
//2b / 
J. 

UNNrn~ID~O N~CIONU ~UTONOM~ DE MEXIC( p 
FACULTAD DE MEDICINA 

SELECCION Y MEJORAMIENTO DE CEPAS DE 
Oitliodendron tenuissimum PRODUCTORAS 

DE ANTIBIOTICO 

T E s 1 s 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE: 

MAESTRA EN CIENCIAS BIOMEDICAS 
(BIOQUIMICA) 

PRESENTA: 

ARGUELLES SANCHEZ MA. ESTHER MURIEL 

1990 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



INDICE: 

1. RESUMEN 

2. INTRODUCCIDN •••••••••••••••••••••••••••••••••••• '.•••••••••• 2 
i:.1. Antecedentes hi!Stóri..:os ••••••••••••••••••••••••••• ·~.·.-.·~· •• ·2 
2.2. Metabolismo secundario ••••••••••••••••••••··-·••••:~- ••••• ~ 5 
2.3. Antibiótico!! como producto!S del metabolismo swcUn-da.rio-~\. 8 
e.4. Genética de antibióticos ••••••••••••••••••••••; •• '; •• ;.',,' 9 
2.5. FuentH de antibiótico• ··········••••••••••••-'•;'; ••••••• 11, 
e.6. Clnificación de antibióticos ••••••••••••• ~ ••••• d';;;:'i,le 
2.7. Mecanismos para el mejoramientos de cePas·.-••• •• •.• ~·~··.--;--.~;-.\.13-" 
2.8. Antecedentes del proyecto ••••••••••••••••••••• ;.¡,··, .• --;-•• -;~~~~ 17 
2 .B .1. Ta::onoml a de Qü!1Q.d~ogc.Q.!l !!!!l\!l§:iÍ.!!!Y!!l" ••••• ;';~,,; /¡; .;'h ¡ 7,' 
e.e.e. Reportes de la producción de antibióticos por el',género 

lli!H!l!l!!DE!!:eo •••••••••••••••••••••••••••••••• ; ; • ; ; •• ,_. ••• 20 
2.8.3. Estudio~ previos realiz•dos en el laboratorio •••••••••• 21·-

3. OBJETIVOS •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• º; .•• •" .23 

4. MATERIAL V METODOS •••••••••••••••••••••••••••••• , •••••• • •• ;24 

4.1. Material biológlco ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 24 
4.2. Preparación de medios de cultivo y amortiguadores •••••••• e4 
4.3. Obtención de cepas provenientes de un solo clon •••••••••• 25 
4.4. Bioensayo para evaluar y seleccionar las cepas 

productoras de antJ.biótico ••••••••••••••••••••••••••••••• 27 
4.5. Preparación de suspensión de esporas ••••••••••••••••••••• 29 
4.6. Evaluación de la presencia de un plásmido en la 

producción del antibiótico ••••••••••••••••••••••••••••••• 29 
4.6.l. Tratamiento con bromuro de etidio y acriflavina •••••••• 29 
4.6.2. Obtención de ADN total de cepas de lli!CDYil~imY!!l•••••••30 
4.7. EHtracclón de antiblótico •••••••••••••••••••••••••••••••• 31 
4.B. Evaluación cuantitativa de la actividad antiblótlca •••••• 32 
4.9. Muta11énesls con luz ultravioleta ••••••••••• , ••••••••••••• 32 
4.10. Mutag@nesis con etil metano sulfonato (EMS) ••••••••••••• 34 
4.11. Mutag•nesis con N-metil-n-nitro-nitrosoguanidina •••••••• 3~ 
4.12. Determinación de la estabilidad de producción de 

antibiótico ••••••••••••••••••••••••• , ••• , •••••••••• , •••• 36 
4.13. Evaluación de la• características d• crecimiento y 

producción de antibiótico e trav•s d•l tlempo ••••••••••• 37 
4.14. MorfoloQía colonial de las clonas sel•ccionas de 

o. tenuiasimum en diferentes fu~ntea de carbono ••••••••• 37 
4.15. Crecimiento y producción de antibiótico en di~erentes 

fuentes de carbono •••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 38 

5. RESULTADOS •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• , ••• 39 
5.1. Obtención de cepas provenientes de un solo clon •••••••••• 39 
5.2. Evaluac\6n de la presencia de una pl6smido en la 

producción de antibiótico •••••••••••••••••••••••••••••••• 40 
5.3. Obtención de la mutante UV-1~3 ••••••••••••••••••••••••••• 46 
5.4. Evaluación cuantitativ5 de la producción de antibiótico 

en las difernetes cepas obtenidas •••••••••••••••••••••••• 53 



5.5. Evaluación de las características de crecimiento v 
producción de antibiótico con el tiempo •••••••••• : •••••.• 61 

5.5.1. Curvas de crecimiento ••••••••••••••••••••••••••••••.••• 62 
5.5.2. Curva5 de pH •••••••••••••••.•••••••••••••••••••••••.••• 62 
5.5.3. Curvas de cinéticas de producción de antibiótico ••••••• 65 
5.6. Morfología colonial de las cepas seleccionadas de 

QA !~D~!~~im~m en diferentes fuentes de carbono ••••••••••• 68, 
5.?. Crecimiento v oroducción de antibiótico de las cecas de 

Q& !~aY1~~1m~~ seleccionadae ••••••••••••••••••••• ~ •••••• ~.68 
5.7.1. Producción de antibiótico en diferentes fuentes de 

carbono ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 72 

6. D!SCUSION ••••••• •••• •••••••• , •• •••• ...... '• ,}, .. ; ..... ;;-,;;·; ,75 

7. CONCLUSIONES ••• ,.,,,,.,.,.,., ••• ,.,., ••• , •••••••••••••• ,.,,. ,92 

8. B!BLIOGRAFIA.,,.,,, •••• ,,.,.,.,,, ••• ,,,,,,, •• ,, •• ,-_., ••• , •••• 93 



!. RESUMEN: 

Se aisló una cepa productora de antibiótico que se 

identificC• como Q1QiQ9~JJ9!:QD .!:~D!:!l~!:iiC!!!:!Q!• Este antibiótico tiene 

importancia por su acción contra levaduras y hongos filamentosos 

patógenos para el hombre. Uno de los objetivos del proyecto fu~ 

la obtención de una mutante hiperproductora del antibiótico. 

Se probaron 501 conidias individuales aisladas por 

micromanipulación y se seleccionó la clona que presentó un mayor 

halo de inhibición de la levadura ªª~~Q~c~m~~€~ ~~t~~i~!~€· 

Debido a que la población fué heterogénea en la 

producción del antibiótico se sospechó la presenci• de un 

pUsmldo o "" la 

producción del mismo. Para demostrar esto se trató al hongo con 

drogas que curan plAsmidos en bacteriactales. como el bromuro de 

etidio y la acr1flavina y se aislo AON total para detectarlo. Sin 

embargo ne• se hallaron evidencias de •xistencia. 

Con el fin de obtener cepas hiperproductoras se 

mutaqenizO la cepa 63-8 con luz ultravioleta, EMS y NMG. Por 

bioensayo se selecciono la cepa UV-153 y por titulación se 

cuantificó la producción de antibiótico en el medio de cultivo, 

el micelio y el total. l• cepa mutante •um•ntó •u producción 

total en un 440% con respecto a su pro9enitora. 

Por otro lado se estudió el efecto de la ~uente de 

carbono en la morfoloQía colonial, crecimiento y producción de 

antibiótico de las cepas seleccsonad•s. 



2. INTRODUCCION 

2.1. ANTECEDENTES HISTORICOS. 

El concepto de que sustancias derivadas de un 

microorganismo vivo pueden matar a otro (antibiótico> es casi tan 

antiQUO como la misma ciencia microbiológica. MAs aónt la 

aplicación de la terapéutica antibiótica, sin saber que era tal, 

•• mucho m49 antloua. Los chinos ya conocían, hace más de 2500 

años las propiedades terap~utic•s de la cascara enmohecida de la 

moya aplicada a carbuncos, furúnculos e infecciones similares, y 

us•b•n este material como tratamiento estandar de estos 

trastornos. Durante muchos siglos la literatura médica ha 

ofrecido descripciones de efectos benéficos de la aplicación 

de tierra y diversos vegetales a las infecciones en su mayoría 

prob•blemente 

antibióticos. 

fuente de mohos y bacterias formadores 

Los primeros investigadores que reconocieron 

de 

la 

potencialidad de los microoro•nismos como aventes terap•uticos 

fueron Pasteur y Joubert, que registraron sus observaciones 

y conjetur•• en 18?7. Dichos autore• comentaron que la vida 

d•struye • la vida entre las •spectes inferiore•, m4s que en los 

animales y veoetales superior••• y llegaron.• la conclusión de 

quelo• bacilos del ~ntrax pod,an administrarse al animal •n gran 

n~mero sin enfermarlo, siempre que se le dieran al mismo 

tl...,,o bacterias ordinarias. !ll. 

El desarrollo cientlfico de finales del siglo XIX y la 
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primera mitad del XX sentó las bases de un crecimiento 

industrial, a través del cual los microorganismos darian al 

hombre antibióticos, vacunas y complementos alimenticios. 

Un descubrimiento importante se hizo en 1896, cuando 

Ernest A. Clement Duchense, estudiante franc9s de medicina de 21 

aRos de edad, demowtró claramente la acción antib•ct•riana del 

hongo E@D1&il!iYID• Cultivó e1oi&1111Ym y transfirió bacterias de 

~l~bcci,bia 'Qli al honQo. A las poca• horas descubrió qua la 

bacteria había sido aniquilada. Sabiendo lo que esto podia 

implicar, inoculó cultivos virulentos bacterianos a ratones de 

laboratorio y a la mitad de ellos le inyectó caldo nutritivo en 

el que había crecido el hongo. Al día siguiente, los animaleg que 

h•bia inyectado con el caldo estaban sanos y lo• no inyectados 

habían muerto. Un año deapu@s Duchense publicó sua 

investigaciones, bajo el títuloa "Contribución al estudio d• 

la lucha por la &Mistencia en los microorganismos1 antagonismo 

•ntre hongos y nticrobios 11 <2>. 

ecai&illiYm volvió a llamar la atención en 1928, cuando 

Ale•ander Flemlng trabajaba con cultivo• de ~~IRb~lQ'Q''UI 

!Y!IYI y un hongo del Q~nero EI01~!111Ym contaminó una de au• 

cajas. Al poco tiempo observó una zon• cl•r• donde habían 

d•9aparecido las bacterias. Fleming cultivó al honoo e hizo un 

eKtracto de 61, al cual llamó penicilina. En 1939, ErneBt Borla 

Chain y Ho~•rd Florey aislaron la penicilina y atribuyeron el 

origen de su trabajo a la observación que hizo FleminQ. Por ello 

en 1945 los tres recibieron el Premio Nobel de Fisiología y 

Medicina. 
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Durante la Segunda Guerra Mundial, la producción de 

penicilina que se llevaba a cabo en Inglaterra era insuficiente 

para atend@r las herida5 contaminadas de los combatlente5f por 

ello, en 1941 Florey y Chaln pidieron ayuda a la Industria 

química de los Estados Unidos. 

La oran efic•cia d• le penicilina hizo que se iniciara 

un e•tudio eMtenso en bu•c• de otro• antibióticos. En 1944, 

Waksman y colaborador••• trabajando •n un labor.torio dedicado al 

estudio de la mlcrobiolo9ía del suelo, descubrieron la 

estreptomicina (producida por Stt~et~m~k~~ Qti~~~~>, antibiótico 

que permitió extender la quimioterapia al bacilo tuberculoso, a•i 

como a otro~ organismos oram negativos. El mismo QrUpo había 

aislado con anterioridad • la actlnomlcin•, que fue el primero de 

una serle de antibióticos obtenidos de los ••treptomicetos. Este 

antibiótico se rech•zó a causa de su toKicidad (3). 

divide la hl•torla de lo• antibiótico• 

•n tres periodo•. El primero de ello• •• •it~a alr•dedor d• 1940 

y se caracteriza por un desarrollo lento y acumulativo de 

observaciones b6sicas, así como alounos d•scubrimi•ntos 

fundamentales. La utilización terap•utlca de la p•nlcilina y el 

comienzo del an6liais sistem6tico de actlnomic•tos constituyen la 

"Era de Oro 11 de los antibióticos. El ••Qundo periodo se 

caracteriza por descubrimientos fund•mental••• resultado de la 

intensa b~squeda de nuevos antibióticos durante los l~ a 20 aRos 

•igulent••· En 1960 la •ltuaclón cambia, la• d•manda• 

terap6utlca• bajan y •I periodo ••P•ctacular y din6mlco en la 

bú•queda de antibiótico• finaliza y adqul•r•n Importancia en •l 
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desarrollo de la• ciencias bá5icas, principalmente en la 

bioquimica y le microbioloQia, y en menor escala en la química 

org6nica y en la farmacología. Tambi9n tienen una influencia 

d•clsiva •n la biolooía molecular y se han utilizado para 

•nt•nd•r las int•racciones hormona-receptor a nh•el molecular. 

Col'O inhibidores especifico• los entibióticos son cada vez mAs 

utilizados •n lnve•tioación bioquímicas dentro de 9stos Be 

encuentran •Q•nte• citot6Kicos (p.e. citocalasina, actinomicina>, 

lnhlbidor•• ••peclficos d• la slnt•sis de AON, ARN y de las 

proteína• Cp.e. cloranfenicol, rifampicina y puromicina), 

inhlbidor•• d• la cadena transportadora de electrones (p.e. la 

oltoo•iclna y la antlmicina), sustancias que afectan •l 

tran•porte de cationes a trav6s de la membrana celular Cp.e. 

vallnomiclna,, dianl!fnicina, nonactina y ahmeticinal ( 4 ), 

e.e. 11ETABOLISl10 SECUNDARIO 

dos tipos de metabolismo, 

primario y el •ecundario1 El primero •• refiere a la sintesis 

.. teri•l•• ••encieles para •l crecimiento de los oroanismos, como 

son lo• .. 1no6cidos, lo• •ctdos nucleicos, carbohidratos, 

lipido•• co•nzi•••• etc., y la• vías son semejantes en la mayoría 

d• los mlcrooroani•~o•I los gen•• involucrados •e han conservado 

durant• la •volución. Por otro lado, existen una variedad de vias 

bloqull1icas caract•ristlcas d• unas pocas especies 

oroanl•J10a. Esta• vía• •e conoc•n co•o "ni•tabolismo secundario" 

y los co-s>u••tos formados son llamados "metabolitos 9ecundarios 11 1 
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este término lo introdujo Foster en 1949 y lo amplió Bu'Lock 

en 19bl (Sl. 

biológico de 

Hay 

la 

diferentes Dpiniones sobre el significado 

producción de metabolito~ secundario• <b>. 

Hutter menciona que lo• diferentes conceptos no se excluyen o 

contradicen entr• ellos. Quimicamente los metabolitos 

secundarios son muy diversos y la mayoría de ellos tienen pesos 

moleculare• relativamente bajo•. <Ver tabla No. l> <?>. A 

continuación se exponen alounoe conceptos comúnmente atribuidos • 

metabolismo secundarios 

- Los producto9 secundarios se sinteti2an en la idiofase. 

El metabolismo secundario se relaciona con el crecimiento y es 

parte del proceso de maduración normal de los microorganismos 

investioados. 

El metabolismo s•cundarto se relaciona con la diferenciación. 

Como consecuencia de la limitación de nutrientus, el flujo del 

~etabolismo cambia. 

Ellos operan como mecanismos re;ulatorios. 

- Los metabolitos s•cundarios son mol•culas regulatorias que 

•irven para adaptarse a cambios medioambientales. 

- "ºl•cul•• ••p..:,fic•• regulan •I ••tabolismo ••cundario 

- Sirve para mantener los mecanismo• de multiplicación celular 

cuando 6sta no es tan prolongad•. 

El metaboli•~o secundario jue;a un papel importante en la 

evolución. 

Controla la proliferación de otros organismos. 

- Los metabolitos secundarios son hormonas que comunican 
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células y colonias. 

Es el re!lultado de la actividad de enzimas del metaboli!lmD 

intermediario que actüan !lobre pozas concentrada!! de 

metabolitos primarios, que re!lultan cuando el crecimiento no 

fue el adecuado debido a la insuficiencia de nutrientes. 

El metabolismo secundario e!I un proceso de detoxificación (8). 

TABLA NO. l. TIPOS DE CD11PUESTOS ORGANICOS QUE SE ENCUENTRAN 

EN 11ETABDLITOS SECUNDARIOS, 

Aminoazücare!I Lactona!i Pironat1 

Antocianina!S 11acrólidos Pirro les 

Antraquinonas Naftalenos Pirrolinu 

Aziridinas Naftoquinonas Pirrolizinas 

Benzoquinonas Nucleósidos Quinolinas 

Cumarinas Oligopl!!ptidos Quinolinolas 

Diazinas Fenazin•B Quinon•s 

Epóxidos Fenoxazinonas Saliclhto" 

Alcaloides del ergot Ftaldehldos Terpenoides 

Flavonoides Piperazin•• Tetraciclinas 

Glutaramidas Polieti leno• Acidos tetrónicos 

Glicó•idos Polieno!I TriazinaB 

Hidr~xi laminas Pirazina!I Tropo Iones 

Derivado!I del indol PiridinH 

7 



Mientras que algunos aspectos del metabolismo secundario 

son relativamente conocidos, su química y su bioquímica son 

oscuras y es poco lo que se sabe sobre el mecanismo de acción 

de la mayoria de los procesos regulatorios y las vias moleculares 

que integran su bioeintesis dentro del programa de diferenciación 

y desarrollo. 

2.3. ANTIBIOTICOS COMO PRODUCTOS DEL METABOLISMO SECUNDARIO 

Los antibióticos se definen como sustancias producidas 

por microorganismos vivos que en baja5 concentraciones inhiben el 

crecimiento de otros microorganismos <?>. 

Durante su ciclo de vida normal, un organismo crece en 

un medio de cultivo apropiado hasta que produce el mAY.imo número 

de c&lulas que se pueden formar bajo estas condiciones. La 

limitación en el crecimiento puede deberse a una di9minución en 

el •uministro de oxioeno, la fuente de carbono u otros factores 

nutricionale• o ambientales. Une vez que el cultivo detiene su 

crecimiento, entra en la fase estacionaria seguida por la muerte 

o alternativamente, por la formación de esporas. Generalmente e5 

en ••t• etapa (despu~ que la• c6lulaa han dejado de dividirael, 

cuando 9e inicia la producción de los metabolito5 secundarioe, la 

qu• continua por ci•rto tiempo, que puede ser m6s largo o mAs 

corto que el periodo activo de crecimiento del cultivo. 

Se pueden distingir dos fases metabólicas1 la anabólica 

y la catabólica. A traves del tiempo estas fases recibieron otros 
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nombres que caracterizan a 109 procesos metabólicos en los 

hongo5. En 1965, Bu'Lock y Powell introdujeron loa termines 

trofofase, cuando el crecimiento micelial o celular ocurre a 

través del metabolimmo primario, e idiofase cuando el 

crecimiento se vuelv• mas lento o termina y las via5 d•l 

metabolismo secundario comienzan a operar¡ ein •mbargo, en el año 

de 197~ el mi5mo autor considera que esto •B una simplificación. 

eorrow (19b4> propone las fas•• de crecimiento balanceado y fase 

de almacenamiento, pero tambien menciona otra5 faees que son 

de transición, de mantenimiento y terminal (8). 

e.4. GENETICA DE ANTIBIOTICOS 

El metabolismo secundario estA controlado por su propio 

material genético y gran parte del genoma puede estar involucrado 

en la formación del producto secundario. A•i, la mutación de 

o•n•s estructural•• usualmente inactiva la• •nzimas metabólicas 

secundarias por alt•ración de la ••cuencta de aminoAcidos. En 

eucariotes los oene• estructural•• que codifican enzimas 

normalmente •• localizan en el oeno~a nuclear. Se •abe que ni el 

ADN d• pl6stido• ni •I d• mitocondri• codif iqu•n par• enzi••• 

d•l metabolismo •ecundario. Sin embAr;o, en alounos procariotes 

•e ha encontrado que los Q•n•• estructurales d• alQunas vias 

metabólicas •ecundarias que re~id•n en pl••midos <S>. Estoe eon 

elemento• autónomo• que •Misten en •l ~~noma de la c•lula como 

unidades •Mtracromosomal••· Los pl6smido• son mot•culas de ADN 

circular que 5e replican por 9{ mi•mos y se mantienen en la 
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c~lula en un número estable de copias (9). 

Los pl~smidos pueden perderse espontáneamente de las 

cepas que los tienen y esta p~rdida puede incrementarse por 

ci•rtos tratamientos llamados curantes, incluyendo el uso de 

color•ntes tnt•rcalantes como la acridina o el bromuro de etidio, 

la rif•mpicin•, la luz ultravioleta o agentes tensoactivos. Lo& 

plasmldos v•r&an •n la posibilidad de ser curados (10-l?l. 

Entre lo• reportes de pl,smidos involucrados en la 

síntesis de antibiótico se encuentra el del pl4smido "sexual 

SCPl" de e1C~G1Qm~~~I ~e~li~QlQCI el cual lleva 4 o 5 genes 

estructurales para la producción del antibiótico metilenomicina 

A (18-191. 

Por otro lado, existen ev1dencias sobre un plásmido 

involucrado en la biosíntesis de cloranfenicol ya que esta se 

altera después de tratamiento con anaranjado de acridina, 

probabl•mente por su acción mobr• la producción de la 

•ril•mlnoslntetas• codificada •n un pl6•mido <20l. 

Exi•ten pruebas de la p•rticip•cidn d• un plasmldo 

•n la síntesis del macrólido turimicina cuando las cepas 

d•J•n d• producirlo, despu6• de un tratamiento con anaranjado de 

•crldln• o bromuro d• •tidlo (21l. T•lllll6n hay •vldencl•• d• l• 

••l•t•ncl• d• dlf•rentes P•rfll•• de ADN •n gr•di•ntes de 

centrifuoacidn entre cep•• productora• y no productora9 <21>. 

~!rRe~2m~'@! ~!~Y9!rDl1! pierde l• capacidad de producir 

ka•uo•micina o aureomicin• despufs de tratamientos con anaranjado 

de acridina o temperaturas altas, pero no se han obtenido 

evidencias genftica• o físicas concluyentes. Lo mismo 5ucede 
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con la producción de oMitetraciclina en §~r~elem~s~~ t!mQ~Y~ 

después del tratamiento con anaranjado de acridina <22). 

2.5. FUENTES DE ANTIBIOTICOS. 

Las principales fuentes de antibiótico& microbianos son 

los actinomicetos, las bacterias y los honQOB microscópicos. 

Los actinomiceto• son un Qrupo ónico en cuanto al nómero 

y diversidad de antibióticos que producen. Berdy (1974> reporta 

mas de 1950 compuestos de §IccaIQm~~@~' incluyendo cloranf~nicol, 

eritromicina, kanamicina, neomicina, novobiocina, estreptomicina 

y tetraciclinaJ esto refleja la facilidad de aislamiento de 

antibióticos a partir de estreptomicetes. M4s recientemente, han 

surgido como productores de antibióticos importantes. especies de 

(rifampicina, ristocetina> V 

(Qentamicina, sisomicina>. 

B•rdy <1974> adjudic• •otra• b•ctari•s l• producción 

de 360 antibióticos, lo• cual•• son sint•tizados por un Qran 

n~m•ro d• Qrupo• taxonómicos. Sin •mbargo, los bacilos producen 

cerca de la mitad del total, mientra• que e11YdQm20ll una cuarta 

part•. El Qen•ro &l~illYI •• el mA• lmportant• co ... rclalmant~, ya 

que casi todo• los antibiótico• pept!dico• lin•ales o c!clico• 

los produc•n miembros de ••te Q~n•ro1 ei RCl~i• (Qramicidina s V 

gramicidlna A lineal, tirocidina y ede!naa>, ~A li~bro!!Qcmil 

(bacitracina), ~A SQ!il!iDYI <colistina), V ei !Ybii!iR 

<micobacilina> <4>. 

El primer antibiótico importante, lA penicilina, es 
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producido por hongos 

01gccgll!Yg, de la 

filamentosos. Los géneros Egni~illi~m Y 

familia Aspergillaceae, producen la gran 

mayoría de los antibióticos provenientes de hongos aunque 

recientemente se han descrito nuevos compuestos con actividad 

antibiótica a partir de otros Monlllales (4), 

2.6, CLASIFICACION DE ANTlBIOTICOS. 

La clasificación de los antibiOticos se propuso con base 

en su l> origen, 2) bio~íntesis, 3) 9$pectro de actividad, 4> 

mecanismo de 

propiedades 

acción, 5) propiedades fisicoquímicas, y 

químicas; sin embargo, Bérdy menciona que 

6) 

la 

estructura química es la ónica propiedad que no es ambigua y que 

a traves de la misma se determinan las propiedades físicas, 

químicas, microbiológicas. farmacológicas y finalmente clínicas 

(4). 
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TABLA NO. 2 CLASIFICAC!ON DE ANTIBIOT!COS DE 
ACUERDO A SU ESTRUCTURA QU!HICA C4l. 

1) Antibióticos que contienen carbohidrato. 

21 Antibióticos lact4mlco• con un anillo de lactona 

macrocicl1co <anillo que contiene m'• de ocho 

miembros). 

3) Esqueletos de quinon• e o semejante • qulnona) 

4) Amino•cldo• <antibióticos peptLdlco•>. 

~) Sist•mas heterociclicos que contienen 

nitrógeno. 

6) Sistemas heterocíclicos que contienen owioeno. 

7> Esqueletos aliciclicos. 

B> Esqueletos aromatlcos. 

9) Cadenas allfAtlcas. 

2.7. HECANISHOS PARA EL HEJORAHIENTO DE CEPAS 

mejoremi•nto d• títulos d• producto• d• ferm•ntaclón •n 

mtcroor9anismos que son a> la ~utación, b) 1• recolllbin•ción y e> 

clonación de gen.• C23l. 

La mutación ti•ne la ventaja de la simplicidad¡ 

requiere poco• conoclmt•ntos de la g•n•tlca y flslolog!a d• 

las importantes involucradas en la biosintesis 

metabolito secundario. La mutao•nests contribuye sustancialment• 

al mejoramiento de cepas. El uso de un mut•geno en dosis 
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apropiadas son esenciales para el mejc•ramiento de la cepa. Para 

cada proce!loo muta;enico y cada organismo hay una combinac:iC::•n de 

concentración de mutAgeno, tiempo de exposición y condiciones del 

tratamiento, que producen una alta proporción de una clase de 

mutante que eobrevive al efecto del agente <e4>. Brown y Elander 

C19bb) uaaron luz ultravioleta para el mejoramiento de su cepa y 

discutieron la dosis apropiada basada en sus resultados. Se 

hallaron mutante• con t'tulos mejorados, en dosis que permitieron 

una aobrevida del 10% de la población tratada. La mayoría de las 

cepas mejoradas eHhibieron una morfologia colonial normal (25). 

Calam <1970) discutió las técnicas generales de mutag9neeis con 

luz ultravioleta, rayos x, nayom gamma y 

como la N-met.il-N-nitro-N-nitrosoguanidina 

sulfonato !261. 

agentes 

y etll 

quimicos 

metano 

La selección de mutantes mejoradas es por lo general 

m•• laboriosa que el de mutantes auxótrofas, de color o de 

mutantes resistentes a alguna droga. Muchas v•cee son necesarios 

proc•dtmientos y ••tad,sticos para una sel•cción eficiente. 

En la• tabla9 3 y 4 se mue•tran l•• caracteri•tica~ de cepas 

microbiana• mejoradas por selección y mutación <e?l. 
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TABLA N0.3. CARACTERISTICAS MICROBIANAS 
MEJORADAS POR SELECCION. 

ORGANISMO PRODUCTO CARACTER 1 STI CA 

f!l!.ll.!!Clli!l!!l!! Proteasas Rendimiento 

Otros 

Enzimas amiloliticas Rendimiento 

Alcaloides, &cido Rendimiento 
lidrQico. 

Biomasa l'torfoloo:la micel i•l • 
contenido proteico 
valor nutricional 

Tomado de John•ton ,¡975 (27> 

TABLA NO. 4. CARACTERISTICAS MEJORADAS POR MUTACION 

ORGANISMO PRODUCTO CARACTERISTICA 

fl111.11r:11.il!!!l!! kiaaamem!l!!l!! amllasas rendimiento 

e~ ai1111r: 6cldo cltrico rendimiento 

~lll.O!lll.lll.ll.Ci!!m AGC!lfilll.Di!!m cefalosporlna C rendimiento 

Er:1m11.ih!!,l!!m t!OQ~ii rlboflavlna rendimiento 

E111ar:i11m m11.oilif2r:m~ glberellna9 rendimiento 

9iberelinas proporción de componentes 

penicilina rendimiento 

Tomado de Johnston, 1975 <27). 

15 



El primer reporte de una cepa mejorada es el d1> 

EmaikilliYm GbC~52GftDYm• con un incremento en su actividad de 200 

a 3000 U/ml utilizando la cepa de Wisconsin 0176 (28). Elander 

(1'173) describe el mejoramiento de una cepa de ~~ni~i!l!Ym 

kbC~12gca~m derivada de la de Wi9consin 0176 por mutagénesis 

suc•siva con luz ultravioleta, metil-bis-(--cloroetil>amina (NM> 

y diepoxibutano (29>, logró aumentar en 23 vece5 el titulo del 

antibiótico de la cep• 0176, Dennen < 1'16'1), reporto un 

mejoramiento del titulo par• la cefalosporina C (30). También hay 

reportes del uso de mutantes afectadas en sus mecanismos 

r•Qulatorios. Luengo <1980) comparó el efecto regulatorio de 

li•ina sobre la biosintesis de penicilina en cepas de baja y 

alta productivídfd1 donde se observó que la lisina inhibe 

parcialmente la síntesis en la cepa de alta productividad y en su 

totalidad en la de baja <31-32), Otro de lo9 reporte9 es el 

referente a la síntesis da la candicidina, donde la p-

aminobenzoico sintet••• es reprimida por emino6cidos aromáticos y 

por ello Inhibe la producción del •ntlbiótico (33-34). 

M•ndelevitz <1'183) de•cribió el al•lami•nto y c•r•cteriz•clón de 

mutante• de ~iCCRiRm~~-~ kll~Yl1g•CYI re9i9tente a un an•logo 

d• la llsin• <s-<e-amlnoetll>-L-ci•t•ln•> porqu• ti•n• •fectado 

el m•canismo regulatorio a nivel de l& aspartato cinasa. Estas 

mostraron aumentos significativo• en la producciDn de 

antibióticos ,-lact•mlco• <3~). 

La reco•binación genAtica es un adjunto importante de 

la mutao•n••i• 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 título del 

producto. 

permite 

El desarrollo de técnicas de fusión de protoplastos 

recombinar propiedades en un amplia variedad de 

microorganismos. 

La clonación de oenes tiene diferentes ventajas P•ra 

sistemas altamente desarrollados, donde los f~ctores limitantes 

para el título del producto son bien entendidos. Este m9todo 

puede usarse cuando se conocen la• enzima& regulatorias. Puede 

tambi9n utilizarse en conjunto con mutag9nes1s dirigida para 

alterar la fuerza del promotor, los sitios que se unen al 

ribosoma o para modificar enzimas y eliminar algunas 

propiedades indeeeebles, como la inhibición por producto (23). 

e.a. ANTECEDENTES DEL PROYECTO. 

2.a.1. TAXONOMlA DE QiQ!Q~!Ddceo Í~DYillimYm 

En 1932 Robak describe un nuevo ;•nero de los 

hlfomlcetos llamado QiQiRQ~DdCROI en •u articulo orl;lnal •l 

refiere tres especie•• Q~ !Yl,Ym• QL 

<referido tamblen como QL '•c•1li1>. Todos fueron aislados de 

pulpa de madera almacenad• o de troncos, en la vecindad de 

aserraderos de pulpa en Norue;a. M6s tarde en un artículo de 

Melln y Nannfeldt <1934>, Robak aAade una cuarta e•pecie, 

Q~ gcil!Ym de pulpa de Suecia. Q~ fl!~Ym fue reportado por Von 

Szllvinyi <1941> aislados de suelo en Alemania y E~ti,en!a 

!~n~i§§!m~m Peck fue cambiado al genero g!s!eQcngceo por Hughes 
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<1958>. Por otro lado, Q ... i~DYi§§imYm se considera conespeclfico 

de g ... fy¡¡s;ym. 

Huo;ihe• 

crecen 

El lectotipo Q... fy¡¡~ym Robak <• Q ... t~o~ia:iimYm <P•ck> 

es una especie con conidióforo• 

verticalmente del sustrato 

o•curos 

200 micras antes 

que 

de 

ramificarse repetidamente para formar la cabeza de une hifa 

fertil. Estas hifa• se separan escas•mente por septeción 

baslpeta y lle;an a dividir•• en un ;ran número de se;mentos 

cortos. Los segmentos individuales maduro~ de l• cima dan lugar a 

conidios unicelulares semejando un Arbol diminuto <Fi;. l>. 

Un hecho interesante en el de9arrollo de CiQi2QIDdt2D 

es que la cabeza llega a ser más densa con la edad1 conforme 

madura la hlfa fertll hacia atr•9 del eje principal del 

conidiGforo, nuevos brazos se elevan inmediatamente detr&s de la 

linea de maduración (3b). 

TABLA No. 5. CLASIFICACION TAXONOMICA DE Cidi2d1odtQD 11DYillimYm· 

REINO 1 Funo;il 

DIVISION 1 Eumycota 

SUBDIVISION 1 Deuteromycotlna 

CLASE 1 Hyphomycetes 

ORDEN 1 Moniliales 

FAMILIA 1 Dematlaceae 

GENERO 1 QiQiQQIDQtQD 

ESPECIE 1 ilDYilnimYm <Peck) Hu11h•• 
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H 

Fig. t:o. 1 ~~ ~..&Jllt~· {A) Conidto1, (B~) 

Varias et•r•H en la dtf•renciactón de conidioa a partir 

de hlfas fé'rtJlu, (11) ConidiÓforo znaduro 06), 
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e.e.e. REPORTES DE LA PRODUCCION DE ANTIBIOTICOS POR EL GENERO 

Qi9i29@odc20. 

Realmente existen pocos reportes de produccción de 

antibióticos por el género Q19iQ~~D9C9D• El primero de ellos 

fue el de Michawl en 1948, donde describe la preparación, 

propiedades y actividad antibacteriana, particularmente contra 

todas las bacterias Gram positivas probadas y en menor grado 

contra ~icrooroanismos Gram nagativo5, de un producto 

metabólico no descrito, aislado de dos cepas diferentes de 

Qidi2QSOGC20 fY!~Ym• al que llamaron fucsina (37), 

Flllpello en 197b encontró actividad antibiótica en 

medios de cultivos y micelio de QiQi2dgnQCQD contra algunas 

bacterl••• como §$ªeb~!Q~Q~~Y~ ªYC@Y~• &~~b!Cibbiª ~eli• ~!bi!!Y~ 

IYb!ili~ y contra la levadura ~~D9i9! !!Qi~ªD~ (38), 

En 1981 Crawley aisló, de una cepa de Qi9ied@09CQD 

Cb2Q2QSOYm Robak, 6cldo curv!llnlco y tres nuevos metabolltos. 

Una segunda cepa de Qi9ie9@DGCQD CbQQ~Q~DYm Robak, numerada 

ACCb689, no produjo cantidades detectabl•s de lo& m•tabolltos 

mencionados anteriormente, cuando •• cultivo en l•• mismas 

condicione•, aunque se aislaron metabolitos relacionados, como 

la fucsina y la dehidrofucsina. En contraste a estos ~ltimoe, los 

metabolitos aislados de la primera cepa no muefitran actividad 

contra ~l!Qb~l~~e,,Y! !YtgY!• aunque no menciona contra qué 

microorQanismos son efectivos (39>. 

Andereen en 1983 r•portó que cepas de Qiei2d~nerea 

1rwn,11wm produclan un nu•vo antibiótico que llamó PR-1350, el 



cual mostró ser de amplio espectro en ensayos !D ~i~t2 y presentó 

actividad contra leucemia linfocitica del tipo P-388 en ratón. El 

antibiótico se aisló de una cepa de Q~ ~~YD~ª!Ym obtenida de 

una muestra de suelo que se colectó cerca de Copenhagen y se 

demostró que lo producian todas las cepas de Q~ !tYD~~!Ym 

probadas, mientras que otras especie5 de Q1Q1Q9COdtea carecian da 

esta propiedad. El producto 5ecundario tiene una mayor 

especificidad contra bacterias Gram positivas <40). En un reporte 

post•rior el mismo autor detalló los eetudios estructurales del 

antibiótico PR-1350, al cual dio el nombre de clerocidina !411. 

2.8.3, ESTUDIOS PREVIOS REALIZADOS EN EL LABORATORIO. 

El hon90 Qi9ieé~ogceo i~DYi§~imYm fue aislado por el 

Dr. Valentin Mendoza del Instituto de Fisiologia Celular de la 

UNAM a partir de cultivos de ~1~;b!tem~,I~ ;1t1~i•!~I• 

contaminados con dicho hongo
1
y clasificado por el Dr. Miguel 

Ulloa del Instituto de Biolo;la de la UNAM1 en los cultivos de la 

levadura se observó una marcada inhibición del crecimiento. Con 

ba•e en emta ob•ervación y en que la biblioorafia no reportaba 

alQ~n antibiótico producido por este hon;o, 

proyecto para el e•tudio de ••te producto. 

s• inicio un 

Actualmente se tiene una preparación parcialmente 

purificada del antibiótico, el cual tiene como caracter!sticas 

importantes ser termostable, dializable, fotorreslst•nte y 

e•table en un amplio intervalo de valores de pH. 

AdemAs se probo la actividad antibiótica contra otras 
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especies de levaduras, hongos filamentosos y bacterias, incluyendo 

algunas de interés médico. Entre las bacterias y hongos patógenos 

que inhibe estAn §!ªQh~!Q~Q~~Y~ 2Ytgy~, ~Q~~r9i~ aa!§t2i9ªª' 

~!DQ1g@ @!blb!DD• ~C~G!QbQ~~Y§ 012fecm@D§• ~iSCQ§GQCYm SªOÍ§• 

~1,C21R2CYI g~g1rYm• !ci,b2Gb~!QD mtD!l9CQRb~!I§• 

CY~CYm• !cisb2gb~!QD !QOIYC!O!• 01g1cg1!1Y~ 

ag2r2!br1H 1~b1nu11. 

!ci,beab~!eo 

fYmlQ!!Y§ Y 



3. OBJETIVOS: 

3.1. Aislar cepas naturales productoras del antibiótico y 

evaluar la actividad antibiótica y estabilidad de la 

producción, de colonias provenientes de un solo clon. 

3.2. Determinar si participa un pl•smido •n la producción del 

antibiótico. 

3.3. Obtener cepas con mayor producción de antibiótico por 

mutagenesis con agentes alquil•ntes y luz ultravioleta. 

3.4, Estudiar la ••tabllldad d• producción d•l antibiótico •n 

l•• cepas ••joradas aleladas. 

3.~. D•termlnar el efecto de la fuente de carbono en el 

crecimiento del hon90 y en el rendimiento de la producción 

del antibiótico, 



4. MATERIAL Y METODOS1 

4.1. MATERIAL BIOLOGICO: 

- Cepa de 21,~b1c2m~~~~ '~C~~i~il~ D3ll-3A. Proporcionó el Dr. 

J•mes R. Hattoon. Universidad de Colorado. Colorado Springs. 

Co. 

- Cepa de QiRieg~DRC2D ~~DYi~~imYm . Aislada en el laboratorio de 

la Dra. A. Brunner por V. Mendoza del Instituto de Fisiología 

Celular y clasificado por el Dr. M. Ulloa del Instituto de 

Bioloc;¡!a, UNAM. 

UNIDAD .DE ANTI!llOTICO. Se define como la cantidad en mg 

de eHtracto crudo que inhiben el 50% de crecimiento determinado 

en peso seco de la cepa 21;,bac~m~,~~ '~C~~i~ili D311-3A. Cuando 

esta se encuentra en la fase de crecimiento logaritmico en medio 

VPDlel a 30 C. 

4,e, PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO V AMORTIGUADORES. 

Madi o con glucosa al 4%, YPDl4l. 

- Paptona d• c;i•latlna " 
- E>etracto de levadura " 
- Glucosa 4 % 

- Ac;¡ar <madi o sólido! e ll 
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Medio con glucosa al er. ' YPO<e>, 

- Peptona de gelatina X 

- Extracto de leva.dure r. 
- Glucosa e X 

- Agar (medio sólido) e r. 

Medio de carbohidrato•. 

- Peptone de ;elatin• % 

- EHtracto de levadura ~ 

- Fuente d• carbono. 

La concentr•ciOn de fuente de carbono que we adicionó 

fu~ en relación al número de carbonos de la mol•cula 

de cada uno de ellos. 

- Agar <m•dlo •ólldol e X 

FUENTES DE CARBONO UTILIZADAS 

Ac•tato d• •odio 0.66 M 

Gllc•rol 0.44 M 

Xllo•• o.e6 M 

Citrato O.ee M 

Fructo•a o.ee M 
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GalactoH 

Glucosa 

L•ctosa 

Maltosa 

Sacaro•• 

o.ee M 

o.ee M 

0,11 M 

0.11 M 

0.11 M 



AMORTIGUADOR DE FOSFATOS, 50 mM pH 7.0. 

- Fosfato monobAsico de potasio 

- Fo•fato dib6sico de potasio 

- Agua deatilada c.b.p. 

e.6e g. 

7.00 g. 

1000 mi. 

AMORTIGUADOR CITRATO-FOSFATO ESTERIL. (O.e M. -0.l M pH 7.7) 

- Fosfato dib••ico de aodio o.e moles 

- Acido cltrico O.l mole• 

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

Diauelva o.e moles de foafato dib6aico de sodio y 0.1 

mole• de acido citrico en li9eramente menos de un litro de 

agua. Ajuste a pH 7.7 con hidró•ido de sodio <se requieren 

aproximadamente 30 ml de 10 M>. Afore a un volUmen final de un 

litro. 

SOLUCION PATRON N-nitro-N-metil-N-nitroaoguanidina <eO~g/ml>. 

Disuelva 5 mg de NMG en eso mi de amortiguador de 

fo•fato citrato est•ril. Debe preparar•• inmediatamente antes de 

su uao. 

4.3. OBTENClON DE CEPAS PROVENIENTES DE UN SOLO CLON. 

El hongo se cultivó en medio liquido de YPD<4), durante 

28 di•• a e~ e, al termino de este tiempo se hizo una suspensión 
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de esporas en 10 ml de agua destilada estéril; se colocó una 

asada de esta suspensión en un soporte de agarosa al 2% 9e 

puso en la cámara de disección y se realizó la separación de 

esporas en un e5tereomicroscopio con el objetivo de 20x. Las 

esporas separadas en el soporte de agaro9a se transfirieron a una 

caja de Petri con medio sólido de VPD<4> y se incubó hasta la 

aparición de crecimiento puntiforme, que indica que la espora 

aislada v•r~inó. Se separó cada colonia, me colocó 

individu•lmente en medio VPD<4> y •• probó la actividad 

antibiótica por bloensayo a los 28 d!as ( Ver Flo. 2>. 

4.4. BIOENSAVO PARA EVALUAR V SELECCIONAR LAS CEPAS PRODUCTORAS 

DE ANTIBIOTICO. 

Este me todo se ha utilizado par• detectar el 

mejoramiento en rendimientos por incremento en el di6metro de la 

zon• de inhibición contra un organismo sensible, aunque tiene el 

inconveniente de que muchas veces no se logra visualizar 

claramente un aumento •n el rendimiento aún cuando ~ste •• 

duplique <421. 

En cada una de las caJ•• que contenia una colonia 

proveniente de una sola espora, crecidas en medio VPD(4) a 25 C 

durante 28 dias de cultivo, se sembró utili:ando una varilla de 

vidrio un c•sped de ~e;~b!tem~~I• 'ltl~ilill D311-3A <1.5 

millones de c•lulaB en o.e mll sensible al antibiótico. Se incubó 

a 30°C y 5e hizo la lectura a 1•9 24 y 48 horas. El r•sultado se 

reportó en cm de diAmetro del halo de inhibición. 
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FIG.No.2 DISECCION DE ESPORAS 

SUl'ENSION DE ESPORAS 

l 
MUESTRA .... , 

AGAROSA 
1 SOPORTE DE 

l 
11 ·I 11 

SOPORTE DE 
AGAllOSA 

CAMAllA DE 9EPAllAOON 

j 
~~EL 

1 
o~~ 
/ 11 • PllUEIA LA ACTMDAI> 

ANTBIOTICA 

• cr®Ci:I · .. · CIO ~ 
Yl'D(4) 

E ~.o 
SEMRACION DE COLONIAS 
A CAJAS llOVIDUALES DE 

YPD (4) 

Fig. No. 2, Sep.raciDn de esporas. (A) S1 aplica una muestra de la auapenaión de Hpora1 
en agaroH, (B) La a¡aroaa u coloca en la cimar a de separación, (C), Separación de upo­
raa al micro1copio. (D-E) La agaro11 11 tran1f1ere a medio de YPD(4), (F), Separación de 
coloniu indfvidualu a YrD(4), (C) .se prueba la actividad 1ntibióttc1. 
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4.5. PREPARACIDN DE SUSPENSIDN DE ESPORAS. 

Un cultivo de Q~ t~OY!~aimYm crecido durante 28 días a 

2~• C en VPD<'+> se homogenizó por agitación y !5e filtró a través 

de lana de vidrio para separar los restos miceliales. Todas las 

manipulaciones we hicieron asepticamente y con equipo estéril. A 

la suspensión se le determinó el nUmero de esporas por ml en una 

c6mara de Neubauer <42). 

4.6. EVALUACIDN DE LA PRESENCIA DE UN PLASMIDD EN LA PRDDUCCIDN 

DEL ANTIBIOTICO. 

4.6.1. 

crecido 

TRATAMIENTO CON BROMURO DE ETIDIO Y ACRIFLAVINA1 

"CURACION DE PLASMIDO". 

A partir de un cultivo liquido de Qi 

en YPD(4) durante 28 din a 25•c •e 

!IDl!illl!ill!l!l!l 

hizo una 

•Uspensión de esporas y se le determinó el numero por ml. Se 

adicionaron aproximadamente 100 ••Por•• •medio liquido de VPD<4> 

que contenían diferentes concentracion•• de bromuro de etidio y 

acriflavina y 9e tomaron alícuotas a diferente• tiempos. Se 

grafico contra tiempo de incubación el número de esporas viables 

a diferentes concentraciones y se seleccionó la concentración mas 

baja dm bromuro de etidio y acriflavlne en la que se observó 

efecto marcado sobre la viabilidad <42). Ver resultado9. 

Una vez que se seleccionó la concentraciOn de bromuro 

de etidio y acrlflavina, se cultivó el hongo con estas 



concentraciones de drogas, se incubó por 28 días y se hi:o la 

separación de las esporas individuales. Se determinó el 

porcentaje de esporas productoras en presencia de estas drogas. 

4.6.e. OBTENCION DE ADN TOTAL DE CEPAS DE 

S• incubaron S Q de mic•lio •n hielo seco molido 

durante una hora. En la licuadora se rompió el micelio congelado. 

Se a~adieron 30 ml de NaCl 0.15 H en EDTA 0.1 H pH e, se 

adicionaron 2 ml de SOS al ES% y se agitó. La capa superior de 

la su9pensi6n de c•lulas se transfirió a un matraz Erlenmeyer de 

250 ml y se calentó a 6o•c en un baffo de aQua por 10 minutos. Se 

enfrió a temper•tur• ambiente y se añadieron 5 ml de perclorato 

de sodio 6 M, se mezclo y se •9itó con un volumen igual de 

cloroformo 1 •lcohol isoamilico (2411). L• emulsión resultante se 

centrifu96 por 3 min • ~.ooo rpm. El sobren•dante se 

transfirió a un matraz Erlenmeyer de 125 ml y se adicionaron 

cuidadosamente 70 ml de etanol frío, 4•c. Se mezcló suavemente 

con una varilla de vidrio, colectando •l precipitado fibroso por 

enrollamiento sobre l• varilla y escurriendo el •Hc•ao de líquido 

por las paredes del matraz. El ovillo Se pasó a un tubo que 

conten!a 10 mi de agua m&s 1 ml de l• solucion sallna-EDTA. Tan 

pronto como el ADN se disolvió• •• •~•dieron o.~ mi de SDS al 

25~, e mi de p•rclorato de sodio 6 H y 10 mi 

alcohol isoam!lico C241ll. Se repitió 

de 

el 

cloroformo-

paso de 

desproteinizactón. Se peso la suspensión y se a9reQó, •l 



equivalente a el 55X en peso de cloruro de Cesio se incubó toda 

la noche a 41 C • Al dia siguiente la solución se centrifugó a 17 

rpm durante 30 min a 4•c y 9e eliminó la capa de proteínas 

decantando cuidadosamente a un tubo limpio. Se ajustó el indice 

d• refracción • 1.395-1.396. Se affadieron 120 Ali de bromuro 

d• etidio (5 mg/mll y se centrifugó en un rotor 50Ti a 40,000 

rp~ por 36 horas. 

En un lugar oscuro e ilumin•ndo con luz ultravioleta 

de onda larga se sacaron las fracciones del gradiente con una 

oguja de raquia y el bromuro de etidio se extrajo con isopropanol 

•aturado con cloruro de C•sio. La mue•tra e dializó durante dos 

horas con amortiguador TE <Tri• 10 mM, EDTA 1 mH pH 7.5)1 ee 

agregó la decim. parte de ac•tato de sodio 0.3 M y se dejó 

precipitar toda la noche en frlo <-20• CI. El ADN se centrifugó 

a 10,000 rpm durante 10 min, se lavó con etanol frío al 70%. 

S• c•ntrifugó nuevamente a 10,000 rp~ por 10 min y ee secó 

al vacío. Finalmente se resuspendió el ADN en amortiguador T.E. 

El ADN así obtenido se analizó por electroforesis en geles de 

•Q•roaa !431. 

4.?. EXTRACCION DE ANTIBIOTICO. 

A partir de un cultivo de Q~ 1!DYia1im~m de 28 dlas de 

crecimiento en VPD!41 a 2s•c se separó por filtración el micelio 

d•l caldo de cultivo. El caldo de cultivo se extrajo tres veces 

•n un •mbudo de separación con cloroformo y el micelio se 

r••uspendió despues de la filtración en 
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130 ml de cloroformo y se puso en agitación por 24 hrs a 4* C. 

Este paso se repite tres veces. Los eMtractos clorofórmicos 

obtenidos se concentraron en un rotavapor y se determino el peso 

seco del extracto obtenido del caldo y del micelio <FI;. 3), 

4.B. EVALUACICN CUANTITATIVA DE LA ACTIVIDAD ANTIBIOTICA 

<Metodo de titulación> 

El extracto crudo se resuspendió en alcohol etílico 

absoluto y se hicieron diluciones en 10 mi de medio VPD<e>, de 

1:50, 11100, 11eoo, 11400, l:BOO. 1:11>00, se agre;aron x 106 

células por ml de §!~Gbec2m~~!~ ~~C~~i!i!~ D3ll-3A, y se Incubó 

a 30 e durante 24 horas a 250 rpm en un agitador rotatorio. Se 

colectaron e ml de medio en filtros Mllllpore <tama~o de poro 

0.45 M.>. Los filtros se secaron en la estufa a 60• C durante dos 

horas y •e determinó el peso seco d• la levadura. Se 9rafic6 mo 

de extracto crudo contra porc•ntaje de crecimiento <pe•o s•co de 

l• levadura respecto al control> y•• c•lculó la cantid•d de 

extracto crudo que inhibe el 50~ de creciml•nto (1 Unidad), 

4,9. MUTAGENESIS CON LUZ ULTRAVIOLETA. 

4,9.1, CURVA DE SOBREVIDA CON LUZ ULTRAVIOLETA. 

Una su•pensión de e•pora•r cuya concentr•ción !le 

determinó por cuenta en un hemocitómetro, !Se sometió a 

irr•diaciOn con luz ultravioleta con aoitaci6n continua a es•c y 

se tomaron alicuotas a los 30, éO, 90, y 120 seg. Las mue!5tra• 
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EXTRACCION ~ ANTBIOTICO 

0.11. TIYO DE o- tenul11lmum 

A 11'11.TRACION 

t 
1 MICELIO MEDIO DE CUL TNO 

' l 

llcllio + clorofonlll 
~;:= ... 

(111 agitoción a 4•c1 

E. EXTIUCTO CRll>O 
( Del•rnilacicln ele PtlO HCO) 

Pfa. lfo. 3. A putir de un cultivo de o. tctuilaiaua. H 1eparo el medio de cultivo 
'81 aicelto por filtración. (1) El antibiótico 11 u:trae del mfcelio por agitación 

;> c:!:º!:~:C:o:·;1::!H:=,:~. h!:·~~c!~t~~r:~ :l ::~!!!:~:: 0 e~) .D:~!~~.~'1~~ 1d~ 
- -! l&I •UMte CrWOo 33 



se plaquearon en cajas con medio de YPD<4>. 

Se contó el número de colonias viables y se elaboró 

la curva de sobrevida oraficando el tiempo de tratamiento contra 

el looaritmo de las colonias formadas. A partir de la gráfica se 

calculó el tiempo al que se tuvo el 1 y lOK de sobrevida C75 y 38 

••o re•p•ctlvament•>. Ver resultados. 

4.9.2. MUTAGENESIS CON LUZ ULTRAVIOLETA. 

La mutagfnesis se realizó irradiando una suspensión de 

esporas a los 38 y 75 seg. tiempos en que se obtuvo el 10 y IX de 

sobrevida. Se tomaron alícuotas en estos tiempos se sembraron 

en cajas de YPD<4>. A los 7 días se separaron las colonias a 

cajas Individuales con medio de VPDC4) y a los 28 dlas de 

crecimiento se midio la •ctividad antibiótica por bioensayo, las 

mutantes se seleccionaron 

inhibición. 

en base al diametro del halo de 

4.10. MUTAGENESIS CON ETIL METANO SULFONATO CEMS>. 

4.10.1. DETERMINACION DE DOSIS DE EMS. 

Un cultivo de QL 1CDYllllmym de 28 dlas de crecimiento 

•n YPDC4> a e~•c se resuspendieron en amortiguador de fosfatos 

~O mM pH ?.O. A un ml de esta suspensión •• le agregaron ~o, 

100, 200 y 300 .1\1 de EMS !equivalente a 0.0585, 0.117, 0.234, 

0.351 g/ml respectivamente>, se agitó en baAo Maria a 25• C 

durante una hora. Al t•rmino de la incubación se tomaron o.e ml 



y se pusieron en B ml de tio9ulfato de sodio al 5% para destruir 

el EMS. Se hicieron diluciones y se sembraron aproximadamente 

100 esporas en cada caja de Petri con VPD<4>. Se hizo una Qr&fica 

de dosis contra viabilidad y se seleccionó la concentración 

minima a la que se observó un efecto en el porcent•je de la 

viabilidad <26>. 

4.lo.e. DETERMINACION DEL TIEMPO DE MUTAGENESlS CON EMS. 

Las c•lulas se reeuspendieron en amorti;uador de 

fo•f atoe pH 7.0. En una cAmara de Neubauer 99 contó el número de 

esporas. A 1 mi d• la suspensión se le •oreQaron 100 ~l de EMS, 

se aQltó a 3o•c y se tomaron •licuota• d• o.e mi a los o, ¡5, 

30, 45, 60, 90 y 120 min, las que •• aore~aron a tubo• con B mi 

de tiosulfato de sodio al 5%. Se hicieron diluciones 11100 y se 

sembr•ron con o.e ml de esta suspensión cajas de Petri con 

VPD<41. 5• graficó el ti•mpo contra •l nómero de e•porae viable• 

y •• seleccionó el tiempo al que •• tuvo el 

sobrevida. 

y 10 % d• 

4.11. MUTAGENESlS CON N-11ETlL-N -NlTRO-N-NlTROSDGUANlDlNA1 NMG 

4.11.1. DETERMlNACION DE LA DOSIS DE MUTAGEND. 

ml da 

suspensión de esporas, cuya concentración se determinó 

previamente por conteo en un hemocitómetro. Se adicionaron 

5 mi de !!oluclón de NMG eo, 40, 60, BO, 100, 120, 140, 160, lBO y 
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EOO .lo\g/ml en amortiguador de citrato-fosfato estéril (O.e M -0.1 

M pH 7.7) y se incubó durante una hora. Al cabo de este tiempo 

•e tomaron alícuotas de 0.1 ml y se sembraron en cajas de VP0(4). 

Se Qraficó la dosis. del mut6geno contra el número de esporas 

viables IE6>. 

4.11.e. DETERHINACION DEL TIEMPO DE HUTAGENES!S CON NHG. 

A do• m•trace• Erlenm•v•r •• l•• añadió 1 ml de 

suspensión de esporas (120,000 esporas/ml>. A uno de loe matraces 

se l• agrego 5 mi de solución de NHG 1100 g/ml> y al control 5 mi 

d•I amortiguador da citrato-fosfatos 10.e H -0.1 H pH 7.7>. Se 

a;itó. es•c y •e tomaron alicuotas de 0.1 ml • loe o, 15, 30, 

4~, 60, 90 y 120 minuto• de que se agreoaron a tubo~ que 

conteniann 5 mi da agua esteril (!150). De ah! •e hicieron 

diluciones 11100 y se sembraron en placas de medio de YPDl4l. 

S• oraficó el nómero de esporas viables contra el tiempo y se 

saleccionó al tia1111>0 de mutagtnasis al que s• obtuvo 1 y 10% de 

sobravida. 

DETERH!NAC!ON DE 

ANT!BIOT!CO. 

LA ESTABILIDAD DE PRODUCC!ON 

S• determinó la producción de antibiótico por el tama~o 

de halo de inhibición en un muestreo al azar (25 eventos> hasta 

la cuarta oeneración. El resultado 9e reporta en porcentaje de 

••por•• productora~. 
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4.13. EVALUACION DE CARACTERISTICAS DE CRECIMIENTO Y PRODUCCION 

DE ANTIBIOTICO A TRAVES DEL TIEMPO. 

En frascos de cultivo Wheaton con 150 ml de medio 

liquido de YPD(4) se inocul•ron con 2~0,000 e•poras. Se muestr•ó 

por tripltc•do cada semana por un periodo de ocho semanas. Laa 

muestra• se colectaron al vacío y a cada une de ellas se le 

determinós 

e> Peso seco de micelio. 

b) pH del medio de cultivo 

e> ProducciOn de antibiótico en el medio de cultivo y 

micelio, por titulación. 

Con los datos obtenido• se hicieron gráfica• del 

crecimiento, cambios de pH en el medio con respecto al tiempo y 

cin•tica de la producción del antibiótico en relación al tiempo, 

tanto el excretado como el del micelio. 

4.14. MORFOLOGIA COLONIAL DE LAS CLONAS SELECCIONADAS DE 

Q~1•DYillimYm EN DIFERENTES FUENTES DE CARBONO. 

Una suspensión de ••pora• se sembró en cajas de Petrt, 

con diferente• fuentes de carbono, <aproKi•adamente eo esporas 

por pleca>. A los 28 días se hi:o la lectura de la morfologla 

colonial. 



4.15. CRECIMIENTO V PRODUCCION DE ANTIBIQTICO EN DIFERENTES 

FUENTES DE CARBONO. 

Se inocularon fraacos ~heaton que contenían 150 ml 

da medio de diferentes carbohidratos, con 250,000 espora~. A la 

~ •• •emana de incubación se colectaron todas la5 muestras, y se 

l•• deter10in61 

a) Peso seco del micelio. 

b) Produccl6n de antibiótico en el medio de cultivo y 

en el micelio. 

Lo~ resultados se or•fic•ron como 

s•co) en diferentes fuentes de carbono y 

antibiótico en los distintos carbohidratos. 

38 
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5. RESULTADOS: 

5.1. OBTENCIDN DE CEPAS PROVENIENTES DE UN SOLO CLON. 

Con el fin de obtener cepae naturales productoras de 

antibiótico y evaluar su actividad y eetabilidad de producción se 

aislaron coloni•s provenient•s de un solo clon. 

A partir colonias seleccionadati 

provenientes de l• cepa conta~inante aislada, se separaron 

esporas por micromanipulación, a las e•poras qu• oerminaron se 

199 probó actividad antibiótic• y se obtuvieron los si;uient•s 

resultadot1. 

TABLA Ne•. 6 CARACTERISTICAS DE llERMINACION V PRODUCC!ON DE 
ANTIBIOTICO. 

CLON 

17 

20 

35 

38 

92 

63 

ESPORAS SE­
PARADASCNo) 

110 

101 

BO 

BB 

72 

!50 

ESPORAS QUE 
GERMINARON 

7 

7 

13 

39 

GERMINAC!ON PRODUCC!ON DE 
CXI ANTIBIOT!CO 

6.36 

6.93 

!56.1!!5 

6.Bl 

36.00 

26.00 + 



En la tabla 6 ee observa que hay diferencias en la 

;erminación de e5poras dependiendo d" la colonia de que 

provenoan, .,,.¡ como también se observan diferencias en la 

producción de antibiótico. El único clan productor de 

antibiótico 'fu• el 63. Con ba!Se en el dUmetro de inhibición 

de las clon•s hijo• se seleccionó • l• 63-9 • A este clon se 

I• probó estabilidad de producción de antibiótico ha9ta la 

producción en e•t• tlampo <Tabla?>. 

TAlll.A N0.7. 

GENERACION 

la. 

3a. 

"ª' 

ESTAllll.IOAD DE l.A CEPA 63-8 

No.ESPORAS 
PROBADAS 

PRODUCTORAS 
( % ) 

100 

100 

100 

100 

su 

~.2. EVALUACION DE L.A PRESENCIA DE UN PLAS"IDO EN L.A PRODUCCION 

DE ANTIBIOTICO. 

Dabido a qua no toda• la• ••por•• al•lada• por 

aicro•anlpulaclón producen el antibiótico !Tabla 6)1 ••decidió 

dncartar la pr• .. ncla da un pl••mldo Involucrado en au 

producción. Por •llo, •• trató a 1• cepa 63-S con dro9aa 

curant••• coao el bro111Uro d• etidlo y la acri'flavina1 las 
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concentraciones utilizada~ en este e~perimento se seleccionaron 

con base en 5U efecto en la viabilidad de esporas <Fígs, 4 y 5>. 

Los resultados obtenido5 después del tratamlento se muestran en 

TABLA No.e. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON BROMURO DE ETlD!O V 

ACRIFLAVINA EN LA PRODUCC!ON DE ANTIBIOTICO <CEPA b3-8). 

TRATAMIENTO ESPORAS SE- HEDIDA DE LA HALO INHIBI- % PRODUC-
PARADAS COLONIA (cml CION <cm> TORAS. 

NINGUNO 

EB (10 <10/mll 

ACRIFLAVINA 

< 100 "'g/al > 

l!O 

1!0 

eo 

eo 

1.1 100 

l.O't !5 07 100 

o.a& 't.Ob 100 

s ..... 100 

Como •• puede ver no hubo ca.tilo en la producción de 

•ntlbiótico despu~• del trat•miento con I•• diferente• dro;••• 

obtent•ndo•• el 100% de productora• en la• colon'•• •i•l•d•• 

(Tabla 81. Esto• 

antibiótico no depende de un pl••mido. 

Por otro lado, para det•ctar la pr••encta de DNA 

e~tracromo5omal s~ aisló ADN total 9n cepa9 qu• mostraron 



!100 

400 o 

o/ ~\...-===i'-A 

:=-~~~~:\\ -...........--\ 
100 

......... 1 

• 
'· 

o 2 3 4 !! 6 24 48 
TIEMPO (In) 

~ CCllTIOL 

- so "''al 
- 10 41/•l 

- 100 Al&iml 

Pi&• No. 4 !facto de la concentración de l-ro11uro de etidio en la 
dabtUdad d• O. ttnuilatm.111. Se incubó unn su1pendón de esporas 
(10,000 c'1ulee / il) coa. dlflrmua concentraciones de braouro -
da otidio m Hilo liquido do YPD(4). 
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500 

400 

i 300 

200 

100 

o 2 3 4 5 6 ~ ~ 

....... CCllTROL 

....... 50 .... 1.1 

TIEWO (In) 

- lOl(a/al 

- 100,.g/lll 

FI¡. No. S. Efeeto de la c011centrac1Sn ele acr1fuvina u le vlabl.­
Udad de o. tenuiHimuai, Sa incubó 1111a au1pc1l.Sn de eapora1 --­
(10, 000 cilulu/all con diferentH concentraciona1 d1 acrtflnina 
en medio de YPD(4) a 2s•c. 
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diferencias en la producción de antibiótico, cuando se determinó 

su actividad por el m~todo de halo de inhibición. Las cepas 

utilizada• fu•ron la inicial. una pobre productora: 35-31, una 

buena productoraa 63-8 y de mutante mejorada en la producción de 

entlblótlco1 UV-1S3 <su obtención se describe mas adelante>. 

El ADN •• analizó por electroforesis en qel de agaro9a. Los 

resultado• ee .u••tran •n la fig. 6, donde •• observa la ausencia 

d• bandas qu• Indiquen le existencia d• un pl•smldo en 

alouna de las cepaa. Solo •• puede ver una banda que indica Ja 

pr•••ncia d• ADN nuclear. Esto• resultados concuerdan con los 

obtenidos despu•• del tratamiento con bromuro de etidio y 

ecrlflavlne. 



. ···:·~.; '.' 

'·'-· 
<~> 

,.,,,iJ1 

Fig. l\o, 6. Ant: totnl de OidJodendl".2!!_ -~~.!..s_sJ_m~. Los frn¡;c:;enlos se 

sepan:il"ott pol" electl"ofores1s en gel dC'. agurosa al o.ax. El AD?\ se vi­

visualizo en un trat1s1l11a:lnndor de luz U\' de onda corta dcsrués de ha­

berlo teñido con I:B (O,!i "4,e/U1l). Se uso cou10 control e] fago 1 que di­

gerido con Hind JI! da fragmentos de 23.1,9.4, 6.6 1 4,4, 2.3 'I 2.0 (44) 

A. Control. r •. Cl:'pn 1ufcinl. C, 63-B. D. nutante UV-153 f.. 35-31. 
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5.3. OBTENCION DE LA MUTANTE UV-153. 

Para obtener una cepa mejor productora de antibiótico 

se mutagenizó la cepa 63-8 por separado con agentes alquilantes y 

luz ulvioleta. Las dosis utilizadas de cad• uno de los mutao•nos 

fu• la mínima en la que se observó un •fecto marcado en la 

viabilidad <Flgs. 

utilizó es cuando 

pobl•clón tratad•. 

a, 10> y el tiempo de mutao•n•sis qu• se 

se ti•ne el 1 y 10~ de sobrevida de la 

En las curvas de eobrevid• (Figs. ?, 9 y 11> 

aparecen estos valores. 

Por el m6todo de h•lo de Inhibición se evaluó la 

producción de antibiótico en cada una d• las colonias aisladas, 

con los ao•ntes EMS y NMG no se observo ninQ~n mejoramiento. Sin 

embargo, con luz ultravioleta •• obtuvieron varios clones que 

aparentemente mejoraban la producción. Se seleccic•naron cuatro de 

ellos y •• les d•terminó l• estabilidad en la producción de 

antibiótico <Tabla 9>. 

Como •• observa en la tabla 91 l• cepa UV-1S3 excret• 

mayor c•ntldad d• •ntlblótlco qu• l• c•P• qu• la originó, 

(63-S>, to~•ndo en cuenta que la colonia era••• pequeRa. Por 

•llo •• d•cldló d•t•rmlnar l• ••t•bllldad d• producción •n ••t• 

mutante hast• la cu•rta o•neraclón y •• encontró ••table en •u 

producción. 



1 
1 ·~ 

10 'Ye 38 Hg. 

1 'Ye 75 seg. 

1 o 

¡~ 
50 38 60 7~ 90 

TUFO (119.I 

Ftg. No, 7, CUrva de 1obrevida de la cepe 63-8 de Oidiod111dron 
t•ui111aa con 111& ultraviolete. Una 1u1pon1ión de e1poru -
(lo,000 cÜulaa /al) u •-tió a irradieción con lus ultavio­
lete a 2s•c. Se t-ron alicuotu a 101 30, 60, 90 y 120 111. 
El Ue11po en que ea tuvo el 1 y 10% de eoporu viableo reepec­
to al control fui de 75 y 38 ao¡. reapectivHIDtl. 
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50 

20 

10 

0.()115 0.117 0.254 0.551 DOSIS (Q/1111.) 

Fig. No. 8, Efecto de la concentración da EMS en la viabilidad de 
eaporu de la cepa 63-8 da O. tanubat.a, Se incubaron uporu -
(10,000 celulu / ml) con difarmtea concmtracionea da EMS duran 
ta 60 •in a 25'C, Se eeleccionS la concmtraciÓll da 0.117 1/ü qia 
H la afnlaa a la que •• obeerv& un afecto detectable en la tlabi­
lided. 
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58 """· 

45 TIDFO (min.) 

fi¡, No, 9, Curva da aobrevida da la capa 63-8 de O, tmuissiaua 
con DIS. Se incubaron a1poraa (10,000 c'1ulaa/111) con 100A(l de­
DIS m MCl1o da foafato• SO 1111, pH 7 a 2S'C. El ti•po en el que 
1a tu'fo al 1 '1 10% da viabilidad fui a 101 38 y 18 ain reapecti­
... te. 
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40 

1 :: 
10 

20 40 80 100 120 

DOSIS (A91mn 

Fi¡. NQ. 10, Efecto de la coacantrac1ón de NJC en lf vtabiUdad d'J' 
cepa 63-8 de o, tenu1H1aua. Sa incubaron .. porH ( O, 000 ciluae 
con cooc.,tracionH de 20, 'º• 60, 80, 100 y 120 u/al ., aaorti¡ua-­
dor de cltrato-foofato (0,211-0.lJI pH 7, 7) durante -lo aiJ> a 2s•c, La -
co11cantracl&n que •• el1g1o fue la da 100 "'1/-1). 

so 



10 'lit 
51 "''"· 

1 
1 "' 72 "''"· 

2 

., 
e g 
~ 
8 
..J 

72 90 TEMPO (min.) 

fi&, lo. 11, 'llirva de aobrevida de la capa 63-8 de O.tmuhaimlm 
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TASLA No,9 ESTABILIDAD DE PRODUCCION DE ANTIBIOT!CO DE COLONIAS 
SELECC !ONADAS DESPUES DE TRATAMIENTO CON LUZ 
ULTRAVIOLETA. 

CEPA ESPORAS PRO- DIAMETRO CO- HALO DE INHI- PRODUCTORAS 
BADAS (No> NIA lcm> BICION lcm> ( \\) 

( H ) ( X } 

CONTROL 
68-8 20 1.13 7.03 100 

UV-49 22 1.11 7.38 91 

UV-137 20 1.03 s.oe 100 

UV-1\53 19 0,\57 6.0 100 

UV-1\5\5 21 0.99 7.26 100 
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5.4. EVALUACIDN CUANTITATIVA DE LA PRDDUCCION DE ANTIBIDTICO EN 

LAS DIFERENTES CEPAS OBTENIDAS. 

Hasta aqul se había hecho el estudio preliminar de la 

producción de antibiótico en las colonias aisladas a partir de 

una sola espora por lo que fue necesario probar su actividad por 

el método de halo de inhibición, ahora que se contaba con cepas 

seleccionadas y con una mutante, se decidió determinar 

cuantitativamente la producción de antibiótico en medio de 

cultivo y en micelio en las cepas aisladas. En la fig. 12 se 

observa la genealogía de las cepas que se obtuvieron desde el 

inicio hasta la obtención de la cepa UV-153. Las cepas elegidas 

fueron las siguiente: la inicial, de la cual se partió, que tiene 

como características ser una mezcla de cepas que son muy 

heterooéneas en la producción de antibiótico <Tabla 6>1 una cepa 

considerada inicialment~ no productora por el crit•rio del •nseyo 

de halo de inhibición, la < 3~-31>, una cepa productora establ•, 

63-8 y ftnalment•, una mutante ••table productora de 

antibiótico, la U~=l~ª· 

El antibiótico •• •"trajó tanto de m•dio d• cultivo 

como de micelio con clorofor~o y d••Pu•• ••cuantificó por •1 

de dlluclone~. lo• 

rendimiento• de •xtracto crudo obtenido• por oremo de ~tcelio en 

las diferentes cepas. 
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TABLA NO. 10. RENDIMIENTOS DE EXTRACTOS CRUDOS OBTENIDOS 
<PESO SECO > • 

CEPA RENDIMIENTO RENDIMIENTO RENDIMIENTO MEDIO:MICELIO 
E.e. (IOQ) E.e. !mg> TOTAL (mg> 
EXCRETADO MICELIO 

INICIAL e1 38.6 59.6 1 1.83 

63-8 eo.e 41.6 61!.4 e.oo 

Mutante 
UV-1!53 ee.3 37.7 60 1 1 1.69 

3!5-31 10 e0.7 38.7 1 e.87 

Los r•sultados r•flejan qu• la cantidad de eMtracto 

crudo qu• •• obtiene de Micelio •• mayor que el que se obtiene 

a partir d•l ... dio de cultivo en r•l•ción de 11e, excepto para la 

cmpa 3!5-31 qu• •• d• 113. 
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Los resultados de la cuantificación de antibiótico 

eHcretado al medio de cultivo se muestran en la tabla 11, lo que 

se puede ver es que el eMtracto crudo obtenido a partir de la 

mutante UV-153 tiene mayor actividad específica 3.45 U/mg, y la 

cantidad equivalente a una unidad es menor que para las otra5 

cepas 0.29, así como las unidades totales ea mayor en comparación 

con las otras CFig. 13>. Otra cosa que se puede ver es que la 

cepa 35-31 considerada no productora, re•lmente si produce 

antibiótico 5010 que en bajas cantidades, de t•l forma que no se 

puede detectar por el bioensayo de halo de inhibición. 

TABLA NO.!!. DETERMINACION CUANTITATIVA DE ANTIBIOTICO EXCRETADO 
AL MEDIO DE CULTIVO. 

CEPA mg EXTRACTO mg EXTRACTO UNIDADES/mg EX-
CRUDO. CRUDO QUE INHIBEN TRACTO CRUDO 

EL 50% <I UNIDAD) Act.e•pecifica 

INICIAL 21 0.47 2.13 

63-B 20.B 0.44 2.27 

l'lutante 
UV-153 22.3 0.29 3.45 

3:5-31 10.0 o.e1 1.24 

La diferencia de rendimientos totales se ob•erva en la 

Fig. 13 donde se ;rafican las unidades totale• de antibiótico 

eHcretado. 
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La producción de antibiótico que se cuantificó en micelio 

se muestra en la tabla 12 • Nuevamente el extracto obtenido a 

partir del micelio de la mutante tiene mayor Actividad 

antibiótica que las otras cepas la actividad especifica es de 

22.42 U/mg de eMtracto. el equivalente a una unidad 

de 0.03 mg. y las unidades totales de 12b7 <Fig. 14>• aqul COllD 

podemos ver la diferencia de actividad total •• ~ucho •6• 
marcada que en m•dio d• cultivo. tel par•ciera que la mutant• 

soporta grandes cantidades del ~etabolito ••cundario. 

TABLA N0.12. DETERMINACION CUANTITATIVA DE ANTIBIOTICO EN MICELIO 

CEPA mi;¡ EXTRAC- mo EXTRACTO UNIDADES/mg.EXTRACTO 
TO CRUDO. CRUDO QUE INHIBEN CRUDO. 

EL SO% <I UNIDAD> <Act.especifica) 

INICIAL 38.b 0.102 S.49 

b3-8 41.b 0.162 b.17 

Mutante 
UV-153 37.7 0.03 ee.4e 

35-31 28.7 0.13!5 7.44 
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En la tabla 13 se muestran los rendimientos totales 

9Umando la producción en medio de cultivo y en micelio. Si 

tomamos como 100% la producción en unidades totales de la cepa 

63-8 vemos que la producción de antibiótico en la mutante aumento 

con respecto • su pro9enitora 440X. 

TABLA NO. 13. CUANTIFICACION EN UNIDADES TOTALES DE ANTIBIOTICO. 

CEPA PESO DE MICELIO u. MEDIO U.MICELIO U.TOTALES 

INICIAL 1.127 44.68 212.08 256.7 

63-8 1.154 47.27 258.00 305.27 

Mutante 
UV-153 l.022 76.'10 1267.80 1344.70 

35-31 1.038 12.35 212.60 224.'15 
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5.5. EVALUACION DE CARACTERISTICAS DE CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE 

ANTIBIOTICO CON EL TIEMPO. 

Como ya se describió anteriormente, la cepa UV-153, se 

obtuvo por mutag•nesis de la cepa 63-8 con luz ultravioleta. 

Las características de ambas cepas se muestran en 1• Tabla 14. 

EMisten diferencias entre la mutante y su progenitora. entre 

estas encontramos el color la mutante, es c•f~ mas clara que la 

63-8. otra es la eMcreción de piomento que se observa en 

cultivos líquidos y que se detecta por un oscurecimiento del 

TABLA N0.14, CARACTERISTICAS DE LAS CEPAS 63-8 y UV-153. 

CARACTERISTICA CEPA 63-8 MUTANTE UV-153 

COLOR CAFE CAFE ALMENDRA 

PRODUCCION PIG- + 
MENTO. 

ESPORULACION• 100 " e-1e " 

GERM INAC ION eo " eo " 

ESPORAS 
PRODUCTORAS DE 100 r. 100 " 

ANTIBIOTICO 

* Con ba9e en la cepa 63-8. 
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medio. es prácticamente nula para la cepa UV-153. Esto tiene 

como ventaja que en el proceso de purificación del antibiótico. 

sea mAs eficiente y se aumente con ello la actividad específica 

del eKtracto crudo. ya que se obtiene como un liquido café muy 

oscuro, debido a la presencia de pigmentos. Por otro lado, 

el porcentaje de e~porulación es menor en la mutante que en la 

cepa 63-8 y la Qerminación y estabilidad de producción de 

antibiótico es igual. 

~.~.l. CURVAS DE CRECIMIENTO 

Debido a que el crecimiento de la mutante se observaba 

m•s lento se decidió evaluar su comportamiento. Para ello se 

elaboraron curvas de crecimiento a través del tiempo <Fig. 15), 

ambas curvas tienen el mismo comportamiento, sólo el tiempo en el 

que se alcanza la idiofase para la cepa 63-8 es en la cuarta 

semana. mientras que para la cepa mutante UV-153 esta fase e5 

alrededor da la 5a. semana. 

~.~.2. CURVAS DE pH 

Una cosa interesante que se determinó fue el pH del medio 

a trav•s del tiempo <Fig. lb). Lo que se puede ver es que hay 

una marcada diferencia de comportamiento de la curva de pH entre 

ambas cepas. Ewto puede ser debido a que la mutante por su 

misma condición cambia su metabolismo en referencia a su 

progenitora y alQUno de los metabolitos excretado9 acidifican el 

m•dio. Por otro lado. el tiempo en que se tienen los cambios de 

62 



UI 

o 
1.4 .i .. 

·~ 1.2 

.a 1.0 o 
il o.a • 
i o.e -
i 0.4 

0.2 

r: 
2 .. 

Flg, No 15. Curv81 de creciai•to de cepu de o. tenuioot... 
Laa cepu 63-8 y UV-153 ae crecieron en aedio de YPD(4)-.--= 
2s•c. C&da seaana •• colectaron tre1 aueatta1 y 1e detaratllo 
el peao aoco del aicelio. La idiofue ,. olcan&a a lo cuorta 
181&na para la cepa 63-8 -y • la quinta para la UV-15) ..... 

63 



t 
E 

i 
:¡ 

2 ! 4 5 e 1 e 
Ti1mpo (lll'llClllCll) 

Fia. Ho. 16; Efecto del creciaiento en el pR del 11edio de 
cultivo. Laa cep .. 63-8 y la UV-153 H cultivaron en ••-­
dio da YPD(4) a zs•c. C.da a ... na H colectaron treo aueo­
trao y"oe deteralnÓ el pll del medio de cultivo. 
Cepa 63-8 - , Cepa UV-153.- • 

64 



pendientes de las curvas de pH coinciden con el inicio de la 

idiofase del crecimiento del hongo. observándose este cambio para 

la cepa 63-8 a la cuarta semana y para la UV-153 a la quinta 

5emana. 

5.5.3. CURVAS DE CtNETtCAS DE PRODUCCtON DE ANTtBtOTtCO. 

Se decidió valorar la producción de antibiótico para 

determinar 5i habla relación con alQuna fase del crecimiento. En 

la fig. 17, se muestra la producción de antibiótico en medio de 

cultivo y en micelio de la cepa 63-8 y en la fíg. 18 la 

producción en la cepa UV-153. En ambas cepas 9e observo que la 

fase de producción constante de antibiótico 5e alcanza con 

anterioridad en micelio que en medio de cultivo. El tiempo en 

que la excreción de antibiótico al medio de cultivo es mAxima y 

constante coincide para la5 dos cepas con el inicio de la fase de 

idiofase del crecimiento, e5to como vimos anteriormente tambi•n 

coincide con el cambio del pH del medio, a la cuarta semana para 

la 63-B y a la quinta para la UV-1~3. no asi para micelio que 

aoro>:im•damente a la tercera •emana. ya casi •e alcanzo la fase 

extacionaria de producción de antibiótico. ~•to podria indicar 

que despu•s que se alcanzan ciertos nivel•• de conc•ntración d• 

antibiótico, se excretan en una mayor cantidad a medio ó bien 

van relacionados con el crecimiento, una vez que deja de crecer 

el honoo se excreta en mayor cantidad al medio de cultivo y 

entonces se mantiene con9tante la producción. 
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Fil, No. 18, Prod11cción de antibiótico a travis del tiempo de la cepa 
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aicalio. Inhibieion por extractos de medio de cultivo - , Inhibi­
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5.6. MORFOLOl3IA COLONIAL DE LAS CEPAS SELECCIONADAS DE 

º~ i~aYiªªimYm EN DIFERENTES FUENTES DE CARBONO. 

Para ver 9i el crecimiento y la producción de antibiótico 

pudieran favorecerse con otra fuente de carbono diferente a la 

glucosa. 5e utilizaron diferentes fuentes de carbono como 

nutriente del hongo. Se creció al hongo el medio complejo sólido 

con diferentes fuentes de carbono. esto permitió ver si las 

utiliza y cual es la morfología colonial de cada cepa en cada una 

de ellas. El hongo creció en todas las fuentes utilizadas. 

Las características morfológicas de la cepa 63-8 y la UV-153 

se muestran en las fotoqrafias de la fig. 19• aparece el hongo en 

la~ fuentes de carbono donde tuvo mejor crecimiento. Existe un 

gran cambio de morfología dependiendo de la fuente de carbono 

que se utilice y de una cepa a otra. 

5.7. CRECIMIENTO V PRODUCCION DE ANTIBIOTICO DE LAS CEPAS 

DE Qi lln~1§!1m~m SELECCIONADAS. 

d•terminar el crecimiento y la producción de 

antibiótico del hongo en diferentee fuentes de carbono, el honQo 

•• creció en nwtdio liquido, 

El crecimiento de Q~ tCD~i2~imYm expresado en g en las 

dif•rente• fuentes de carbono 9e muestra en la tabla 15. Aqu{ a 

dif•rencia de medio sólido. •l honoo no creció en todas las 

fuentes de c•rbono utilizadas. Las cepas 63-B y UV-153 no 

utilizan el aceetato de sodio, el citrato. la lactosa. y almidón. 
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Fig. ?lo, 19. Moríolog1a colonial de ~.!ti!'~!!!..· A la izquierda apa­

recen lo.fi fotogroftas de lo ce¡io 63-8 y o lo dcrech4 las de la mutante 

UV-153. A. gllcerol, B. xilosa 1 e, fructosa, o. ~alactosa, r.. f,lucoso 
F. mnltos.n 1 G. aacarnsn. Fotograflas de M, Ulloo. 
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Utilizan bien la fructosa. la glucosa. y la maltosa. en general. 

se ob5erva un crecimiento menor en la cepa UV-153 que en la b3-8 

en estas fuentes de carbono. La cepa b3-8 crece mejor que la 

UV-153 en glicerol. sacarosa y galactoea y la UV-153 tiene un 

mejor crecimiento en xilosa que su progenitora. 

TABLA N0.15 CRECIMIENTO DEL HONGO EN DIFERENTES FUENTES DE 

CARBONO. 

Acetato de eodio 

Glicerol 

Xi losa 

Citrato 

Fructosa 

Galacto!la 

Glucosa 

Lacto9a 

l'laltou 

Sacarosa 

Almidon 

CRECIMIENTO 63-8 
(9) y. 

0.057 

0.6e9 

0.530 

O.Ol<t 

1.e6<t 

l.31t 

l.e<t8 

0.079 

1.099 

l.35<t 

0.053 

lt.6 

50.lt 

1te.5 

1.1 

101.3 

107.lt 

100 

6.3 

88.l 

108.5 

<t.e 

CRECll'llENTO UV-153 
(Q) y. 

0.03 

o.e71t 

1.15e 

o.01e 

1.137 

0.673 

1.36 

0.055 

t'.9b<t 

O.<t9<t 

0.053 

e.e 

eo.1 

81t,7 

0.9 

83.6 

lt9.5 

100 

lt.05 

70.9 

36.3 

3.9 

El crecimiento se eKpresa en Q de peso seco de micelio y 
en porcentaje. Se toma como 100% el crecimiento •n glucosa. 
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5.7.1. PRODUCCIDN DE ANTIBIOTICO EN DIFERENTES FUENTES DE 

CARBONO. 

Para la cepa 63-8. la producción de antibiótico en 

m•dio de cultivo se muestra en la fiQ 20. La mejor producción de 

antibiótico se obtiene cuando se tiene como sustrato la glucosa y 

la sacarosa , siendo menor la producción con fructosa galactosa y 

maltosa. En xilosa no se encontró actividad y en glicerol solo se 

d•t•cta muy poca en medio de cultivo. 

Para la mutante la mayor producción se obtuvo con 

oalactosa, glucosa y fructosa en ese orden y menor en maltosa. 

Aloo interesante es que a pesar de tener buen crecimiento en 

Kilosa <Tabla 15), no se tuvo producción de antibiótico en esta 

fuente de carbono CFig. 21). Una gran diferencia entre estas dos 

cepas es que mientras que la 63-8 es capaz de crecer 

perfectamente en sacarosa y producir un• cantidad 

considerablemente semejante de antibiótico a el obtenido en 

oluco••• la mutante no utiliza muy bien este disac•rido y la 

actividad antibiótica obtenida es practicamante nula. 

Para la9 dos cepas la producción de antibiótico siempre 

•• mayor en el ewtracto crudo obtenido a partir de micelio. en 

medio complejo con Qlucosa para la 63-8. y en medio complejo 

con Q•lactosa para la mutante UV-133. crecidas a es•c durante 35 

di••· 
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Fig, r\o. 20. Producción de antibiótico en dilermtH fu1ntea de 
carbono utJ.lizandc. la cepa 63-8, La cepa &e crece en medio ccaiple­
jo can diferentes !uentu da carbono durante 35 dfas a; 2s•c. Se de 
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b. DISCUSION: 

La importancia del aislamiento de nuevos antibióticos 

radica en que a pesar de que existe un gran número de éstos, se 

presentan con muchos de ellos reacciones no deseada!!. Las 

reacciones adversas producidas por aoentes antiinfeccioBos 

incluyen resistencia de el microorQanismo a las drooas. 

reaccione• de hipersensibilidad y de sobreinfección. La 

resistencia de loa microoro•nismos a los antibióticos es uno de 

los problemas mas oraves que hacen necesaria la utíli%ación de 

nuevos antibióticos. Los antibióticos causan tambi~n reacciones 

exclusiva• debidas a alteracion•s de la flora microbiana del 

~u~sped. Todos los individuos que reciben dosis terapéuticas de 

estos agentes sufren alteraciones de la población microbiena 

normal de tracto intestinal, respiratorio superior y 

9enitorurinariof al9uno• pres•ntan sobreinfección qua es la 

presencia de una nueva infección durantw la quimioterapia de 

una Infección primaria. E• relatl~amente comun y potencialmente 

muy peligroso porque los microor9anismos responsables de la nueva 

enfermedad son en muchos casos enterobacteri••• e11u;2mQDll y 

C1og1g1 u otros honQDS que pueden ••r muy dificil•• de eliminar 

con las droqas conocidas actualt1111mtw. Cuanto ••• 11 amplio 11 es el 

efecto de un antibiótico sobre los microor9anismos mayor es la 

alteración en la microflora normal y mayor la posibilidad de que 

un solo microorganismo se ha;a predominante. invada al hu~spued y 

produzca infección. En esta forma• la frecuencia de 
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sobreinfección mínima con penicilina G, mayor con 

tetraciclinas y con cloranfenicol y máxima con combinaciones de 

antibióticos de amplio espectro y las cefalosporinas de tercera 

generación de espectro eHpandido. Será importante desarrollar 

aoentes que destruy•n selectivamente los patóoenos y preserven al 

mismo tiempo la flora normal (1). 

Por otro lado, la utilidad de los antibióticos se ha 

extendido • otra• 6reas de aplicación, como son la nutrición 

animal. la preservación de alimentos y a la investiQaciOn básica 

(4). 

Por lo eMpu•sto anteriorm•nte se h•ce necesaria la 

investigación de nuevos antibióticos. En el presente trabajo se 

estudio un antibiótico que tiene actividad especifica contra 

honvos filamentosos. 

lev•duriformes. Este 

principalmente dermatófitos 

antibiótico es producido por el 

y 

hongo 

Cidi2QCDdC2D 1•DYiRaimYm Y se presume que se trate de un nuevo 

•nttbiótico ya que cuando se hizo una revisión exhaustiva de la 

blbllograf!a no •• halló nlngun trabajo que reportara la 

producción de antibiótico por esta especie. y en los traba;os 

hallados para este g6nero pero de especies diferentes. el 

••p•ctro de actividad no coincide con el encontrado para este 

antibiótico, 

Una parte importante del proyecto lo constituye la 

purificación e ldantlflcaclón del m•tabollto. En esta parte se 

encontraron seria• di~icultad••• la primera 

ti•~po de crecimiento que e• de 28 dia~ 

de ellas fu• 

<Flg. IS> y 

el 

el 

ba)o rendimiento de antibiótico que es de 60 mo de extracto 
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crudo por gramo de peso seco de micelio (Tabla 10>. 

Al comenzar este trabajo debido al bajo rendimiento 

en la producción se planteó la posibilidad de obtener cepas 

sobreproductoras. Se decidió utilizar cultivos provenientes de 

una sola espora para que no existiera marcada variedad genética 

de las cepas seleccionadas. ya que si los aislados son derivados 

de una hifa multicelular u otra forma multicelular se reduce la 

probabilidad de obtener homogeneidad gen~tlca (4~-46). 

Se probaron 501 conidias individuales que se aislaron 

por micromanipulación. Al 

producción de antibiótico 

remultados <Tabla 6) nos 

evaluar el potencial gen@tico 

en cada colonia individual, 

indicaron diferencias en 

de 

los 

~ 

producción, esto nos sugería dos cosasa la primera es que 

parte de la información génetica de producción de antibiótico no 

se encontraba en todas las colonias aisladas y que esta pudiera 

hallarse extracromosomalmente en forma de plAsmido (cepa 63) y 

que 

de 

la• otras cepas que no tenían actividad antibiótica 

20. 35, 38. 92) no tuvieran 

información' la segunda opción era que exi•tiera una variabilidad 

en la producción de antibiótico que ya ha sido reportada en otros 

casos CB>. La opción de la existencia de un pl••mido se veáa 

apoyada adem6s por la existencia de reportes de l& participación 

de material extracromosomal en la producción de antibióticos en 

bacteriactales. Kirby Cl97~) reportó la capacidad para producir 

metilenomicina y ser resistente a ella en §!CCQ12m~'RI bQ~li~Q!Q~ 

en ~l plasmldo SCPI (18-19). Evidencias de participación de un 

plAsmido en la vía biosint@tica de cloranfenicol en §~ ~GOll~~!ift 
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se obtuvieron después del tratamiento con anaranjado de acridina 

ya que se aislaron cepas no productoras de el antimicrobiano, se 

propone que el plásmido lleva información regulatoria de la vía 

biosintetica del cloranfenicol a nivel de la enzima arilamino 

sintetasa (20). Kihler <1974) encontro que una cepa §~ 

bigre~~egi~Ya productora de turimicina perdla esta capacidad 

después del tratamiento con anaranjado de acridina o bromuro de 

etidto, adem's reportó diferentes perfiles de ADN en gradientes 

de centrifugación entre cepas productoras y no productoras (10). 

Okanishi <19701. reportó tambien pérdida de producción de 

kasugamicina y aureotricina en ~ic€eiQm~~~~ ~e~YQª~Dai~ después 

del tratamiento con anaranjado de acridina o con temperatura 

elevada y reportó diferencias en el ADN entre la cepa silvestre 

y las no productoras (22). Finalmente Boronina (1972> reportó 

cepas de S. rimosu productoras de o>:i tetracicl ina sensibles al 

antibiótico en alta frecuencia después del tratamiento con 

anaranjado de acridina (10>. 

Los resultados que se obtuvieron después del 

tratamiento con acriflavina ó bromuro de etidio de la cepa 63-8 

<Tabla B>• nos indican que no se pierde la actividad 

antibiótica con ninguna de la• drogas. Esto. aunado a la 

ausencia de diferencias en el corrimiento electroforetico del ADN 

en geles de agarosa entre las cepas con diferente producción de 

antibiótico !FiQ. bl, indican que la información para la 

producción del antibiótico se encuentra codificada en el ADN 

nuclear sin la posible participación de un pl4smido. 

El que la información para la producción del 
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antlbl6tico estuviera codificada en el ADN nuclear hacia más 

difícil el intentar la introducción de téc:.nicas de ADN 

recombinante como se pen!ió hacerlo inicialmente para el 

mejoramiento de la producción del antibiótico, Por ello se 

utilizó la tecnica de mutación y !Selección. Re5pecto a esto 

Pontecorvo (1974) menciona "virtualmente todas las cepa5 

mejoradas de hon9os industriale!S 5e obtuvieron por fuerza bruta 

(mutagénesis). anAlisis y selección, este proc••o ha sido lento 

laborio50 y costoso para obtener el éMito -cepas con un alto 

rendimiento- sin hacer inversión en la Qen~tica b&sica de las 

especies productorasº <47). Tras vario• ensayos de mutaq•nesie 

con diferentes mutagenos. se logró obtener una cepa que por 

bioen!iayo presentaba una mayor actividad antibiótica. la UV-153. 

En la fiQ. 12 9e muestra la genealogía de la5 cepas 

aisladas partiendo de la cepa aislada a partir de una 

contaminación hasta llegar a la mutante UV-153. 

La cantidad total de eMtracto crudo expresado en •O· 
que 9e obtuvo del medio de cultivo y de micelio e9 semejante para 

la• cepa• inicial• 63-8 y UV-153 Y• menor para l• 35-31 a 

su vez la relación de extracto crudo del medio de 

cultivo1micelio •~ aproMimadamente de 112. excepto para la cepa 

35-31 que es de 113 <Tabla lOl. La mutante UV-153 presentó mayor 

actividad tanto en el extracto crudo obtenido de medio de cultivo 

como en micelio <FiQ5. 13-14) y un aumento de las unidades 

totales producidas por la cepa UV-153 del 524, 440 y 598 % con 

respecto a las cepas inicial. 63-8 y 35-31 respectivamente. Un 

hecho interesante es que la mayor parte del antibiótico por 
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alguna razón se estA acumulando dentro del micelio y es poco lo 

que se excreta al medio <Tabla 11-13). Esto también se ha 

reportado para otras cepas que acumulan antibiótico dentro de 

mlcel lo. tal es el CHO de e~nii;.l.!li!.!m 2r:b~Qf\ll1!!.!!!I Dlerclrn. 

C.M.I. 7~832 que produce griseofulvina. que es una droga 

practicamente insoluble en aQua, esta fue ai5lada de micelio 

por Oxford <1939). El rendimiento fu~ aproximadamente el doble 

obtenido por extracción del micelio que de filtrados de medio 

de cultivo. Posteriormente se reconoció como prciducto 

metabólico de mucha5 e5pecies de egnlfl!!!YID (48). También 

eMisten reportes de la extracción de antibióticos terp~nicos 

de micelio por solventes or9Anicos, tal es el caso de la 

grifolina obtenida del hongo gcifQ!ª ~QDf!YSD~• el antibiótico se 

obtuvo con un e% de las esporas por extracción con etanol al 95%. 

cromatograf ia en alúmina y recristalización en éter de 

petróleo. Otro caso es el de la iluina S que se aisló de cultivos 

del basldiomlceto Clltl:!~I!~~ ill!.!Q~D~· El antibiótico se extrajo 

del honoo con metano! (49>. Por otra parte. Demain <1957), 

estudió la distribución d• la p•nicilina Nen •l micelio y en el 

fluido extracelular en e~oi~illi!.!m 'Ut:\!~QQCD\l!!I y por ensayo 

biol6Q1Co determinó que muy poca cantidad de penicilina N esta 

presente en micelio (~0). Esto mismo reportó Smith (1967) para 

la cefalosporlna C en CCQUAll:!aQl:!t:il!ID ~Q <51>. Al revisar su 

polaridad observamos que tanto la penicilina N como la 

cefalosporina e Bon polere9 y como con9ecuencia son 5olubles en 

agua. EBto nos lleva a pensar que el antibiótico en estudio tiene 

una polaridad Bemejante a la qriseofulvina y antibióticos 
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terpenos. del tal forma que al no ser muy soluble en a9ua se 

acumula en el micelio y para obtenerlo se eKtrae con un solvente 

de polaridad media como es el cloroform~. 

Respecto a esto Turner Cl971>• comenta1 en cultivos 

acuosos los metabolltos secundarios se acumulan en medio de 

cultivos y en micelio. La distribución entre el medio de cultivo 

y el micelio puede a menudo correlacionar con 9U solubilidad en 

agua, e~ta aparente correlación pudiera ser result•do tambien del 

transporte a trav~s de la membrana <52>. 

Podríamos preguntarnos t•mbién ¿como es que tolera un 

microorganlsmo5 concentraciones tan &levadas de antibiótico? 

Nolan <1986). dice que los organismos sobreproduetores son 

resi~tente5 a los efectos de sus propio5 productos y están 

frecuentemente caracterizado~ p~rque tienen modificados sue 

receptores al met•bolito sobreproducidoJ sin embargo, no da una 

respuesta clara a esto. 

Turner <1971). enliata una serie metabolltDs 

secund~rios. ellos se sinteti2An a partir de solamente unos poco• 

precur5ores que se derivan del m•tabolimo prim•rlo •n un nómero 

limitado de puntos. La •cetil-CoA e• el precursor m6s importante 

en el met•bolismo 5ecundario de hongos, a partir de ell• •~ 

derivan las vi•s que llevan a la biosinte$is de pollc~tidos. 

terpenos, e~teroldes 

Acido9 gra505. Esto 

y metabolitos secundarios derivados 

nos lleva a proponer que la ~íntesls 

de 

del 

antibiótico. de acuerdo a la poca solubilidad del antibiótico en 

agua se deriva a partir de la acetil-CoA que eB la que 

finalmente nos lleva a la ~inteeis de 105 antibióticos 
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policétidos y terpenos fig. 22 (52>. 

Otra pregunta que surge es lPor qué se aumentó tantas 

veces la producción en la mutante UV-1537. En los últimos años se 

ha reportado 

bioa!nte!lis. 

!Secundarios es 

que varios antibióticos inhiben 

Esta requlación de las vías de 

similar a el metabolismo primario 

st.t propia 

metabol i tos 

< 10). Un 

ejemplo de mecanismo de retroalimentación es la represión de la 

a~ilaminoslntetasa por el cloranfenicol que se reprime totalmente 

cuando la concentración del antibiótico es de 100 mg/l (54>. La 

regulación por producto final del Acido micofenólico en 

involucra re9ulación del la s-

adenosllmetionina:&cido dimetilmlcofenólico o-metil transferasa. 

qu• es una enzima que cataliza el paso final de la sintetasa del 

Acido micofenolico. La actividad de esta enzima se lnh1be en un 

68% con 25 mH de 'cido micofenólico (55). 

Martín <1978) afirma que existen mutantes alteradas 

en sus mecanismos de retroalimentación• que llevan a la 

sobreproducción de un metabolito requerido (56). 

Goulden (1969) mostró que la inhibición de 

retro•limentación d~ la sintetasa del acido hidro~lacetico por la 

valina •• •ncu•ntra alterado en una mutante mejorada de 

e~DikilliYm k0C~a~Q~DYm en la bioslntesis de la penicilina (57). 

Luenoo <1979> demuestra el efecto inhibitorio de la 

lieina en la biosíntesis de la penicilina en e~ ~bt~~2Q~OYm en 

una cepa de b•!a producción <Wis 54-1255> y en una de alta 

producción <ASP-78>. La llslna Inhibe la sintetasa de homocitrato 

82 



Fig. No. 22, Formación de meubolito• ncundario1 a partir de 1Dter­
mediar1oa del metaboliaao pr!aario, (52) 
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es la primera enzima de la biosíntesis de la lisina y de la 

penicilina. En la cepa de alto rendimiento se inició la síntesis 

de penicilina en altas concentracione~ de lisina (50 mM), 

inhibiendose despues de cierto tiempo tiempo. En la cepa de baja 

producción no se inició la biosintesis de penicilina a tales 

concentraciones de lisina (31-32). 

La sintetasa del p-aminobenzoico es una enzima que 

catal iza la conversión del Acido corísmico en Acido p-

aminobenzoico. precursor de la p-aminoacetofenona que a su vez es 

un intermediario del antibiótico polieno candicidina. Gil <1985)1 

al estudiar la actividad de la sintetasa del Acido p-

no encontró niveles 

detectables de la enzima en mutantes no oroductoras obtenida5 por 

mutag~nesis con luz ultravioleta. La literatura cita mAs casos 

de mutantes sobreproductoras afe«•o.das en sus mecanismo!! 

regulatorlos <33>. 

En la mut•nte UV-1~3. no podemos saber a qu• nivel s• 

encuentra la mutación que hace que se incremente 1• producción• 

pero obviamente ~sta pudo afectar cualquier enzima que p•rticipe 

en la producción del metabolito. en especial las enzimas 

reoulatorias de la via biosintética. 

Efectois 5ecundarios d .. la mutaqenesis fueron1 

diferencias de color. producción de piomento. esporulación y 

germinación entre la mutante UV-153 y su pro9e¡ütcira Ccepa 63-B) • 

tabla 14. Aunque se h& reportado que existe relación entre el 

color de la colonia. y la esporulación con la producción de 

antibi~·ticos (9,59,59). En nuestro caso la mutante UV-153. que es 



sobreproductora del antibiótico. e5porula menos. es meno5 05cura 

y la producción de pigmento excretado a medio es menor. que en la 

63-8. 

La velocidad de crecimiento es diferente alcanz!ndose 

la idiofase a los 35 días para la cepa UV-153 y a los 28 para 

la 63-8 <Fig. 18). El cambio de pH del medio es consecuencia del 

mismo crecimiento. esto lo podemos inferir si observamos las 

curva• de crecimiento y de pH. un cambio en el crecimiento trae 

consigo un cambio en el pH del medio <Figs. 15-16>. 

En cuanto a la detección de antibiótico en el medio 

de cultivo y mic~lio <Fiqs. 17-18), la producción de antibiótico 

comienza desde el inició del crecimiento. E5to difiere de lo 

reportado para otros antibióticos que empiezan a producirse 

cuando el crecimiento micelial se vuelve más lento ó termina y 

entonces las vias de metabolismo secundario comienzan a operar 

<8>. Sin embargo. Calam ( 1986). describe dos tipos de 

comportamiento para la producción de antibiótico (Fi;. 23). La 

curva Pl muestra que la producción de antibiótico comienza con el 

ciclo de crecimiento. lo que tambi6n es apoyado por lo5 datos de 

Martín y Demain (1980), y la curva P2 ilustra el comportamiento 

clásico ya mencionado, pu•s la producción empieza cuando el 

crecimiento termina (60-bt). Reportes de la biosintesis de Acido 

micofenólico en 1•5 fasee iniciales del crecimiento inicial 

inmediatamente después de le oerminación de las e5poras en 

Egal~illiYm ~tg~i,QmQ~'1Ym son presentados por Detroy (19731. le 

producción de eroosterol que 5e considera un metabolito 

primario. comienza seis horas despu6s de la aparición del Acido 
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micofenólico (8). 

En nuestro trabajo la curva de producción de antibiótico 

corresponde a un comportamiento del tipo de la curva p¡, en 

donde la producción de antibiótico se inicia con el crecimiento 

del hongo. En ambas cepas la fase en que se mantiene constante 

la producción de antibiótico se alcanza mas rApidamente en 

micelio (3a y 4a. semana> que en medio de cultivo (~a. y 5a. 

semana>. 

Debido a que sabemos que la naturaleza del 5U5trato 

determina el rendimiento celular y la de sus productos, se valoró 

la morfologia colonial. el crecimiento. y la producción de 

antibiótico de Q!~12Q~0Qrgo !~D~l§~im~m en diferentes fuentes 

de carbono. 

La morfologia colonial de las cepas ó3-B y la UV-153 en 

diferente• fuentes de carbono cambia dependiendo del 

carbohidrato que ae utilice <Fig. 19). 

diferenciaa qu• se tienen son en la forma. color y 

principales 

el tamaffo. 

Tambi•n se observan diferencia5 morfol69icas entre la cepa 63-8 

y su mutante UV-153. cuando se crecen en una mi5ma fuente de 

carbono. nos mue9tra que en el crecimiento del 

mtcroor9anismo hay una interacción entre las características del 

microorganismo y las condiciones medio ambientale5 en ~ue se 

crece. 

El crecimiento de QigieQ~DQ~BD l~D~i~~im~m expresado en 

porcentaje• tomando como 100% el crecimiento en glucosa, se 

muestra en la tabla 13. La cepa 63-8 tiene un mejor crecimiento 

en los monosácaridos fructosa, galactosa y glucosa en los 



disacAridos maltosa, y sacarosa• utiliza poco el glicerol. la 

xilosa y no crece en acetato de sodio. citrato, lactosa y 

almidón. La cepa UV-153 al igual que la cepa 63-8 muestra 

buen crecimiento en glucosa. aunque crece menos que la 63-8 

utiliza bien la fructosa, la galactosa, la maltosa, la sacarcisa y 

el Qlicerol. La Milosa la utiliza mejor que la 63-8 y al igual 

que ella no crece en acetato de sodio. citrato. lactosa y 

Almidón. Estos resultados coinciden con los reportados por 

Dickinson• quien trabajó con una cepa de QigiQQ~oéCQD 9Ci§~YmJ 

este. al iQual que nuestro hongo utiliza fructosa. glucosa. 

Q•lactosa• sacarosa y maltosa, no utiliza citrato Y• a diferencia 

d• nuestros resultados. reporta la utilización del almidón por 

esta especie C62l. En la fio. 24 se muestran las vias 

metabólicas donde entrarían como sustrato las fuentes de carbono 

uti 11 zadas. 

En cuanto a la producción de antibiótico se ve 

cl•ramente que en los monos•caridos y disacAridos utilizados por 

l•• cepas 63-8 y UV-1~3 hay producción de antibiótico. excepto en 

xllosa donde a pesar de haber buen crecimiento CTabla 15) no 

hay producción de antibiótico. El hecho de que con la pentosa 

xilo•a el hongo haya crecido y no produzca antibiótico. podría 

suQerir que sólo con fuentes de carbono que intervienen 

direct•m•nte en la vía d• la olucólisis hay producción de 

antibiótico IFl9. 24>. 

Para termin•r con la discusión, quisiera comentar el 

siontficado de sobreproducción ó producción excesiva de un 

m•tabolito. R•specto a asto Calam propone que si se asume que la 
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producción es baja, p.e. 0.1 9 por litro o menos• y la mutante da 

3-10 Q por litro puede considerarse sobreproductora. 

También hay que considerar que el rendimiento de 

producto depende del tipo de ferment•ción. Calam menciona que 

hay dos tipos dlt fermentación para producir metabolitos 

secundarios. El primero de ellos lo constituyen los sistemas 

usi11dos l!n investigi11ción donde el crecimiento es bajo CB-15 Q 

c~lulas por 1 i tro) y la formación de producto "" del orden de 

0.5-1.0 Q pDr litro y el seQundo, los sistemas industriales. 

donde el crecimiento es de 30-~0 g por litro y ~-1~ g de producto 

por litro ó mucho mis (60). 

Para la obtención de nuestra ml1tante !le uti 1 izó 

fermentación de superficie. no hubo aumento en el crecimiento 

porque el crecimiento depende de la superficie del frasco de 

fermentación que se utilice. Sin embargo como ya se mencionó hubo 

aumento en la actividad antibiótica en los eMtractos obtenidos de 

l• cepa mutante UV-153; este aumento expresado como porcentaje de 

las unidades totales corresponde a un 440 Y. (4.4 veces>• 

tomando como referencia la cepa que se utilizó para la 

1• 63-B. E•te i11umento en la producción. si lo 

comparamos con otro• tr•bajos donde •• obtuvieron muti11ntes con 

una producción mayor de cierto metabolito • .. bastante 

satisfactorio. Ejemplos de aumento en los rendimientos 

utilizando mutantes me}oradas se dan a continuación1 Kurushima 

e 1972>, obtiene mutante con luz ultravioleta de l:l1e11r:1HllYl! 

blDD!mQm~Y~ que exhiben aumentos de 6 veces en producción de 

11.-amllaH C27). 01:.snishi <19701 obtiene una Cl!pa mutante de 
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~~D21Q~ Yílli~ aumenta su contenido de metionina proteica en un 

24% (63). La producción del ácido orgánico más importante es la 

del 6cido cítrico. el organismo más frecuentemente utilizado para 

su producción es 0~Q@CQillY! aiegc. Seichertova (1969) presento 

resultados de pruebas de fermentación con las 45 mutantes m4s 

activa• inducidas por irradiación con luz ultravioleta de 4 cepas 

de e~ DiQ~C· Los méximos mejoramientos en rendimientos fueron del 

!IX para unas y IBX para otras (27), Elander (!973l describe la 

linea de mejoramiento de cepas Wyeth de 

derivadas de la Wisconsin Ql76 con luz ultravioleta. metil-bis-<­

p-cloroetil amina CNM> y diepoMibutano. Todas las cepas muestan 

capacidad progresiva para sintetizar penicilina 

<ben:ilpenicilinal y penicilina V <fenoximetl!penicilinal y 

reporto un mejoramiento de e~ veces en la producción de 

penicilina G con respecto a la Ql76 (29l. 

Así, se logró mejorar la producción del antibiótico en 

estudio, y •sta •• puede mejorar aón mas si la cepa se 

somete a a m6s tratamientos mutag~nicos o bien se implementa la 

fermentación sumeroida. 
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7. CONCLUSIONES: 

- Por mutag~nesis con luz ultravioleta se obtuvó la cepa UV-153, 

que tiene un •umento en la producción de antibiótico de 440 X 

con respecto a su progenitora. cepa 63-8. 

- En la producción del antibiótico no se encontraron evidencias 

que apoyen la probable participación de un p14smido. 

- La producción del antibiótico se inicia con el crecimiento del 

hongo. La m4Mima actividad antibiótica se alcanza m~s 

r4pidamente dentro de micelio. que en el medio de cultivo. 

- La mayor parte de antibiótico se encuentra dentro del micelio 

y es poco lo que se excreta al medio. 

carbono Qlucosa. fructosa. 

glicerol y Milosa y producen antibiótico en todas las fuent•s 

de carbono que utiliza excepto en xilosa. 
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