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Introduccion. La resistencia de las bacterias a los
antimicrobianos es un problema mundial con un mal prondéstico
(1). El incremento en esta problematica reside en el mal uso de
los farmacos y la falta de nuevos compuestos terapéuticos para
tratar las infecciones bacterianas y como resultado la frecuencia
con gue aparece la resistencia incrementa rapidamente. Las
plantas y los microorganismos son fuentes atractivas para
descubrir nuevos agentes terapéuticos (2). Metarhizium es un
género de hongos entomopatdgenos que posee la capacidad de
generar metabolitos secundarios bioactivos, entre ellos
metabolitos con actividad antibacteriana, sin embargo, se
conocen muy pocos de ellos (3). En 2016 se reportd que la
proteina Xppl participa en el metabolismo secundario en el
hongo Trichoderma ressei funcionando como un switch
metabdlico (4).

En este trabajo, se realiz6 la bulsqueda de metabolitos
secundarios con actividad antibacteriana, en diferentes especies
de Metarhizium. Seleccionando una cepa M. bruneumm para
realizar una mutante nula en el gen MB-XPP1, con la finalidad de
esperar un incremento en la produccion de metabolitos
secundarios y por tanto un incremento en la actividad
antibacteriana.

Metodologia. Para promover el metabolismo secundario en
Metarhizium spp. se crecieron las cepas en 3 diferentes medios
de cultivo durante 120 horas en agitacion. Se obtuvieron los
sobrenadantes por filtracion y se concentraron por liofilizacion.
Los metabolitos secretados por las cepas se probaron sobre 2
bacterias gram negativas (Escherichia coli, y Salmonella) y la
bacteria gram positiva (Bacillus subtillis). Los ensayos de
actividad antimicrobiana se realizaron por el método de difusion
en agar modificado y se cuantificé midiendo D.O a 600 nm en
una microplaca de 96 pozos. Para realizar la delecién del gen se
disefiaron oligonucleétidos especificos para |amplificar las
regiones rio arriba y rio abajo del gen MB-XPP1, se clonaron en
un vector binario y se realiz6 la transformacion de Metarhizium
mediada por la cepa AGL-1 de Agrobacterium tumefasiens (5).

Resultados.
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Fig.1. Efecto cuantitativo antibacteriano de M. bruneumm. Efecto
antibacteriano de los sobrenadantes 2,3,4 obtenidos de la cepa
CARO19 crecida en 3 diferentes medios de cultivo, control negativo de

inhibicién 1 y control positivo de inhibicién 5, sobre las bacterias de
E.coli, Salmonella spp, y Bacillus subtillis
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Fig.2. Construccion y comprobacion molecular del vector de
interrupcion del gen MB- XPP1. En el panel A se muestra el mapa del
vector, en el panel B se muestra la amplificacion de los brazos rio arriba
y abajo del gen XPP1 en el vector, en el panel C se muestra la
comprobacién por amplificacion del cassette de interrupcion y la
amplificacién de un fragmento dentro del cassette.

Conclusiones. El ensayo cualitativo y cuantitativo de la actividad
antimicrobiana muestra resultados positivos para la cepa
CARO19 de M.bruneumm. Se tiene la mutante nula del gen MB-
XPP1 en la cepa CARO19 para poder evaluar su posible rol
como regulador del metabolismo secundario.
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