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1. RESUMEN:

Se aislé una cepa productora de antibidtico que se

identificd como Qidicdendropn tenuwissimum. Este antibidtico tiene

impartancia por su accidn contra levaduras v hongos filamentosos
patdégenos para al hombre. Unc de los objetives del provecto fué
la obtencidén de una mutante hiperoroductora del antlbiético.

Se probaren 3501 conidias individuales aisladas por
micromanipulacidn v se selecciond la clona gque presentd un maver
hale de inhibicicn de la levadura Saccharcmvces cerevisiae.

Debido a que la poblacidn fué heterogénea en la
produccidn del antibidtico =e sospechd la presencia de un
plésmido o elamentc extracromosdémico involucrade en la
produccién del mismo. Para demostrar esto se tratdé al honao con
drogas gue curan oldsmidos en bacteriactales. como el bromure de
etidio v la acriflavina v se aisld ADN total para detectarlo. Sin
embargo no se hallaron evidencias de existencia,

Con el fin de obtener cepas hiperproductoras ae
mutagenizd la cepa 63-8 con luz ultravicleta., EMS v NMG. Por
bioensave se selecciond la cepa UV-153 y por titulacién se
cuantificd la produccidn de antibidtico en el medic de cultive.
el micelio Vv el total. la cepa mutante aumentéd su produccidén
tatal en un 4490% con respectoc a su progenitora.

Por otro lade se estudid el efecto de la fuente de
carbono en la morfologia colonial. crecimiento v produccion de

antibidtico de las cepas seleccionadas.



2. INTRODUCCIGN

2.1. ANTECEDENTES HISTORICOS.

El concepto de que sustancias derivadas de un
microorganismo vive pueden matar a otro (antibidtico) es casi tan
antiguo como la misma ciencia microbiolégica, Mas adny la
aplicacién de la terapéutica antibidtica, sin saber que era tal,
e mucho m4s antigua. Los chinos ya conoccian, hace mas de 2%00
afos las propiedades terapéuticas de la cAdscara enmohecida de la
soya aplicada a carbuncos, furdnculos e infecciones similares, y
usaban este material como tratamiento estandar de estos
trastornos. Durante muchos siglos la literatura médica ha
ofrecide descripciones de efectos benéficos de la aplicacidn
de tierra y diversos vegetales a las infecciones en su mayoria
probablemente fuente de mohos y bacterias formadores de
antibisdticos,

Los primerocs investigadores que reconocieron la
potencialidad de los microorganismos como agentes terapéuticos
fueron Pasteur y Joubert, que registraron sus cbservaciones
y conjeturas en 1877. 0Dichos autores comentaron que la vida
destruye a la vida entre las especies inferiores, mas que en los
animales y vegetales supericres, vy llegaron a la conclusién de
quelos bacilos del antrax podian administrarse al animal en gran
nimero sin enfermarlos siempre que =e le dieran al mismo
tiempo bacterias ordinarias. (1),

El desarrollo cientifico de finales del siglo XIX y la



primera mitad del XX senté las bases de un crecimiento
industrial, a través del cual los microorganismos darfan al
hombre antibidticoss vacunas y complementos alimenticios.

Un descubrimiento importante se hizo en 1894, cuando
Ernest A. Clement Duchense, estudiante franceés de medicina de 21
afos de edady demostrd claramente la accién antibacteriana del
hongo Penigillium. Cultive Pepicillium vy transfirié bacterias de
Escherichia celi al hongo. A las pocas horas descubrid que 1la
bacteria habia sido aniquilada. Sabiendo lo que esto podia
implicar, inoculd cultivos virulentos bacterianos a ratones de
laboratorio y a la mitad de ellos le inyectd caldo nutritive en
el que habia crecido el hongo. Al dia siguiente, los animales que
habia inyectado con el caldc estaban sanos y los no inyectados
habian muerto. Un ano después Duchense publice sus
investigaciones, bajo el titulo: "Contribucidén al estudic de
1a lucha por la existencia en los microorganismos: antagonismo
®ntre hongos y microbios” (2).

Penicillium volvid a llamar la atencién en 1928, cuando
Alexander Fleming trabajaba con cultivos de Staphylogoccus
aureus vy un hongo del género Pepjcillium contamind una de sus
cajas. Al poco tiempc observd una zona clara donde habian
desaparecido las bacterias. Fleming cultivé al hongo e hizo un
extracto de 1, al cual llamé penicilina. En 1939, Ernest Boris
Chain y Howard Florey aislaron la penicilina y atribuyeron el
origen de su trabajo a la observacién que hizo Fleming. Por ello
en 1945 los tres recibieron el Premio Nobel de Fisiologia vy

Medicina.



Durante la Sequnda Guerra Mundial, la produccidn de
penicilina que se llevaba a cabo en Inglaterra era insuficiente
para atender las heridas contaminadas de los combatientes; por
ello, en 1941 Florey y Chain pidieron ayuda a la industria
quimica de los Estados Unidos.

La gran eficacia de la penicilina hizo que se iniciara
un estudio extenso en busca de otros antibidticos. En 1944,
Waksman y colahoradores, trabajando en un laboratorio dedicado al
estudio de la microbiologia del suelo, descubrieron la
estreptomicina (producida por Streptomyges gqrjiseus), antibidtico
que permiti¢ extender la quimioterapia al bacilo tuberculoso, asi
como a otros organismos gram negativos. El mismo grupo habia
aislado con anterioridad a la actinomicina, que fue @} primero de
una serie de antibidticos obtenidos de los estreptomicetos. Este
antibidtico se rechazé a causa de su toxicidad (3).

Bérdy (1974) divide la historia de los antibidticos
en tres periodos. El primero de ellos se sitia alrededor de 1940
Yy se caracteriza por un desarrollc lento y acumulativo de
observaciones bésicas, asi como algunos descubrimientos
fundamentales, La utilizacién terapsutica de la penicilina y el
comienzo del andlisis sistematico de actinomicetos constituyen la
"Era de Oro" de los antibidticos. El segundc pericdo se
caracteriza por descubrimientos fundamentalas, resultado de 1la
intensa busqueda de nuevos antibidticos durante los 1S a 20 afos
siguientes. En 1960 la situacidén cambia, las demandas
terapéuticas bajan y el periodo espectacular y dindmico en la

busqueda de antibidticos finaliza y adquieren importancia en el



desarrollo de las ciencias basicas, principalmente en la
bioquimica vy la microbiologia, y en menor escala en la quimica
orgénica y en la farmacologia. También tienen una influencia
decisiva en la biologia molecular y se han utilizado para
entender las interacciones hormona-receptor a nivel molecular.
Como inhibidores especificos los antibidticos son cada vez mas
utilizados en investigacién bioquimica: dentro de éstos se
encuentran agentes citotdxicos (p.e. citocalasina, actinomicinal,
inhibidores especificos de la sintesis de ADN, ARN y de las
proteinas (p.e, cloranfenicoly rifampicina Y puromicinal,
inhibidores de la cadena transportadora de electrones (p.e. la
oligomicina y la antimicina), sustancias que afectan el
transporte de cpttanls a través de la membrana celular (p.e.

valinomicinasy, dianemicina, nonactina y alameticina) ( 4 ).

2.2, METABOLISMO SECUNDARIO

Se distinguen dos tipos de metaboliamo, el
primario y el secundario: £l primeroc se refiere a la sintesis de
materiales ssenciales para el crecimiento de los organismos, como
son los aminodcidos, los 4cidos nucleicos, carbohidratos,
lipidos, cosnzimas, etc.; y las vias son semejantes en la mayoria
de los microorganismos; los genes involucrados se han conservado
dursnte la svolucién. Por otro lado, existen una variedad de vias
bioquimicas caracteristicas de unas pocas especies de
organismos. Estas vias se conocen como "metabolismo secundario”

y los compuestos formados son llamados "metabolitos secundarios”;

L]



este término 1o introdujo Foster en 1949 y lo amplid Bu’Lock
en 19461 (5). Hay diferentes ppiniones scbre el significado
biolégico de la produccidn de metabolitos secundarios (4).
Hutter menciona que los diferentes conceptos no se excluyen o
contradicen entre ellos. Quimicamente los metabolitos
secundarios son muy diversos y la mayoria de ellos tienen pesos
moleculares relativamente bajos. (Ver tabla No. 1) (7). A
continuacién se exponen alguncs conceptos cominmente atribuidos a

metabolismo secundario:

- Los productos secundarios se sintetizan en la idiofase.

- El metabolismo secundario se relaciona con el crecimiento y es
parte del proceso de maduracidn normal de les microorganiamos
investigados.

- El metabolismo secundario se relaciona con la diferenciacidn.

~ Como consecuencia de la limitacién de nutrientes, el flujo del
metabolismo cambia.

- Ellos operan como mecanizsmos regulatorios.

- Los metabolitos secundarios son moléculas regulatorias que
sirven para adaptarse a cambios medioambientales.

~ Moléculas especificas regulan el metabolismo secundario

- Sirve para mantener los mecanismos de multiplicacidn celular
cuando ésta no es tan prolongada.

- El metabolismo secundario juega un papel importante en 1la
evolucidn.

- Controla la proliferacién de otros organismos.

~ Los metabolitos secundarios son hormonas que comunican



células y colonias.

- Es el

intermediario

metabolitos

fue el adecuado

resultado de la

actividad de enzimas del metabolismo

que actiian sobre pozas concentradas de

primarios, que resultan cuando el crecimiento no

debido a la insuficiencia de nutrientes,

- El metabolismo secundario es un proceso de detoxificacidn (B).

TABLA NO. 1.

TIPOS DE COMPUESTOS ORGANICOS QUE SE ENCUENTRAN

EN METABOLITOS SECUNDARIOS.

Aminoazucares
Antocianinas
Antraguinonas
Aziridinas
Benzoquinonas
Cumarinas
Diazinas
Epéridos
Alcaloides del
Flavonpides
Glutaramidas
Glicosidos

Hidroxilaminas

Derivados del indol

Lactonas Pironas
Macrdlidos Pirroles
Naftalenos Pirrolinas
Naftoquinonas Pirrolizinas
Nucledsidos Quinolinas
Oligopéptidos Quinolinolas
Fenazinas Quinonas
Fenoxazinonas Salicilatos

ergot Ftaldehidos Terpenoides
Piperazinas Tetraciclinas
Polietilencs Acidos tetrénicos
Polienos Triazinas
Pirazinas Tropolones
Piridinas



Mientras que algunos aspectos del metabolismo secundario
son relativamente conocidos, su quimica y su bioguimica son
oscuras y es poco lo que se sabe sobre el mecanismo de accidn
de la mayoria de los procesos regulatorics y las vias moleculares
que integran su bicsintesis dentro del programa de diferenciacidn

Y desarrollo.

2.3. ANTIBIOTICOS COMO PRODUCTOS DEL METABOLISMO SECUNDARIO

Los antibidticos se definen como sustancias producidas
por microorganismos vivos que en bajas concentraciones inhiben el
crecimiento de otros microorganismos (7).

Durante'su ciclo de vida normal, un organismo crece en
un medic de cultivo apropiado hasta que produce el mdximo nimero
de células que se pueden formar bajo estas condiciones. La
1imitacién en el crecimiento puede deberse a una disminucidén en
el suministro de oxigeno, la fuente de carbonc u otros factores
nutricionales o ambientales. Una vez que el cultivo detiene su
crecimiento, entra en la fase estacionaria seguida por la muerte
o alternativamente, por la formacién de esporas. Generalmente es
en esta etapa (después gque las células han dejado de dividirse),
cuando se inicia la produccidén de los metabolitos secundariocs, la
que continda por cierto tiempoy, que puede ser més largo ¢ mads
corto que el periodo activo de crecimiento del cultivo.

Se pueden distingir dos fases metabdlicas: la anabdlica

y la catabdlica. A través del tiempo estas fases recibieron otros



nombres que caracterizan a los procescs metabélicos en los
hongos., En 1945, Bu’lLock y Powell introdujeron los términos
trofofase, cuando el crecimiento wmicelial o celular ocurre a
través del metabolismo primario, e idicfase cuando el
crecimiento se vuelve mas lento o termina y las vias del
metabolismo secundario comienzan a operarj sin embargo, en el afo
de 1975 el mismo autor considera que esto es una simplificacién.
Borrow (19464) propone las fases de crecimiento balanceado y fase
de alﬁac;namiento, pero también menciona otras fases que son

de transicidn, de mantenimiento y terminal (8).

2.4. GENETICA DE ANTIBIOTICOS

El metabolismo secundario esta controlado por su propio
material genético y gran parte del genoma puede estar involucrado
en la formacién del producto secundario. Asi, la mutacién de
genes sstructurales usualmente inactiva las enzimas metabdlicas
secundarias por alteracidén de la secusncia de aminodcidos. En
sucarjotes los genes estructurales que codifican enzimas
normalmente se localizan sn el genoma nuclear. Se sabe que ni el
ADN de plastidos ni el de mitocondria codifiquen para enzimas
del metabolismo secundario. Sin embargos en algunos procariotes
se ha erncontrado que los genes sstructurales de algunas vias
metabdlicas secundarias que residen en plasmidos (%), Estos son
elementos autdnomos que existen en el y=enoma de la ceélula como
unidades extracromosomales. Los plésmidos son moléculas de ADN

circular que se replican por si mismos y se mantianen en 1la



célula en un  numero estable de copias (9).

Los pldsmidos pueden perderse espontdneamente de las
cepas que los tienen y esta pérdida puede incrementarse por
ciertos tratamientos llamados curantes, incluyendo el uso de
colorantes intercalantes como la acridina o el bromurc de etidio,
la rifampicina, la luz ultravicleta o agentes tenscactivos. Los
plésmidos varian en la posibilidad de ser curados (10~17).

Entre los reportes de pléesmidos involucrados en la
sintesis de antibidtico se encuentra el del plasmido “sexual
SCP1" de gGtreptomyces ceeliceler; el cual lleva 4 o S genes
estructurales para la produccién del antibidtico metilencmicina
A (18-19).

Por otro ladoy existen evidencias socbre un plasmido
involucrado en la hiosintesis de cloranfenicol ya que easta se
alters después de tratamiento con anaranjado de acridina,
probablemente por su accidén sobre la produccidn de la
arilaminosintetasa codificada en un plasmido (20).

Existen pruebas de la participacién de un plésmido
en la sintesis del macrdlido turimicina cuando las cepas
dejan de producirlo, despuéds de un tratamiantce con anaranjado de
acridina o bromuro de etidio (21). También hay evidencias de la
existencia de diferentes perfiles de ADN en gradientes de
centrifugacién entre cepas productoras y neo productoras (21).

Strentomyces kasugaensis pierde la capacidad de producir
kasugamicina o aureomicina después de tratamientos con anaranjade
de acridina o tempersturas altas, pero no se han obtenido

evidencias genéticas o fisicas concluyentes. Lo mismo sucede

10



con la produccidén de oxitetraciclina en Streptomyces rimosus

después del tratamiento con anaranjade de acridina (22).

2.5. FUENTES DE ANTIBIOTICOS.

Las principales fuentes de antibidticos microbianos son
los actinomicetos, las bacterias y los hongos microscédpicos.

Los actinomicetos son un grupo Gnico en cuanto al numero
y diversidad de antibidticos que producen. Beérdy (1974) reporta
mds de 1950 compuestos de Streptomyces, incluyendo cloranfenicol,
eritromicinas, kanamicina, neomicina, novobiocina, estreptomicina
y tetraciclina; esto refleja la facilidad de aislamientoc de
antibidticos a partir de estreptomicetes, Mds recientementes han
surgido como productores de antibidticos importantes, especies de
Nocardia (rifampicina, ristecetina? Y Micremopcspoca
(gentamicinas sisomicinal.

Bérdy (1974) adjudica a otras bacterias la produccién
de 360 antibiéticos, los cuales son sintetizasdos por un gran
nimero de grupos taxonémicos. 8Sin embargos los bacilos producen
cerca de la mitad del total, mientras que Psgugdomonas una cuarta
parte. El género Bagillug es e! mids importante comercialmente, ya
que casi todos los antibidticos peptidicos lineales o ciclicos
los producen miembros de este génerc: B, brevis (gramicidina S vy
gramicidina A lineal, tirocidina y edeinas), B, licheniformis
(bacitracinal, B. colistinug (colistina)y v B, aubtilis
{(micobacilina) (4).

El primer antibiético importantes; la penicilina, es



producido por hongos filamentosos. Los géneros Penicillium vy
Agpergillus, de la familia Aspergillaceae, producen la gran
mayoria de los antibidticos provenientes de honges aunque
recientemente se han descrito nuevos compuestos con actividad

antibidtica a partir de otros Moniliales (4),

2.6. CLASIFICACION DE ANTIBIOTICOS.

La clasificacién de los antibidticos se propuso con base
en su 1) origeny 2) biosintesis, 3) espectro de actividad; 4)
mecanismo de accidény, S) propiedades fisicoquimicas, vy &)
propiedades quimicas; sin embargo, Bérdy menciocna que la
astructura quimica es la unica propiedad que no es ambigua y que
a través de la misma se determinan las propiedades fisicas,
quimicas, microbiolégicas. farmacolégicas y finalmente clinicas

(a).
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TABLA NO. 2 CLASIFICACION DE ANTIBIGTICOS DE
ACUERDD A SU ESTRUCTURA QUIMICA (4).

-

Antibidticos que contienen carbohidrato.

2) Antibidticos lactdmicos con un anillo de lactona
macrociclico (anillo que contiene mids de ocho
miembros).

3) Esqueletos de quinona ( o semejante a quinona)

4) Aminoacidos (antibiéticos peptidicos).

5) Sistemas heterociclicos que contienen
nitrégeno.

6) Sistemas heterociclicos que contienen oxigenc.

7) Esqueletos aliciclicos.

8) Esqueletos aromdticos.

%) Cadenas alifAticas.

2.7. MECANISMOS PARA EL. MEJORAMIENTO DE CEPAS

Hay tres procedimientos genéticos basicos para el
mejoramiento de titulos de productos de fermentacién en
microorganismos que son a) la mutacién, b) la recombinacién vy c)
clonacién de genes (23).

La mutacidén tiene la ventaja de la simpliicidad;
requisre pocos conocimientos de la génstica y fisiologia de
las vias importantes involucradas en la biosintesis del
metabolito secundario. La mutagénesis contribuye sustancialmente

al mejoramiento de cepas. £l uso de un mutégeno en dosis



apropiadas son esenciales para el mejoramiento de la cepa. Para

cada proceso mutagénico y cada organismo hay una combinacidn de
concentracidn de mutdgeno, tiempo de exposicidn y condiciones del
tratamiento, que producen una alta proporcién de una clase de
mutante que sobrevive al efectc del agente (24). Brown y Elander
{1946) umaron luz ultravioleta para el mejoramiento de su cepa vy
discutieron la dosis apropiada basads en =us resultados. Se
hallaron mutantes con titulos mejorades, en dosis que permitieron
una sobrevida del 104 de la poblacién tratada. La mayoria de las
cepas mejoradas exhibieron una morfologia colontal normal (25).
Calam (1970) discutid las técnicas generales de mutagénesis con
1uz ultravioleta, rayos Xs rayos gamma y agentes quimicos
como la N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina vy etil metano
sulfonato (26).

La seleccidén de mutantes mejoradas es por lo general
mhs laboricsa que ®1 de mutantes auxdtrofas, de color o de
mutantes resistentes a alguna droga. Muchas veces son necesarios
procedimientos y estadisticos para una seleccidn eficiente.
En las tablas 3 y 4 se muestran las caracteristicas de Cepas

microbianas mejoradas por seleccién y mutacion (27).

JT



TABLA ND.3.

ORGANISMO

Asperaillus

Rhizopus

Glaviceps =pp.

Eusarium =00,

CARACTERISTICAS

MICROBIANAS

MEJORADAS POR SELECCION.

PRODUETO

Proteasas

Enzimas amiloliticas

Alcaloides. Acido

lis#rgico.

Biomasa

Tomado de Johnston 1978 (27)

TABLA NO.

ORGANISHMO

Aspergillus cinnampmeus

A, niger

Cephalogporjum acremenium

Ecemothecium ashbyjj
Euzarium meniliferme

Eugarium mepiliforme

Benigillium chryvsogenum

CARACTERISTICA

Rendimiento

Otros

Rendimiento
Rendimiento
Morfologia micelials

contenido proteico
valor nutricional

4. CARACTERISTICAS MEJORADAS POR MUTACION

PRODUCTO

amilasas

Acido citrico
cefalosporina C
riboflavina
giberelinas
giberelinas

penicilina

Tomado de Jehnston. 1975 (27).

CARACTERISTICA

rendimiento
rendimiento
rendimiento
rendimiento

rendimiente

proporcidn de componentes

rendimiento



€1 primer reporte de wuna cepa mejorada es el de
Pepjcillium ghrysogenum, con un incremento en su actividad de 200
a 3000 U/ml utilizando la cepa de Wisconsin 0174 (28). Elander
(1973} describe el mejoramiento de una cepa de Pepicillium
chrysegenum derivada de la de Wisconsin Q176 por mutagénesis
su?osiva con luz ultravioleta, metil—bis-(p ~cloroetil)amina (KM)
y dimpoxibutano (29), logré aumentar en 23 veces el tituloe del
antibidtico de la cepa @176, Dennen (1989}, reporto un
mejoramiento del titulo para la cefalosporina C (30). También hay
reportes del uso de mutantes afectadas en =us mecanismos
regulatorios. Luengo {(1980) compard el efecto regulatoric de
lisina =obre 1la biosintesis de penicilina en cepas de baja vy
alta preoductividads donde se observd que la lisina inhibe
parcialmente la sintesis en la cepa de alta productividad y en su
totalidad en la de baja (31-32)., Otro de los reportes es el
referente a la sintesis de la candicidina, donde la p-
aminobenzolco sintetasa es reprimida por amincAcidos aroméaticos y
por elle inhibe la produccidn del antibidtico (33-34).
Mendelevitz (1983) describié el aislamiento y caracterizacion de
mutantes de GStreptomyces clavuligerus resistente a un andlego
de la lisina (s=(B-aminoetil)-L-cisteina) porque tiene afectado
el mecanismo regulatorio a nivel de la aspartato cinasa., Estas
mutantes mostraron aumentos significativos en la produccion de
antibioticos P-lactémicos (35).
ta recombinacisén genética es un adjunto importante de
la mutagénesis una vez que varias lineas de mutantes se han

establecido; con ello se pueden obtener cepas con diferentes
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combinaciones de mutaciones que influyen en el titulo del
producto. E1 desarrollo de técnicas de fusién de protoplastos
permite recombinar propiedades en un amplia variedad de
microorganismos.

La clonacién de genes tiene diferentes ventajas para
sistemas altamente desarrcllados, donde los factores limitantes
para el titulo del producto sun bien entendidos. Este método
puede usarse cuando se conocen las enzimas regulatorias. Fuede
también utilizarse en conjunto con mutagénesis dirigida para
alterar la fuerza del promotors los sitics que se unen al
ribosoma <] para modificar enzimas Y eliminar algunas

propiedades indeseables, como la inhibicién por producto (23).

2.8. ANTECEDENTES DEL PROYECTO.

2.8.1. TAXONOMIA DE Didigdendron tfepuissimum

En 1932 Robak describe un nuevo género de los
hifomicetos 1llamado Didiedendrons en su articulo original &1
refiere tres especies: 0, fusgums Q. chedogenum v Q. nigrum
{referido también como Q, cersslis’. Todos fueron aislados de
pulpa de madera almacenada o de troncos; en la vecindad de
aserraderos de pulpa en Noruega. Més tarde en un articulo de
Melin y Nannfeldt (1934), Robak aflade una cuarta especie,
Q. griseum de pulpa de Suecia. Q. flavum fué reportadc por Von
Szilvinyi (1941) aislados de suelo en Alemania y Perigonia

tenuissimum Peck fué cambiado al género QOidigdendron por Hughes



(1958) . Por otro ladoy Q. tenuissimum se considera conespecifico
de ' 0, fuscum.
El lectotipo O, fuscum Robak (= Q. tenujssimum (Peck)

Hughes es una especie con conididéforcs esbeltos oscuros que
crecen verticalmente del sustrato 200 micras antes de
ramificarse repetidamente para formar la cabeza de una hifa
fértil., Estas hifas se separan escasamente por septacién
basipeta y llegan a dividirse en un gran nimero de segmentos
cortos, Los segmentos individualea maduros de la cima dan lugar a
conidioa unicelulares semejando un &rbol diminuto (Fig. 1).

Un hecho interesante en el desarrollo de Qjdipdendron
es que la cabeza llega a ser mds densa con la edad; conforme
madura la hifa feértil hacia atrés del eje principal del
conidi¢foro, nuevos brazos se elevan inmediatamente detras de la

linea de maduracidn (34},

TABLA No. 5. CLASIFICACION TAXONOMICA DE Qidicdendron tenujissimum.

REINO 3 Fungi
DIVISION 3 Eumycota
SUBDIVISION 1 Deuteromycotina
CLASE 1 Hyphomycetes

ORDEN 3 Moniliales

FAMILIA 1 Dematiaceae

GENERO 1 Qidiedendcen
ESPECIE : tepujssimum (Peck) Hughes
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Fig. to. 1 04diodendron tenuissimue. {A) Conidica, (B-G)
Varias etapas en la diferenciscidn de conidios a partir
de hifas fértiles, (i) ConidiSforo madurc (36).
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2.8.2. REPORTES DE LA PRODUCCION DE ANTIBIOTICOS POR EL GENERD

Qidigdendron.

Realmente existen pocos reportes de producccién de
antibidticos por el género Didicdendron. El primero de ellos
fue el de Michael en 1948, donde describe la preparacién,
propiedades vy actividad antibacteriana, particularmente contra
todas las bacterias Qram pusitivas probadas y en menor grado
contra microorganismos Gram negativos, de un producto
metabdlico no descrito, aislado de dos cepas diferentes de
Qidigdendron fusgums al que llamaron fucsina (37).

Filipelio en 1976 encontrd actividad antibidtica en

medios de cultivos y micelic de Qidicden

En 1981 Crawley aisld, de una cepa de Qidigdendron
rhedegenum Robak, Acido curvilinico y tres nuevos metabolitos.
Una segunda cepa de Qidicdendren rhodegenum Robak, numerada
ACC4689y no produjo cantidades detectables de 1los metabolitos
mencionados anteriormentey cuande se cultivo en las mismas
condiciones, aunque se aislaron metabolitos relacionados, como
la fucsina y la dehidrofucsina. En contraste a estos dltimos, los
metabolitos aislados de la primera cepa no muestran actividad
contra Staphylococcus gurgus, aungue no menciona contra qué
microorganismos son efectivos (39).

Andersen on 1983 reporté que cepas de Qidigdendren

truncatum producian un nuevo antibidtico que llamé PR-1350, el
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cual mestrd ser de amplio espectro en ensayos in yitre v presentd
actividad contra leucemia linfocitica del tipo P-388 en ratén., El
antibidtico se aislé de una cepa de 0. frupcatum obtenida de
una muestra de suelo que se colectd cerca de Copenhagen y se
demostré que lo producian todas las cepas de (., trupcatum
probadas, mientras que otras especies de Qjidjgdendrop carecian de
eata propiedad. El producto secundario tiene una mayor
especificidad contra bacterias Gram positivas (40), En un reporte
posterior el miamo autor detalld los estudios estructurales del

antibidtico PR-1350, al cual did el nombre de clerocidina (4l1).

2.8.3, ESTUDIOS PREVIOS REALIZADOS EN EL LABORATORIO.

El thonge Qidicdepdron tenuissimup fue aislado per el
Dr. Valentin Mendoza del Instituto de Fisivlogia Celular de la
UNAM  a partir de cultivos de Saccharpmyces cerevisiaes
contaminados con dicho hongo,y clasificado por el Dr. Miguel
Ulloa del Instituto de Biologia de la UNAM) en los cultivos de la
levadura se observd una marcada inhibicidén del crecimiento. Con
base en esta observacién y sn que la bibliografia no reportaba
algun antibidtico producido por este hongo, se iniciéd un
proyecto para el estudio de este producto.

Actualmente se tiene una preparacidn parcialmente
purificada del antibidticoy el cual tiene como caracteristicas
importantes ser termostable, dializable, fotorresistente y
estable en un amplio intervalo de valores de pH.

AdemAs se probd la actividad antibidtica contra otras
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especies de levaduras, hongos filamentosos y bacterias, incluyendo
algunas de interés médico. Entre las bacterias y hongos patdgencs
que inhibe estadn Staphylogoceus aureus, Nocardia astersides,

Candida albjcaps, Cryptococeus necformaps, Microsporum canis,
Bicroscerus avasewms Trichophyton mentagrophytess, Trichophyton
rubrum, Irjchephytgn topsuranss Aspergillus fumigatus y

Soorothrix schenkii.



3. OBIETIVDS:

3.1.

3.4,

Alslar cepas naturales productoras del antibidtico vy
evaluar la actividad antibidtica y estabilidad de 1la

producciéns de colonias provenientes de un solo clon.

Determinar =i participa un plasmido en la produccién del

antibidtico.

Obtener cepas con mayor produccidén de antibiédtico por

mutagénesis con agentes alquilantes y 1luz ultravioleta.

Estudiar la sstabilidad de produccidn del antibiétice en

las cepas mejoradas aisladas.

Determinar el efecto de la fusnte de carbono en el
crecimiento del hongo y en el rendimiento de la produccién

del antibiético.
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4, MATERIAL Y METODOS:
4.1. MATERIAL BIOLOGICO:

~ Cepa de Gacchareomyces cerevisiae D311-3A. Proporciond el Dr.
James R. Mattoon. Universidad de Colorado. Colorado Springs.
Co.

- Cepa de Qjdicdendrpn tenuisgsimum . Aislada en el laboratoric de
la Dra. A. Brunner por V. Mendoza del Instituto de Fisiologia
Celular y clasificado por el Dr. M. Ulloa del Institute de

Biologias UNAM.

- UNIDAD PE ANTIRIOTICO. Se define como la cantidad en mg
de extracto crudo que inhiben el S04 de crecimiento determinado
en pesc seco de la cepa Sagcharomyces cerevjziea P311-3A. Cuando
esta se encuentra en la fase de crecimiento logaritmico en medio

YPD(2) & 30 C.

4.2. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO Y AMORTIGUADORES.

Medio con glucosa al &%, VYPD(4).
~ Peptona de gelatina 1%

~ Extracto de levadura 1 %

Glucosa 4 %

- Agar (medio =sdlido) a%
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Medio con glucocsa al 8% , YPD(2).

~ Peptona de gelatina 1 4
~ Extracto de levadura 1 %
- Glucosa 2%

= Agar (medio sélido) 2%

Medioc de carbohidratos.

= Peptona de gelatina 1 %

- Extracto de levadura 1 %

=~ Fuente de carbono.

La concentracisén de fuente de carbono que se adiciond
fué en relacién al nimero de carbonos de la molécula
de cada uno de ellos.

~ Agar (medio sélido) &8 %

FUENTES DE CARBOND UTELIZADAS

Acetato de sodio 0.66 M Galactosa o.22a M
Blicerol O.44 M Glucosa o.22 M
Xilosa o.86 M Lactosa o.11
Citrato o.22 N Maltosa O.11 M
Fructosa o.22 M Sacarosa O.11 M



AMORTIGUADOR DE FOSFATOS, 50 mM pH 7.0.

- Fosfato monobadsico de potasio 2.62 g.
- Fosfato dibasico de potasio 7.00- .g.

~ Agua destilada c.b.p. 1000 ml.

AMORT IGUADOR CITRATO-FOSFATO ESTERIL. (0.2 M. ~0.1 M pH 7.7)

- Fosfato dibésico de sodio 0.2 moles
~ Acido citrice 0.1 moles
~ Agua destilada c.b.p. 1000 ml.

Disuelva 0.2 moles de fosfato dibAsico de sodic y 0.1
moles de acido  citrico en ligeramente mencs de un litro de
agua. Ajuste a pH 7.7 con hidréxido de sodic (se requieren
aproximadamente 30 ml de 10 M). Afore a un volumen final de un

1itro.

SOLUCION PATRON N-nitro-N-metil-N-nitrosoguanidina (20 g4g/ml).

Disuelva 5 mg de NMG en 250 ml de amortiguador de
fosfato citrato estéril, Debe prepararse inmediatamsnte antes de

%u uso.

4.3. OBTENCION DE CEPAS PROVENIENTES DE UN SOLO CLON.

El hongo se® cultivd en medioc liquido de YPD(4), durante

20 dias a 5 C;, al termino de este tiempo se hizo una suspensidn
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de esporas en 10 ml de agua destilada estéril; se colocé una
asada de esta suspensidn en un scporte de agarcsa al 2% se
pusc en la cémara de diseccidn y se realizd la separacién de
esporas en un estereomicroscopio con el objetivo de 20x. Las
esporas separadas en el soporte de agarosa se transfirierocn a una
caja de Petri con medio sélido de YPD(4) y se incubd hasta la
aparicién de crecimiento puntiforme, que indica gue la espora
aislada germiné. Se separd cada colonia, se coloco
individualmente en medioc YPD(4) y se probd la actividad

antibidtica por biocensayo a los 28 dias ( Ver Fig. 2).

4.4. BIOENSAYO PARA EVALUAR Y SELECCIONAR LAS CEPAS PRODUCTORAS

DE ANTIBIOTICO.

Este método se ha utilizado para detectar el
mejoramiento en rlnd;micntos por incremento en el didmetro de la
zona de inhibicidn contra un orQanismo sensible, aunque tiene ol
inconvenierte de que muchas veces no se logra visualizar
claramente un aumento en el rendimiento atn cuandoc éste se
duplique (42),

En cada una de las cajas que contenia una colonia
proveniente de una sola espora, crecidas en medic YPD(4) a 25 C
durante 28 dias de cultivo, se sembrd utilizando una varilla de
vidrio un césped de Sagcharomyces cerevisiae D311-3A (1.5
millones de células en 0.2 ml) sensible al antibidtico. Se incubd
a 30°C y se hizo la lectura a las 24 y 48 horas. E] resultado se

reportd en cm de didmetro del halo de inhibicién,



FiG.No.2 DISECCION DE ESPORAS

SUPENSION DE ESPORAS

|

MUESTRA——= SOPORTE DE
A AGAROSA

|
° C

CAMARA DE SERARACION

|

0 --=---4 e——0-conTe
EPORAS SEPARATAS

[ 3 P“IA LA ACTIVIDAD
'I’ICA

MEDIO D€
YPO (0)

seuancm 3 mk’
VPD (4)

Fig. No. 2. Separacidn de esporss. (A) Se lpucn uns zuestra de la suspensiin de esporas
en agarosa. (B) La agarosa se coloca en la cimara de separacidn. (C). Separacién de _espo-
ras al microscopio, (D-E) La agarosa se tranafiere a medio de YPD(4). (F). Separacion de
colonias individuales a YPD(4), (G).Se pruebs 1s actividad antibidtice.
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4.5%5. PREPARACION DE SUSPENSION DE ESPORAS.

Un cultive de 0. tenuigsimum crecido durante 28 dias a
25%C en YPD(4) se homogenizd poer agitacion y se filtréd a través
de lana de vidric para separar los restos miceliales. Todas las
manipulaciones se hicieron asépticamente y con egquipo estéril. A
la suspensién se le determind =1 nimero de esporas por ml en una

camara de Neubauer (42).

4.6. EVALUACION DE LA PRESENCIA DE UN PLASMIDD EN LA PRODUCCION

DEL ANTIB1OTICO.

4.6.1. TRATAMIENTO CON BROMURO DE ETIDIO Y  ACRIFLAVINA:

"CURACION DE PLASMIDO".

A partir de un cultivo liguide de {. tenpissieun
crecido en YPD(4) durante 28 dias a 25°C se hizo una
suspensién de esporas y se le determiné el numero por ml., Se
adicionaron aproximadamente 100 esporas a medioc liquide de YPD(4)
que contenian diferentes concentraciones de bromurc de etidio vy
acriflavina y se tomaron alicuotas a diferentes tiempos. Se
grafico contra tiempo de incubacién el nimerc de esporas viables
a diferentes concentraciones y se selecciond la concentracidn més
baja de bromurc de etidic y acriflavina en la que se observd
efecto marcado sobre la viabilidaed (42). Ver resultados.

Una vez que se selecciond la concentracién de bromuro

de etidio y acriflavina, se cultivé el hongo con estas



concentraciones de drogas, se incubd por 28.dias y se hizo la
separacién de las esporas individuales. Se determind el

porcentaje de esporas productoras en presencia de estas drogas.

4.6.8. OBTENCION DE ADN TOTAL DE CEPAS DE 0idiodendren

fenuissimum

Se incubaron S g de micelic en hielo seco molido
durante una hora. En la licuadora se rompi¢é =1 micelio congelado.
Se adadieron 30 ml de NaCl 0.15 M en EDTA 0.1 M pH By se
adicionaron @ ml de SDS al 85% y se agitd. La capa superior de
la suspensidén de cglulas se transfirid a un matraz Erlenmeyer de
250 ml y se calentd a 40°C en un badoc de agua por 10 minutos. Se
enfrié a temperatura ambiente y se aladieron S ml de perclorato
de sodioc & My =p mezclo y se aQité con un volumen igual de
cloroformo 1 alcohol isoamilico (2411). La emulsidn resultante se
centrifugé por 3 min a 5,000 rpm. €l sobrenadante se
transfirié a un matraz Erlenmeyer de 125 ml vy se adicionaron
cuidadosamente 70 ml de etanol frios, 4®°C. Se mezclé suavamente
con una varilla de vidrio, colectando el precipitado fibroso por
enrollamiento sobre la varilla y escurriendc el exceso de liquido
por las paredes del matraz. El oville se pasd a un tubo que
conteni{a 10 ml de agua mAs 1 ml de la solucidn salina-EDTA. Tan
pronto como el ADN se disolviés se adadieron 0.5 ml de SDS al
85%y 2 ml de perclorato de sodio 6 My 10 ml de cloroformo-
alecohol isoamilico (242l). Se repitid al paso de

desproteinizacidn, Se peso la suspensién y =se agregd, el
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equivalente a el 55% en peso de cloruro de Cesic se incubdé toda

la noche a 4°C . Al dia siguiente la solucién se centrifugd a 17

rpm durante 30 min a Q'CA y se elimin¢ la capa de proteinas

decantando cuidadosamente a un tubo limpio. Se ajusté el indice

de refraccién a 1.395-1.396. Se afadieron 120 sl de bromuro
de etidio (5 mg/ml) y se centrifugd en un rotor SOTi a 40,000

rpm por 36 horas.

En un lugar oscuro e iluminando con luz ultravioleta
de onda larga se sacaron las fracciones del gradiente con una
aguja de raquia y &l bromuroc de etidic se extrajo con isopropanol
saturado con cloruro de Cesioc. La muestra e dializd durante dos
horas con amortiguador TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM pH 7.S5)» se
agregé la décima parte de acetato de sodic 0.3 M y se dejd
precipitar toda la noche en frio -20®C). El ADN se centrifugd
a 10,000 rpm durante 10 miny, se lavé con etancl frio al 70%.
Se centrifugd nuevamente a 10,000 rpm por 10 min y =& sectd
al vacio. Finalmente se resuspendi¢ el ADN en amortiguador T.E.
El ADN asi{ obtenido se analizé por welectroforesis en geles de

agarosa (43).

4.7. EXTRACCION DE ANTIBIOTICO.

A partir de un cultivo de Q. tenuissimum de 268 dias de
crecimiento en YPD(4) a as® se separd por filtracidn el micelio
del caldo de cultivo. El caldo de cultivo se extrajo tres veces
en un embudo de separacidn con cloroformo y el micelic se

resuspendid inmediatamente después de la filtracidn an
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150 ml de cloroformo y se puso en agitacidn por 24 hrs a. 4% C.
Este  paso se repite tres veces. Los extractos clorofdérmices
obtenidos se concentrarcn en un rotavapor y se determino el peso

seco del extracto obtenide del caldo y del micelio (Fig. 3).

4.8. EVALUACION CUANTITATIVA DE LA ACTIVIDAD ANTIBIOTICA

{Método de titulaciodn)

El extracto crudo se resuspendié en alcohol etilico
abwoluto y se hicieron diluciones en 10 ml de medio YPD(2), de
1:50, 11100, 1:200, 131400, 1:800. 111600, se= agregaron 1 x 10‘
células por ml de Sacgharomyces cerevisiae D311-3A, y se incubd
a 30 C durante 24 horas a 250 rpm en un agitador rotatorio. Se
colectaron 2 ml de medio en filtros Millipore (tamafo de poro
0.45 ). Los filtros se secaron en la estufa a 60°C durante dos
horas vy se determind el pesp seco de la levadura. Se graficd mg
de extracto crudo contra porcentaje de crecimientc (peso smeco de

la levadura respecto al control) y se calculé la cantidad de

extracto crudo que inhibe el 504 de crecimiento (1 Unidad).
4,9. MUTAGENESIS CON LUZ ULTRAVIOLETA.
4.9.1., CURVA DE SOBREVIDA CON LUZ ULTRAVIOLETA.
Una suspensién de esporas, cuya concentracidn se
determind por cuenta en un hemocitémetro, se scmetio a

irradiacién con luz ultravioleta con agitacién continua a B5°C vy

se tomaron alicuotas a los 30, &0, 90y y 120 seg. Las muestras
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EXTRACCION DE ANTBIOTICO

QULTIVO DE O-tenuissimum

A | FILTRACION

Y

8 MICELIO MEDIO DE CWLTVO
c

Fase* acuosa
Fase clorofdrmica
Micslio + cloroformo

{en agitacidn a 4°C)

FASE CLOROFORMICA

CONCENTRACION EN EL ROTAVAPOR

€. EXTRACTO CRUDO
{ Determinacidn de peso seco)

Pig. No. 3. A partir de un cultivo de 0. tenuissiaum se separo el zedio de cultivo

dal micelfo por filtractfn. (B) El antibidtico se extrae del micelfo por agitacidn
o cloroformo a 4°C durante 24 hrs.(C) Se extrae e] antibiStico de medio de cultivo
(D) Les axtractos cloroférmicoa se concentran en el rotavapor. (E).Determinacidn de
puse sese del sxtraste crwio. 1



se plaquearon en cajas con medio de YPD(4).

Se contd el numero de colonias viables y se elabord
la curva de sobrevida graficando el tiempo de tratamiente contra
e] logaritmo de las colonias formadas. A partir de la grafica se
calculd el tiempo al que se tuvo el 1 y 10% de sobrevida (75 y 38

seg respectivamente). Ver resultados.
4.9.2. MUTAGENESIS CON LUZ ULTRAVIOLETA.

La mutagénesis se realizd irradiando una suspensidn de
esporas a los 38 y 75 seg. tiempos en que se cbtuve el 10 y 1% de
sobrevida. Se tomaron alicuotas en estos tiempos se sgembraron
en cajas de YPD(4)., A los 7 dias se separaron las colonias a
cajas indsvidualés con medic de YPD(4) y a los 28 dias de
crecimiento se midio la actividad antibidtica por bicensayo, las
mutantes se seleccionaron en base al diametro del halo de

inhibicidn.

4.10. MUTAGENESIS CON ETIL METANO SULFONATO (EMS).
4.10.1. DETERMINACION DE DOSIS DE EMS.

Un cultivo de 0O, tenuisgioum de 28 dias de crecimiento
en YPD(4) a 85°C se resuspendieron en amortiguador de fosfatos
S50 mM pH 7.0. A un ml de ssta suspension se le agregaron 350,
100, 200 y 300 M1 de EMS (equivalente a 0.0385, 0.117, 0.234,
0.351 g/ml respectivamente), se® agité en bado Maria a 25 C

durante una hora. Al término de la incubacidn se tomaron 0.2 ml
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¥ se pusieron en 8 ml de tiosulfato de sodic al 5% para destruir
el EMS. 6Se hicieron diluciones y se sembraron aproximadamente
100 esporas en cada caja de Petri con YPD(4)., Se hizo una grafica
de dosis contra viabilidad y se selecciond la concentracidn
minima a 1la que se observé un efecto en el porcentaje de la

viabilidad (26).

4.10,2. DETERMINACION DEL TIEMPO DE MUTAGENESIS CON ENMS.

Las células =ue resuspendieron en amortiguador de
fosfatos pH 7.0. En una cAmara de Neubauer se conté el nimero de
esporas. A 1 ml de la suspensidn se le agregaron 100 M1 de EMS,
se agitd a 30 y se tomaron alicuotas de 0.2 m} a los O, 15y
A0y 45y 60y 90 y 120 miny las gque se agregaron a tubos con 8 ml
de tiosulfato de apdio al S%. Se hicieron diluciones 11100 y se
sembraron con 0.2 ml de esta suspansién cajas de Petri con
YPD(4), Se graficéd el tiempo contra el nimero de esporas viables
Yy se selecciond el tiempo al que se tuvo el 1 y 10 % de

socbrevida.

4.11. MUTAGENESIS CON N-METIL-N ~NITRO-N-NITROSOGUANIDINAT NMG

4.11.1., DETERMINACION DE LA DOSIS DE MUTAGEND.

En un matraz Erlenmeyer de SO0 ml se puso 1 ml de
suspensién de SEPOT ARy cuya concentracidn se determind
previamente por conteo en un hemocitémetro. Se adicionaron

S ml de solucién de NMG 20, 40, &0, 80, 100, 120, 140, 1460, 180 y



200 sg/ml en amortiguador de citrato-fosfato estéril (0.2 M -0.1
M pH 7.7) y se incubd durante upa hora. Al cabo de este tiempo
se tomaron alicuctas de 0.1 ml y se sembraron en cajas de YPD(4).
Se graficé la dosis del mutdgeno contra el nimero de esporas

viables (26},

4.11.2. DETERMINACION DEL TIEMPD DE MUTAGENESIS CON NMG.

A dos matraces Erlenmeysr se les afadié 1 ml de
suspensién de esporas (120,000 esporas/ml). A unc de los matraces
se le agrego S5 ml de sclucién de NMB (100 g/ml) y al control S ml
del amortiguador de citrato-fosfatos (0.2 M -0.1 M pH 7.7). Se
agitd a 2s5°c y w®e tomaron alicuotas de 0.! ml a los O, 15, 30,
48y &0, 90 y 120 minutos de que se agregaron a tubos que
conteniann 5 ml de agua estéril (1:1%0). De ahi se hicieron
diluciones 1:1100 y se sembraron en placas de medio de YPD(4).
Se graficéd el nimero de esporas viables contra el tiempo y se
selecciond el tiempo de mutagénesis al que se obtuve 1 y 10% de

scbrevida.

4.12. DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DE PRODUCCION DE

ANTIBIOTICO.

Se determind la produccidén de antibiético por el tamaRo
de halo de inhibicidn en un muestreo al azar (25 eventos) hasta
la cuarta generacidén. El resultade se reporta en porcentaje de

esporas productoras.
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4.13. EVALUACION DE CARACTERISTICAS DE CRECIMIENTO Y PRODUCCION

DE ANTIBIGTICO A TRAVES DEL TIEMPO.

En frascos de cultivo Wheaton con 150 ml de medio
liquido de YPD(4) se inocularon con 250,000 esporas. Se muestred
por triplicado cada semana por un pericdc de ocho semanas. Las
muestras se colectaron al vacio y a cada una de ellas se le

determind:

a) Peso seco de micelio.
b) pH del medio de cultivo
€) Produccion de antibidtico en el medio de cultive vy

micelio, por titulacidn.

Con los datos obtenidos se hicieron graficas del
crecimiento, cambics de pH en el medic con respectoc al tiempo vy
cinética de la produccién del antibiético en relacién al tiempo,

tanto @] excretado como el del micelio.

4.14. MORFOLOGIA COLONIAL DE LAS CLONAS SELECCIONADAS DE
Qatenuissioum EN DIFERENTES FUENTES DE CARBONG.

Una suspensién de esporas se sembr¢é en cajas de Petri,
con diferentes fuentes de carbonoy (aproximadamente 20 esporas
por placal. A los 28 dias se hizo la lectura de la morfolagia

colonial.



4.15. ECRECIMIENTO Y PRODUCCION DE ANTIBIOTICO EN  DIFERENTES
FUENTES DE CARBONG.

Se inocularon frascoa Wheaton que contenian 150 ml
de medio de diferentes carpohidratos; con 250,000 esporas. A la
Yia. semana de incubacidn se colectaron todas las muestras, y se

les determinés

a) Peso seco del micelio.
b} Produccion de antihidtico en el nmedio de cultivo vy

en el aicelio.

Los resultados se graficaron come crecimiento (peso
seco) en diferentes fuentes de carbono vy rendimientes de

antibidtico en tos distintos carbohidratos.
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5. RESULTADOS:

S.1. OBTENCION DE CEPAS PROVENIENTES DE UN SOLO CLON.

Coen el fin de obtener cepas naturales productoras de
antibidtico y evaluar su actividad y estabilidad de produccién se
aislaron colonias provenientes de un sclo clon.

A partir de colonias seleccionadas al azar
provenientes de la cepa contaminante aislada, se separaron
esporas por micromanipulacién, a las esporas que germinaron se
les probé actividad antibidética y se obtuvieron los siguientes

resultados.

TABLA No, & CARACTERISTICAS DE GERMINACION Y PRODUCCION DE

ANTIBIOTICO.
CLON ESPORAS SE- ESPORAS QUE GERMINACION PRODUCCION DE
PARADAS (Nu ) GERMINARON (%) ANTIBIQTICO
17 110 ? 6.36 -
20 101 ? 6.93 -
35 8o 43 S56.23 -
38 ae 6 6.81 -
92 72 26 36.00 -
63 850 13 26.00 +
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En la tabla & ae observa que hay diferencias en 1la
germinacion de esporas dependiende de la colonia de que
provengan, asi como también se ohservan diferencias en la
produccion de antiﬁiﬂt!:o. El vnico clon  productor de
antibiético fudé el 63. Con base en el diametro de inhibiciodn
de las clones hijos se selecciond a la 43-8 . A este clon se
le probé estabilided de produccidn de antibidtice hasta la
cuarta qeneracisn, encontrandosse que fué estable en u

produccién en este tiempo (Tabla 7).

TABLA NO.7. ESTABILIDAD DE LA CEPA 63-8

GENERACION No .ESPORAS PRODUCTORAS
PROBADAS t %)
la. as 100
2a. 2% 100
Ja. as 100
4a. as 100

S.2. EVALUACION DE LA PRESENCIA DE UN FLASMIDD EN LA PRODUCCION
DE  ANTIBIOTICO.

Debido a que nc todas las esporas aisladas por
sicromanipulactién producen el antibidtico (Tabla 6)), se decidio
descartar la presencia de un plésmido involucrado en su
produccién., For ello, as traté a 1o cepa 63-8 con drogas

curantes, comp el bromurpo de etidic y la acriflavina, las
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concentraciones utilizadas en este experimento se seleccionaron
con base en su efecto en la viabilidad de esporas (Figa. 4 y 5).
Los resultados obtenidos despuéds del tratamiento se muestran en

la tabla 8.

TABLA No.B. EFECTD DEL  TRATAMIENTO CON BROMURO DE ETIDIO Y
ACRIFLAVINA EN LA PRODUCCION DE ANTIBIOTICO (CEPA 43-8).

TRATAMIENTO ESPORAS SE~  MEDIDA DE LA HALO INHIBI- % PRODUC-

PARADAS COLONIA (cm) CION (cm) TORAS.
NINGUNG a0 1.1 5.16 100
EB (10 mgp/ml)} a0 1.06 S 07 100
EP (50 q9/ml) &0 0.86 4.08 100
ACRIFLAVINA 20 1.06 B.44 100

(100 gg/ml}

Como se pusde ver no hubo cambic en la produccion de
antibidtico después del tratamiento con las diferentes drogas:
obtaniéndose el 100% da productoras en las colon‘as aisladas
{Tabla 8). Estos resultados indican que la produccién de
antibidtico no depende de un plasmido.

Por otro lado, para detectar la presencia de DNA

extracromesomal se aislé ADN total en cepas que mostraron

“1
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\I
100

B [ ]
- \.
0O 1 2 3 4 %5 6 24 48
TIEMPO (hs)
a&—d  corrroL —0 10 4g/al
p—-n S0 ag/al o—e 100 sg/ul

Fig. No. 4 2fecto de la concentraciin de bromuro de etidic en la
viabilided de 0. tenuissfmum. Se incubd una suspensidn de esporas
(10,000 c&lulas 7 wl] con diferentes concentraciones de bromuro -

de etidio en medio liquido de YPD(4).
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ESPORAS VIABLES
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e ]

o1 2 3 4 5 6§ 24 48

TIEMPO (ivs)
&—8 CONTROL : =0 10 4g/ul
Wi 30 ug/ml o—e 100 43/a1

Pig. Wo. 5. Efecto de la concentracifa de scriflavina en la viebi-
1idad de O, tenuissimum. Se incubd una suspensidn de esporss ~-~

(10,000 cSlulas/RI] con diferentes concentraciones de acrifiavina
en nedic de YPD(4) a 25°C.
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diferencias en la produccidn de antibidtico, cuando se determind
su actividad por el método de halo de inhibicidn. Las cepas
utilizadas fueron la inictal. una pobre productora: 35-31. una
buena productora: 63-8 y de mutante mejorada en la produccidn de
antibidticos UV~153 (su obtencién se describe mas adelantel.
El ADN se analizé por electroforesis en gel de agarosa. Los
resultados se auestran en la fig. 6. donde aw observa la ausencia
de bandas que indiquen la existencia de un plésmido en
alguna de las cepas. Solo se puede ver una banda que indica la
prasencia de ADN nuclear. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos despu¢és del tratamiento con bromuro de etidio v

acriflavina.
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Fig. No. 6. ADN total de Oidiodendron tenuissimum, Los fraghientos se
separaron por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. El ADK se vi-
visualizo en un trapsiluminador de luz UV de onda corta después de ha~
berlo tefifdo con EB (0.5 gg/wl). Se uso como control el fago , que di-
gerido con Hind 111 da fragmentos de 23.1,9.4, 6.6, 4,4, 2.3 y 2.0 (44)
A. Control. D, Cepa infcial. C., 63-8, D. Mutante UV-153 F. 35-31.
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S5.3. OBTENCION DE LA MUTANTE UV-153.

Para obtener una cepa mejor productora de antibidtico
se mutagenizdé la cepa 43-8 por separade con agentes alquilantes y
luz ulvioleta., Las dosis utilizadas de cada unoc de los mutagénos
fué la minima en la que se cbservd un efecto marcado en la
viabilidad (Figs. 8y 10) y el tiempoc de mutagénesis que se
utilizé es cuando =2 tiene el 1 y 104 de acbrevida de la
poblacidn tratada. En las curvas de sobrevida (Figs. 7, 9 y 11)
aparecen estos valores.

Por ef métode de halo de inhibicién se evalud 1la
produccidén de antibidtico en cada una de las colonias aisladas,

‘con los agentes EMS y NMG no se ohserve ningun mejoramiento. Sin
embargos con luz ultravioleta se obtuvieron varios clones que
aparentemente mejoraban la produccidn. Se seleccicnaron cuatro de
ellos y se les determind la estabilidad en la produccién de
antibidtico (Tabla ?}.

Como se observa en la tabla 9, la cepa UV-1%3 excreta
mayor cantidad de antibidtico que la cepa que la originé,
(63-8), tomando en cuenta que la colonia sra mas pequefla. Por
ello se decidid determinar la estabilidad de preoduccién en esta
mutante hasta la cuarta gensracién y se encontré estable an su

produccién.
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Fig. No. 7. Curva de sobrevida de la cepa 63-8 de Oidiodendron
tenuissimm con luz ultravioleta. Una suspension de esporas -
10,000 cflulas /ul) se sometil a irradiacién con luz ultavio-
leta & 25°C. Se tomaron alicuotas a los 30, 60, 90 y 120 seg.
El tiempo en que se tuvo el 1 y 102 de esporas viables respec-
to al control fué de 75 y 38 seg. respectivamente.
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ESPORAS VIABLES (No.)

30

20

0.0%5 oO.7 0.234 0.35 DOSIS (g/m.)

Fig. No. 8, Ffecto de la concentracifn de EMS en la viabilidad de
esporas de la ceps 63-8 de O. tenuissimum, Ss incubaron esporas -
(10,000 células / ml) con diferentes concentraciones de EMS duran
te 60 min a 25°C. Se selecciond la concentracidn de 0.117 g/al que
es la ninima a la que se observd un efecto detectabls ea ls viabi-
11dad.
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Fig. No. 9, Curva de scbrevida dea la cepa 63-8 de 0. tenuissimum
con EM5. Se incubaron esporas (10,000 células/ml) con 10041 de

(S en medio de fosfatos 50 wM, pH 7 a 25°C. El tiempo en el que
se tuvo el 1 y 10X de viabilidad fué a los 38 y 18 min respecti~
mente.

49



COLOMIAS FORMADAS (%)

posis (Ag/mi}

ig. Ne. 10, &
i A S P I P g N Sl {1 e S A R

¢on concentraciones de 20, 40, 60, 80, 100 y 120 ul en amortigus~-
dor de citrato-~fosfato (0.24-0.1M pH 7.7) durenta 30 min a 25°%C. Lla -
concentracidn que se eligto fuf ls de 100 mg/wl).
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rig. ¥o. 11, :Curva de sobrevida de la cepa 63-8 de O.tenuissimum
con NMG. Se incubaron esporas (10,000 ciﬁln / ml) con 5 al de
solucién de NMG (100 mg/ml) an amortiguador de citrato-fosfato -
(0.2 M-D.1M pK 7.7) a 25°C en sgitacion. Los tiempos en los que
ae obtuvo el 1 y 10X de sobrevida fuercm 72 y 36 min respectiva~
sewite.
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TABLA No.9 ESTABILIDAD DE PRODUCCION DE ANTIBIOTICO DE COLONIAS
SELECCIONADAS  DESPUES DE TRATAMIENTOD CON  LUZ

ULTRAVIOLETA.
cEPA ESPORAS PRO-  DIAMETRD CO- HALO DE INHI- PRODUCTORAS

BADAS (No) NIA (cm) BICION (cm) ¢y

( x) { x )

CONTROL
48-8 20 1.19 7.03 100
v-49 22 1.1 7.38 o
uv-137 2o 1.03 s.08 100
w-153 19 0.57 5.0 100

uv~15% 21 0.99 7.26 100



S.4. EVALUACION CUANTITATIVA DE LA PRODUCCION DE ANTIBIOTICO EN
LAS DIFERENTES CEPAS OBTENIDAS. o

Hasta agqui se habia hecho el estudic preliminar de 1la
produccidén de antibidtico en las colonias aisladas a partir de
una sola espora por lo que fue necesario probar su actividad por
el método de halo de inhibicidn, ahora que se contaba con cepas
seleccionadas y ¢on una mutante, se decidi¢ determinar
cuantitativamente la produccidén de antibidtico en medic de
cultivo y en micelio en las cepas aisladas. €En la fig., 12 se
observa la genealogia de las cepas que se obtuvieron desde el
inicio hasta la obtencidn de la cepa UV-153, Las cepas elegidas
fueron las siguiente: la inicial, de la cual se partid, que tiene
como caracteri{sticas ser una mezcla de cepas que son muy
heterocgéneas en la produccion de antibidtico (Tabla 6)3 una cepa
considerada inicialmente no preductora por el criterio del ensayo
de halo de inhibicidén, la ( 35-31), una cepa productora estable,
( 63-8 ) y finalmente,; una mutante estable productora de
antibidtico, la Yy-1%3.

El antibidtico se extrajé tanto de medio de cultive
como de micelio con cloroformo y después se cuantificé por el
método de diluciones, En la tabla 10 ae expresan los
rendimientos de extracto crudo obtenidos por gramo de micelio en

las diferentes cepas.



FIG. No.i2 GENEALOGIA DE CEPAS PRODUCTORAS DE ANTIBIOTICO
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TABLA  NO. 10. RENDIMIENTOS DE EXTRACTOS CRUDOS OBTENIDOS
(PESO SECO).

CEPA RENDIMIENTO  RENDIMIENTO RENDIMIENTO  MEDIO:MICELIO
E.C. (mg) E.C. (mg) TOTAL (mg?
EXCRETADD MICELIO
INICIAL 21 38.6 59.6 1: 1.83
63-8 20.8 41.6 62.4 11 2:007
Mutante .
uv-15%3 28.3 37.7 &0 1.11.69
35-31 10 28.7 38.7 1y 2.87

Los resultadoe reflejan que la cantidad de extracto
crudo que se obtiene de micelio es mayor que el gque se obtiene
a partir del medio de cultive en relacidn de 1:2, excepto para la

cepa 35-31 que es de 133,
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Los resultados de la cuantificacién de antibidtico
excretado al medio de cultivo se muestran en la tabla 11y lo que
se puede ver es que el extracto crudo obtenido a partir de la
mutante UV-153 tiene mayor actividad especifica 3.45 U/mg, vy la
cantidad equivalente a una unidad es menor que para las otras
cepas 0.29, as{ como las unidades totales es mayor en comparacidn
con las otras (Fig. 13). Otra cosa que se puede ver es que la
cepa 35-31 considerada no productora, realmente si produce
antibidtico solec que en bajas cantidades, de tal forma gue no se

puede detectar por el bioensayo de hale de inhibicidn.

TABLA NO.1l. DETERMINACION CUANTITATIVA DE ANTIBIQTICO EXCRETADO
Al. MEDIO DE CULTIVO.

CEPA mg EXTRACTO mg EXTRACTO UNIDADES/mg EX~
CRUDO. CRUDD QUE INHIBEN TRACTO CRUDO

EL S0% (1 UNIDAD) Act.especifica

INICIAL al 0.47 2.13

63-8 20.9 0.44 a.a7

Mutante

uv-133 22.3 0.89 3.45

35-31 10.0 0.81 1.24

La diferencia de rendimientos totales se observa en la
Fig. 13 donde se grafican las unidades totales de antibidtico

excretado.
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Fig. Ho. 13. AntibiStico excretado a medio de cultive por
diferentes cepas de 0. tenuigsimum. Las cepas se cultiva-
ron en medio de YPD(4) durante 35 diss a 25°C.
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La produccién de antibidtico que se cuantificd en micelio
se muestra en la tabla 12 . HNuevamente el extracto ohtenido a
partir del micelio de 1la mutante tiene mayor actividad
antibidtica que las otras cepas la actividad especifica es de
228.42 U/mg de extracto. el equivalente a una unidad es
de 0.03 mg. vy las unidades totales de 1267 (Fig. 14). agqui como
podemos ver la diferencia de actividad total es mucho més
marcada que en medio de cultivo. tal pareciera que la nutante

soporta grandes cantidades del metabolito secundario.

TABLA NO.12. DETERMINACION CUANTITATIVA DE ANTIBIOTICO EN MICELIO

CEPA mg EXTRAC- mo EXTRACTO UNIDADES/mg . EXTRACTO

T0 CRUDO. CRUDO QUE INHIBEN CRUDD.

EL S0% (1 UNXIDAD) (Act.especifica)

INICIAL 38.6 0.182 S5.49
63-8 41,6 0.1462 6.17
Mutante
uv-153 a7.7 0.03 eg.q42
35-31 28.7 0.13%5 7.44

ae
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Fig. No. 14. Antibidtico extraldo de diferentes cepas
de 0. tenuissimum. Las cepas se cultivaron en medio -
de YFD(4) por 35 dfas s 25°C,
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En .la tabla 13 se muestran los rendimientos totales
sumandoc la produccidn en medio de cultivo y en micelio. Si
tomamos como 100% la produccién en unidades totales de la cepa
63-8 vemos que la produccion de antibidtico en la mutante aumento

con respectoc a su progenitora 440%.

TABLA ND. 13. CUANTIFICACION EN UNIDADES TOTALES DE ANTIBIOTICO.

CEPA PESO DE MICELIO U, MEDIO U.MICELIO U.TOTALES
INICIAL 1.127 44.68 ala.os 256.7

63-8 1.1%54 47.27 258.00 305.a27
Mutante

uv-153 1.022 76.90 1267.80 1344.70
35-31 1.038 12.335 212.60 224.95

&0



S.5. EVALUACION DE CARACTERISTICAS DE CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE
ANTIBIOQTICO CON EL TIEMPO.

Como va se describié anteriormente. la cepa UV-133. se
obtuvo por mutagénesis de la cepa 63-8 con luz ultravioleta.
Las caracteristicas de ambas cepas se muestran en la Tabla 14.
Existen diferencias entre la mutante v su progenitora:. entre
estas encontramos el color la mutante: es café mas clara gue la
63-8y otra es la excrecidn de pigmento que se observa en

cultivos liguidos vy que se detecta por un oscurecimiento del

TABLA ND.14. CARACTERISTICAS DE LAS CEPAS &3-8 y UvV-153.

CARACTERISTICA CEPA 63-8 MUTANTE UV-153

COLOR CAFE CAFE ALMENDRA

PRODUCCION PIG~ + -

MENTO.

ESPORULACION® 100 % a-12 %

GERMINACION a0 % 20 %

ESPORAS

PRODUCTORAS DE 100 % 100 %

ANTIBIOTICO

# Con base en la cepa 63-8.
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medios es prdcticamente nula pare la cepa UV-153, Esto tiené
como ventaja que en el proceso de purificacidn del antibidtico.
sea mas eficiente v se aumente con ello la actividad especifica
del extracto crudos. ya que se obtiene como un liauido café muy
oscuros debido a la presencia de pigmentos. Por otro lado.
e®1 porcentaje de esporulacién es menor en la mutante que en 1la
cepa 63-8 v la germinacidén v estabilidad de produccidn de

antibidtico es igual.

S.5.1. CURVAS DE CRECIMIENTO

Debido a gue el crecimiento de la mutante se observaba
mas lento se decidid evaluar su comportamiento. Para ellio se
elaboraron curva; de crecimientoc a través del tiempo (Fig. 15).
ambas curvas tienen el mismo comportamientos sdlo el tiempo en el
que se alcanza la idiofase para la cepa 43-B es en la cuarta

semana. mientras oaue para la cepa mutante UV-153 esta fase es

alrededor de la Sa. semana.

S.5.2. CURVAS DE pH

Una cosa interesante que se determind fué el pH del medio
a través del tiemoo (Fig. 1é6). Lo que se puede ver es que hav
una marcada diferencia de comportamiento de la curva de pH entre
ambas cepas. Esto puede ser debido a gue la mutante por su
misma condicién cambia su metabolismo en referencia a su
progenitora v alguno de los metabolitos excretados acidifican el

medio. Por otro lado. e&] tiempo en que se tienen 1los cambios de
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Fig. No 15. Curvas de crecimiento de cepas de 0. tenuicsimum.
Las cepas 63-8 y UV-153 ge creclercn en medic de YPD(4 -
25°C, Cada semana se colectaron tres muestras y se determino
¢l peso seco del micelio. la Ldiofase se slcanza & la cuarts
semans pars la cepa 63-8 O—~~g y a la quinte para ls UV-15)@—®,
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F‘tl!. No. 16! Efecto del crecimiento en el pH del medic de
cultivo. Las cepas 63-8.y 15 UV-153 se cultivaron en me--
dio de YPD(4) a 25°C. Cada semans se colectaron tres mues-
tras y-se determind el pil del medio de cultivo.

Cepa 63-8 o—ao , Cepa UV-153e—a .
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pendientes de las curvas de pH coinciden con el inicio de 1la
idiofase del crecimiento del hongo. observandose este cambic para
la cepa 43-8 a la cuarta semana y para la UV-153 a la quinta

semana.

S5.5.3. CURVAS DE CINETICAS DE PRODUCCION DE ANTIBIOTICO.

Se decididé valorar la produccién de antibidtico para
determinar si habia relacién con alguna fase del crecimiento. En
1a fig. 17. se muestra la produccién de antibidtico en medio de
cultivo v en micelic de la cepa 63-B8 v en 1la fig. 18 1a
produccién en la cepa UV-153, En ambas cepas se ohservo que la
fase de produccién constante de antibidtico se alcanza con
anterioridad en micelio que en medic de cultive. El tiempo en
gue la excrecion de antibidtico al medio de cultivo es marnima v
constante coincide para las dos cepas con el inicio de la fase de
idiofase del crecimiento, esto como vimos antericrmente también
coincide con el cambio del pH del medios 2 la cuarta semana para
la 63-8 v a la quinta para la UV-153: no asi para micelio que
aproximadamente a la tercera semana. va casi se alcanzo la fase
extacionaria de produccién de antibidtico. esto podria indicar
que después que se alcanzan ciertos niveles de concentracion de
antibidtico. se excretan en una mayvor cantidad a medio 6 bien
van relacionados con el crecimiento. una vez que deja de crecer
el hongo se excreta en mavor cantidad al medic de cultivo v

entonces se mantiene constante la produccién.



WHIBICION DEL CRECIMEENTO (%)
8 8 8

| 2 3 . ] 6 7 [ ]
Tiempo (semancs)

g%‘.ﬁ No. 17. Produccidn de antibiStico a través de tiempo de la cepa
v cultivada en medio de YPD(4) & 4°C, Cada semana_se colectsron
tres muestra y se determind el porcentaje de inhibici6n de S. cerevi-

sise con los extractos de medio de cultivo y micelio, Inhibicidm por
axtractos de medio de cultivo o—o . Inhibicidn por extractos de
nicelio g .
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INMIBICION DEL. CRECWIENTO (%)

+ + N - ; N N
+ - -+ +- + y + +
' 2 3 4 -] ] 7 8

Tiempo (semanas )

Fig. No. 18, Producciin de antibidtico a través del tiempo de la cepa
UV-153, que se cultivd en wedio de YPD(4), & 25°C, Cada semana se to-~
maron tres muestras y se determini el porcentaje de inhibicidn del cre
cimiento de S. cerevisise con los extractos de medic de cultivo y de
mnicelio. Inhibicion por extractos de medio de cultivo o——0 , Inhibi~
cida por extractos crudos de micelio @—& .

67



S.6. MORFOLOGIA COLONIAL DE LAS CEPAS SELECCIONADAS DE

Q. tepuissimum EN DIFERENTES FUENTES DE CARBONO.

Para ver si el crecimiento v la produccidn de antibidtico
pudieran favorecerse con otra fuente de carbono diferente a la
glucosa, se utilizaron diferentes fuentes de carbono como
nutriente del hongo. Se crecid al hongo el medio compleje sdélido
con diferentes fuentes de carbono. esto permitid ver si las
utiliza vy cual es la morfolooia colonial de cada cepa en cada una
de ellas. El hongo crecié¢ en todas las fuentes utilizadas.
Las caracteristicas morfoldgicas de la cepa 63-8 v la UV-153
se& muestran en las fotografias de la fig. 19. aparece el honoo en
las fuentes de carbono donde tuvec mejor crecimiento. Existe un
gran cambic de morfologf{a dependiendo de la fuente de carbone

que se utilice v de una cepa a otra.

S5.7. CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE ANTIBIOTICO DE LAS CEPAS

DE 0. tenuissimum SELECCIONADAS.

Para determinar el crecimientoc v la produccidn de
antibliético del hongo en diferentes fuentes de carbonos el hongo
se crecid en medio licuido.

El crecimiento de 0. tepuissimum expresado en g en las
diferentes fuentes de carbono se muestra en la tabla 15. Agui a
diferencia de medio sdlido. el hongo no crecid en todas las
fuentes de carbono utilizadas. Las cepas 63-B y UV-153 no

utilizan el aceetato de sodio. el citrato. la lactosa. v almidén.
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Fig. Yo, 19. Morfologls colonial de O.tenuissirum. A la izquierda apa-
recen las fotografias de 1a cepa 63-8 y o 1o derecha las de’ la mutante

UV-153. A. glfeerol, B. xilosa, C. fructosa.. D. galactosa,’F. glutosa
F. mnltosa, G. sacarosn, Fotograflas de M. Ulloa.
R 209 i







Utilizan bien la fructosa. la glucosa. v la maltosas en general.
se observa un crecimiento menor en la cepa UV-193 que en la &3-8
en estas fuentes de carbono. La cepa 63-B crece mejor que la
UY-153 en gqlicerol. sacarusa y galactosa v la UV-153 tiene un

mejor crecimiento en %ilosa que su progenitora.

TABLA NO.15 CRECIMIENTO DEL HONGO EN DIFERENTES FUENTES DE

CARBOND.
CRECIMIENTO 63-8 CRECIMIENTO UV-153
(g} % {Q) %
Acetato de sodio 0.057 4.6 0,03 e.a2
Glicerol 0.629 50.4 0.274 20.1
Xilosa 0.530 42.%5 1.152 84,7
Citrato 0.01% 1.1 0.012 0.9
Fructosa 1.264 101.3 1.137 83.é6
Galactosa 1.34 107.4 0.673 49.%
Glucosa 1.248 100 1.36 100
Lactosa 0.079 &.3 0.055 4,03
Maltosa 1.099 B88.1 C.964 70.9
Sacarosa 1.356 108.5 0.49 346.3
Almidon 0.053 h.2 0.053 3.9

El crecimiento se expresa an @ de peso seco de micelio y
en porcentaje. Se toma como 100% el crecimiento en glucosa.

7"



S.7.1. PRODUCCION DE ANTIBIOTICO EN  DIFERENTES FUENTES DE
CARBONO.

Para la cepa 63-B. la oroduccién de antibidtico en
medio de cultivo se muestra en la fig 20. La mejor produccidn de
antibidtico se obtiene cuando se tiene como sustrato la glucosa v
la sacarosa + siendo mernor la produccidn con fructosa galactosa y
maltosa. En xilosa no se encontré actividad vy en glicercl solo se
detecta muy poca en medio de cultivo.

Para la mutante la maver produccién se obtuve con
Qalactosa., glucosa v fructosa en ese orden vy menor en maltosa.
Algo interesante es que a pesar de tener buen crecimiento en
xilosa (Tabla }5). no se tuvo produccidn de antibidtico en esta
fuente de carbono (Fig. 21). Una gran diferencia entre estas dos
cepas es que mientras qgue la 43-8 es capaz de crecer
perfectamente en sacarpsa v producir una cantidad
considerablemente semejante de antibidtico a el obtenido en
glucosa. la mutante no utiliza muy bien este disacarido y la
actividad antibidtica obtenida es practicamente nula.

Para las dos cepas la produccidn de antibidtico siempre
@8 mayvor en el extracto crudo obtenido a partir de micelio. en
medio complejo con Qlucosa para la 63-8¢ y en medio complejo
con galactosa para la mutante UV-153. crecidas a 25°C durante 35

dias.
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U &. DISCUSION:

La importancia del aislamiento de nuevos antibidticos
radica en que a pesar de gue existe un gran numero de éstos. se
presentan con muchos de ellos reacciones no deseadas. Las
reacciones adversas nproducidas por agentes antiinfecciosos
incluyen resistencia de el microorganisme a las drogas.
reacciones de hipersensibilidad v de sobreinfeccién. La
resistencia de los microorganismos a los antibidticos es uno de
los problemas mas graves oque hacen necesaria la utilizacién de
nuevos antibidticos. Les antibidticos causan también reacciones
exclusivas debidas a alteraciones de la flora microbiana del
huésped. Todos los individuos gue reciben dosis terapéuticas de
estos agentes sufren alteraciones de la opoblacién microbiana
normal de tracto intestinal. respiratorio superior v
genitorurinaric; algunos presentan sobreinfeccidén que es la
presancia de una nueva infeccién durante la quimioterapia de
una infeccidn primaria. €s relativamente comin y potencialmante
muy peligrosc porque los microorganismos responsables de la nueva
enfermedad son en muchos casos entercbacterias. Pggudomonas Vv
Candida u otros hongos que pueden ser muy dificiles de eliminar
con las drogas cohocidas actualmente. Cuanto més "amplio” es el
efecto de un antibidtico scbre los microorganismos mavor es la
alteracién en la microflora normal y mayor la posibilidad de que
un sclo microorganisme se haga predominante. invada al huéspued y

produzca infeccidn, En esta formae la frecuencia de
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sobreinfeccion es minima con penicilina G mavor con
tetraciclinas vy con cloranfenicol v maxima con combinaciones de
antibidticos de amplio espectro y las cefalosporinas de tercera
generacidon de espectro expandido. Serd importante desarrcllar
agentes que destruvan selectivamente los patégenos v preserven al
mismo tiempo la flora normal (1),

Por otro lados la utilidad de los antibidticos se ha
extendido a otras Areas de aplicacidén. como son la nutricidn
animal. la preservacién de alimentos v a la investigacién bdsica
(4),

For lo expuesto anteriormente =e hace necesaria la
investigacidén de nuevos antibidticos. En el presente trabajo se
estudio un antibidtico que tiene actividad especifica contra
hongos filamentosos. ;rincipllmente dermatsfitos v
levaduriformes. Este antibiético es producide por el hongo
Qidipdendron tenuiamimum v se presume que se trate de un nuevo
antibidtico ya que cuandc se hizo una revisién exhaustiva de 1la
bitliografia no se hallé ningin trabajo que reportara 1a
produccién de antibidtico por esta sspecie. vy en los trabajos
hallados para este Qénero pero de especies diferentes. el
espectro de actividad no coincide con el encontrado para este
antibidtico.

Una parte importante del provecto lo constituve 1la
purificacién # identificacién del metabolito. En esta parte se
encontraron serias dificultades. la primera de ellas fue el
tiempo de crecimiento que es de 28 dias (Fig. 15) vy el

bajo rendimiento de antibidtico que es de 60 mg de extracto
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crudo per gramo de peso seco de micelio (Tahla 10},

Al comenzar este trabajo debido al bajo rendimiento
en la oproduccién se planted la posibilidad de obtener cepas
sobreproductoras, Se decidid utilizar cultivos provenientes de
una sola espora para que no existiera marcada variedad genética
de las cepas seleccionadass va gue si los aislados son derivados
de una hifa multicelular u otra forma multicelular se reduce la
probabilidad de obtener homogeneidad genética (45-44).

Se probarcn S0l conidias individuales que se aislaron
por micromanipulacién. Al evaluar el potencial genético de
produccién de antibidtico en cada colonia individual, los
resultados (Tabla 6) nos indicaron diferencias en su
produccidn. esto nos sugeria dos cosas: la primera es que
parte de la informacién génetica de produccién de antibidtico no
se encontraba en todas las colonias aisladas v aue esta pudiera
hallarse extracromosomalmente en forma de plasmido (cepa 63) v
que las otras cepas que no tenian actividad antibidtica (cepas
de Q.tepuissimum 17. 204 as. 3By 92) no  tuvieran esta
informaciéni la segunda opcidén era que existiera una variabilidad
en la produccién de antibidtico que va ha sido reportada en otros
cascs (B), La opcidn de la existencia de un plasmido se veia
apovada ademds por la existencia de reportes de la participacién
de material extracromosomal en la produccién de antibiéticos en
bacteriactales. Kirby (1975) reporté la capacidad para producir
metilenomicina v ser resistente a ella en Streptomvges coelicolor
en el plasmido SCP1 (18~19). Evidencias de participacién de un

plasmido en la via bicsintética de cloranfenicol en §. venezuelae
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se opbtuvieron después del tratamiento con anaranjado de acridina
va gque se aislaron cepas no productoras de el antimicrobianc. se
propone gue el pldsmido lleva informacién regulatoria de la via
biosintética del cloranfenicol a nivel de la enzima arilamino
sintetasa {20). Kéhler (1974) encontro que una cepa S,
bigrescopicus productora de turimicina perdia esta capacidad
después del tratamiento con anaranjade de acridina o bromurc de
etidio. ademds reportd diferentes perfiles de ADN en gradientes
de centrifugacion entre cepas productoras y no productoras (10).
Okanishi (1970). reportd también pérdida de produccidn de
kasugamicina vy aureotricina en Streptomyces kasugaensis después
del tratamiento con anaranjado de acridina ¢ con temperatura
elevada v repofté diferencias en el ADN entre la cepa silvestre
v las no productoras (22). Finalmente Boronina (1972) reporto
cepas de S. rimosu productoras de oxitetraciclina sensibles al
antibidtico en alta frecuencia despu#s del tratamiento con
anaranjado de acridina (10).

Los= resultados que se obtuvieron después del
tratamiento con acriflavina ¢ bromuro de etidio de la cepa &3-8
{Tabla 8) nos indican que no se pierde la actividad
antibidtica con ninguna de las drogas. Estos aunado a la
ausencia de diferencias en el corrimiento electroforético del ADN
en geles de agarosa entre las cepas con diferente produccidn de
antibidtico (Fila. &)« indican que la informacidén para la
produccidn del antibidtico se encuentra codificada en el ADN
nuclear sin la posible participacidén de un plésmido.

El que la informacidn para la produccidn del
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antibidtico estuviera codificada en el ADN nuclear hacia mas
dificil el intentar 1la introduccidm de técnicas de ADN
recombinante como se pensd hacerlec inicialmente para el
mejoramiento de la produccidn del antibiético, Por ello se
utilizé 1a técnica de mutacidn v seleccidn. Respecto a esto
Pontecorvoe (1974) menciona ‘“virtualmente tcdas las cepas
mejoradas de honpos industriales se obtuvieron por fuerza bruta
(mutagénesis). andlisis vy selecciéns este oproceso ha sido lento
laboricose v costoso para obtener el éxito -cepas con un alto
rendimiento- sin hacer inversidn en la genética basica de las
especies productoras” (47). Tras varics ensayos de mutagénesis
con diferentes mutagencs. se logrdé obtener una cepa que por
bioensave presentaba una mavor actividad antiblética. la W-153.

En la fig. 12 se muestra la genealogia de las cepas
aisladas partiendo de la cepa aislada a partir de una
contaminacidén hasta llegar a la mutante UV-153.

La cantidad total de extracto crudc expresado en mg.
que se obtuvo del medic de cultiveo v de micelio es semejante para
las cepas inicial. 63-8 v UV-153 v« menor opara la 35-31 a
su vez la relacién de extracto crudo del medio de
cultivoimicelio es aproximadamente de 1:12. excepto para 1la cepa
35-~31 que es de 1313 (Tabla 10}, La mutante UW-153 presentd mayvor
actividad tanto en el extracto crudo obtenido de medic de cultivo
como en micelio (Figs. 13-14) v un aumentc de las unidades
totales producidas por la cepa UV-153 del 524« 440 v 598 %4 con
respectc a las cepas inicial. 63-8 vy 35-3]1 respectivamente. UuUn

hechc interesante es que la mavor parte del antibidtice por
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alguna razén se estd acumulando dentro del micelio v ea poco  lo
que se excreta al medio (Tabla 1§-13). Esto también se ha
reportado para otras cepas gue acumulan antibidtico dentro de
micelios tal es el caso de Pepigillium oriseofulvum Dierckix.
C.M.1, 7%832 que produce ariseofulvina. aue es una droga
practicamente insoluble en agua. esta fue aislada de micelio
por Oxford (1939). El rendimiento fué aproximadamente el doble
obtenido por extraccidén del micelio que de filtrados de medio
de cultivo, Posteriormente se reconocid como producto
metabdlico de muchas especies de Penicillium (48). También
existen reportes de la extraccidn de antibiéticos terpénicos
de micelio por solventes orgdnicos. tal es el caso de 1la
obtuvo con un 8% de las esporas por extraccion con etanol al 95%.
cromatoorafia en alumina v recristalizacién en éter de
petréleo. Otro caso es el de la iluina S que se aislé de cultivos
del basidiomicetoe Clitocvbe illudens. El1 antibidtico se extraje
del hongo con metanol (49). Por otra parte. Demain (1957).
estudid la distribucién de la penicilina N en el micelio vy en el
fluido extracelular en PFepjcillive chrysegenum v por ensavo
bioldgico determindé que muy poca cantidad de penicilina N esta
presente en micelio (50). Esto mismo reportd Smith (19467) para
la cefalosporina C en Cephalesporiup sp (S1). Al revisar su
polaridad observamos que tanto 1a openicilina N como la
cefalosporina C son polares v como consecuencia son solubles en
agua. Esto nos lleva a pensar que el antibidtico en estudio tiene

una polaridad semejante a la griseofulvina v antibidticos
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terpenos. del tal forma que al no ser muy soluble en agua se
acumula en el micelic v para obtenerlo se extrae con un sclvente
de polaridad media como es el cloroformo.

Respecto a esto Turner (1971}« comenta: en cultivos
acuosvs los metabelitos secundarios se acumulan en medio de
cultivos v en micelio. La distribucidn entre el medic de cultive
v el micelio puede a menudo correlacionar con su solubilidad en
aqua; esta aparente correlacidn pudiera ser resultado también del
transporte a través de la membrana (52).

Podriamos oreguntarnos también icédme es que tolera un
microorganismos concentraciones tan elevadas de antibidtico?
Nolan (1984}« dice oue los organismos sobreproductores son
resistentes a loas efectos de sus propios productos vy estan
frecuentemente caracterizados poroue tiemen modificados sus
receptores al metabolite sobreproducido: sin embargo. no da una
respupata clara a esto.

Turner (1971}, enlista una serie  metabolitos
secundarics. ellos se sintetizan a partir de solamente unos pocos
precursores que se derivan del metabolimo primario en un nimero
limitado de puntos. La acetil-CoA es el precursor mas importante
en el metabolismo wecundarioc de hongose & partir de ella se
derivan las vias que llevan a la biosintesis de policétidos.
terpencos. esteroides vy metabolitos secundarios derivados de
4cidos grasos. Esto nos lleva a proponer que la sintesis del
antibidtico. de acuerdo a la poca solubilidad del antibidtico en
agua e deriva a partir de la acetil-CoA que es la que

finalmente nos lleva a la sintesis de los antibidticos
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policétidos v terpenos fio. 282 (S2).

Otra pregunta que surge es (Por qué se aumentd tantas
veces la preduccidén en la mutante UV-1537. En los dltimos afos se
ha reportado gue varios antibidticos inhiben su propia
blosintesis. Esta regulacién de las vias de metabolitos
sscundarios es similar a el metabolismo primario (10}, Un
ejemplo de mecanismo de retroalimentacidn es la represidén de la
arilaminosintetasa por el cloranfenicol que se reprime totalmente
cuando la concentracidn del antibidticc es de 100 mg/l (S54). La
regulacidn por producto final del Acide micofendlice en
Penicillium splonifen involucra regulacién del la 8-
adencsilmetioninazacido dimetilmicefendlico o-metil transferasa.
que es una enzima gue cataliza el paso final de la sintetasa del
acido micofenolico. La actividad de esta enzima se inhibe en un
68% con 25 mM de &cido micofendlico (TSD).

Martin (1978) afirma oue existen mutantes alteradas
en sus mecanismos de retroalimentacidn. que llevan a la
sobreproduccidén de un metabolito requerido (56).

Goulden (19469) mostreé que la inhibicien de
retroalimentacién de la sintetasa del &cido hidroxiacetico por la
valina se encuentra alterado en una mutante mejorada de
Penicilliupm ghrysogenum en la biosintesis de la penicilina (57).

Luengo (1979) demuestra el efecto inhibitorio de la
lisina en la biosintesis de la penicilina en P. cghrysecoenum en
una cepa de baja produccidn (Wis 54-1255) v en una de alta

produccidén (ASP~78). La lisina inhibe la sintetasa de homocitrato
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es la primera enzima de la bissintesis de la lisina v de la
penicilina. En la cepa de altc rendimiento se inicid la sintesis
de penicilina en altas concentracioneas de lisina (50 mM).
inhibiendose despues de cierto tiempo tiempo. En la cepa de baja
produccién no se inicid la biosintesis de penicilina a tales
concentraciones de lisina (31-32).

t.a wsintetaza del p-aminobenzoico es una enzima que
cataliza la conversitn del 4cido corismico en Acido p-
aminobenzoico. precurseor de la p-amincacetofenona que a su vez es
un intermediaric del antibidético polieno candicidina. Gil (1985)«
al estudiar la actividad de la sintetasa del 4cido p-
aminocbenzoice de Streptomvces oriseus no encontré niveles
detectables de la enzima en mutantes nc productoras obtenidas por
mutagénesis con luz ultravioleta., La literatura cita mds casos
de mutantes sobreproductoras afe::adas en sus mecanismos
regulatorios (33).

En la mutante UV-153. no podemos saber a qué nivel se
encuentra la mutacidn que hace que se incremente la produccién.
pero obviamente ésta pudo afectar cualquier enzima que participe
en la oproduccién del metabolitos en especial las enzimas
regulatorias de la via biosintética.

Efectos secundarios de 1a mutagénesis fuerons
diferencias de color. oroduccién de pigmento. esporulacidon v
germinacién entre la mutante UV-193 v su progenitora (cepa 43-8).
tabla 14, Aungue se ha reportado gque existe relacidn entre el
color de la colonia. v la esporulacién con la produccién de

antibidticos (B.58.59). £n nuestro casc la mutante UV-153. que es



sobreproductora del antibidtico. esporula mencs. es menos oscura
v la produccidén de pigmento excretado a medio es menor. gue en la
63-8.

La velocidad de crecimiento es diferente alcanzdndose
la idiofase a los 35 dias para la cepa UV-153 vy a los 28 opara
la 43-8 (Fig. 18). El cambic de pH del medioc es consecuencia del
mismo crecimiento. esto 1o podemos inferir =i observamos las
curvas de crecimiento v de pHe un cambio en el crecimiento trae
consigo un cambio en el pH del medio (Figs. 1S5-14},

En cuanto a la deteccidn de antibidtico en el medioc
de cultivo v micelio (Figs. 17-18). la produccién de antibidtico
comienza desde el inicid del crecimiento. Esto difiere de 1o
reportado para otros antibidticos que empiezan a producirse
cuando el crecimiento micelial se vuelve mas lentc ¢ termina v
entonces las vias de metabolismo secundario comienzan a operar
(8). Sin embargos Calam (1984). describe dos tipos de
compor tamiento para la produccién de antibiético (Fig. B3). La
curva Pl muestra gque la produccidn de antibidtico comienza con el
ciclo de crecimiento. lo gque también es apovado por los datos de
Martin v Demain (1980). v la curva P2 ilustra el comportamiento
cladsico va mencionados. pues la produccién empieza cuando el
crecimiento termina (&40~461). Reportes de la biosintesis de Acido
micofendlicc en las fases iniciales del crecimiento inicial
inmediatamente después de la germinacién de las esporas en
Benicillium brevicompactum son presentados por Detroy (1973} 1la
produccion de ergosterol oque se considera un metabolito

primarioc. comienza seis horas después de la aparicién del Acido
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micofendliico (8).

En nuestro trabajo la curva de produccién de antibidtico
corresponde a un comportamiente del tipo de la curva Pl.  en
donde la produccidén de antibidtico se inicia con el crecimiento
del hongo. £n ambas cepas la fase en gque se mantiene constante
la produccién de antibidético s=e alcanza mas rapidamente en
micelio (3a y 4a. semana) que en medic de cultive <(4a. vy Sa.
=emana)l.

Debido a que sabemcs gue la naturaleza del sustrato
determina el rendimiento celular y la de sus productos. se valoré
la morfologia colonial. el crecimientos v 1la produccidn de

antibidtico de QOidipdepdron tenuissimum en diferentes fuentes

de carhono.

La morfologia colonial de las cepas 63-8 vy la UV-153 en
diferentes fuentes de carbono cambia dependiendo del
carbohidrato aque se utilice (Fig. 19}, Lag principales
diferencias que se tienen son en la formas color v el tamafo.
También se observan diferencias morfolégicas entre la cepa é3-8
v su mutante UV-153. cuando se crecen en una misma fuente de
carbono. Esto nos muestra que en el crecimiento del
microorganismo hay una interaccién entre las caracteristicas del
microorganismo v las condiciones medic ambientales en due se
crece.

€) crecimiento de Cidicdendron tenuissipum expresado en

porcentajes tomando como 100% el crecimiento en glucosa. se
muestra en la tabla 15. La cepa 63-8 tienm un mejor crecimiento

en los monosAdcaridos fructosas oalactosa v glucosa en los



disacAdridos maltosa. v sacarosas utiliza ooco el glicerols la
xilosa y no crece en acetato de sodio. citratos. lactosa vy
almidén. La cepa UV-153 al igual gue la cepa 63-B nmuestra
buen crecimiento en glucosa. aungue crece mencs que la 63-8
utiliza bien la fructosa. la galactosa. la maltosa, la sacarcsa vy
el glicerol. La xilosa la utiliza mejor gue la &3-8 v al igual
que ella no crece en acetato de sodio. citrato. lactosa v
almiddn. Estos resultados coinciden con los reportades por
Dickinson« quien trabajdé con una cepa de Qidiodendron arjiseum;
éste. al igual que nuestroc hongo utiliza fructesa. glucosa.
galactosa. sacarosa v maltosas. no utiliza citrato v. a diferencia
de nuestros resultados. reporta la utilizacidn del almidén por
esta especie (42). En la fig. 24 s=e muestran las vias
metabdlicas donde entrarian come sustrato las fuentes de carbono
utilizadas.

En cuanto a 1la produccidn de antibidtico se ve
claramente que en los monosécaridos v disacéridos utilizados por
las cepas 63-8 y UV-153 hav produccidén de antibidtico. excepto en
xilosa donde a pesar de haber buen crecimiento (Tabla 15) no
hay produccién de antibidtico. E1 hecho de que con la pentosa
xilosa el hongo hava crecido v no produzca antibidtice. podria
sugerir que sélo con fuentes de carbono que intervienen
directamente en la via de la glucdlisis hav produccion de
antibidtico (Fig. 24).

Para terminar con la discusién. gquisiera comentar el
significado de sobreproduccidn ¢ produccidén excesiva de un

metabolito. Respecto a esto Calam propone que si se asume gue la
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produccidn es bajas p.e. 0.1 g por litro o menos. vy la mutante da
a-10 =] por litro puede considerarse sobreproductora.

También hay que considerar que el rendimiento de
producto depende del tipo de fermentacién, Calam menciona que
hay dos tipos de fermentacién para producir metabol itos
secundarios. El primero de ellos lo constituyen los sistemas
usados en investigacidn donde el crecimiento es bajo (8-1% ¢
células por litro) v la formacidén de producto es del orden de
0.5-1.0 g opor litro v el segundos los sistemas {industriales.
donde el crecimiento es de 30~50 g por litro vy 5-1% g de producto
por litro ¢ mucho mas (60).

Para la obtencién de nuestra mutante se utilizd
fermentacidn de superficlie. no hubo aumento en e! crecimiento
porque el crecimiento depende de la superficie de]l frasco da
fermentacidn aque ase utilice. Sin embargo como va se menciond hubo
aumento en la actividad antibidtica en los extractos obtenidos de
la cepa mutante UV-1593; este aumento expresado como porcentaje de
las unidades totales corresponde a un 440 % (4.4 veces).
tomando como referencia la cepa que se utilizé para la
mutagénesis. la 463-8. Este aumento en la produccién. si Jo
comparamos con otros trabajos donde se obtuvieron mutantes con
una produccidén mavor de ciertc metabolito.s [ 1] bastante
satisfactorio. Eiemplos de aumento en los rendimientos
utilizando mutantes mejoradas se dan a continuacién: Kurushima
(1972)« obtiene mutante con luz wultravioleta de Aspergillus
gippamomeys aque exhiben aumentos de & veces en produccidn de

al-amilasa (87). Okanishi (1970) obtiene una cepa mutante de

0



Candjda utilis aumenta su contenido de metionina oroteica en un
24% (63). La produccién del Acido orodnico mds importante es la
del 4cido citricos el organismo mé&s frecuentemente utilizado para
su oroduccion es Agpergillus piger. Seichertova (194%9) presente
resultados de pruebas de fermentacién con las 45 mutantes mas
activas inducidas por irradiacién con luz ultravioleta de 4 cepas
de A, pniger. Los maximos mejoramientos en rendimientos fueron del
11% para unas vy 184 para otras (27). Elander (1973) describe la
linea de mejoramiento de cepas Wyeth de Pepicillium chryscoenum
derivadas de la Wisconsin Q176 con luz ultravioleta: metil-bis-(-
p-cloroetil amtna CNM) y diepoxibutano. Todas las cepas muestan
capacidad progresiva para sintetizar penicilina G
(benz&lpeniciliné) v penicilina V (fenoximetilpenicilina) vy
reportc un mejoramiento de 25 veces en la produccién de
penicilina G con raspecto a la @176 (29).

Asi. se logrd mejorar la produccién del antibidtico en
estudio. v désta se puede mejorar aun mas si la cepa se
somete a a mAs tratamientos mutagénicos o bien se implementa la

fermentacidén sumergida.
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7.

CONCLUSIONES:

Por mutagénesis con luz ultravioleta se obtuvd la cepa UV-153.
que tiene un aumento en la produccidn de antibidtico de 440 %

con respecto a su progenitora. cepa 63-8.

En la produccidn del antibidtico no se encontraron evidencias

que apoven la probable participacién de un plésmido.

La produccién del antibidtico se inicia con el crecimiento del
hongo . {a maxima actividad antibidtica se alcanza mas

rdpidamente dentro de micelio. gue en el medio de cultivo.

La mayor parte de antibidtico se encuentra dentro del micelio

v es poco lo que se excreta al medio.

LLas cepas de Qjdicodendron tenuissimum utilizan como fuente de
carbono Qlucosa. fructosa. galactosa. sacarosa. maltosa.
glicerol v xilosa vy producen antibidtico en todas las fuentes

de carbono gue utiliza exceptoc en xilosa.
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