovechada por
un sin namero de organismos, incluyendo, aves, roedores, quirdpteros, insectos,
microorganismos, etc. N. macrocephala actualmente se encuentra en riesgo de desaparecer,
con la consiguiente y posiblemente irremediable alteracion de las relaciones ecoldgicas de este
ambiente. Esta planta es una especie endémica a una pequefia zona de la reserva Tehuacan-
Cuicatlan en la que se presentan condiciones ambientales muy especificas (Ruedas et al.,
2006). Sus poblaciones son escasas, de crecimiento limitado, polinizadas por murciélagos y
muestran una baja produccion de semillas por lo que es una especie que debe ser considerada
en estrategias de conservacion (Esparza-Olguin et al., 2002 y 2005; Godinez-Alvarez y
Valiente-Banuet, 2004; Valiente-Banuet et al., 1997).
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6. JUSTIFICACION

La mayoria de trabajos microbioldgicos en cactaceas se han enfocado sobre el estudio de
fitopatogenos (Foster y Fogleman, 1993; 1994) y sobre bacterias promotoras de crecimiento de
plantas del desierto. Son muy escasos los estudios sobre diversidad bacteriana asociada a
cactus y de manera particular a plantas endémicas de zonas aridas o semiaridas. Recientemente
se realizé un estudio en la reserva de la Biosfera de Tehuacan-Cuicatldn donde se evaluo la
diversidad y estructura de comunidades bacterianas en la rizosfera de tres especies de
cactdceas Mammillaria carnea, Opuntia pilifera y Stenocereus stellatus (Aguirre-Garrido et
al., 2012), sin embargo, estos cactus no son endéemicos de la Reserva de la Bidsfera de

Tehuacan-Cuicatlan.

La identificacion definitiva de actinobacterias aisladas de N. macrocephala, la cual es
endémica de ciertos microclimas que se forman en la reserva, y la exploracién de su
capacidad metabdlica permitird ampliar el conocimiento de la biodiversidad de actinobacterias
asociadas a dicho cactus, con el consiguiente resultado de identificar asociaciones altamente
representativas. Este mismo conocimiento es requisito para el aprovechamiento de las
capacidades metabolicas y ecoldgicas de las bacterias del desierto y que de alguna manera nos
permitan en un futuro poder mantener o incrementar la poblacion de plantas de N.
macrocephala que hoy en dia se encuentra en riesgo de extincion.
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7. OBJETIVOS

7.1 OBJETIVO GENERAL.

1. Caracterizar a las actinobacterias de la familia Geodermatophilaceae

aisladas de N. macrocephala.

7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Caracterizar mediante la secuenciacion y analisis del gen 16S rADN a las
actinobacterias de la familia Geodermatophilaceae.
2. Caracterizar mediante un enfoque fenotipico a las cepas de la familia

Geodermatophilaceae aisladas de N. macrocephala.

8. DISENO DE LA INVESTIGACION

8.1 TIPO DE ESTUDIO
Observacional, descriptivo y experimental
8.2 UNIVERSO DE ESTUDIO

Actinobacterias pertenecientes a la familia Geodermatophilacea aisladas del cactus N.

macrocephala en la Reserva de la Bidsfera de Tehuacan-Cuicatlan
8.3 TAMANO DE LA MUESTRA

Tres actinobacterias aisladas de un muestreo realizado al cactus N. macrocephala.
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8.4 SEDE Y LUGAR DEL ESTUDIO

La Reserva de la Biésfera de Tehuacan-Cuicatlan esta ubicado entre los 17°39° a 18°53’ de
latitud Norte y los 96°55” a 97°44” de longitud Oeste (Garcia-Amaro, 1973). Esta provincia

fitogeogréafica abarca 10,000 km; sigue una direccion sureste-noroeste por las Sierras de
Juarez, Zongolica y Tecamachalco, en la parte sureste del estado de Puebla y noroeste del de
Oaxaca (Rzedowski, 1978).

Las muestras aisladas de la Reserva de la Bidsfera de Tehuacan-Cuicatlan fueron procesadas
en el laboratorio de Ecologia Molecular Microbiana del Centro de Investigacion Molecular

Microbiana de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla.
8.5 CRITERIOS DE SELECCION

-CRITERIOS DE INCLUSION Actinobacterias pertenecientes a la familia
Geodermatophilaceae aisladas del cactus Neobuxbaumia macrocephala en la Reserva de la

Bidsfera de Tehuacan-Cuicatlan.

-CRITERIOS DE EXCLUSION Actinobacterias que no pertenecen a la familia
Geodermatophilaceae aisladas del cactus Neobuxbaumia macrocephala en la Reserva de la

Bidsfera de Tehuacan-Cuicatlan.
8.6 RECURSOS HUMANOS

-Directores de tesis: M. C. Maria del Rocio Bustillos Cristales

-Coasesor de tesis: Dr. José Antonio Munive Hernandez
-Asesor interno: Dra. Ana Marta de los Angeles Lobo Sanchez
Tesistas: Jonathan Peralta Chavez

8.7 RECURSOS FINANCIEROS: Esta investigacion fue realizada con aportaciones
econdmicas provenientes de La Vicerrectoria de Investigacion y Estudios de Posgrado (VIEP)
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9. METODOLOGIA

Las cepas de interés pertenecen a un muestreo realizado en plantas de N. macrocephala en la
Reserva de la Bidsfera de Tehuacan-Cuicatlan, el muestreo se realiz6 en tres especimenes de
N. macrocephala que se localizaron aproximadamente entre el Km. 34 y el Km. 36 de la
carretera Federal que va de Tehuacdn Puebla a Zapotitlan Oaxaca. Dicho muestreo fue

realizado por Seynos-Garcia, en el afio 2010 en su tesis de licenciatura.

La obtencion de las muestras se hizo en plantas entre 10-14 metros de altura y una vez
obtenidas se trasladaron al laboratorio en recipientes estériles. EI muestreo se realizo en tres
regiones de las plantas: de la regién epifita, endofita y rizosférica.

Las muestras de la region epifita se colectaron con hisopos de algodon estériles y fueron
suspendidas en 10 ml de solucion estéril de Mg,SO4-7H,0 10 mM.

Para obtener muestras de la region enddfita se procedié de la siguiente manera: se tomaron
secciones de tejido no mayores a 15 cm a lo largo de la columna del cactus y se depositaron en
recipientes estériles; para ello, se desinfectd la superficie externa del trozo de tejido mediante
lavados con etanol al 100% y solucién de hipoclorito de sodio al 4% y posteriores enjuagues
con agua destilada estéril hasta eliminar el olor a cloro. Posteriormente se eliminé el tejido

externo para exponer tejido interno del cual se tomé un gramo.

Las muestras de suelo asociadas a la raiz (rizésfera), se tomaron a una profundidad del suelo
de 10 a 15 cm de cada una de las plantas, posteriormente se colocaron en recipientes estériles y

se trasladaron al laboratorio.

A dichas muestras se les hicieron diluciones seriadas base diez, para poder aislar y seleccionar
cepas con metabolismo metilotrofico, capaces de crecer en medio selectivo sélido MMS
(Medio Minimo de Sales) con metanol al 0.5 %. Dicha metodologia se utiliza de manera

rutinaria en estudios microbiologicos del Suelo, como lo menciona Probanza en 1996.
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Una vez inoculadas las placas con las diluciones necesarias, se procedié a incubarlas a 30 °C
por 10-15 dias y se seleccionaron colonias definidas crecidas en dicho medio, para
resembrarlas nuevamente en MMS (medio minimo de sales), con metanol al 0.5%. Las
colonias desarrolladas a los 10 dias aproximadamente a 30 °C fueron conservadas en glicerol
al 50 % a -80 °C.

9.1 CARACTERIZACION GENOTIPICA

Una caracterizacion genotipica consiste en el empleo de métodos moleculares que analizan la
informacidn contenida en acidos nucleicos como ADN o ARN. Existen muchos métodos que

pueden lograr la identificacion precisa de bacterias.

En este trabajo se considerd la amplificacion y la secuenciacion del gen de mantenimiento
16S rADN.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR: polymerase chain reaction), es una técnica de
amplificacién de secuencias de ADN in vitro, en la que existen diferentes pasos, donde la
cadena de ADN se separa, se corta y se duplica, estos pasos se dan con los incrementos y
descensos de temperatura para la desnaturalizacion, acoplamiento de las secuencias cebadoras
y la polimerizacion, por medio de la utilizacion de primers o secuencias cebadoras, buffers,
dNTP’s, un ADN molde y un termociclador. (Higuchi, 1993). Las secuencias cebadoras
empleadas son los genes universales UN27F (5-GAC GGG CGG TGT GTA CA-3) y
UN1392R: (5"-TAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG-3"), (Biodiversa Inc., México).

Iniciamos con la extraccion de ADN proveniente de un cultivo puro y joven de las cepas de
interés, empleando el protocolo comercial del Kit de "Wizard Genomic DNA Purification de
Promega” conforme al siguiente protocolo: Se centrifuga 1 ml del cultivo de las cepas por 2
min a 13000 rpm decantando el sobrenadante, se lava el pellet con 1 ml de MgSO410 mM y
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se decanta con punta. Continuamos con la lisis celular afiadiendo 600 pl de Nuclei lysis
solution, mezclando con la punta suavemente. Se incuba por 5 min a 80 °C y se deja enfriar a
temperatura ambiente. Se afiaden 3 pl de RNAasa solution y se mezcla con la punta. Se incuba
a 37 °C unos 30 min y se deja enfriar a temperatura ambiente. Prosigue el paso de la
precipitacion de proteinas para lo cual se afiaden 200 ul de Protein Precipitation Solution
mezclando con vortex e incubando en hielo. Tras centrifugar a 13°000 rpm durante 3 minutos
se lleva a cabo la precipitacion y rehidratacion de ADN, para ésta se transfiere el sobrenadante
a un tubo eppendorf nuevo y se afiaden 600 pl de etanol al 70 % y se mezcla. Se centrifuga
por 2 min a 13°000 rpm y se aspira el etanol, dejando secar el pellet a temperatura ambiente
por un lapso de 15 minutos. Por Gltimo para la rehidratacion se afiaden al pellet de ADN 100
pl de Rehydration Solution por 1 hora a 65 °C.

Se efectuaron PCR’s con una mezcla de reactivos como a continuacion se muestra;

TABLA 1. MEZCLA DE
REACTIVOS PCR

Reactivos Concentracion
Buffer 1x
MgCl, 2.5 mM
dNTP’s 300 mM
UN1392R 1uM
UN27F 1uM
ADN 300-800 ng
Taq 1U

*Concentracion final en el volumen de muestra

Para la amplificacion del gen 16S rADN se empleo el siguiente programa:

TABLA 2. PROGRAMA DE AMPLIFICACION 16S rADN

95 °C 3
94 °C 30’
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55°C 45 26 ciclos

72°C X

72°C 10°

Los productos de la amplificacion del gen 16S rADN se sometieron a una electroforesis en un
gel de agarosa al 1 % en Buffer TAE (40 mM de Tris-acetato pH 8 y 1mM de EDTA) para
verificar el tamafio del producto esperado Y su integridad, y se procedié a purificar el ADN
para su secuenciacion por la Unidad de Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la
UNAM en Cuernavaca Morelos.

9.2 CARACTERIZACION FENOTIPICA

Las cepas de la coleccion de actinobacterias preservadas en glicerol y mantenidas a -70 °C, se
reactivaron en medio GP (glicerol peptona).

Posteriormente se procedid a verificar la pureza del cultivo, mediante observacion colonial a
partir de cultivos axénicos y asi iniciar la caracterizacion fenotipica, la cual se baso en la
comparacion con las caracteristicas fenotipicas (morfologia colonial y microscopica,
asimilacion de fuentes de carbono, crecimiento en distintos pHs y temperaturas, perfiles
bioquimicos y sensibilidad a distintos antibidticos) de cepas tipo de actinobacterias

pertenecientes a la familia Geodermatophilaceae.

a. Tincion de Gram y morfologia colonial en placa.

La tincion de Gram es una técnica de gran ayuda en la identificacion bacteriana, es usada en
muchas ramas de la ciencia, desde la identificacion clinica de patégenos hasta
microorganismos de interés agricola. Su fundamento se basa en la composicion de la pared

bacteriana del microorganismo de interés.
La morfologia colonial en placa se realizé en el medio 47 el cual es un medio especifico para

actinobacterias de la familia Geodermatophilaceae. Los pardmetros fenotipicos a seguir fueron

color de la colonia, forma, bordes, textura y tamafio.
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b. Pruebas de asimilacion de fuentes de carbono

Las fuentes de carbono que pueden asimilar los especimenes analizados se probaron en
placas agar con medio minimo (Ver Anexo 3), adicionadas con los siguientes
reactivos: manitol, arabinosa, &cido gluconico, glucosa, fructosa, xilosa y é&cido

succinico. La incubacion a la que se sometieron las placas fue de 7 dias, a 28 °C.

La inoculacion se realizo de la siguiente manera:

A partir de un cultivo liquido en medio GP incubado 48 horas, se ajusto la densidad
dptica de todos los cultivos a 0.05 a una longitud de onda de 620 nm y se inocularon
por triplicado las placas utilizando el método de Drop plate. Ver Anexo 4.

Prueba de crecimiento bajo diferentes condiciones.

a. pH

El crecimiento bacteriano en medios de cultivo a diferentes pH es util en un anlisis de
este tipo, porque nos indica la adaptacion de algunas cepas a condiciones adversas,
como la resistencia a variaciones en el pH de su ambiente, ya que las concentraciones
de hidrégeno afectan directamente a los microorganismos y enzimas, modificando la

disociacion y solubilidad de moléculas que requieren. (Ramos E., Zdfiiga D., 2008).

Para probar el crecimiento en distintos pH se prepararon placas con medio 47 a los
siguientes pH: 4, 5, 7, 9 y 10. Dichas placas se inocularon por triplicado (Drop plate)
empleando el cultivo estandarizado anteriormente; se incubaron a 28 °C durante 7

dias, registrando diariamente el crecimiento.

b. Temperatura
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Los cambios bruscos de temperatura muestran de la misma manera la adaptacion
celular a distintos ambientes; una temperatura baja en el medio puede provocar
gelificacion de la membrana, disminucion del transporte de nutrientes o el gradiente de
protones; en cambio una temperatura alta puede generar desnaturalizacion proteica,

colapso y rotura de membrana. (Ramos E., Zufiga D., 2008).

Al caracterizar las cepas mediante pruebas de crecimiento a diferentes temperaturas, se
utilizaron placas con medio 47 a pH 7; tambien para este método se empleo el indculo
descrito anteriormente. Las placas se inocularon por triplicado y se incubaron por 7
dias bajo diferentes condiciones de temperaturas: 4 °C, 20 °C, 28 °C, 37 °C y 50 °C. Se

registrd diariamente el crecimiento.

Pruebas Bioquimicas

Las pruebas bioquimicas son herramientas utiles que permiten determinar la actividad
metabolica para la identificacion y clasificacion de microorganismos de interés; las

empleadas en este trabajo, se describen a continuacion:

a) Catalasa: Consiste en poner en contacto bacterias de un cultivo y una gota de
peroxido de hidrogeno, si la catalasa esta presente en el microorganismo se
observa un burbujeo, producto de la destruccion del peréxido de hidrogeno;
como resultado se eliminan oxigeno y agua. EI método consiste en colocar una
gota de agua oxigenada sobre un portaobjetos con ayuda de una pipeta Pasteur,
después se suspende la bacteria dentro del agua oxigenada e inmediatamente se

observa la presencia de burbujas. (Mac Faddin, 2003).

b) Oxidasa: Esta prueba se basa en la produccion bacteriana de una enzima
oxidasa intracelular, el cual se debe a un sistema citocromo oxidasa que activa
la oxidacion del citocromo reducido por el oxigeno molecular, el que a su vez

actla como un aceptor de electrones en la fase terminal del sistema de
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d)

transferencia de electrones. La prueba positiva se observa por la oxidacion del
reactivo incoloro en pocos segundos formandose un producto colorido. En esta
prueba se introduce un disco impregado con tetrametil-para-difenilamina en un
tubo con la cepa de interés en suspensién y antes de 2 minutos se debe observar
un cambio de color a rosa o violeta. (Mac Faddin, 2003).

Urea: La prueba de la hidrélisis de la urea consiste en la observacion del vire
del medio con indicador rojo de fenol, que ocurre cuando la enzima ureasa
hidroliza la urea y produce dos moléculas de amoniaco alcalinizando el medio.
En esta prueba se debe inocular con un asa en punta, la superficie y profundidad
de un tubo con medio urea en pico de flauta y se debe dejar incubar por 24
horas a 35 °C; el medio debe virar a fucsia. (Mac Faddin, 2003).

Movilidad: La movilidad de los microorganismos se detecta inoculando una
placa de agar blando con un asa bacterioldgica y pasado el tiempo Optimo de
incubacidn, se busca migracién como un halo desde el punto de siembra. Esta
prueba nos ayuda a descubrir miembros de locomocion en microorganismos.
(Mac Faddin, 2003).

DNAsa: La prueba de DNAsa consiste en la busqueda de la enzima Ilamada de
la misma manera, que produce una despolimerizacion e hidrolizacién del ADN
del medio; el agente revelador es acido clorhidrico al 1 % que precipita el ADN
nativo. El procedimiento consiste en la inoculacion del microorganismo sobre
agar ADN vy despues de 18 a 24 horas de incubacion se agrega HCl al 1 % que
precipita el ADN. (Mac Faddin, 2003).

Coagulasa: Esta prueba tiene la finalidad de encontrar microorganismos con la

enzima conocida como coagulasa; dicha enzima al ser excretada al medio

extracelular, y estar en presencia de factores de coagulacion forma un coagulo,
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9)

h)

dando positiva la prueba. Este experimento se realiza emulsificando una colonia
de la cepa de interés en una gota de plasma de conejo; hecho esto se debe
observar la formacion de un codgulo en aproximadamente 1 minuto para

considerar positiva la prueba. (Mac Faddin, 2003).

Esculina: Se basa en la capacidad de ciertas bacterias para hidrolizar la esculina
en presencia de 1-4% de sales biliares con el uso de la enzima beta glucosidasa,
dando como resultado glucosa y esculetina; la esculetina es soluble en el medio
y forma un complejo de color negro con Fe 3+. Se elabora inoculando un tubo
con medio bilis-esculina en la superficie de pico de flauta y se incuba 24 horas;
pasado este tiempo se considera positiva la prueba si se observa un

oscurecimiento del medio. (Mac Faddin, 2003).

Gelatina: La gelatina es una proteina que tiene la capacidad de gelificar; cuando
se hidroliza en los aminoécidos que la componen pierde su caracteristica de
gelificar. La reaccion es llevada a cabo por una enzima llamada gelatinasa. La
hidrolisis de gelatina se realiza inoculando un medio gelatina al 12 % y
posterior a su incubacion, (35 °C a 48h) se debe observar que el medio se
vuelve liquido adn refrigerandolo. (Mac Faddin, 2003).

Almidon: Este analisis busca la presencia de amilasa, la cual es una enzima que
se encarga de hidrolizar el almidon hasta glucosa. La prueba es positiva si al
inocular una placa con almidon y lugol, el color café-purpura desaparece del
medio. Este experimento se realiza haciendo crecer un organismo en una placa
que contenga almidon incubandola a 35 °C por 24 horas; pasado esto se agrega
lugol sobre la estria y después se buscan las zonas claras alrededor de las
colonias. (Mac Faddin, 2003).
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j) Caseina: la prueba conocida como degradacion de la caseina consiste en
inocular placas del medio Agar leche descremada y posterior al tiempo de
incubacion se debe observar si alrededor del indculo persiste o desaparece el
color blanco del medio; si el color desaparece significa que el microorganismo
presenta caseinasas Yy al hidrolizar dicho sustrato los aminoacidos

constituyentes de la caseina se liberan al medio. (Mac Faddin, 2003).

k) Reduccion de Nitratos: la prueba conocida como reduccion de nitratos se
encarga de hallar a la enzima Nitrato reductasa, mediante la reduccion de
nitrato de sodio hasta nitritos empleado en el Caldo nitratos, un revelador
conocido como Reactivo de Griess. La prueba se realiza incorporando 1 g/L de
nitrato de sodio y para revelar la presencia de nitritos después de su incubacion
se afladen los reactivos A y B de Griess-llosvay en cantidades iguales. Un
cambio de color (rojo) dentro de los 30 seg indica prueba completa con
resultado positivo. (Mac Faddin, 2003).

d. Pruebas de sensibilidad a los antibioéticos

Este ensayo es muy util para la identificacion fenotipica bacteriana, ya que muestra de
manera fiel el metabolismo bacteriano; el método empleado es el de Kirby Bauer, que

usa discos de papel impregnados con antibioticos en concentraciones definidas.

El experimento se hace sobre placas de agar, inoculadas con la bacteria en dilucion
(con una concentracion de 1.5 x 10°); después de la inoculacion se dejan secar y se
colocan los sensidiscos distanciados de la pared de la placa 15 mm y entre ellos 30 mm;
la incubacién se hace a 35-37 °C por 48 horas y se prosigue con una medicion del
halo de inhibicion y una comparacion con tablas de referencia emitidas por organismos
de control de métodos fiables. Sherwood J. E. and Klein D. A. (2005). Forni, C. Tel-
or, E. Bar, E. and Grilli Caiola M. (2005).
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Los antibioticos que fueron usados para este trabajo fueron los siguientes:

a)

b)

d)

9)

Ceftriaxona (30 ug): Es un bactericida, inhibe la sintesis de la pared bacteriana
al unirse especificamente a unas proteinas llamadas proteinas ligandos de la

penicilina.

Ciprofloxacino (5 ug): Este reactivo impide el crecimiento bacteriano

inhibiendo la sintesis de acidos nucléicos.

Imipenem (10 ug): Es un antibidtico beta lactdmico derivado de la tienamicina
y es un bactericida; actta inhibiendo la tercera y ultima etapa de la sintesis de la

pared bacteriana.

Trimetroprim/sulfametoxazol (25 ug): Este reactivo es un antagonista
metabolico, inhibiendo las enzimas secuenciales que intervienen en la sintesis

del 4cido folico.

Gentamicina (10 ug): Inhibe la sintesis de proteinas, uniéndose a proteinas

receptoras de la subunidad 30S de ribosomas bacterianos.

Ceftazindime (30 ug): Es un antibiotico de amplio espectro, tiene accion

inhibiendo la enzima responsable de la sintesis de pared celular.

Ampicilina (10 ug): Inhibe de la sintesis de la pared, uniéndose a proteinas

especificas Ilamadas PBPs localizadas en la pared celular.
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Los halos de inhibicion y los parametros empleados para definir la resistencia o
sensibilidad a diferentes antibidticos se mencionan en la referencia: Sherwood J. E. and
Klein D. A. (2005). Forni, C. Tel-or, E. Bar, E. and Grilli Caiola M. (2005).

10. MATERIAL

Las cepas que se utilizaron pertenecen a un muestreo que se realizé en 2010 por
(Seynos-Garcia, Tesis de Licenciatura). De ese aislamiento fueron recuperadas 65
cepas de tres plantas pertenecientes a la especie N. macrocephala, de las cuales tres

pertenecen a la familia Geodermatophilaceae y son las siguientes:

I.  UAPS01-112
ii.  UAPS01-113
.  UAPS01-114

Se utilizaron 5 cepas de referencia de la familia Geodermatophilaceae, las cuales

pertenecen a la coleccién JCM.

I.  Geodermatophilus obscurus (Luedemann, 1968).
ii.  Blastococcus aggregatus (Ahrens and Moll, 1970).
iii.  Blastococcus saxobsidens (Urzi et al., 2004).
iv.  Modestobacter versicolor (Reddy et al., 2007).

V.  Modestobacter marinus (Xiao et al., 2011).

a. Medios de cultivo

Para la caracterizacion de las actinobacterias pertenecientes a la familia
Geodermatophilaceae, se utiliz6 el medio 47 el cual es un medio disefiado para
crecimiento especifico de bacterias pertenecientes a la familia Geodermatophilaceae.
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b. Oligonucleotidos

El gen empleado para lograr la asignacion taxondmica es el 16S rADN, el cual es
ampliamente utilizado por estar presente en todas las bacterias, ademas, no cambia su
funcionamiento a lo largo del tiempo y tiene la longitud apropiada (1500 pb) para fines
informaticos. (Janda and Abbott, 2007).

Los oligonucleotidos empleados para este propdsito son oligonucledtidos universales:
UN27F (5"-GAC GGG CGG TGT GTA CA-3) y UN1392R (5°-TAG AGT TTG ATC
CTG GCT CAG-3"), que generan un producto de pcr de 1365 pb. (Biodiversa Inc.,
Meéxico).
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11. DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO

| caracTERIZACION BACTERIANA]

| caracTERIZACION GENOTIPICA | I CARACTERmiON FENOTIPICA

prirner!a parte sincronizacion

Extraccion de ADN de cepas puras con Kit
Wizard Genomic DMA Purification de Promega I Cepas MNET y cepas tipo I
posteriormente posterion—nente

1
Amplificacién del gen 165 rADN /
por medio de PCR Pruebas de
Prgel_]a:tge crecimiento en
crecimiento en diferantes
diferentes T° pH
purificacion
| Tincion de Gram

Del producto de PCR con
&l kit High Pure PCR Cleanup P’“Bé’asc"" A Pruebas de Sensibilidad
de Roche @ Carbono a antibidticos

I Pruebas Bioquimicas I

secuenciacion

En la Unidad de Secuenciacion del
Instituto de Biotecnologia de la UNAM

finalmente

Se realizd un analisis BLAST
para determinar relaciones
filogenéticas

Figura 1. Diagrama General de Trabajo
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12. RESULTADOS Y DISCUSION

12.1 CARACTERIZACION GENOTIPICA

La amplificacion parcial del gen 16S rADN nos reportd un producto de 1365 pb, como

Se

muestra en la imagen obtenida en geles de agarosa al 1 % en buffer TAE 1X y aunque no

se obtuvo banda Unica, esta se cortd y se purifico con el kit High Pure PCR Cleanup de

Roche.

2642 pb =——>

€ 1365pb
1000pb —>
500 pb g

Figura 2. Producto de la amplificacién del gen 16S rADN de 1365pb. Carril 1 Marcador de
peso molecular Roche XIV. Cepas en el carril 2: UAPS01-112, en el carril 3: UAPS01-113y
en el carril 4: UAPS01-114.
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El producto de PCR purificado se cuantificd por Nano Drop y se prepararon las muestras para

su secuenciacion en el IBT, Unidad de sintesis y Secuenciacion, Cuernavaca, Morelos.

En las siguientes figuras se muestran los cromatogramas de las secuencias del gen 16S rADN
de las cepas UAPS01-112, UAPS01-113, UAPS01-114 y su posterior analisis BLAST en la

pagina del NCBI, el cual caracteriza a las cepas a nivel de género.

CROMATOGRAMA'Y BLAST DE LA CEPA UAPS01-112

[ 2854 Nmac1Fabl - Chromas Lite

File Edt Options Help

= OV & M

Open Bxport | Print | Nea  Fnd s et
0 7] =0 1] 70 [T]
G CAA G TCGAGC GAGGCCCTCCTTEG G666 GGTGCCC TAGEGGCG AACGGGTGAGTAACACGT GGG C

| U ’(ﬁ Il |

i i ' |
ﬁ. 'H“ ”I . il 'ﬂ |||- || W

Figura 3. Cromatograma de la secuencia del gen 16S rADN cepa UAPS01-112

|
i

Sequences producing significant alignments:
Select: All Mone Selected:0

:; Alignments

B el et o 8

- Uncultured bacterium clone ncd2403d12c1 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1895 1895 98% 00
) Uncultured bacterium clone ncd2402q06c1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1884 1884 98% 00
) Uncultured bacterium clone ncd1979a11c1 165 ribosomal RMA gene, partial sequence 1884 1884 98% 0.0
' Uncultured bacterium clone nbw720a03¢1 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1884 1884 98% 0.0
1879 1879 98% 0.0

1873 1873 98% 0.0

1864 1864 98% 0.0

' Uncultured bacterium clone ncd1997b05¢1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1862 1862 98% 00
' Uncultured bacterium clone HDB SI00925 168 ribosamal RNA gene, partial sequence 1851 1851 98% 00
' Uncultured bacterium clone ncd558h12c1 185 ribosomal RNA gene, partial sequence 1840 1840 98% 00
ersicolor strain CB-281466 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1834 1834 98% 00

o
Ident  Accession

% JF209103.1

b JE209065.1

% JF1723101
h GO1083531
5 HMB44824 1
% JF2089501
b JF1734981

97% JE172534.1
96% HM186369.1

b JF049379.1

% JXB841004.1

Figura 4. Resultado del analisis BLAST de la secuencia 16S rADN de la cepa UAPS01-112

35



CROMATOGRAMA'Y BLAST DE LA CEPA UAPS01-113

(Wi o W e W L SN N =
| File Edit Options Help

& @ V& 8 oM
Open  Save Export | Print | Nedt Find A

10 20 in 40 &0 0 70
G CALGTC G AGC BAGGCCE TEC TTCGG6CGGEGETGCCC TAGCGGCEG AACGGEGTGAGTAACACGE TEE GCAACCETECCETCE

Figura 5. Cromatograma de la secuencia del gen 16S rADN de la cepa UAPS01-113

€ = C || blastrebinimnihgov/Blastegi L Rx =

T Alignments. 1 o

.Maz .Tatsl Ouen_.'. =)

Ident  Accessicn
scone scone cover value

BB BB %TR OO0 9% JFIDNI031
1859 1869 9T% 0.0 9% JF2000851

]

1859 1869 9T% 0.0 9% COI089s3
! 1 1 - L | 1854 1854 9T% 00 9T% JFi723400
Lcuitured nbygiddA0TEY 16 ribasnmal RNA gans, parial GedEance 1884 1854 O7% 00 9T% MM04d8749

Lieuitued BEcienum clone N2 4016051 168 el BN gisni, gl semience IB58 1850 ST% 0.0 9T% JEA060001
1 Ungulbured bachetium clone ned 1507a0Te1 168 ibosamal BMA gene, g 1649 1848 9T% 00 9T% JEvigausn

5 Ungultured basterum clone ncd 1 BTH05E 1 168 iosimal R e 1847 1847 97% 0.0 9T% JE1aSi4n

O Ungultured bacheium clens HOB. SI00925 183 ribasemal BHA uery, warbal seavsrsy 1N 183 87% 00 9T% Hisesga
| Megestehatiervarscolor sain G5-201458 165 nbosomal ANA geng. paninl sequente 1820 1820 S7% 00 6% JxEd100a1
D Lngulnared basterum clone ned5Sehtint 165 ibasomal BNA Sens. nartal sequenis 1816 1816 9T% 00 9% JFD40aTat

Figura 6. Resultado del analisis BLAST de la secuencia 16S rADN de la cepa UAPS01-113



CROMATOGRAMA'Y BLAST DE LA CEPA UAPSO01-114.

—— —

B 4258 NmacSFabil - Cheomas Lite - - - 3 - - | E=REE

| File Edit Options Help B o
= BV | & v oM

Optn_ Save Dpont | Prnt | Nes Find Al AR

10 BT ET a0 50 [ 7 (]
GAGC GAGGCCCTCCTTECG GGEBGGTGECCC TAGC GGCG AAC GGG TGE AGTAACAC GTGE G GCAAMCCTGECCCTCAGETETG GG

Figura 7. Cromatograma de la secuencia del gen 16S rADN de la cepa UAPS01-114

€ - C | [ blastncbinlm.nih.gov/Blast.cgi vy =
T Alignments o -
Description s’\::a :;1 ?;:g vjue Ident  Accession
[ Uncultured bacterium clone ncd2403d12c1 168S ribosomal RNA gene, partial sequence 1149 1149 92% 00 88% JF209103.1
' Uncultured bacterium clone ncd559h12c1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1149 1149 92% 00 88% JF049379.1 U
[ Uncultured bacterium clone ncd2402906¢1 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1144 1144 92% 00 88% JF200065.1
[ Uncultured bacterium clone nbw720a03c1 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1144 1144 92% 00 88% GOI089531
' Uncultured bacterium clone nby642d07c1 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1138 1138 92% 00 88% HM3448241
[ Uncultured bacterium clone ned2401b05¢1 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 133 1133 92% 00 88% JF208950.1
[ Uncultured bacterium clone ned1978a11c1 16§ ribosomal RNA gene, partial sequence 129 1129 82% 00 90% JF1723101
) Uncultured bacterium clone ncd1997a07c1 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 125 1125 82% 0.0 90% JF173498.41
& Uncultured bacterium clone ncd1997b05¢ 1 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1122 1122 82% 0.0 90% JF173534.1
=] sp. Ellin164 163 ribosomal RNA gene, partial sequence 1118 1118 82% 0.0 90% AF409006.1
o marinus strain BC501 168 ribosomal RNA, complete sequence 1112 1112 82% 0.0 90% NR 074479.1
=] versicolor strain CB-281466 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1112 1112 82% 0.0 90% JXB841004.1

Figura 8. Resultado del analisis BLAST de la secuencia 16S rADN de la cepa UAPS01-114

Los resultados del analisis BLAST del gen 16S rADN de las tres cepas reportan la asignacion
de género que muestra la siguiente tabla:
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Asignacion _
Cepa o Phylum Cobertura | % ldentidad
taxon6mica
UAPS01-112 | Modestobacter sp. | Actinobacteria 98% 96%
UAPS01-113 | Modestobacter sp. | Actinobacteria 97% 96%
UAPS01-114 | Modestobacter sp. | Actinobacteria 82% 93%

El estudio de caracterizacion que se realiz6 sobre las tres cepas aisladas de N. macrocephala
se guio en los resultados obtenidos del gen 16S rADN; este gen es importante en taxonomia
bacteriana al presentar regiones muy conservadas y a la vez regiones variables, lo que permite
distinguir unas especies de otras (Woese, 1987); dicho estudio manifiesta que las tres cepas

analizadas tienen altos porcentajes de identidad con cepas del género Modestobacter.

En base a lo anterior se compararon las cepas problema contra cepas pertenecientes a los
géneros Geodermatophilus, Blastococcus y Modestobacter, que pertenecen a la familia
Geodermatophilaceae. Los resultados obtenidos en la caracterizacion genotipica se

complementaran con los de la caracterizacidn fenotipica.

12.2 CARACTERIZACION FENOTIPICA

Para las pruebas fenotipicas utilizamos las cepas tipo pertenecientes a la familia
Geodermatophilaceae siguientes: Geodermatophilus obscurus, Blastococcus aggregatus,
Blastococcus saxobsidens, Modestobacter versicolor y Modestobacter marinus como

comparacion de las caracteristicas fenotipicas.

El andlisis fenotipico comprende la observacion de las caracteristicas coloniales, tanto
macroscopicas como microscépicas, para conocer caracteristicas de su pared celular, forma,
tamafio y estructuras celulares importantes como presencia de endo o exosporas y 6rganos de
locomocion. Los resultados obtenidos se resumen en la siguiente tabla:
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a. Tincion de Gram y morfologia colonial en placa.

TABLA 4. Caracteristicas fenotipicas

Tincion de o . ) _
Cepas Morfologia microscopica Morfologia de la colonia
Gram
) Colonias circulares,
Células  cocobacilares  con o
) convexas, de superficie
tendencia a formar pequefios |
UAPS01-112 + ) | lisa con bordes enteros
agregados, sin  flagelos ni ) )
- y consistencia cremosa,
micelios. )
el color es naranja.
) Colonias circulares,
Cocos y bacilos cortos con o
» convexas, de superficie
formacion de cadenas de tamafio |
UAPS01-113 + o ) lisa con bordes enteros
medio sin presencia de flagelos, ) )
o y consistencia cremosa,
no se observan micelios. )
el color es naranja.
. . Colonias circulares,
Bacilos y cocos en pequefios o
| convexas, de superficie
agregados y cadenas cortas sin |
UAPSO01-114 + ) . lisa con bordes enteros
presencia de  medios de ) )
L y consistencia cremosa,
locomocidn ni micelios. )
el color es naranja.
Colonias en forma de
Células cuboides y cocoides sin | granulos rigidos,
G. obscurus + medios de locomocién  con | separables, granulos
micelio rudimentario secos, asperos y de color
negro.
) Las colonias son
Bacilos y cocos solos o
irregulares, planas con
formando agregados, son ]
. ) puntilleo muy tenue,
B. aggregatus + moviles las células separadas y
o bordes  definidos vy
en condiciones desfavorables ) )
. consistencia seca de
forman agregados inmoviles. .
color naranja.
) Cocos solos, en pares o tétradas | Colonias con bordes
B. saxobsidens + ) ) o
con tendencia a  formar | irregulares y superficie
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agregados.

plegada cerebriforme, de
consistencia rigida y

color naranja

*M. versicolor

Bacilos cortos, con presencia de
flagelos, multiseptados, solos o

en pares.

Las colonias son
obscuras en  medios
oligotroficos y naranjas
en medios copiotroficos,
las colonias son
convexas, de bordes
definidos, lisas y
ligeramente  mucoides,

de color naranja.

**M. marinus

Bacilos cortos, con flagelos, no

forman esporas ni micelios.

Colonias con bordes
circulares, convexas de
superficie lisa y
consistencia cremosa, el

color es naranja

Tabla 4. * Resultados reportados por: Reddy et al., 2007 ** Resultados reportados por: Xiao et al.,

2011.

b. Prueba de asimilacién de fuentes de carbono.

Esta prueba es importante para conocer la composicion bioquimica de diferentes cepas,

ya que la capacidad de cada microorganismo para emplear distintas fuentes de carbono

es Unica al ser cualidades que se adquieren a lo largo del ciclo evolutivo; los resultados

de dicho analisis se reportan en la siguiente tabla, describiendo las fuentes que se

probaron y la ausencia o presencia de crecimiento bacteriano transcurridos 7 dias de

incubacion a 28 °C.

Tabla 5. Asimilacién de Fuentes de Carbono

Cepas

AcC.

AC.

Glucosa | Fructosa | Xylosa

Gluconico

Succinico
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UAPSO01-112 - + - - + + -

UAPS01-113 = + = - + + -

UAPSO01-114 - + - - + + -

G. obscurus + - - - - - -
B.

aggregatus
B.

saxobsidens

*M. versicolor + - n.d. + - - n.d.

**M. marinus + 4 - - 4F - -

* Resultados reportados por: Reddy et al., 2007 **Resultados reportados por: Xiao et al., 2011.

n.d.=No determinado.

Los compuestos que pueden ser procesados por los microorganismos como fuente de carbono
define la capacidad metabdlica que posee cada uno para sobrevivir en distintos ambientes; la
prueba empleada se basé en la comparacion de las tres cepas problema contra 5 cepas de
referencia. Las tres cepas problema exhibieron comportamientos similares, sin embargo las
cepas de referencia muestran comportamientos diferentes entre si y al hacer la comparacion,

las tres cepas de interés muestran un gran parecido a M. marinus y B. saxobsidens

Prueba de crecimiento bajo diferentes condiciones.

c. pH

Las variaciones de pH ambientales condicionan la sobrevivencia de todos los
microorganismos; es por ello que se emplean pruebas modificando el pH del medio en que se
incuban para poder identificar sus caracteristicas metabdlicas y la capacidad de resistir

ambientes adversos.
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Los resultados del crecimiento bacteriano a distintos pH se reportan a continuacién a los 7

dias de incubacion a 30 °C.

‘ Tabla 6. Crecimiento en distintos pH

Cepas pH 4 pH 5 pH 7 pH 9 pH 10
UAPS01-112 - - + + "
UAPS01-113 - - + + n
UAPS01-114 - - + ¥ n
G. obscurus - - + I +
B. aggregatus - - + + +

B. saxobsidens - - + + +
*M. versicolor - + + + -
**M. marinus - + + + -

* Resultados reportados por: Reddy et al., 2007 **Resultados reportados por: Xiao et
al., 2011

Al analizar las pruebas de crecimiento en distintos pH, podemos apreciar que G. obscurus, B.
saxobsidens y B. aggregatus tienen capacidades similares a las tres cepas problema para crecer
en los diferentes pH probados, por otra parte M. versicolor y M. marinus, tienen un

crecimiento distinto a pH 5y 10, lo que las hace diferentes a las cepas de interés.

d. Temperatura

La temperatura es considerada como otro de los factores importantes que condicionan la
sobrevivencia bacteriana, ya que en variaciones drasticas de ésta, los microorganismos pueden
sufrir gelificacion, colapso o rotura de membrana; por lo anterior se eligié realizar dicha
prueba y los resultados obtenidos se pueden observar en la tabla siguiente. Dichos resultados

se registran habiendo transcurrido 7 dias desde la incubacién en medio 47.
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Tabla 7. Crecimiento en distintas temperaturas

Cepas 4°C 20 °C 30°C 37°C 50 °C
UAPS01-112 + + + + -
UAPS01-113 + + + -t -
UAPS01-114 + + + + )
G. obscurus - + + + -
B. aggregatus - + + + -

B. saxobsidens - + + + -
*M. versicolor + + + - -
**M. marinus + + + - -

* Resultados reportados por: Reddy et al., 2007 **Resultados reportados por: Xiao et al.,

2011

En el analisis de crecimiento en diferentes temperaturas, se evidencia que todas las cepas

crecen a 20 °C y 30 °C y ninguna a 50 °C; a 4 °C no hay crecimiento de G. obscurus, B.

saxobsidens y B. aggregatus, pero si por parte de M. versicolor y M. marinus. A 37 °C sélo M.

versicolor y M. marinus no presentan crecimiento. Lo anterior muestra que no hay correlacion

en el comportamiento por parte de las cepas tipo con las cepas de referencia, ademas la

temperatura a la que muestran crecimiento todas las cepas es la que corresponde a cepas

mesofilas.

e. Pruebas Bioquimicas

Las pruebas bioquimicas se realizaron en las cepas problema y los resultados se

encuentran reportados en la tabla 8.

Tabla 8. Pruebas Bioquimicas

Cepas

Pruebas

UAPSO1-

UAPSO1-

UAPSO1-

B.

B. saxob-

*M.

**M.
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112 113 114 obs- | aggre- | sidens versicolor | marinus
curus | gatus
Catalasa + + + N.D. + + + -
Oxidasa - - - N.D. - + - -
Urea - - - N.D. + N.D. + -
Movilidad - - - N.D. + \Y + N.D.
DNAsa - - - - - - - -
Coagulasa - - - - - - - -
Esculina + + + N.D. | N.D. N.D. + +
Gelatina + + + + N.D. - - -
Almidon + + 50% + - - - +
Caseina - - - N.D. | N.D. - + +
Reduccion
de + + + - - - + +
Nitratos

* Resultados reportados por: Reddy et al., 2007 **Resultados reportados por: Xiao et al., 2011

Comparando las pruebas bioquimicas de las cepas problema contra las cepas tipo, podemos ver

que M. versicolor y M. marinus presentan distintas pruebas con resultados parecidos a las

cepas de interés, lo que nos da una cierta similitud en cuanto al comportamiento bioquimico de

las cepas problema con éstas cepas de referencia.

f. Pruebas de Sensibilidad a los antibidticos

La prueba de sensibilidad a antibidticos se emplea para determinar la sensibidad de

ciertas cepas frente a un antibidtico o quimioterapéutico; si el disco que contiene el

antibidtico se deposita sobre una placa recién inoculada, se producira la inhibicién del

crecimiento del microorganismo analizado en un punto del gradiente y dara como

resultado un area concéntrica al disco de inhibicion del crecimiento; en este
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experimento se emplearon 7 sustancias de este tipo y se resumen los resultados en la

siguiente tabla.

Tabla 9. Prueba de Sensibilidad a Antibiéticos

Cepas
o UAPSO |UAPSO |UAPSO *M. **M.
Antibiotico ) )
1-112 | 1-113 | 1-114 \versicolor | marinus
Ceftriaxona (30 ug) S S S S S
Ciprofloxacino (5 ug) S S S S S
Imipenem (10 ug) S S S S S
Trimetroprim/sulfametoxazol
S R R S R
(25 ug)
Gentamicina (10 ug) S S S S S
Ceftazidime (30 ug) S S S N.D. R
Ampicilina (10 ug) S S S S S

* Resultados reportados por: Reddy et al., 2007 **Resultados reportados por: Xiao et al.,
2011

Las pruebas de sensibilidad a los antibioticos arrojan que las cepas UAPS01-113 y UAPSO01-
114 difieren de la cepa UAPS01-112 y de M. versicolor, ya que las primeras son resistentes al
Trimetroprim/sulfametoxazol; pero las cepas UAPS01-113 y UAPS01-114 comparten la
misma resistencia al Trimetroprim/sulfametoxazol con la cepa de referencia M. marinus. Lo
anterior refiere que UAPS01-112 comparte el mismo comportamiento en ésta prueba que M.
versicolor y las cepas UAPS01-113 y UAPS01-114 son parecidas a M. marinus, a excepcion

de que ésta ultima es resistente al ceftazidime.
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DISCUSION DE RESULTADOS

De los muestreos realizados en el cactus Neobuxbaumia macrocephala se obtuvieron 65 cepas
con metabolismo metilotrofico y que pertenecen a diferentes grupos taxondémicos; de éstos se
hallaron tres cepas que pertenecen a la familia Geodermatophilacea y que resulté de interes
llevar a cabo su caracterizacion, ya que de los miembros de esta familia se han descrito muy

poCos.

En un estudio posterior se pretende aislar mas miembros de la familia Geodermatophilacea
muestreando al cactus N. macrocephala que se halla en la reserva de la biosfera de Tehuacan-
Cuicatlan, sin embargo para este estudio de tesis se considera que tres cepas son suficientes, ya
que para llevar a cabo muestreos en dicha reserva, se necesitan varios permisos expedidos por
la comision supervisora de dicho lugar al encontrarse este cactus en riesgo de extincion y el

tomar muestras (de su zona epifita, endofita y rizosférica) pone en riesgo su supervivencia.

La caracterizacion de bacterias, de manera ideal deberia de basarse en la descripcién completa
de sus genotipos y fenotipos, sin embargo en muchas ocasiones no se llega a estos ideales por
cuestiones préacticas. La utilizacion de nuevas técnicas, particularmente el uso de métodos para
la investigacion con bacterias no cultivables y la obtencion de secuencias nucleotidicas de
diversos genes, han permitido reconocer que la diversidad de los procariontes es mucho mayor

de lo que se pensaba (Peace, 1997).

Con respecto a la caracterizacion genotipica, se realizo la secuenciacion del gen 16S rADN, ya
que este gen es importante en taxonomia bacteriana al presentar regiones muy conservadas y
otras variables, lo que permite distinguir unas especies de otras (Woese, 1987), ademas
presenta una longitud apropiada para fines informaticos y se encuentra en todas las bacterias
(Janda and Abbott, 2007). La caracterizacion genotipica por secuenciacién del gen 16S rADN
nos permitié clasificar a los tres aislados del cactus N. macrocephala dentro del género

Modestobacter.
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Los estudios taxondmicos que integran las caracteristicas bioquimicas y fisiologicas como
parte de un estudio tradicional son Utiles porque permiten conocer capacidades metabdlicas de
los microorganismos. La caracterizacion fenotipica de nuestras tres cepas se realizd usando
técnicas tradicionales, la cual se realiz6 por triplicado para tener confiabilidad en ellas. La
morfologia colonial observada en el medio 47, nos permite determinar que las bacterias
metilotroficas estudiadas presentan caracteristicas similares entre si y diferentes a las cepas de
referencia en cuanto a color, forma, consistencia, etc, como podemos observar en la tabla 4. La
prueba de tincién de Gram nos permitio identificar a nuestras cepas como Gram (+). En la
comparacion de perfiles bioquimicos, pudimos observar diferentes comportamientos entre las
cepas problema y las cepas tipo, e incluso dentro de las mismas cepas problema, lo anterior se
resume en la tabla 8, pero de manera general se puede observar que las cepas problema tienen
parecido a M. marinus, seguido de M. versicolor.

De la prueba de sensibilidad a diferentes antibidticos es importante destacar que las cepas
UAPS01-113 y UAPS01-114 presentan el mismo comportamiento entre si, pero difieren de las

cepas tipo; por otra parte, la cepa 112 presenta rasgos similares a M. marinus.

Con relacién a las condiciones éptimas de crecimiento, podemos apreciar que nuestras cepas
crecen desde los 4, hasta los 37 °C, lo cual se correlaciona con el hecho de haber sido aisladas
de ambientes semiaridos con condiciones drasticas de temperatura, pero no presentan un
comportamiento parecido a las cepas tipo.

En cuanto al pH déptimo de crecimiento vemos en la tabla 6, que nuestras bacterias tienen
capacidad de crecer de pH 7 a pH 10, con comportamiento similar a G. obscurus, B.
saxobsidens y B. aggregatus; no asi con las cepas M. marinus y M. versicolor, lo que nos
puede indicar que el lugar de aislamiento presenta un caracter sumamente basico.

Con respecto a la utilizacion de las diferentes fuentes de carbono, podemos apreciar que las
tres cepas problema exhibieron comportamientos similares y al hacer la comparacion contra
las cepas tipo, observamos que las tres cepas de interés muestran un gran parecido a B.
Saxobsidens y M. marinus.
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Con esta informacion se puede concluir que las tres cepas aisladas no pertenecen a ninguna de
las cepas tipo con las que se compararon, sin embargo, como era de esperar, presentan
caracteristicas parecidas a las cepas del género Modestobacter, con lo que se complementa el
resultado obtenido genotipicamente.

Las pruebas realizadas en este estudio aportan datos bioquimicos utiles para definir las
caracteristicas de los tres especimenes aislados del cactus N. macrocephala; sin embargo,

no nos permiten definir de manera especifica la especie a la que pertenecen o llegar a precisar
si las especies encontradas han sido reportadas; para llegar a dichos objetivos se necesitara

plantear futuros trabajos.
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13. CONCLUSIONES

» La fenotipificacion nos permitié conocer las caracteristicas fisiologicas y bioquimicas
de nuestros aislados, sin embargo no nos permitio llegar a la asignacién de un género,
ya que al hacer comparaciones con las cepas tipo, observamos que presentan

caracteristicas similares con cepas del género Modestobacter y Blastococcus.

» El analisis BLAST del gen 16S rADN de estas tres cepas reporta un elevado porcentaje
de identidad de secuencia nucleotidica con las cepas Modestobacter versicolor y

Modestobacter marinus.

» La secuenciacion del gen 16S rADN es més concluyente para la asignacion del género
Modestobacter en las cepas de estudio por los porcentajes de identidad observados,
aungue a nivel de especie no es posible tener una aproximacion, por lo que se reportan

como Modestobacter sp.

» Se tendria que realizar la secuenciacion de otros genes de mantenimiento o bien otro

tipo de pruebas de caracterizacion genotipica para poder asignar la especie.
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PERSPECTIVAS:
1. Se propone la obtencion de al menos otros 5 aislados de actinobacterias de la familia
Geodermatophilaceae, para tener una coleccién mayor que nos permita reportar mas miembros

de este género asociados a N. macrocephala.

2. Aplicar mas pruebas genotipicas que nos permitan caracterizar los aislados de este trabajo

hasta el nivel de especie.

3.'Y establecer las relaciones filogenéticas entre cada uno de estos aislados.
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15. ANEXOS

ANEXO 1. MEDIO GP

MEDIO GP
REACTIVOS
Glicerol 10 ¢
Peptona de caseina 109
Agar bacterioldgico 18 ¢
Volumen final 1Lt

La esterilizacidn de este medio se realiza a 15 libras por 20 minutos.

ANEXO 2. MEDIO 47

MEDIO 47
REACTIVOS Concentracion
Extracto de levadura 05¢
Glicerol 5¢
Peptona de caseina 059
Glucosa 19
Almiddn soluble 29
Na2CO3 0.105¢g
Agar 18¢g
Volumen Final 100 ml

La esterilizacion de este medio se realiza a 10 libras por 30 minutos para evitar la

caramelizacion de la glucosa.



ANEXO 3. AGAR MEDIO MINIMO

SALES EMPLEADAS EN MEDIO MINIMO MMS
Reactivo 1 litro stocks 100 ml de medio

1 K2HPO4 129 5 g/50 ml 1.2 ml
2 KH2PO4 0.62¢ 5 g/50 ml 0.62 ml
3 CaCl2 6H20 0.05¢g 0.1 g/10 ml 0.5 mil
4 MgSO4 7H20 0.20¢g 1g/10 mi 0.2 mi
5 NaCl 0.10g 1g/10 ml 0.1 mil
6 FeCI3 6H20 1.0 mg 0.01 g/10 ml 0.1 ml
7 (NH4)2504 0.5 ug 0.0005¢/5 mi 0.5 ul
8 CuS04 5H20 5ug 0.0005¢/5 mi 5ul
9 | MnSO4 5H20 10 ug 0.0005g/5 mli 10 ul
10 Na2MoO4 10 ug 0.0005¢/5 mi 10 ul

7H20
11 H3BO3 10 ug 0.0005g/5 ml 10 ul
12 ZnS0O47H20 70 ug 0.0005¢/5 mi 70 ul
13 CoClI2 6H20 Sug 0.0005g/5 mi 5ul

Medio para Fuentes de Carbono:

1. Emplear la fuente de carbono deseada en una concentracion de 0.5 % (para 1 litro de

medio 5 g de F de C y para 100 ml de medio 0.5 g).

3. Esterilizar el medio completo a 10 libras por 30 minutos para evitar caramelizacion de

azucares.
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ANEXO 4. METODO DROP PLATE.

Para las pruebas en las que se determino el crecimiento bacteriano bajo diferentes condiciones
de cultivo se utilizé el método de goteo en placa para el cual se realizaron diluciones seriadas
1:10 a partir de un cultivo de 48 horas a 30°C y se colocaron por triplicado gotas de 10 ul de
cada una de las diluciones en placas con medio gelificado. Las placas se incubaron en las

condiciones de crecimiento correspondientes.
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