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1- RESUMEN

2- INTRODUCCION

En la actualidad se han descrito cerca de un millon de productos naturales
aislados a partir de diferentes fuentes, de las cuales los microorganismos
constituyen una de ellas, ofreciendo grandes posibilidades para la obtencion de
nuevas estructuras y actividades biolégicas.

Los compuestos de importancia farmacéutica obtenidos de microorganismos
son el resultado de intensas investigaciones de la naturaleza como fuente de
compuestos bioactivos llevados a cabo por un gran nimero de laboratorios en todo
el mundo. La identificacion y caracterizacion biolégica y molecular de
microorganismos utiles como agentes de biocontrol, productores de compuestos
bioactivos o sustitutos de antibidticos, ha sido de gran interés para la medicina y la
agricultura moderna. En este contexto se han evaluado microorganismos, se han
aislado y caracterizado quimica y biologicamente sus metabolitos secundarios, y se
ha estudiado el papel que estos juegan en el control de enfermedades y en las
respuestas de defensa.

Los metabolitos secundarios producidos por bacterias son moléculas
relativamente pequefias producidas por un numero limitado de cepas, que al

parecer no tienen una funcion determinada en el crecimiento celular. De hecho, las



cepas productoras de éstos, que por alguna mutacion han perdido su capacidad de
producirla, presentan crecimiento y caracteristicas normales. Estos metabolitos
incluyen diferentes tipos de compuestos de importancia econémica, dentro de los
cuales se encuentran los antibidticos, pigmentos, toxinas, feromonas, inhibidores
enzimaticos, agentes inmunomoduladores, antagonistas y agonistas de receptores,
pesticidas, agentes antitumorales y promotores del crecimiento en animales y
plantas.

En la actualidad, existe una urgente necesidad de desarrollar nuevos
antibioticos debido a que las enfermedades infecciosas representan la segunda
causa de mortalidad a nivel mundial, al desarrollo y expansion de patdégenos
multirresistentes, a la evolucion de los agentes infecciosos y a la toxicidad de
algunos de los compuestos terapéuticos actuales, entre otras razones.

Actualmente, en el sector agricola se tiene un problema latente que no ha
podido ser controlado en su totalidad, y es el desarrollo frecuente de diversos tipos
de plagas en cultivos agricolas. Si bien es cierto, lo anterior ha traido como
consecuencia pérdidas cuantiosas de cultivo y por ende cuantiosas pérdidas
econdémicas, en donde se pierde alrededor de un 20 y 30% de la produccion total
de cultivos

En el presente trabajo se extraeran metabolitos secundarios, de cepas de
Bacillus sp. aisladas de diferentes suelos del Estado de Tlaxcala y se evaluara su
actividad inhibitoria contra bacterias como Bacillus cereus, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes, Micrococcus luteus, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella cholerasuis, Serratia marcescens, Shigella sp,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus agalactiae,
Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus. Asi mismo, se evaluara el efecto
antifangico de dichos metabolitos contra hongos tales como Fusarium avenaceum,

F. oxysporum, Mucor sp, Paecilomyces sp, Moniliophthora roreri y Penicillium sp.



3- MARCO TEORICO

3.1 Género Bacillus sp. como agente de control biolégico

El género Bacillus (reino bacteria; phylo Firmicutes; clase Bacilli; orden Bacillales;
Familia Bacillaceae) esta caracterizado por una alta diversidad de especies cuyo
tamafio de genoma suele ser entre 3.35y 5.5 Mb y cuyas propiedades metabdlicas
y nichos ecolégicos varian significativamente. Actualmente mas de 108 genomas
han sido secuenciados muchos de ellos con interés clinico. ElI género Bacillus se
define como una bacteria aerébica, Grampositiva, movil, catalasa positiva, hemolisis
variable, con capacidad de formar endosporas de morfologia esférica, ovalada,
elipsoidal o cilindrica.

Incluye un gran numero de especies, se puede aislar de una gran cantidad de
ambientes y puede crecer en muchos medios de cultivo como agar nutritivo, Luria
Bertani, tripticaseina de soya o agar sangre. Su ciclo de vida es simple: las células
vegetativas bajo condiciones favorables de pH, temperatura y nutrientes comienzan
a crecer y generar el septo que separa a las dos células hijas, por lo que a
microscopia de contrate de fases se pueden observar como células solas o en
pareja. La divisibn que presentan las células vegetativas es por fisidbn binaria.

Cuando alguno de los nutrientes como aminoacidos, azucares o el oxigeno se



vuelven insuficientes para crecer la bacteria forma endosporas, no mas de una por
célula, las cuales son muy resistentes a muchas condiciones adversas como el
calor, la radiacion los desinfectantes y la desecacion entre otros. La formacion de
las endosporas es una de las caracteristicas mas importantes en la identificacion
del género, ya que es el Unico género aerobico formador de esporas. Se forman
intracelularmente al final de la fase exponencial, normalmente cuando hay un
decaimiento en los nutrientes y difieren de las células vegetativas en que son
refringentes y visibles claramente en un microscopio de contraste de fases.?

La morfologia colonial y el tamafio varian entre especies. Las bacterias vistas a
microscopia pueden aparecer individualmente, en parejas o en cadenas (a veces
de gran tamafo). Algunas especies pueden tener inclusiones en el citoplasma que
son visibles a microscopia de contraste de fases por ser menos refringentes que las
esporas cuya posicion suele ser central o subterminal. Las inclusiones de algunas
especies pueden ser cristaliferas llamadas proteinas cristaliferas o 6-endotoxinas
las cuales son a menudo toxicas a insectos y a otros vertebrados. La morfologia
colonial describe a Bacillus como células generalmente redondeadas cuyo didmetro
es de 0.4 a 1.8 um y una longitud de 0.9 a 10 um, aunque las bacterias de una
misma especie suelen tener tamafios regulares. Las morfologias coloniales varian
dependiendo el medio de cultivo, sin embargo, las colonias de Bacillus en un medio
de rutina no son dificiles de identificar, ya que suelen ser grandes con formas y
bordes irregulares, de color crema y aspecto ceroso o brilloso y algunas incluso
muestran rizos (B. mycoides) en los bordes.

Dentro del género Bacillus se encuentran especies consideradas buenas
candidatas como agentes de control biolégico (B. brevis, B. subtilis, B. thuringiensis,
B. licheniformis, B. megaterium, B. pumilus, B. circulans, B. amyloliquefaciens,
entre otras) debido a que poseen caracteristicas como las siguientes:

- Son microorganismos altamente ubicuos pues se distribuyen ampliamente en el
ambiente, siendo encontrados principalmente en suelos agricolas, raices de las
plantas, agua dulce y salada, ademas de materia vegetal en descomposicion.

- Poseen capacidad de esporular que les confiere una alta viabilidad y capacidad

de diseminacion, pues las esporas pueden transportarse por largas distancias



a través de corrientes de aire hasta encontrar las condiciones 6ptimas para su
crecimiento.

- Presentan potencialidad como solubilizadores de fosfatos y fijador de nitrégeno
atmosférico. Ademas de que se ha demostrado su utilidad como promotores del
crecimiento vegetal.

- Son productores de antibidticos, toxinas, quitinasas, proteasas y metabolitos
secundarios. Estos Ultimos ejercen una amplia accion antifingica,
antibacteriana, insecticida y antiparasitaria; ademas de que constituyen
moléculas estimuladoras de crecimiento vegetal y activadoras de mecanismos
de resistencia en plantas.

Se estima que anualmente los insectos plaga ocasionan pérdidas del 20 al 30% de
la produccion total de algunos cultivos y para controlar este problema los métodos
de control de plagas han sido dominados por el uso de insecticidas quimicos
sintéticos. Sin embargo, el uso indiscriminado de éstos ha seleccionado el desarrollo
de altos niveles de resistencia en las plagas blanco, alta mortalidad en insectos
benéficos y contaminacion en el medio ambiente.

En un intento por disminuir estos problemas, los gobiernos, la industria y los
cientificos han tenido que desarrollar métodos de control de plagas mas compatibles
ambientalmente, que deben cumplir con ciertos requisitos como ser altamente
toxicos para el organismo blanco, tener la capacidad de ser producidos en masa a
escala industrial y tener una vida media larga.

Entre los agentes de control bioloégico destacan las bacterias
entomopatdgenas. En los ultimos afios se han desarrollado los bioinsecticidas
basados en la bacteria Bacillus thuringiensis, cuya actividad insecticida radica en la
produccion de proteinas tdxicas para los insectos.

B. thuringiensis es una bacteria Grampositiva, cuyo hdbitat principal es el
suelo, donde es considerado parte de la poblacién bacteriana zimégena, aunque
también ha sido aislada de superficies de plantas, cadaveres de insectos y polvo de
productos almacenados. Es una bacteria usada como el ingrediente activo para la
agricultura en los insecticidas biolégicos y para el control de vectores de

enfermedades como son los mosquitos y moscas negras en el caso de B.



thuringiensis var israelensis. Su ciclo de vida es simple. Cuando los nutrientes y las
condiciones ambientales son suficientes para crecer, las esporas germinan
produciendo células vegetativas que crecen y se reproducen por fision binaria. Las
células continian multiplicandose hasta que uno o mas nutrientes, u el oxigeno se
vuelven insuficientes para continuar su crecimiento vegetativo. Bajo esas
condiciones, la bacteria esporulan produciendo una endospora y un cuerpo
parasporal o cuerpo de inclusion (cristal) (Fig 1) en donde radica su actividad
bioinsecticida.

Cristal

Figura 1: A) Cristales y esporas de B. thuringiensis.

B) B. thuringiensis, dentro la espora y el cuerpo de inclusion.

Estos cristales estan constituidos de las denominadas 6-endotoxinas o
proteinas Cry, que se liberan sdlo bajo lisis celular y se encuentran codificadas en
plasmidos extracromosomales que se pueden replicar independientemente.

La actividad bioinsecticida de B. thuringiensis radica en las proteinas
parasporales llamadas Cry. Las toxinas Cry individuales tienen un espectro de
actividad insecticida definido, generalmente restringido a unas pocas especies en
un orden en particular de lepidopteros (mariposas y polillas), dipteros (mosquitos y
moscas), coledpteros (escarabajos y gorgojos), himenopteros (avispas y abejas) y
nematodos.

Las 6-endotoxinas deben de ser ingeridas para tener efecto. Su modo de accion
envuelve varios eventos que deben ser completados varias horas después de su

ingestion para que ocurra la muerte del insecto. Empresas como Mycogen o
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Monsanto han aprovechado esas caracteristicas de B. thuringiensis lanzando al
mercado productos de formulaciones de ésta.
El potencial de algunas especies del género Bacillus consideradas agentes de
control biolégico de fitopatdégenos, recae principalmente en su capacidad para
secretar una gran variedad de metabolitos secundarios con actividad antifungica y

antibacteriana %

3.2 Bacterias de importancia clinica utilizadas en este estudio

Se sabe que la mayoria de las infecciones y problemas de salud en los seres
humanos se debe a la presencia de bacterias patdgenas y que por ello son de gran
importancia en la salud. En este estudio se utilizaron algunas de ellas y se describen

a continuacion.

Serratia marcescens es un bacilo Gramnegativo de la familia
Enterobacteriaceae. Puede ser peligroso para el hombre, ya que a veces es
patébgena, como causa de infecciones nosocomiales y urinarias. Cuando crece a
30 °C las colonias son de color rojo ocasionado por el pigmento prodigiosina, por lo

cual es de facil identificacion.3

Staphylococcus aureus conocido como estafilococo aureo, o comunmente
estafilococo dorado, es una bacteria anaerobia facultativa, Grampositiva, productora
de coagulasa, catalasa, inmovil, que forma racimos de cocos, que se encuentra
ampliamente distribuida por todo el mundo. Puede producir una amplia gama de
enfermedades y en la actualidad, este microorganismo se encuentra como el
principal causante de las infecciones nosocomiales. Las cepas habituales de
Staphylococcus aureus son resistentes a la penicilina, dejando como los antibidticos
mas eficaces para combatirlos a los aminoglucosidos, las cefalosporinas, la

oxacilina o la nafcilina.*
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Klebsiella pneumoniae es la especie de mayor relevancia clinica dentro del
género bacteriano Klebsiella de la familia Enterobacteriaceae, que desempefian un
importante papel como causa de las enfermedades infecciosas oportunistas. Son
bacterias Gramnegativas, la asimilacion y la fermentacion de la lactosa se puede
observar en el Agar MacConkey donde las colonias son de color rosado. Klebsiella
pneumoniae, dentro de este género bacteriano, esta implicada principalmente en
infecciones nosocomiales. Es el agente causal de infecciones del tracto urinario,
neumonias, sepsis, infecciones de tejidos blandos e infecciones de herida
quirGrgica.®

Escherichia coli, es quizas el organismo procariota mas estudiado por el ser
humano. Se trata de una enterobacteria que se encuentra generalmente en los
intestinos animales, y por ende en las aguas negras, pero se lo puede encontrar en
todos lados, dado que es un organismo ubicuo. Fue descrita por primera vez en
1885 por Theodore von Escherich, bacteriblogo aleman, quien la denomino
Bacterium coli. Posteriormente la taxonomia le adjudicé el nombre de Escherichia
coli, en honor a su descubridor. Esta y otras bacterias son necesarias para el
funcionamiento correcto del proceso digestivo, ademas de producir las vitaminas B
y K. Es un bacilo Gramnegativo, es anaerobio facultativo, moévil por flagelos
peritricos (que rodean su cuerpo), no forma esporas y es capaz de fermentar la
glucosay la lactosa.®

Staphylococcus saprophyticus es un coco Grampositivo, coagulasa negativo,
anaerobio facultativo, no formador de capsula, no formador de espora e inmdvil. Es
catalasa y oxidasa positivo. Posee la enzima ureasa y es capaz de adherirse a las
células epiteliales del tracto urogenital. Su habitat normal no se conoce con
exactitud. Es causa frecuente de infecciones del tracto urinario en mujeres jévenes.’

Streptococcus agalactiae, es un coco Grampositivo, beta-hemolitico, catalasa
negativo, oxidasa negativo y anaerobio facultativo, caracterizado por presentar el
grupo B de antigenos Lancefield. Se puede encontrar en el aparato digestivo,
urinario y genital de los adultos. Aunque una infeccion por EGB normalmente no
ocasiona problemas a las mujeres sanas antes del embarazo, puede provocar una

enfermedad grave a la madre y al bebé durante la gestacién y después del parto.
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Una de cada cuatro o cinco mujeres embarazadas tiene estreptococos grupo B en
el recto o en la vagina. En estas mujeres, una infecciéon por EGB puede causar
corioamnionitis (infeccidbn grave de las membranas placentarias) e infeccion
posparto (después del nacimiento). Las infecciones del aparato urinario causadas
por los EGB pueden inducir el trabajo de parto y provocar un parto prematuro.

Salmonella sp. es un género de bacterias que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae, formado por bacilos Gramnegativos, anaerobios facultativos,
con flagelos peritricos y que no desarrollan capsula ni esporas. Son bacterias
moviles que producen acido sulfhidrico (H2S). Algunas salmonellas son comunes
en la piel de tortugas y de muchos reptiles, lo cual puede ser de cuidado cuando se
manipulan este tipo de mascotas a la vez con alimentos. Produce salmonelosis con
un periodo de incubacién de entre 5 horas y 5 dias, diarrea y dolor abdominal. °

Vibrio cholerae es una bacteria Gramnegativa con forma de bastén curvo que
provoca el célera en humanos. Junto con otra especie de género Vibrio pertenece
a la subdivision gamma de las Proteobacterias. Hay dos biotipos principales de V.
cholerae, clasicao y El Tor, y numerosos serogrupos.®

Vibrio parahaemolyticus es un bacilo Gramnegativo, es movil y no presenta
capsula ni espora. Tolera la sal comun por lo que se desarrolla en el agua del mar
y puede crecer a pH 9 en medios ligeramente basicos. Esta asociado al consumo
de mariscos y en algunos lugares como en Japon hay que tener especial cuidado
con él. Es capaz de causar gastroenteritis.®

Shigella sp. es un género de bacterias con forma de bacilo Gramnegativas,
inmoviles, no formadoras de esporas e incapaces de fermentar la lactosa, que
pueden ocasionar diarrea en los seres humanos. Fue descubierto hace 115 afios
por el cientifico japonés Kiyoshi Shiga, de quien tom6 su nombre. La infeccién por
Shigella, tipicamente comienza por contaminacion fecal-oral. Dependiendo de la
edad y la condicion del hospedador, son suficientes alrededor de 200 organismos
para causar una infeccion. Shigella causa disenteria, resultando en destruccion de
las células epiteliales de la mucosa intestinal a nivel del ciego y el recto.®

Listeria monocytogenes es una bacteria que se desarrolla intracelularmente y es

causante de la Listeriosis. Es uno de los patdgenos causantes de infecciones
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alimentarias mas violentos, con una tasa de mortalidad entre un 20 a 30%, mas alta
gue casi todas las restantes toxico infecciones alimentarias. L. monocytogenes es
un bacilo Grampositivo, pequefio (0,4 a 0,5 micrones de ancho x 0,5 a 1,2 de largo)
no ramificado y anaerobio facultativo capaz de proliferar en un amplio rango de
temperaturas (1 °C a 45 °C) y una elevada concentracion de sal. Tiene flagelos
peritricos, gracias a los cuales presenta movilidad a 30 °C o menos, pero es inmaovil

a 37 °C, temperatura a la cual sus flagelos se inactivan.1°

3.3 Hongos fitopatégenos utilizados en este estudio

Los hongos fitopatdgenos son aquellos que causan dafio a los productos agricolas
antes o después de la cosecha y durante su almacenamiento. Su alta proliferacion
y propagacion, asi como su periodo corto de latencia y su capacidad para secuestrar
nutrientes y producir compuestos fitotoxicos, son algunas de las razones por las que
causan dafio a las plantas y sus productos!!. Es preciso mencionar que hay otros
factores ajenos a los hongos que también favorecen las infecciones, como son las
condiciones ambientales (climaticas y de almacenamiento) y la ausencia de
resistencia a patdégenos por parte de las plantas??.

Los hongos fitopatégenos pueden ser clasificados en dos tipos segun su sitio
de infeccion: aquellos que infectan a las hojas, tallos y productos, y aquellos que
proliferan en la raiz de la planta. Los sintomas que producen las infecciones
causadas por hongos en las plantas pueden ser manchas foliares, putrefaccion y
tumoraciones de la raiz. Estos sintomas a largo plazo pueden llevar a la atrofia de
la planta, disminucién de su vitalidad, improductividad y su muerte.!3

Las especies de Mucor habitan el suelo pudiendo sobrevivir como
esporangiosporas en los cinco centimetros mas altos del suelo. Son conocidas por
ser patdgenos post-cosecha de frutos como la manzana, pera, fresa, durazno,
nectarina, guayaba y jitomate (Figura 2). Estos organismos actlian como parasitos
de macro y micro heridas causadas en el fruto principalmente durante la

manipulacion anterior al almacenamiento. Se ha descrito la posibilidad de que sus
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esporas se propaguen por el agua de los tanques a nivel del suelo, haciendo de
ellos otra fuente importante de infeccién. La temperatura éptima de crecimiento de
las especies de Mucor spp. es de 20°C; sin embargo, sus esporangiosporas tienen
la capacidad de tolerar bajas temperaturas y por tanto germinan y crecen a
temperaturas iguales o inferiores a 0°C, lo que da paso a la pudricion de la fruta atn
en almacenamiento frio. Las especies mas importantes de este género son M.

piriformis, M. mucedo, M. hiemalis, M. strictus, M. racemosus y M. circinelloide!4.

Figura 2. Pudricioén de durazno por
Mucor sp.

Las especies de Fusarium han sido aisladas de una gran variedad de suelos en
muchas regiones climéaticas del mundo. Dentro de este género existen diversas
especies que son consideradas patdégenas pre y post-cosecha de cereales (como
el trigo, triticale, sorgo, mijo), tubérculos como la papa y hortalizas®> 6. Dentro del
género Fusarium encontramos a especies de importancia agricola como: F.
avenaceum, y F. oxysporum. Fusarium avenaceum es una especie comun que
habita plantas vivas o muertas y que estd ampliamente asociada a la pudricién de
las raices de una gran variedad de cereales. Posee la capacidad de sintetizar
micotoxinas como moniliformis, bauvericina y enniantinas. Fusarium oxysporum es
una especie sapréfita abundante en suelo y materia organica, ademas de que se
encuentra alrededor del mundo en la rizosfera de muchas especies de plantas. Este
hongo tiene numerosas formas especializadas (f.sp.) que pueden ser patdogenas o
no. Las formas patdgenas infectan a un gran rango de plantas causando

enfermedades como marchitez vascular y la pudricién de la raiz y bulbos. Entre las
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plantas que a las que afectan estan la de jitomate (Solanum lycopersicum), romero
(Rosmarinus officinalis), platano (Musa paradisiaca), lechuga (Lactuca sativa) etc.
17

Penicillium sp. cuenta con una variedad de especies consideradas saprofitas del
suelo. Su alta ubicuidad lo hace una amenaza para la sanidad de los alimentos,
pues algunas especies producen la podredumbre verde y azul en citricos y la
podredumbre azul en manzanas, uvas y peras (Figura 3). De hecho, a escala
mundial Penicilium spp. es una de las principales causas de podredumbre en
citricos como la naranja. Otra de las caracteristicas de sus especies es su capacidad

para producir toxinas*®.

Figura 3. Podredumbre azul en limén
(Citrus limon) por Penicillium sp.

Las especies de Paecilomyces sp. se han aislado a partir de suelo, restos
vegetales y frutas. Usualmente se le ha considerado como un contaminante, pero
puede infectar tejidos vegetales comprometidos por factores de estrés. Algunas
especies de este género han mostrado también la capacidad de actuar como
agentes de control biolégico.

Moniliophthora roreri  es un hongo
Basidiomycota que causa la enfermedad de
moniliasis, uno de los problemas mas graves para
el cacao (Theobroma cacao - fuente  del

chocolate) y su produccion en

Latinoamérica (Figura 4). En México, en el estado

de Tabasco, el primer reporte de la enfermedad fue en Abril 2005,*° y en el 2007 la
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moniliasis invadi6 todas las areas de cacao del estado, convirtiéndola en el mayor

factor limitador de la produccién de cacao como también en Nicaragua y Honduras.

Figura 4. Moniliasis del cacao por
Moniliophthora roreri.

3.4 Metabolitos secundarios: fuente de bactericidas y antifiUngicos

Bacillus spp. secreta muchos metabolitos secundarios, incluyendo antibiéticos,
antifangicos y sideroforos. Los metabolitos producidos por Bacillus spp. pueden
también afectar la microflora en la rizésfera generando un ambiente antagonico
hacia los patdgenos que lo rodean. La gran diversidad y la variabilidad genética de
las especies de Bacillus, hace que este microorganismo genere una gran cantidad
de metabolitos de diferente estructura quimica con variadas aplicaciones en el
ambiente, la agricultura y la biotecnologia industrial.°

Por definicion, los metabolitos primarios son aquellos que se producen en la fase

exponencial y son necesarios para la sobrevivencia del microorganismo. Mientras
gue los metabolitos secundarios son moléculas sintetizadas por determinados
microorganismos, que se producen en la fase estacionaria y aunque no son
imprescindibles para el microorganismo, juegan papeles como la proteccién y
supervivencia propia en el ambiente que lo rodea. Sus caracteristicas son:

- No son necesarios para el crecimiento del microorganismo que los produce.
En estado natural, sus funciones se hallan ordenadas a la supervivencia de
la especie, pero cuando los microorganismos que los producen se
desarrollan en cultivo puro, los metabolitos secundarios no desempefian esa
mision.

- Generalmente se producen como mezclas de productos muy relacionados

guimicamente entre si.
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- Cada uno de estos productos es producido por un grupo muy reducido de
organismos.

- La produccién puede perderse facilmente por mutacion espontanea
(degeneracién de la raza), por lo que son muy importantes las técnicas de

conservacion de estos microorganismos.

De todos los productos tradicionales obtenidos por fermentacion, los mas
importantes para la salud humana son los metabolitos secundarios. Donde se
incluyen, ademas de los antibidticos, ciertas toxinas, alcaloides, factores de
crecimiento vegetal y pigmentos.

En 1891, Kossel definid los metabolitos secundarios por exclusién, es decir
aguellos que no pertenecian a los metabolitos primarios, provocando una fuerte
critica que aun hoy en dia no cesa. Actualmente el concepto aceptado, es que los
metabolitos primarios son compuestos quimicos provenientes de organismos vivos
(plantas, microorganismos o animales) que son vitales para su funcionamiento
mientras que los secundarios son compuestos prescindibles. Estos metabolitos
secundarios tienen gran diversidad estructural y cada uno de los compuestos esta
producido por un nimero pequefio de especies. %!

Por muchos afos, el metabolismo secundario fue ignorado; el estudio de este
tipo de metabolismo no esencial se dej6 para los cientificos de las industrias y los
guimicos académicos. Hoy en dia la situacion es diferente. La amplia variabilidad
estructural de estos compuestos ha atraido la curiosidad de quimicos y las
actividades biologicas que poseen estos productos naturales han inspirado a la
industria farmacéutica para buscar nuevas estructuras en cultivos microbianos asi
como en plantas. Muchos de los productos microbianos que tienen un gran valor
comercial y econdmico son metabolitos secundarios.

Las especies de Bacillus son capaces de producir un amplio rango de
metabolitos secundarios de naturaleza y estructura muy diferente mostrando un
amplio espectro de actividades. Estos metabolitos incluyen antibiéticos, pigmentos,
toxinas, promotores de crecimiento y otros compuestos bioactivos y estan
disefiados para capacitar a la bacteria para sobrevivir en su ambiente natural.?? En

general estos metabolitos sirven como: armas competitivas usadas contra otras
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bacterias, hongos, amebas, plantas e insectos, agentes transportadores de metales,
efectores de simbiosis, hormonas sexuales y factores de diferenciacion. 23

Esta amplia variabilidad de estructuras y actividades de los compuestos
secundarios expande el potencial de la importancia industrial y biotecnoldgica del
género Bacillus con sus especies relacionadas.?*

La exploraciéon de la diversidad microbiana y la cantidad de metabolitos
secundarios producidos por bacterias ha llevado a considerarlos como una fuente
importante de productos naturales con propiedades biolégicas como
antibacterianos, antifangicos, antitumorales, hipocolesterolémicos,
inmunosupresores, antiparasitarios, herbicidas e insecticidas, entre otros. Los
metabolitos secundarios son definidos como sustancias de bajo peso molecular,
que no se producen en la via metabdlica primaria y que no juegan un papel
fundamental en las funciones primarias o de crecimiento?®. A diferencia de los
metabolitos primarios, los cuales son comunes en todos los sistemas biologicos, los
metabolitos secundarios, son quimica y taxonémicamente diversos, presentando

funciones desconocidas?®.
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4- MARCO DE REFERENCIA

Demain en 1999 reportd que los metabolitos secundarios eran la principal
herramienta para el desarrollo de productos para el control de enfermedades
causadas por bacterias y hongos, ya que Strohl en 2004 reportd que una buena parte
de los antibidticos clinicamente relevantes que incluyen drogas antibacterianas y
antifingicas, han sido productos naturales o derivados de ellos?” 28,

Luzhetskyy y colaboradores en el afio de 2007, comentan que existe una urgente
necesidad de desarrollar nuevos antibioticos debido a que las enfermedades
infecciosas representan la segunda causa de mortalidad a nivel mundial, al
desarrollo y expansion de patdgenos multirresistentes, a la evolucion de los agentes
infecciosos y a la toxicidad de algunos de los compuestos terapéuticos actuales,

entre otras razones 2729,

Por otro lado, Hadacek y Greger en el afio 2000 realizaron estudios probando en el
campo los productos naturales contra diferentes plagas de hongos y bacterias que
producen reducciones en el rendimiento de los cultivos y pérdidas econdmicas

millonarias a nivel mundial 3°.

Se han utilizado los antifungicos naturales extraidos de muchos microorganismos
contra fitopatdogenos causantes de enfermedades de varios cultivos como asi lo

demostraron Kim y Chung en el afio 2004 y Liu y colaboradores en el afio 20013132,
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La busqueda de microorganismos productores de compuestos bioldégicamente
activos a partir de diversas fuentes naturales ha sido el fundamento de programas
de investigacion en antibioticos durante mas de 30 afios, como lo reportd Demain en
el afio 200632,

La expansion de la resistencia hacia algunos antibiéticos determina la utilidad
terapéutica de farmacos que actualmente estan en uso como lo reportaron Bax y
otros en el afio 200034, Por ejemplo, Staphylococcus aureus, la causa mayoritaria de
infecciones adquiridas en el entorno y en el hospital, ha desarrollado resistencia a
muchas clases de antibidticos. Enrighten el afio de 2003 reporté que existen cepas
de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina que aparecieron en el ambiente
hospitalario después de la introduccion de una meticilina penicilina sintética, dejando

a la vancomicina como Ultima linea de defensa para el tratamiento de esta cepa®.

Sieradzki y colaboradores en el afio de 1999 y Tenover y col. en el 2004 describieron
la aparicion de aislados clinicos resistentes a vancomicina y reportaron que ninguna
clase de antibiotico es efectiva contra las infecciones de S. aureus
multiresistente3¢37, Por lo tanto nuevos antibiéticos y terapias son urgentemente

necesarias para mejorar el manejo de infecciones bacterianas.

Para ello Romero-Tabarez y col. en el 2006 y Sierra-Garcia y col. en el 2012
utilizando la resina adsorberte de Amberlita XAD 16 lograron extraer, aislar y
caracterizar metabolitos secundarios con actividad antibacterial como el compuesto
7-O-malonyl macrolactin A activo contra Staphylococcus aureus resistente a

meticilina y antifiingica.3® 39
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5- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

México es uno de los paises con mayor diversidad biologica, sin embargo no ha
enfocado sus esfuerzos para el conocimiento de la biodiversidad microbiana y su
consecuente potencial biotecnolégico como productores de metabolitos
secundarios activos. La identificacion de bacterias productoras de metabolitos
secundarios promisorios al ser altamente activos y de amplio espectro de accién
contribuirian al conocimiento del potencial de la biodiversidad microbiana de México
y cuyos compuestos activos podrian ser utilizados para el desarrollo de productos
para el control de patdégenos comunes en salud publica y en agricultura. Por lo
anterior seria de gran importancia evaluar la capacidad de cepas de Bacillus sp
nativas de Meéxico para producir compuestos con actividad antibacteriana e

insecticida.
Por lo que nos planteamos la siguiente pregunta cientifica:

¢cTendran los metabolitos extraidos de cepas de Bacillus sp. actividad
biolégica que inhiba a bacterias Grampositivas y Gramnegativas asi como a hongos
fitopatdgenos?
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6- JUSTIFICACION

En la actualidad, existe una urgente necesidad de desarrollar nuevos antibioticos
debido a que las enfermedades infecciosas representan la segunda causa de
mortalidad a nivel mundial, al desarrollo y expansion de patégenos multirresistentes,
a la evolucion de los agentes infecciosos y a la toxicidad de algunos de los
compuestos terapéuticos actuales, entre otras razones. La busqueda de
microorganismos productores de compuestos biolégicamente activos a partir de
diversas fuentes naturales ha sido el fundamento de programas de investigacion en
antibiéticos durante méas de 30 afios. El trabajo de purificacion y caracterizacion de
compuestos es una ardua tarea que no puede realizarse a todas las cepas, sino
solamente a aquellas cepas que demuestren tener un claro poder inhibitorio contra
varias bacterias. Por lo que en este proyecto se pretende obtener extractos crudos

de cepas de Bacillus sp. y ver su potencial como bactericidas y antifungicos.
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7- OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto bactericida y antifungico de los diferentes extractos obtenidos de

una coleccién de cepas de Bacillus aisladas del suelo.

Objetivos particulares

1- Aislar bacterias del género Bacillus del suelo y hacer una caracterizacion
macroscopica y microscopica de los diferentes Bacillus.

2- Extraer el o los metabolitos secundarios de una coleccion de sobrenadantes de
cultivos de 27 cepas de Bacillus sp. aisladas del suelo mediante el uso de la
resina Amberlita ™ XAD-16 (Sigma Aldrich).

3- Evaluar el efecto bactericida de los diferentes extractos de cepas de Bacillus sp.
contra Bacillus cereus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus
luteus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella choleraesuis, Serratia
marcescens, Shigella sp, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
saprophyticus,  Streptococcus  agalactiae, Vibrio  cholerae, Vibrio
parahaemolyticus y Listeria monocytogenes.

4- Realizar pruebas para determinar el efecto antifingico de los extractos contra
Fusarium avenaceum, Fusarium oxysporum, Mucor sp, Paecilomyces sp.,

Moniliophthora roreri y Penicillium sp.
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8- DISENO DE LA INVESTIGACION

Tipo de estudio: Descriptivo, transversal, experimental y prospectivo

Universo de estudio: Cepas de Bacillus aislados de suelos del Estado de Tlaxcala.
Numero de muestras: 27 cepas.

Criterios de seleccién de muestra

- Inclusién: Aquellas cepas que tengan morfologia de Bacillus.

- Exclusion: Aquellas cepas que no tengan morfologia de Bacillus.
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9- METODOLOGIA

Para llevar a cabo el presente proyecto se sigui6 el diagrama 1.

Aislamiento de cepas del
énero Bacillus de suelos

Diagrama 1. Diagrama general de trabajo

Aislamiento de Bacillus sp silvestre.

Se peso 1 g de las diferentes muestras de suelos. Mismas, que se disolvieron en 5
mL de agua destilada estéril con agitacion constante, esto, con la finalidad de
desprender las bacterias del suelo. Se dej6 sedimentar; del sobrenadante se tomo

una alicuota de 100 pL que se depositd en placas de medio LB, se realizé una
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siembra masiva e incubo a 28°C por aproximadamente 20 h (ver diagrama 2).
Pasado este tiempo, se seleccionaron colonias de aspecto ceroso tipico de Bacillus
sp. resembrando nuevamente en placas LB. Luego, se realiz6 una observacion de
su morfologia colonial. Esas colonias se sembraron en medio Tris G (5 mL) e
incubaron a 28°C con agitacion de 2000 rpm. De este caldo de cultivo, se tomaron
alicuotas durante varios dias para su observacion microscépica mediante un frotis
en fresco y asi observar la presencia de esporas. Ademas, fue de vital importancia
la observacion de presencia o0 ausencia de cristales ya que eso determino si se
trataba de B. thuringiensis o B, cereus ya que solo por el contenido de cristales se
pueden diferenciar ambas cepas como se mencion6 en los antecedentes. (Ver

diagrama 3).

27



\ W \ y
1 g de suelo 5 mL de agua Agitacion
estéril manual

s v s
l |
|
il i
— i +—
! ]
— . ./

Esparcido en Alicuota de

Sedimentacion
placgs de 100 pL
medio LB

Incubacion a
28°C

Diagrama 2. Aislamiento de Bacillus sp silvestre.
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Diagrama 3. Seleccién de Colonias caracteristicas de Bacillus
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Extraccion de metabolitos secundarios de Bacillus sp silvestre utilizando

amberlita.

Para realizar la extraccion de metabolitos secundarios se utilizé6 una matriz de
amberlita XAD16 (Sigma aldrich). Esta es una resina macroreticular no iénica que
absorbe y libera las sustancias a través de interacciones hidrofébicas y polares. Las
resinas adsorbentes han ganado una importancia significativa en el area de
recuperacion de compuestos y particularmente, antibiéticos debido a las ventajas
durante procesos de produccién y recuperacion de bioproductos*. Estas resinas han
sido utilizadas con éxito en la identificacion y caracterizacion de antibidticos*?.

En primer lugar se pesaron 0.5 gramos de amberlita XAD16 por cada 100 mL de
caldo de cultivo. Hecho lo anterior, se le hicieron lavados de la siguiente forma: se
coloco la amberlita pesada en un vaso de precipitado con 50 mL de agua destilada
durante media hora, con agitacion constante. Luego, se decanto el agua y se colocé
en el vaso 50 mL de metanol, agitando durante media hora. Este altimo paso, se
repitié 2 veces, sin decantar el metanol.

Por otro lado, se prepararon matraces con 150 mL de caldo TSA, sometidos a
esterilizacion en autoclave a 121 °C por 15 minutos. Una vez que los medios
estuvieran atemperados, se inocularon con una asada de las cepas de interés, en
seguida, se procedid a decantar el metanol que aun contenia la amberlita, agregando
entre 5-7 mL de agua destilada estéril con el objetivo de que toda la amberlita se
retirara del vaso de precipitado y se pasara al caldo de cultivo. Cada uno de los
matraces, que contenian el caldo de cultivo inoculado y la amberlita fueron
etiquetados con el nombre de la cepa, cantidad de caldo de cultivo y fecha.
Incubando a 30°C, durante 7 dias con agitacion a 200 rpm.

Después de los 7 dias, se inicid la etapa de extraccion, para ello de cada matraz
se retird todo el caldo de cultivo quedandose sélo con la amberlita. La cual, se coloco
en un vaso de precipitado con 60 mL de metanol, se agité continuamente durante 20
minutos aproximadamente, hasta que la amberlita adquiriera una coloracion
blanquecina y el metanol se hubiera coloreado. Este metanol, se centrifugd a 6000
rpm con el propdsito de obtener un sobrenadante casi libre de células bacterianas.

El sobrenadante, se coloc6 en matraz de bola para evaporar hasta tener

30



aproximadamente 10 mL del extracto, el cual se filtré con membranas de 0.45 pm
para eliminar esporas y células. Se evapor6 nuevamente hasta obtener
aproximadamente 1 mL del extracto y éste se colocO en recipientes individuales
etiquetados que fueron llevados a la estufa de secado durante 24 horas a 28° C.
Pasado este tiempo se verificd que los residuos estuvieran completamente secos.
Se rasparon los residuos del recipiente para obtener el sélido del extracto y una vez

obtenidos, se guardaron en tubos Eppendorf rotulados.

Evaluacion del efecto bactericida de los metabolitos extraidos de las cepas
de Bacillus

Antes de llevar a cabo este paso, primero se resembraron en placas LB las
bacterias Grampositivas y Gramnegativas a probar con los extractos de Bacillus.
Luego, se prepararon cultivos en suspension, se inoculé cada bacteria en 3 mL de
caldo LB, que posteriormente fueron incubadas a 29 °C con agitacion constante a
200 revoluciones por minuto (rpm) durante 24 h, para alcanzar una densidad celular
aproximada de 1x108 unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro. Se hizo
una observacion microscépica para descartar algun tipo de contaminacion en el
cultivo. Si esta era negativa, se tomaba una alicuota de 100 pl y se sembraba en
placas LB rotuladas con el nombre de la bacteria.

Por otro lado, con los extractos sélidos obtenidos de cada cepa de Bacillus, se
prepararon soluciones, pesando 0.015 g de extracto sélido diluido en 150 ul de agua
destilada estéril. De cada una de estas soluciones se mojaron discos de papel,
previamente esterilizados. Estos discos se colocaron en las placas previamente
inoculadas con las diferentes bacterias y se dejaron en incubaciéon a 29 °C durante
un dia. Como controles se utilizaron dos discos de papel uno con agua y otro con
antibiotico vancomicina para Grampositivas y ampicilina para Gramnegativas. Al dia
siguiente se observé si habia zona de inhibicién, midiendo el halo de inhibicidon

alrededor del disco de papel en milimetros de diametro (Figura 5).
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Evaluacion del efecto antifungico de los metabolitos extraidos.

Los hongos probados fueron previamente resembrados y purificados.
Posteriormente, se prepard una suspension de esporas, se tomo parte del micelio
aéreo de cada hongo y se deposito en 500 pl de medio LB, agitando
constantemente. Luego, con una varilla de vidrio se esparcieron 100 pl de la
suspension de esporas de cada hongo sobre la superficie de una placa de medio
PDA. Por otro lado, los extractos de cada cepa de Bacillus se colocaron en discos
de papel filtro estéril. Estos discos se colocaron en las placas previamente
inoculadas con las esporas de los diferentes hongos y se dejaron en incubacién a
29°C durante 48 h. Como control negativo se utilizé un disco de papel filtro con
metanol, y como control positivo un disco impregnado con una solucién miconazol
tal como se muestra en la Figura 6. En los dias siguientes se observo si hubo
crecimiento del hongo y se midié el halo de inhibicién. Los hongos utilizados fueron
Fusarium avenaceum, F. oxysporum, Mucor sp, Paecilomyces sp., Moniliophthora

roreri y Penicillium sp.
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Figura 5. Esquema del experimento del efecto bactericida de los extractos

Figura 6. Esquema del experimento del efecto antifingico de los extractos
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10- RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion de metabolitos secundarios de Bacillus sp. silvestre utilizando

amberlita

La extraccion de los metabolitos secundarios de las cepas de Bacillus sp. se llevo a
cabo mediante la resina Amberlita XAD16 (Sigma- Aldrich).

Se realiz6 la extraccion de metabolitos secundarios de 27 cepas, de las cuales 15
correspondieron a Bacillus cereus, 9 a Bacillus mycoides y 3 a B. sp (fam. Subtilis),
de acuerdo a los criterios de inclusion y a la metodologia de seleccion anteriormente
descrita.

Al final del proceso, se obtuvieron extractos secos de color café, que fueron pesados
y depositados en tubos Eppendorf. Los resultados del pesado se describen en la
Tabla 1.
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Nombre del

Nombre de la cepa . : Lugar de procedencia Pesoc(g)
microorganismo
Acx 1 Baciflus sp. {fam subtilis) |Acxotla del Monte, Tlaxcala. 0,0394
Acx 2 . cereus Acxotla del Monte, Tlaxcala. 0,1787
Acx 3 . mycoides Acxotla del Monte, Tlaxcala. 0,0526
. cereus Acxotla del Monte, Tlaxcala. 0,1053
. cereus Acxotla del Monte, Tlaxcala. 0,1001
. mycoides Llanito, Tlaxcala. 0,1015
Baciflus sp. {fam subtilis) |Uanito, Tlaxcala. 0,051
B. mycoides Llanito, Tlaxcala. 0,0253
B. cerets Llanito, Tlaxcala. 0,1051
Bacillus sp. {fam subtilis) |Llanito, Tlaxcala. 0,0669
B. cerets Llanito, Tlaxcala. 0,0341
B. ceretis Tepeyanco, Tlaxcala. 0,0841
B. mycoides Tepeyanco, Tlaxcala. 0,0303
B. cereus Tepeyanco, Tlaxcala. 0,9233
B. cereus Tepeyanco, Tlaxcala. 0,0779
B. ceretis Jardin, Tlaxcala. 0,1913
B. mycoides Jardin, Tlaxcala. 0,0617
B. ceretis Jardin, Tlaxcala. 0,071
B. ceretis Jardin, Tlaxcala. 0,1298
B. ceretis Jardin, Tlaxcala. 0,0762
B. mycoides Jardin, Tlaxcala. 0,0525
B. ceretis Jardin, Tlaxcala. 0,0658
B. mycoides Jardin, Tlaxcala. 0,0841
B. cerets Campo, Tlaxcala. 0,067
B. mycoides Campo, Tlaxcala. 0,0593
B. cerets Campo, Tlaxcala. 0,1151
B. mycoides Campo, Tlaxcala. 0,0478

Tabla 1: Cepas utilizadas y cantidad de extracto obtenido en gramos de cada una

El peso promedio fue de 0.1110 g, el peso maximo de 0,9233 g y el minimo de
0,0253 g. Con el fin de evaluar el afecto bactericida y antifingico se prepararon
soluciones acuosas de los extractos secos obtenidos.

Evaluacion de la actividad bactericida de los metabolitos extraidos

Se evalud la actividad bactericida de los 27 extractos obtenidos en seis bacterias
Grampositivas y ocho Gramnegativas: Listeria monocytogenes, Streptococcus
agalactiae, Staphylococcus saprophyticus, Micrococcus luteus, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus y Serratia marcescens, Salmonella cholerasuis, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Shigella sp, Escherichia coli, Vibrio
parahaemolyticus y Vibrio cholerae, respectivamente. Realizando un total de 378
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pruebas, cuyos resultados se muestran en las tablas 2 y 3 asi como en las figuras
7y 8.

Es importante sefalar que al presentarse algun tipo de contaminacion, se repetia el

ensayo para no reportar un resultado erréneo.
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Diametro de inhibicion en mm

w“
L g X S 2 3 @
Cepas _\% < E = gL 5 =
38 > Q 5 = % o
5 © S 2 n &
£ n © =
Acx1 12 12 10 21 20 0
Acx2 0 12 0 14 23 0
Acx3 0 10 10 20 0 0
Acx4d 0 0 8 14 10 0
Acx5 11 10 0 20 12 8
Lla1 10 17 12 11 18 12
Lla2 11 14 8 20 20 0
Lla3 0 0 10 18 12 0
Llad 0 0 12 14 17 0
Llas 0 0 10 10 0 0
Lla6 0 0 0 10 10 0
Tep1 0 11 6 18 21 0
Tep2 0 0 0 18 13 0
Tep3 0 0 15 18 11 0
Tep4d 0 9 0 15 18 0
JT1 0 0 0 17 12 9
JT2 12 15 8 10 10 10
JT3 14 17 10 23 14 10
JT4 0 0 0 10 0 0
JTS 9 0 0 20 0 10
JT6 0 0 10 0 12 0
JT7 0 0 0 14 11 0
JT8 0 0 0 0 13 0
CT9 0 0 0 0 0 0
CT10 0 0 10 14 15 8
CT11 0 0 0 10 0 5
CT12 0 0 0 0 0 0
VANCOMICINA 22 28 28 35 35 20

Tabla 2. Didmetros de los halos de inhibicidn generados por los 27 extractos en bacterias

Grampositivas
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Gréfica 1. Extractos que presentaron actividad inhibitoria en bacterias Grampositivas

Figura 7. Halos de inhibicién de las bacterias Grampositivas. A) Micrococcus luteus
B) Staphylococcus aureus C)Staphylococcus saprophyticus D) Streptococcus agalactiae
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De las pruebas de inhibicion en bacterias Grampositivas, se obtuvo que solo tres de
los extractos (11%) inhiben a todas las bacterias analizadas, siendo estos Llal, JT2
y JT3. Los extractos Acxl, Acx5 y Lla2, que también corresponden al 11% inhiben

a 5 bacterias.

El 70% de los extractos, presentaron actividad inhibitoria en al menos 1 de las
bacterias y el 7% no tuvo actividad.

Las bacterias Grampositivas mas sensibles fueron Micrococcus luteus (A) vy
Staphylococcus aureus (B) (Figura 7). En la Tabla 2, se puede observar que para
estas dos bacterias hubo halos de inhibicion por casi todos los extractos. Los mas
representativos fueron JT3 para Micrococcus luteus y Acx2 para Staphylococcus

aureus.

Las bacterias de mayor resistencia fueron Listeria monocytogenes y Bacillus sp.
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Tabla 3. Diametros de los halos de inhibicion generados por los 27 extractos en bacterias Gramnegativas
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Grafica 2. Extractos que presentaron actividad inhibitoria en bacterias Gramnegativas

Figura 8. Halos de inhibicién de las bacterias Gramnegativas. A) Serratia marcescens
B) Vibrio parahaemolyticus C) Shigella sp. D) Vibrio cholerae
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En bacterias Gramnegativas se obtuvo que solo el extracto Tep2 inhibe a 5 bacterias
de las 8 analizadas. El 59% de todos los extractos probados inhiben al menos a 1

de las bacterias y el 37% no presenta actividad.

La bacteria que presenté mayor sensibilidad fue Serratia marcescens y mayor

resistencia Pseudomonas aeruginosa.

En la Tabla 3, se puede observar que hay halos representativos, como es el caso
de Tepl para Serratia marcescens que generé un halo muy cercano al del
antibiético control. En el caso de Tep 2, Tep3, Acx5 y JT1 generaron halos mayor o
igual al de referencia para Salmonella choleraesuis, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio

cholerae y Klebsiella pneumoniae.

Con respecto a las bacterias Gramnegativas, se observé que presentaron mayor
resistencia a los extractos en comparacion a las Grampositivas. Esto se debe a que
la estructura y composicion de las bacterias Gramnegativas es mas compleja. En
este tipo de bacterias, se observan tres zonas: la membrana plasmatica, el espacio
periplasmico que incluye una fina capa de peptidoglicano y la membrana externa,
esta Ultima exclusiva de las bacterias Gramnegativas tiene como funcién servir
como barrera, evitando o disminuyendo la entrada de sales biliares, antibiéticos y

otras sustancias toxicas que podrian lesionar o destruir a la bacteria.

Como se observa en las imagenes C) y D) de la figura 8, las especies Shigella y
Vibrio cholerae mostraron resistencia a el antibiético control que fue Ampicilina, el
cual es un antibiético de uso comun. Lo anterior es otro aspecto a considerar, la

resistencia a antibiéticos R3-lactamicos.
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Evaluacion de la actividad antifingica de los metabolitos extraidos
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Tabla 4. Diametros de los halos de inhibicién generados por los 27 extractos en hongos fitopatdgenos
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Gréfica 3. Extractos que presentaron actividad inhibitoria en hongos fitopatdégenos

Figura 9. Halos de inhibiciéon de los hongos fitopatdgenos. A) Mucor sp.

B)
Moniliophthora roreri C)Fusarium oxysporum. D) Fusarium avenaceum
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Al evaluar la actividad antifingica de los metabolitos extraidos en los hongos
fitopatdgenos Fusarium avenaceum, F. oxysporum, Mucor sp, Paecilomyces sp,
Moniliophthora roreri y Penicillium sp, se observé que fueron pocos los extractos
que presentaron actividad inhibitoria (Tabla 4), siendo el hongo F. oxysporum el mas
sensible, en el cual, los extractos Acx2 y Tepl presentaron halos de inhibiciéon
mayores al del antibidtico control. En el caso de este Ultimo extracto, también,

presento un halo mayor en el hongo Mucor sp.
Lo anterior, podria explicarse mediante los siguientes puntos:

o La produccion de los metabolitos secundarios tiende a depender del
género, especie e incluso la cepa a la que pertenece el
microorganismo debido a que estos compuestos surgen a partir de
intermediarios metabdlicos comunes que pasan por vias enzimaticas
especiales codificadas por genes especificos del organismo; de ahi
gue no todas las cepas utilizadas en este estudio tengan la capacidad
de producir metabolitos secundarios con actividad antifingica.

o El tipo y la cantidad de metabolitos secundarios producidos y
excretados por la bacteria se ven influidos por factores ambientales
(interacciones con el entorno y otras poblaciones) o por factores
propios del cultivo in vitro como son la composicion del medio (fuente
de carbono, nitrégeno, fosfato y elementos traza), la temperatura y el
pH, etc. Estos factores también pudieron haber jugado un papel
importante en este estudio, puesto que las condiciones de cultivo
dadas pudieron haber sido adecuadas para la produccion de los
metabolitos secundarios de algunas cepas, pero no la de otras.

o Los extractos que presentaron un efecto antifngico pueden contener
metabolitos secundarios que prevengan la germinacion de las esporas
de los hongos evitando asi su proliferacion, e inhibiendo la formacion
del tubo germinativo evitando asi su colonizacién.

o La variacion en el espectro de accion de los extractos puede

explicarse segun la naturaleza del propio extracto o la de los hongos
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a los que se buscé inhibir. Con respecto al extracto, se puede decir
que probablemente la cantidad de los metabolitos responsables del
efecto pudo no ser la suficiente para mantener su efecto por un tiempo
prolongado. Con respecto a los hongos, puede explicarse por su
velocidad de crecimiento y otras propiedades como su capacidad para

destoxificar los metabolitos secundarios que afectan su integridad.
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11- CONCLUSIONES

e De los 27 extractos obtenidos y analizados, 25 (92%) presentaron actividad
inhibitoria en bacterias Grampositivas, siendo los mas representativos Llal,
JT2,JT3y Acx2.

e En bacterias Gramnegativas la actividad se redujo a un 62%, ya que solo 17
extractos presentaron actividad bactericida en al menos una de las bacterias,
destacando los extractos Tepl, Tep2, Tep3, Acx5y JT1.

e En cuanto a los hongos, solo 9 (33%) de los extractos tuvieron actividad
antifangica en al menos uno de los hongos utilizados siendo Llal y Tepl los
extractos mas prometedores.

e De los datos sefialados los extractos Llal y Tep 1 destacan por ser los que
tiene mayor actividad bioldgica contra diferentes organismos y podrian ser

analizados los compuestos que se hayan presentes en dichos extractos.
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