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RESUMEN

La busqueda de nuevos compuestos representa el principal propésito de la bioprospeccion,
una fuente inagotable de nuevos genes, antimicrobianos, enzimas, proteinas y otros
compuestos bioactivos. La etapa inicial de este proyecto de bioprospeccion en muestras de
suelo de la planicie de inundacién del parque estatal Cafién de Fernandez en Lerdo
Durango, México proporcioné a la fecha, 108 cepas aisladas Grampositiva (63),
Gramnegativas (45), esporogénicas (14) que se identificaron como lipoliticas (27),
quitinoliticas (13) y bacteriocinogénicas (47). Actualmente no existen reportes de estudios
que incluyan el aislamiento y/o identificacion de bacterias del Cafion de Fernandez, por lo
gue estamos iniciando un proyecto a largo plazo que seguramente proporcionara
informacién original y muy valiosa a través de la bioprospeccién. La siguiente etapa del
proyecto permitira identificar molecularmente a los aislados que tienen la capacidad de
hidrolizar lipidos, quitina o de producir péptidos antimicrobianos (bacteriocinas) y conocer
un poco mas de la diversidad biolégica y quimica de esta extraordinaria area natural de
México.

ABSTRACT
The search for new compounds is the main purpose of bioprospecting and is an

inexhaustible source of new genes, antimicrobials, enzymes, proteins and other bioactive
compounds. The initial stage of this project bioprospecting in soil samples from the
floodplain Cafién de Fernandez State Park in Lerdo Durango, Mexico provided the date,
108 isolates Gram positive (63), Gram-negative (45), sporogenic (14), identified as
lipoliticascas (27), chitinolytic (13) and bacteriocinogenic (47). Currently there are no reports
of studies involving the isolation and/or idenification of bacteria from Cafion de Fernandez,
so we are starting a long term project that will surely provide original and very valuable
information through bioprospecting. The next stage of the project includes molecular
identification of isolates that have the ability to hydrolyze lipids, chitin or producing
antimicrobial peptides (bacteriocins) and learn more of the biological and chemical diversity
of this extraordinary natural area of México.
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Area: Microbiologia y biotecnologia.

INTRODUCCION

La exploracion de la biodiversidad o bioprospeccion realiza la busqueda intensa de
compuestos bioactivos Gnicos en microorganismos, plantas y animales inexplorados
para lograr el descubrimiento de nuevos compuestos con aplicaciones utiles (De-
Long, 2005).

La diversidad bioldgica y quimica es un recurso inagotable de bioprospeccion para
el descubrimiento de las moléculas bioactivas mas importantes para la humanidad
(Ramesha et al., 2011); a través de la biodiversidad y quimiodiversidad se
encontraron antibidticos (Davies y Davies, 2010), enzimas quitinoliticas para el
biocontrol de fitopatégenos (Gohel et al., 2006), enzimas de restriccion (Gémez-
Rodriguez and Huete-Pérez, 2008), incluso enzimas lipoliticas con mayor actividad
(Sirisha et al., 2010), bacteriocinas (De la Fuente-Salcido et al., 2013) y lipopéptidos
(Chen et al., 2008). Ademas, la bioprospeccion ha generado descubrimientos de
nuevos agentes antimicrobianos y compuestos bioacivos de valor comercial para el
control de patégenos de alimentos y como bioterapeuticos (Fernandez 2006).

En este trabajo se presentan los primeros esfuerzos para explorar la biodiversidad
microbiana del suelo de la planicie de inundacién del extraordinario Parque Estatal
Cafibn de Fernandez, un area natural con una superficie de 17.000 hectéreas,
localizada en el municipio de Lerdo, Durango y que representa la principal area de
recarga del acuifero de la Comarca Lagunera (Lerdo y Gémez Palacio en Durango
y Torredn en Coahuila) (www.lerdo.gob.mx).

DURANGO

[—> BIOPROSPECCION

COMPUESTOS
BIOACTIVOS

MATERIALES Y METODOS

Muestras de suelo

Se recolectaron ocho muestras por duplicado de la planicie de inundacion del Cafidn
de Fernandez en los meses de octubre y noviembre de 2013, a una profundidad ~
de 20 cm.

Aislamiento e Identificacién microbioldgica preliminar:

Las muestras de suelo se diluyeron (1g), se pasteurizaron (70°C/15 min) y se
enfriaron en hielo 15 min. Se plaquearon las muestras (30-50 uL) por extensién en
placas de agar nutritivo (AN) (BIOXON) y se incubaron a 35+2° C.

Las cepas se aislaron individualmente en gotas de AN crecidas 24 h a 35 £2 °C. Se
registro la morfologia colonial, tincion de Gram y la formacion de esporas. Todas las
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colonias aisladas se inocularon en ~ 5 mL de caldo nutritivo (CN) (BIOXON) en
agitacion a 200 rpm a 35+2 °C. Se sembraron en agares especificos para identificar
cualitativamente la capacidad lipolitica, quitinolitica y bacteriocinogénica. Ademas
se tomaron dos alicuotas (1 mL), una para centrifugar para obtener sobrenadantes
(13,000 rpm/3min) para realizar las pruebas de difusion en pozos y la otra para
conservacion en glicerol al 30% en ultracongelacién. Los paquetes celulares
obtenidos se utilizaron para extraer el DNA para identificacion por PCR.

Capacidad lipolitica y quitinolitica

Todas las colonias se inocularon por rayado para analizarse cualitativamente en
placas con un medio base con (0.5% (p/v) peptona, 0.3% (p/v) extracto de levadura,
2% agar, 1% (v/v) y se enriquecio con tributirina (pH 7.0) y 1% de Rodamina B al
0.001% (p/v) (Sarada et al., 1998; Granja, 2012 o con qutina coloidal (0.4 %) y las
placas se incubaron a 35+2 °C por 48 h.

La prueba de difusion en pozos en los mismos agares incluyé utilizando 100 pL de
sobrenadante depositado pocillos de 8 mm de diametro en cada agar.

Capacidad bacteriocinogénica:

Los aislados de suelos se sembraron por rayado en agar de pozos (AP) (agar
bacteriologico con 0.75% caldo soya tripticaseina) adicionado con (0.7%) de la cepa
indicadora obtenida del Instituto Pasteur de Francia, el B. cereus 183 y se utilizé un
control de la bacteria productora de Morricina, (B. thuringiensis subsp morrisoni).
Las placas se incubaron a 28 °C por 24 h. y se buscé inhibicién del crecimiento de
la cepa indicadora (halo alrededor de la colonia).

Para la determinacién cuantitativa de la capacidad de producir bacteriocinas se
realizé la difusidon en pocillos (Barboza-Corona et al., 2007) con los sobrenadantes
(100 pL). Las placas se incubaron a 4°C toda la noche y posteriormente a 28°C
por 24h y se determiné la presencia de halos de inhibicion del crecimiento de la
cepa indicadora. Se midi6 el didmetro de la inhibicién y se determind la actividad (A
= mr? = m (D/2)? = D?/4) en unidades arbitrarias (un mm? de inhibiciéon del
crecimiento de la cepa indicadora corresponde a una unidad arbitraria de actividad).

Identificacién molecular general bacteriana:

Se utilizo la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar el gen DNAr
16S en las cepas aisladas. La mezcla de reaccion incluyé 0.3 pL de DNA
polimerasa Econo Taq® (1U, lucigen®, USA), 8 pL buffer 1X Econo Taq (lucigen®,
USA) conteniendo  MgClz 1.5 mM, dNTP’s 70 uM (Gibco, USA), 1.5 uL de
oligonucleedtidos directo UBF y reverso 1492. Las secuencias de los oligos
utilizados fueron para UBF F: 5-AGAGTTTGATCCTGGCTGAG-3' y 1492 R: 5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3 (Lebdn-Galvan et al., 2009). Las condiciones para la
amplificacion del rDNA incluyeron 5 min a 95°C; 30 ciclos de 30 s a 95°C, 30 s a
58°C y 90s a 72°C, con una extension final de 5 min a 7°C en un termociclador
C1000™ Touch (Bio-Rad). Se verifico la amplificacion por electroforesis (90 V) en
geles de agarosa al 1% (p/v) detectando las bandas tefidas con 2 pL de gel red
(GelRed[110,000X Biotum).
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RESULTADOS

Las muestras de suelo hasta ahora analizadas son dos, se ha logrado aislar e
identificar preliminarmente un total de 108 cepas, 63 Grampositivas, 45
Gramnegativas, 14 forman espora, 27 lipoliticas,13 quitinoliticas y 47
bacteriocinogénicas.

Las cepas productoras de lipasas se identificaron por un color rojizo al irradiar las
cajas con luz UV a 420 nm y se compararon contra un control de B. thuringiensis
lipolitica (Fig. 1).

Las cepas quitinoliticas se identificaron por la presencia de hidrdélisis alrededor del
crecimiento o el halo de inhibicién formado después de 48 a 72 h de incubacion. Se
utilizé un control de Serratia marcescens NIMA producitora de quitinasas (Ruiz-
Sanchez et al., 2005).

Figura 2. Aislados de muestras de suelo. Bacterias lipoliticas detectadas en: a y ¢)
pozos en agar con Rodamina B expuestos a luz UV (420 nm); b y d) en agar
tributirina con Rodamina B sembradas por rayado y expuesto a luz UV. Aislados con
capacidad bacteriocinogénica determinada en: e y g) AP con B. cereus 183 por
rayado; f y h) difusion en pozos con halos de inhibicién de B.cereus. Aislados con
capacidad quitinolitica detectada en: i y k) agar quitina por difusion en pozos; jy I)
en agar quitina coloidal inoculado por rayado.

En los aislados se pueden encontrar un amplicones de tamafio correspondiente a
la identificacion molecular con el polinucleétido de RNA denominado RNAr (Fig. 3).
Este consiste en ~1500 pb cuya codificacion depende de la presencia del gen DNA
ribosomal rrs o DNA ribosomal 16S (DNAr 16S). Lo anterior confirmé la naturaleza
bacteriana de los aislados.
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1000 pb

Figura 3. Amplificacion por PCR de la region 16S del DNAr de algunos aislados de
suelo del Parque Estatal Cafién de Fernandez en Lerdo, México. Carril M, Marcador
1 Kb (Invitrogen); carriles 1 a 6 amplicones de diversas cepas identificadas
preliminarmente, analizados en geles de agarosa al 1% tefiido con
GelRedJ(Biotium).

DISCUSION

El Parque Estatal Cafidn de Fernandez es una area protegida que se distingue como
un refugio de la flora y la fauna con 25 especies endémicas, 392 especies de
vertebrados, con especies consideradas como muy raras, y especies en peligro de
extincion, amenazadas o que requieren proteccion especial (Valencia-Castro,
2012).

Sin embargo poco se ha estudiado sobre el tipo de microorganismos encontrados
en este habitat, y las condiciones ambientales nos conducen a suponer la existencia
de una microflora  muy diversa que permite la bioprospeccion para buscar
compuestos bioactivos, tal como se ha realizado en regiones a nivel mundial como
volcanes en Nicaragua, o suelo en India (Gomez-Rodriguez and Huete-Pérez,
2008; Sirisha et al., 2010).

Actualmente no existen reportes de estudios que incluyan el aislamiento y/o
identificacion de bacterias del Cafién de Fernandez, por lo que estamos iniciando
un proyecto a largo plazo que seguramente proporcionard informacién original y
muy valiosa a través de la bioprospeccion de suelo de la planicie de inundacion.
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