Revista de la Sociedad Mexicana de

Biotecnologia
y Bioingenieria A.C.

Ano 2019 Volumen 23, Nimero 1
ISSN 0188-4786

7\ Sociedad Mexicana de
2> Biotecnologiay Bioingenieria




Revista de la Sociedad Mexicana de

Biotecnologia
y Bioingenieria A.C.

MESA DIRECTIVA

Dr. Adelfo Escalante Lozada
Presidente

Dr.Jaime Ortega LOpez
Vice-Presidente

Dra. Sylvie Leborgne
Secretario

Dra. Angélica Meneses Acosta
Tesorero

Dr. Alvaro R. Lara
Subsecretario

Dra. Angélica Meneses Acosta
Vocal Profesional

Q. A. Alma Y. Alva Aviles
Vocal Estudiante

COMITE EDITORIAL

Dra. Romina Rodriguez Sanoja

Editora en Jefe

Instituto de Investigaciones Biomédicas,
UNAM

Dr. Luis Bernardo Flores Cotera
CINVESTAV

Dr. Fernando Luis Garcia Carrefio
CIBNOR

Dr. Mariano Gutiérrez Rojas
UAM-I|

Dra. Sara Solis Pereira
Instituto Tecnholdgico de Mérida

Dra. Elizabeth Langley McCarron
Instituto Nacional de Cancerologia

ISSN 0188-4786, revista cuatrimestral publicada por la Sociedad Mexicana de Biotecnologia y
Bioingenieria, A.C. incluida en PERIODICA, indice de Revista Latinoamericanas en Ciencias
(CICH-UNAM). Certificado de Licitud de Titulo en tramite y Certificado de Licitud de Contenido en
tramite. Reserva de derechos de Titulo04-1999-082516265000-101. Los Conceptos que en ella
aparecen son responsabilidad exclusiva de los autores. Se prohibe la reproduccion total o parcial
de su contenido sin previa autorizacién por escrito del Comité editorial. Toda correspondencia
deberéa enviarse a Km. 23.5 Carretera Federal México-Cuernavaca, Av. Cipreses s/n, Col. San
Andrés Totoltepec, C.P. 14400, Del. Tlalpan, México, D.F. o a la siguiente direccién electrénica

smbb1982@gmail.com

BioTecnologia, Afio 2019, Vol. 23 No. 1



INSTRUCCIONES PARA LOS AUTORES 4

ARTICULOS

Aislamiento y caracterizacién de una cepa de Streptomyces

thermocarboxydus con actividad antibidtica
Mariana Avalos-Garcia, Beatriz Ruiz-Villafan, Romina Rodriguez-Sanoja y

Sergio Sanchez 8

Importancia del pH y protocolo de desinfeccidon en la germinacion

de esporas de Cyathea bicrenata

Samanta A. Reyes, Héctor Gonzalez, Ana M. Castillo, Victor H. Volke, Carmen

Jacinto, César Carvajal, Gabino Garcia 22

Uso de Pseudomonas aeruginosa en biorremediacion

Daniel Lujan 32

BioTecnologia, Afio 2019, Vol. 23 No. 1 3



.

Instrucciones para los autores

Guia de Autores

La revista puede recibir trabajos de investigacion original, asi como de revision en
los campos de la biotecnologia y bioingenieria. Todos los manuscritos seran sujetos a
revision por al menos dos miembros del Comité Editorial y deberdn contar con una

recomendacion de aceptacion para ser publicados.
Los idiomas de la revista son el espafiol y el inglés.

Los trabajos se escribiran en hoja tamafo carta (21.6 cm x 27.6 cm). Los margenes
aplicados a todo el manuscrito serdn de 2.5 cm para los extremos superior e inferior, asi
como 3 cm de cada lado. Las paginas deberan estar numeradas en la parte inferior y central

de cada hoja.

Para evitar errores innecesarios se recomienda usar el corrector de gramatica y
ortografia del procesador de palabras. Se recomienda que los trabajos completos tengan
un maximo de 25 péginas, escritas con un interlineado de 1.5 renglones, incluyendo las
tablas y figuras. Las publicaciones en la revista Biotecnologia estan exentas de costo para

los autores.

Cuando corresponda, se recomienda el uso de abreviaturas para referirse a
unidades de tiempo (h, min, s), de volumen (I, ml, pl), de peso (kg, g, mg, ug), ADN, ARN y

otras comunmente aceptadas en la literatura cientifica.

Los trabajos de investigacién original pueden tocar cualquiera de los diversos
campos que cultivan la biotecnologia y la bioingenieria, desde aspectos fundamentales
hasta sus aplicaciones, incluyendo: Enzimas y Biocatalisis, Microbiologia, Biotecnologia
Agricola y Vegetal, Biotecnologia Marina, Alimentos y bebidas, Biotecnologia Ambiental,
Bioingenieria y fermentaciones, Bioenergia y biocombustibles, Biologia de sistemas y
bioinformatica, Biologia sintética, Nanobiotecnologia y biomateriales, Ingenieria metabdlica,

Omicas, Bioseguridad y Bioética.

Tanto los trabajos de investigacion original como las revisiones deberan apegarse

al siguiente formato:
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Instrucciones para los autores

1. Eltitulo del manuscrito serd puesto en negritas con letra Arial o equivalente tamafio 14.
El titulo debera estar centrado y ser conciso e informativo. Evite el uso de abreviaciones
y formulas.

2. El nombre de los autores ocupara los siguientes renglones escribiendo el hombre y
primer apellido de cada participante. Se usara letra Arial o equivalente tamafio 12. Los
nombres de los participantes deberan estar centrados, sefialando con un asterisco el
autor responsable de la publicacion. En el siguiente renglon con letra italica Arial del
mismo tamafio, se incluird la direccién postal de la institucion de adscripcion de los
autores, asi como la direccién de correo del autor corresponsal.

3. Se debera afadir un Resumen de no mas de 250 palabras en espafiol y el
correspondiente Abstract en inglés.

4. Se incluiran entre 3 a 6 Palabras clave: que permitan clasificar el articulo en una base
de datos. Estas palabras deberan de incluirse en espafiol y en inglés (Key words).

5. Si el texto inicia con el nombre de algin subtema, éste de pondra como primera linea
en cursivas con letra Arial o equivalente tamafio 10. Después en el siguiente renglén se
iniciara el texto descriptivo usando letra Arial 0 equivalente tamafio 10. El texto debera
ser escrito con un interlineado de 1.5 renglones. Se debera dejar un espacio de un
renglén al inicio de una seccion o subtema nuevo. Los géneros y especies deberan
escribirse en letras italicas.

6. Las figuras deberdn numerarse con arabigos, correlativamente en orden de apariciéon
en el texto. No se integraran al texto, sino al final del manuscrito. No obstante, para
facilitar el trabajo de edicién, se recomienda indicar la ubicacion de las mismas en el
momento en que son mencionadas por primera vez en el texto. Las figuras deben incluir
un breve titulo explicativo en la parte inferior de la misma. Si es necesario incluir fotos,
éstas se deberan designar como figuras.

7. Las tablas también se numeraran con arabigos ubicados en la parte superior de las
mismas e incluiran un breve titulo explicativo. Las notas en las tablas deberan ser
indicadas con letras mindsculas en superindice. La ubicacion de las tablas sera
sefialada en el texto, pero se anexaran en hojas separadas y al igual que las figuras, al
final del manuscrito.

8. Lainformacién dada como referencias bibliograficas debera permitir a los lectores llegar
con facilidad a la fuente de informacion original. En el texto del trabajo, las referencias

se citan por autor y afio entre paréntesis redondos. Por ejemplo: “Martinez & Garcia
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Instrucciones para los autores

(1999) han demostrado que...”, o bien, “Datos recientes (Martinez & Garcia, 1999) han
demostrado que...”. Si la cita posee varios autores se escribira como sigue: “Gutiérrez
et al. (2003), han demostrado...” O bien: “Datos recientes (Gutiérrez et al., 2003) han
mostrado...” Si la cita es una pagina de Internet, la direccién URL debera escribirse
completa y entre paréntesis directamente en el texto.

9. La lista de Referencias se debera escribir con el mismo tipo de letra del texto principal

(Arial tamafio 10) y con sangria francesa de acuerdo con el siguiente formato:

Articulos:

Garcia-Carrefio F, Cota K & Navarrete del Toro MA (2008) Phenoloxidase activity of
hemocyanin in whiteleg shrimp, Penaeus vannamei: conversion, characterization of
catalytic properties, and role in postmortem melanosis. J. Agric. Food Chem. 56:
6454-6459.

Libros:

Ullrich M (2009) Bacterial Polysaccharides: Current Innovations and Future Trends. Horizon

Scientific Press, Norwich.
Capitulos de libros:

Sanchez S & Demain AL (2009) Metabolic regulation and overproduction of primary
metabolites. In: Encyclopedia of Industrial Biotechnology. Bioprocess,
Bioseparation, and Cell Technology (EIB). Flickinger MC (ed). John Wiley & Sons,
Inc. Hoboken, NJ. pp. 396-458.

Patentes:

Fenical WH, Jensen PR & Kwon HC (2009) Polyol macrolide antitumor-antibiotics from the
marine actinomycete strain CNQ140. US patent 7,521,414.

Congresos y reuniones (Se aceptaran un maximo de dos citas de este tipo):

Reyes N, Dominguez RM, Islas | & Solis S (2007) Induccion diferencial por pH y temperatura
del complejo pectinolitico producido por células inmovilizadas de Aspergillus HL. XII

Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria. Morelia Mich. México. OllI-12.
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Instrucciones para los autores

Sitios en internet:

Van Deuren J, Wang Z & Ledbetter J (1997) Remediation Technologies Screening Matrix
and Reference Guide. 32 Ed. Technology Innovation Office, EPA. Disponible en:

http://lwww.epa.gov/tio/ remed.htm.
Revistas electronicas:

SunJ, Lu X, Rinas U, & Zeng AP (2007) Metabolic peculiarities of Aspergillus niger disclosed

by comparative metabolic genomics. Genome Biol. 8: R182.
Tesis de pre y posgrado:

Céardenas C (2009) Evaluacién del uso biotecnolégico de la semilla de Ditaxis heterantha
para la produccion de safranal. Tesis Maestria en Ciencias Bioguimicas. Universidad

Nacional Autbnoma de México. México D.F. pp. 1-78.

Cada autor es responsable de la precision de las citas que emplea.

Una vez que ha sido revisado y aceptado su trabajo, los autores deberan enviar una
carta de cesion de los Derechos de Autor, de manera que la Sociedad Mexicana de
Biotecnologia y Bioingenieria pueda hacer uso del articulo aceptado, o parte de é€l, con fines
de divulgacion y difusion de la actividad cientifica y tecnol6gica. En ningun caso, dichos
derechos afectan la propiedad intelectual que es propia de los autores, para usar la totalidad

0 parte de ese articulo con fines no lucrativos.

Los trabajos se someten en linea en la pagina electrénica de la Sociedad Mexicana
de Biotecnologia, en la direccion https://smbb.mx/publicaiones/publicacion-de-articulo/. Al
momento de recibirlo, se enviard un acuse de recibo al autor corresponsal. La direccién

para mantener comunicacion con el editor es: revista_biotecnologia@smbb.mx

Una vez aceptados, los trabajos son editados y enviados a los autores para su
correccién. En esta condicion no se permitiran cambios sustanciales en el contenido de los
mismos sin la aprobaciéon del editor en jefe. Una vez aprobada la prueba, el trabajo se
publicarq en linea y podrd ser consultado en la pagina de la Sociedad Mexicana de

Biotecnologia y Bioingenieria AC http://www.smbb.com.mx/.
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Aislamiento y caracterizacion de una cepa de Streptomyces

thermocarboxydus con actividad antibiotica

Mariana Avalos-Garcia, Beatriz Ruiz-Villafan*, Romina Rodriguez-Sanoja y

Sergio Sanchez

Departamento de Biologia Molecular y Biotecnologia del Instituto de
Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autonoma de México. Ciudad
de México, CDMX, AP 70228, CP 04510.

*beatrizruiz@biomedicas.unam.mx

Resumen

El género Streptomyces es un grupo de microorganismos de gran importancia industrial pues
son los principales productores de los antibiéticos que se comercializan actualmente. A pesar
de que se han descrito muchas biomoléculas producidas por las actinobacterias, el porcentaje
de nuevos antibidticos descubiertos es muy bajo. Por otra parte, la resistencia de
microorganismos patégenos a los antibiéticos de uso corriente se incrementa cada dia, por lo
que cobra vital importancia la busqueda de nuevos antibidticos para combatirlos. En el presente
trabajo se aisldé una actinobacteria de una muestra de suelo del Valle de Chalco, Estado de
México, México. ElI microorganismo aislado fue identificado preliminarmente como
Streptomyces thermocarboxydus K155 y produjo actividad antibiética contra una serie de cepas
de prueba (>20 mm de diametro de halo de inhibicién) cuando fue crecido en medio YMG. Se
realizé una extraccion del medio de fermentacion con metanol y se fraccioné por medio de
cromatografia en columna de silice 100. Las fracciones activas fueron seleccionadas por
bioensayo y se continud su purificacién por HPLC. Aunque la identificacién estructural final de
la molécula bioactiva no fue posible, algunas de las propiedades fisicoquimicas del metabolito
como son su solubilidad, polaridad, espectro de absorcion UV y termoestabilidad nos
proporcionaron pistas sobre el posible caracter quimico de la molécula responsable de la

actividad antibidtica.

Palabras clave: Streptomyces, antibioticos, actinobacterias, arbol filogenético, ADN ribosomal,

caracterizacion polifasica

BioTecnologia, Afio 2019, Vol. 23 No. 1 8
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Abstract

The genus Streptomyces comprise a group of microorganisms of great industrial importance
because they are the main source of the antibiotics currently commercialized. Although many
biomolecules produced by actinobacteria have been described, the percentage of new
antibiotics discovered is very low. On the other hand, the resistance of pathogenic
microorganisms to the antibiotics of current use increases every day, making the search for new
antibiotics of vital importance to fight against resistant pathogens. In the present work, an
actinobacteria was isolated from a soil sample from the Chalco Valley, Estado de México,
México. The isolated microorganism was preliminarily identified as Streptomyces
thermocarboxydus K155 and it was found that produce antibiotic activity against a series of test
strains (> 20 mm diameter inhibition halo) when grown in YMG medium. An extraction of the
fermentation medium with methanol was carried out and fractionated by means of
chromatography on a silica column 100. The active fractions were determined by bioassay and
their purification was continued by HPLC. Although the final structural identification of the
bioactive molecule was not possible, some of the metabolic physicochemical properties such as
its solubility, polarity, UV absorption spectrum and thermostability gave us clues about the

possible chemical character of the molecule responsible for the antibiotic activity.

Key words: Streptomyces, antibiotics, actinobacteria, phylogenetic tree, ribosomic DNA,

polyphasic characterization

Introduccion Se sabe que los estreptomicetos
. , producen una gran cantidad de antibioticos y
A pesar de que existe un gran nimero

. . otros metabolitos secundarios activos, como
de antibidticos de uso en medicina humana y

L . , antitumorales, herbicidas y antihelminticos.
veterinaria, en la actualidad el niumero de

. o De los antibitticos conocidos provenientes de
cepas resistentes a estos antibidticos ha

- - . microorganismos, la mayor parte son
aumentado draméticamente (Lukacisinova & g y P

Bollenbach, 2017). Por ello, resulta relevante producidos por este género. Incluso, si se

: . . : toman en cuenta otro tipo de actividades
el estudio de alternativas microbianas para la

L, . . . biologicas, ademas de la antimicrobiana, las
produccion de antimicrobianos que pudieran

. actinobacterias producen la mayoria (60%) de
resultar novedosos y con potencial para su

. . . estos compuestos, y dentro de esta familia,
uso en la industria farmacéutica.

BioTecnologia, Afio 2019, Vol. 23 No. 1 9
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Streptomyces produce el 80% de estas

sustancias (Kieser et al., 2000).

Materiales y Métodos

Identificacion preliminar de la cepa de
Streptomyces sp. K155 por su secuencia de
ADNr 16S

El aislamiento de la bacteria se hizo a
partir de una muestra de suelo de la region de
Valle de Chalco del Estado de México,
México. La cepa aislada se conservé en forma
de esporas en una suspension de glicerol al
20%v/v a -20°C. A partir de esta suspension
se realizaron los estudios subsecuentes. Para
la caracterizacion de la bacteria se empleé un
enfoque polifasico, con ello, se estudiaron sus
caracteristicas morfologicas, fisioldgicas,
bioguimicas y genéticas (secuencia de ADN
ribosomal 16S).

La secuencia de ADN ribosomal se
obtuvo mediante PCR usando como molde el
ADN genémico de la cepa. Para Ila
amplificacion se utilizaron los primers fD1
(ccgaattcgtcgacaacAGAGTTTGATCCTGGC
TCAG) y RD1
(cccgggatccaagcttAAGGAGGTGATCCAGCC
) reportados en Weisburg et al., (1991). Las
condiciones de amplificaciébn  fueron:
desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos,
seguido de 25 ciclos de 94°C (30 s), 56.5°C (1
min), 72°C (2 min) y una extension final de
72°C por 7 minutos. La secuencia obtenida se
comparé contra secuencias de la base de
datos BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) del NCBI (National Center for

BioTecnologia, Afio 2019, Vol. 23 No. 1

Biotechnology Information) y del Ribosomal
Database Project (RDP). La secuencia se
compard y alineé empleando el programa
MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by
Log- Expectation) con aproximadamente 500
secuencias de ADN ribosomal 16S reportadas
en el RDP correspondientes a las especies
aisladas y tipificadas, en la taxonomia de este
género. Con la finalidad de facilitar la
visualizacion del arbol filogenético, se
construyd utilizando solamente 65 de estas
secuencias mas la  secuencia de
Streptomyces sp. K155, en el programa
MEGA 7 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis, Kumar et al., 2016). El alineamiento
de las 66 secuencias se realiz6 con MUSCLE
y se seleccion6 el modelo evolutivo que
ajustara mejor a los datos con el programa
JModelTest (Darriba et al., 2012, Guindon y
Gascuel, 2003). De este modo, la inferencia
de la historia evolutiva se hizo con el método
de maxima verosimilitud basado en el modelo
de GTR+I+G (General Time Reversible)
partiendo de un &rbol inicial construido con el
método de Neighbor-Joining (Lanave et
al.,1984, Tavaré 1984, Rodriguez et al.,
1990).

La construccion del arbol filogenético
de 49 cepas de S. thermocarboxydus, S.
lusitanus 'y S. spinoverrucosus, mas
Streptomyces sp. K155 (nimero de acceso en
Genbank MK537326) se realizé siguiendo la
misma estrategia arriba mencionada, excepto
gue el modelo que se ajustd mejor a los datos
fue HKY+G+l (Hasegawa-Kishino-Yano,

Hasegawa et al.,1985). Para la construccion

10
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final de ambos arboles se ejecutaron 1000

muestreos para cada uno (boostrap).

Adicionalmente se realizdé un ensayo
de hibridacion ADN-ADN (Tourova & Antonov,
1987) empleando el ADN gendémico completo
de Streptomyces sp. K155 y el ADN gendémico
de la cepa mas cercana encontrada después

de realizar el andlisis filogenético.

Caracterizacion morfolégica de Streptomyces
sp. K155

Las caracteristicas morfolégicas se
determinaron con base en lo reportado por
Shirling & Gottlieb (1966) para discriminar la
formacién de micelio aéreo, el color y la
produccion de pigmentos solubles difusibles al
medio de cultivo. Para lo anterior, se utilizaron
los medios sefialados por el International
Streptomyces Project (ISP) como son ISP-1 a
5 (BD-Difco) y los medios de tripticaseina-
agar, agar nutritivo (BD-Difco) y agar soya-
manitol (Kieser et al., 2000). También se
observo la produccién de esporas, su formay
tamafio  empleando un
electrénico de barrido (JEOL JSM-6360LV

Scanning Electron Microscope).

microscopio

Caracterizacion fisiol6gica

Se determind el efecto de las
condiciones de cultivo sobre el crecimiento de
la cepa de Streptomyces sp. K155 en
matraces bafleados de 250 ml con 50 ml de
medio TSB (Tryptic Soy Broth, BD-Difco) y se

determiné la cantidad de biomasa después de

BioTecnologia, Afio 2019, Vol. 23 No. 1

48 h de incubacién, por peso seco. Para el pH
optimo se ajusto inicialmente apH 4, 5,6y 7
con HClyapH 8,9y 10 con NaOH, se incubd
a 29°C con agitaciéon a 180 rpm. Para la
temperatura se incub6 a las temperaturas: 29,
37, 45,50 y 52°C, con agitaciéon a 180 rpm.

Se determind la tolerancia a NaCl de
la cepa K155 mediante su adicion a
concentraciones 4, 7, 10 y 13%wlv,

incubandose a 29°C y 180 rpm de agitacién.

La capacidad de la cepa K155 de
Streptomyces  para emplear  diversos
carbohidratos como Unica fuente de carbono
fue evaluada con el kit APl 50CH de
Biomérieux. La inoculacion de las galerias se
llevé a cabo siguiendo la ficha técnica del
fabricante. Por cada ampolleta de medio de
cultivo (proporcionada en el kit) se emplearon
100 pL de la suspensién de esporas
previamente lavadas para eliminar el glicerol y

suspendidas en solucién salina isotdnica.

También se determind la presencia de
acido L-diaminopimélico en la pared celular
segun Staneck & Roberts, (1974).

Ensayo de actividad antibi6tica

La actividad antibiética se escaned
empleando un ensayo cualitativo mediante
estria cruzada, enfrentando directamente a la
cepa de Streptomyces contra las cepas de
prueba seleccionadas: Bacillus subtilis,
Micrococcus luteus, Escherichia coli vy

Saccharomyces cerevisiae.

11
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Produccion y ensayos de purificacion del

metabolito bioactivo

La produccion del metabolito
secundario con actividad antibiética se realizé
en medio YMG

concentraciones de sus componentes para

modificando las

obtener una mayor cantidad de antibidtico

reflejada en un mejor efecto inhibitorio.

El aislamiento y purificacion del
compuesto responsable de la actividad
antibidtica se realizé6 empleando un enfoque
biodirigido, que consistié en llevar a cabo la
purificacion siguiendo la actividad antibidtica

contra M. luteus.

El cultivo a partir del cual se realizo el
aislamiento del compuesto activo se incubd
por 6 dias a 29°C, 180 rpm. La extraccion se
realiz6 con metanol previa eliminacion del
agua mediante liofilizacion. ElI metanol fue
evaporado y el residuo se suspendié en una
mezcla de acetonitrilo:agua (7:3), este
extracto fue fraccionado mediante
cromatografia en columna (1 m x 2 cm)
empacada con silica gel 100 (Merck). La
elucion se llevé a cabo empleando un
gradiente de acetonitrilo:agua. Se
determinaron las fracciones activas por medio
de ensayos de antibiosis. Todas las fracciones
que presentaron actividad antibidtica se
combinaron y a la mezcla resultante se le
determind la concentracion inhibitoria 50
segun Wiegand et al., (2008) contra M. luteus
y S. cerevisiae. La purificaciéon final se hizo

mediante HPLC con el equipo Varian ProStar

BioTecnologia, Afio 2019, Vol. 23 No. 1

con detector UV-Vis, empleando una columna
de Macherey-Nagel Nucleodur C18 Pyramid
de 5 pm y acetato de trietilamonio (TEAA)

como fase movil.

Resultados

Identificacion de la cepa de Streptomyces sp.
K155

La secuencia de ADN ribosomal 16S
de Streptomyces sp. K155 mostré una mayor
similitud con las cepas Streptomyces
thermocarboxydus y Streptomyces aureus, en
una busqueda preliminar con el programa
BLAST. Al construir un arbol filogenético con
esta secuencia se encontré una mayor
relacién con la especie S. thermocarboxydus
DSM 44293 ya que se agrupan en el mismo
clado, a diferencia de S. aureus que se agrupa
con Streptomyces scabies y Streptomyces
diastatochromogenes (Fig. 1). La cercaniaala
especie thermocarboxydus se hizo mas
patente en la construccion de otro arbol
filogenético en donde se tomaron en cuenta
las especies mas cercanas a Streptomyces
sp. K155 (Fig. 2). Sin embargo, con respecto
a las caracteristicas fisiol6gicas reportadas
para esta cepa por Kim et al., (1998) se habian
observado varias diferencias, por lo que se
consider6 necesaria la caracterizacion
polifasica que permitiera discernir  si
Streptomyces sp. K155 era una nueva
variedad, para lo cual se empleé la cepa S.
thermocarboxydus DSM 44293 con fines de

comparacion.
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4 p I icus (T} JCM 4840 clone121 ABO18095
S000391769 Sirepiomyces thermospinosisporus (T) AT10 AF333113
5000438871 Strept them boxyd (T) DSM 44206 U94489
S000015773 Streptomyces thermoviolaceus (T) DSM 40443 (type sirain} 68096
5000775892 Sirep iridosp (T) NRRL 2414T DQ442556
1 (T} NBRG 12851 AB184184
5000003179 Streptomyces thermocoprophilus (T) 819 AJ007402
5000001688 Sireptomyces somaliensis (T) DSM 40738 AJ007403
5000711634 Streptomyces fradiae (T) NRRL B-1195 DQ026630
- 0 sp (T) NBRC 14228 AB184578
10065239, ptomy is (T} NBRG 15426 AB184673
5000581652 Streptomyces virdodiastaticus (T) IFO 13106 CSSP719 AY090852
5000652148 Sireptomyces lusitanus (T) NBRC 13464 AB184424
5000438872 Streptomyces thermocarboxydus (T} DSM 44293 U94490
55 L Streptomyces sp. K155 ]
)00003968 Sireplomyces gri: h (T} ISP 5499 AJ399451
treptomyces dfe icus (T) NBRC 3714 AB184785
8000581574 Sireptomyces aureoverficillatus (T) NRRL B-3326 CSSP526 AY999774
5000144246 Streptomyces violaceoruber (T) ICSSB 1016 AF503492
5000544253 Streptomyces violaceorubidus (T} type sirain{ MG 20319 AJ781374
5000711635 Sireptomyces diastaficus (T} NRRL B-1773 DQ026631
5000439348 Streptomyces eurythermus (T) ATCG14975 D63870
78 1 S000544201 Streptomyces griseoflavus (T) type strain:l MG 19344 AJ781322
S000651863 Streptomyces griseorubens (T} NBRG 12780 AB184139
8000651906 Sireptomyces ambofaciens (T) NBRC 12836 AB184182
5000775801 Streptomyces vindochromogenes (T) NRRL B-1511T DQ442555
8000581607 7t idis {T) KGTG 9780 CSSP672 AY999807
37| — 5000417792 Streptomyces aficanus (T) CPJVR-H AY208912
5000824529 Streptomyces azureus (T) NRRL B-2655 EF178674
5000651961 Sireptomyces rochei (T) NBRG 12908 AB184237
15 S000010876 Sireptomyces roseoviolaceus (T) ISP 5277 AJ399484
1001 S000544206 Streplomyces aurantiacus (T) type strain MG 18403 AJ781327
5003918902 0 philus (T) JR-41 HQ267989
% S000439340 Sirepiomyces scabiei (T) ATCCA9173 D63862
19 E 5000439345 Streptomyces diastatochromogenes (T) ATCG12309 D63867

S000395649 Sireptomyees aureus (T} B7319 AV094368 ]

5000001869 Streptomyces galilasus (T) JCM 4757 AB045878
5000528404 Streptomyces avermitilis (T) MA-4680 BA0D0OO30
5000581576 Sireptomyces antibioticus (T) NRRL B-1701 CSSP528 AY999776
5000651796 Streptomyces cinereus (T) NBRGC 12247 AB184072
10065200, ir (7} NBRC 13054 AB184279
5000581518 Streptomyces clavuligerus (T} NRRL 3585 CSSP040 AY009718
(T) IFQ 12789 D85116
5001044307 Streptomyces sporoverrucosus (T) NRRL B-16370T DQ442544
S000711650 Streptomyces lavendulae (T} NRRE B-1390 DQ0O26646
5000651899 Sireptomyces virginiae (T) NBRC 12827 AB184175
5000652431 Sireptomyces cinnamonensis (T) NBRG 15873 AB184707

(7] JGM 4526 ABOA4.,
5000652048 Streptomyces exfoliatus (T) NBRG 13191 AB184324
5000022092 Streptomyces peucetius (T} JCM 9920 ABO45867
5000711667 Sireptomyces candidus (T) NRRL I1SP-5141 DQ026663
S000261426 Streptomyces griseus (T} KACG 20084 AY207604
00065253 ir el (T} NBRG 3931 AB184814

27

26

33

Streplomyses (7) NRRL B-2194 EF {78675

3000005383 Sireptomyces platensis (1) JCM 4662 AB(045882

3 5000007214 Sireptomyces rimosus (T} JOM 4667 ABO45883
o it (T} DSM 40822 EU1T0121
N 5000652152 Streptomyces hygroscopicus (T) NBRC 13472 AB184428
68 5000824642 Streptomyces rapamycinicus (T} EFA08733

5004212744 Sireptomyces alkalithermotolerans (T) AG3nlg HG934209
5 8000270582 Streptomyces albus (T} type strain- DSM 40313 AJ621602
100 | 8000651996 Streptomyces albus (T} NBRC 13041 AB184272

=l

47 Sireptemyces macrosperus (T} DSM 41449 (fype strain) Z68099

5000775882 ptomy sulphureus (T) NRREL B-1627T DQ442546

4'— 5000012433 Streptomyces thermolineatus (T} DSt 41451 (type strain) Z68097
63 5000469290 Streptomyces scabrisporus (T) KM-4927 AB030585

—
0.020

Figura 1. Arbol filogenético construido con 65 secuencias de ADNr 16S del género Streptomyces mas la
secuencia de Streptomyces sp. K155. En brackets negritos se muestra el sitio en donde se agrupa la cepa
Streptomyces sp. K155. La historia evolutiva se construyd con el método GTR+G+I, con 1000 muestras
(Bootstrap) usando el programa Mega 7. Los nimeros de acceso de Genbank de las secuencias de ADNr 16 S
estan al final del nombre de cada cepa, por ejemplo, la de Streptomyces viridodiastaticus IFO13106 es

AY999852.
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— S000438872 Streptomyces thermocarboxydus (T) DSM 44293 US4490
5004091271 Streptomyces thermocarboxydus 6-1 KJ571048
5004053225 Streptomyces thermocarboxydus KF442437
5002234740 Streptomyces thermocarboxydus Strd30 HQ225837
S000385738 Streptomyces thermocarboxydus ABO98GT9
5000652148 Streptomyces lusitanus (T) NBRC 13464 AB184424
5002953330 Streptomyces thermocarboxydus Hi3-14 JFB99279
5004080068 Streptemyces lusifanus JG2 KF730771
5004126094 Streptomyces thermocarboxydus C42 ABI0T696
— 5004126375 Streptomyces thermocarboxydus ABST4365
5000013490 Streptomyces thermocarboxydus NHS0 AJ249627
5002166926 Streptomyces thermocarboxydus A-B GU980959
S003616649 Streptomyces thermocarboxydus FBrs08 JX485798
5004085012 Streptomyces thermocarboxydus SDT103 KJ019013
5004492314 Streptomyces thermocarboxydus HDO2 KT163785
1 5004492325 Streptomyces thermocarboxydus HD14 KT1637596
5—{—5004492331 Streptemyces thermocarboxydus K08 KT163802
5000711034 Streptomyces thermocarboxydus NBRC 16323 AB249926
5002953345 Streptomyces thermocarboxydus Hd JF899294
5004084991 Streptomyces thermocarboxydus SDT64 KJ018992
5004501690 Streptomyces thermocarboxydus 48 LC062606
5004501691 Streptomyces thermocarboxydus 53 LC062607
[~ Streptomyces sp. K155 ]
5004054377 Streptomyces lusitanus DMZ-3 KF486519
4 [ S004221224 Streptomyces thermocarboxydus SMS 13 KJ777673
5003259288 Streptomyces lusitanus SCSIO LR32 JQ315184
S000652397 Streptomyces lomondensis (T) NBRC 15426 AB184673
S004046610 Streptomyces lomondensis S015 KF144610
5000544231 Streptomyces lomondensis type strain:LMG 20088 AJ781352
5000438870 Streptomyces thermocarboxydovorans DSM 44295 194488
?J{ 5000438871 Streptomyces thermocarboxydovorans (T) DSM 44296 U94489
5000438869 Streptomyces thermocarboxydovorans DSM 44294 U94487
5001097218 Streptomyces spinoverrucosus 173372 EU5S70683

| w

23

5001097818 Streptomyces spinoverrucosus 174464 EU593714
5003279210 Streptomyces lomondensis NXPT3 JNG99905
5003617213 Streptomyces spinoverrucosus SNB032 JX511995
5000544255 Streptomyces spinoverrucosus fype strain:LMG 20321 AJT81376
74 1 5000652302 Streptomyces spinoverrucosus (T) NBRC 14228 AB184578
5004482310 Streptomyces thermocarboxydus F1-2 KR023854
5001573642 Streptomyces thermocarboxydus CA-23 EUB52931
3004492327 Streptomyces thermocarboxydus K01 KT163798
S001097831 Streptomyces thermocarboxydus 173998 EU593727
S001576650 Streptomyces thermocarboxydus NBE34 GQ268015
S002233909 Streptomyces thermocarboxydus N46 HQ 132787
93| 5002907003 Streptomyces thermocarboxydus udscd streptodurck FR848962
5002818042 Streptomyces thermocarboxydus S3RS8 JN400099
5004447849 Streptomyces thermocarboxydus BCL-25 KIM378603

5001152416 Streptomyces lusitanus NRRL B-5637T DQ442524
—%L:5001097757 Streptomyces spinoverrucosus 173970 EU593653
100 55000652334 Streptomyces peucetius subsp. caesius NBRC 14662 AB184610

0.0050

Figura 2. Arbol filogenético elaborado con las secuencias de ADNr 16S de la cepa K155 y las
especies mas cercanas, S. thermocarboxydus, S. lusitanus y S. lomondensis. En brackets negritos
se muestra la cepa K155. La historia evolutiva se construy6 con el método HKY+G+l, con 1000
muestras (Bootstrap) usando el programa Mega 7. Los nimeros de acceso de Genbank de las
secuencias de ADNr 16 S estan al final del nombre de cada cepa, por ejemplo, la de Streptomyces
lusitanus DMZ-3 es KF486519.
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Caracteristicas y diferencias entre la cepa de Una de las caracteristicas que se
Streptomyces sp. K155 y S. utilizan para la clasificacion de los miembros
thermocarboxydus DSM 44293 del género Streptomyces, es la morfologia de

- las esporas, por ello se observaron el micelio
En la tabla 1 se indican las P P

L L , las esporas al microscopio electrénico. Lo
caracteristicas del color del micelio aéreo en y P P

. . . - mas relevante que se observo fue la diferencia
diferentes medios de cultivo definidos por el q

International Streptomyces Project (ISP) para en la superficie de las esporas, asi como el

la clasificacion del género de estas bacterias. tamafio de éstas, ya que S. thermocarboxydus

Podemos observar que en todos estos medios DSM 44293 produce esporas de textura mas

. . - rugosa y de mayor tamafio a diferencia de las
de cultivo sélido el color del micelio de la cepa 9 y Y

Streptomyces sp. K155 y el de S. esporas de Streptomyces sp. K155 (Fig.3).

thermocarboxydus DSM 44293 son diferentes Estas diferencias se podrian deber a la

como por ejemplo el medio ISP-3 donde produccion de polisacaridos de pared celular

Streptomyces sp. K155 produce el micelio diferentes ~ entre  ambas  cepas  de

color gris y S. thermocarboxydus DSM 44293 Streptomyces.

de color blanco.

Tabla 1. Color del micelio aéreo producido por Streptomyces sp. K155 y S. thermocarboxydus.

Medio Agar K155 S. thermocarboxydus
Triptona-Lev (ISP-1) Blanco Gris
YMG (ISP-2) Gris Blanco/Gris
Avena (ISP-3) Gris Blanco
Almidén-Sales Inorganicas Gris Blanco
(ISP-4)
Glicerol-Asparagina (ISP-5) Blanco Café
Soya tripticaseina-agar Blanco/Gris Blanco
Agar nutritivo Escaso Gris
grisaceo
Soya-Manitol Gris Blanco

BioTecnologia, Afio 2019, Vol. 23 No. 1 15



Figura 3. Fotografias de microscopia electrénica de barrido del micelio y esporas de a) K155 y b)
S. thermocarboxydus vistas al microscopio electrénico de barrido.

En cuanto al crecimiento en medio de

cultivo liquido a diferentes valores de pH, no
se observaron diferencias siendo 7 el valor
Optimo de ambas. Sin embargo, en cuanto a
la temperatura y a la tolerancia al NaCl si se
observaron, puesto que S. thermocarboxydus
DSM 44293 es termdfilo, capaz de crecer a
temperaturas de hasta 55°C mientras que
Streptomyces sp. K155 es mesofilo y crece a
temperaturas menores a 50°C.
Las pruebas bioquimicas de utilizacion de
carbohidratos mostraron que a diferencia de
S. thermocarboxydus, Streptomyces sp. K155
no puede metabolizar galactosa, fructosa,
inositol, N-acetilglucosamina, ni genitiobiosa,
bajo las condiciones de crecimiento de las
tiras API.

La hibridacion ADN-ADN mostré una
similitud mayor al 70%, por lo que segun el
criterio empleado para la caracterizacion e
identificacibn de una nueva especie
(Anderson & Wellington, 2001), la cepa de
Streptomyces sp. K155 pertenece a la especie
S. thermocarboxydus. Sin embargo, dadas las

diferencias encontradas, puede tratarse de

BioTecnologia, Afio 2019, Vol. 23 No. 1

una subespecie. Para confirmar esto, son
necesarias una serie de analisis que brinden
mayor detalle e informacion que permitan
realizar esta clasificacion.

Durante la caracterizacién de la cepa de
Streptomyces sp. K155 se le encontro
actividad antibiética contra bacterias Gram-
positivas como Bacillus subtilis y Micrococcus
luteus, asi como la levadura Saccharomyces
cerevisiae y tomando en cuenta que S.
thermocarboxydus no tiene reportes de
produccion de antibidticos se decidid

caracterizar el antibidtico producido.

Caracterizacion del principio bioactivo

Después de comprobar que la
actividad antimicrobiana se producia en el
medio de cultivo, se determind su
termoestabilidad. Se encontré que el extracto
crudo con actividad antibidtica se mantuvo
estable desde 37°C hasta 121°C (un ciclo en
autoclave) por 20 min. Posteriormente, se
procedio a su aislamiento y purificacion. Se

encontr6 que el metabolito bioactivo es
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sumamente polar, por lo que Unicamente pudo
extraerse del extracto crudo eliminando
primero el agua por medio de liofilizaciéon y
posteriormente afiadiendo metanol para su
extraccion. Una vez obtenido el extracto en
metanol, el disolvente se evapordé y se
suspendié en una mezcla de acetonitrilo:agua
(1:2)

cromatografia en columna. Se obtuvieron

para fraccionarlo por medio de
fracciones activas cuando se empleé una

proporcién de 50:50.

Las fracciones anteriores se
colectaron y purificaron por medio de HPLC
con detector UV-Vis, la elucién de la columna
se realizé de manera isocratica con TEAA. En
el cromatograma obtenido (figura 4) se
observan siete picos en un intervalo de tiempo

de retencion entre 2.5 y 6.5 minutos.

Estos  picos  corresponden a

compuestos con mayor polaridad (como
moléculas de tipo alcohol) que el pico
mayoritario, que aparecio en un intervalo de

retenciéon de 9.5-11.5 minutos.

Los primeros siete picos ho mostraron
ninguna actividad antibiética, como el pico
mayoritario, que conservo su actividad contra
M. luteus. Este cromatograma nos demostré
lo conveniente del fraccionamiento previo por
medio de cromatografia en columna, pues se
eliminé la mayoria de los componentes no
deseados del extracto crudo y ademas se
logré concentrar el producto de interés. Por
otra parte, los resultados nos reafirmaron la
naturaleza polar de dicho antibittico, pues
Unicamente se empled una fase mévil acuosa

para la elucién.

mAu

Figura 4. Cromatograma de la purificacion de los compuestos bhiolégicamente activos eluyendo

isocraticamente con TEAA 100%.

Se realizaron estudios estructurales
preliminares (RMN, MS, IR), sin embargo, se
encontraron en mayor cantidad sefales
correspondientes a la fase mévil de la elucion

(TEAA), por lo que Unicamente se sabe que el

BioTecnologia, Afio 2019, Vol. 23 No. 1

peso molecular del compuesto es de
aproximadamente 580 m/z, ademas de que
posee un pico maximo de absorcion a menos
de 200 nm lo que nos indica que no posee un

sistema de dobles enlaces conjugados. Con
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las caracteristicas encontradas, se podria
pensar que el metabolito a activo pertenece a

moléculas de tipo macrdlido.
Caracterizacion del efecto inhibitorio

Con la fraccién obtenida de la cromatografia
en columna se determiné la concentracion
inhibitoria 50 (Clso).

La Clso del compuesto puro contra M.
luteus fue de 31.25 pg/mL (figura 5A), y para
S. cerevisiae de 250 pg/mL (figura 5B). Los

controles empleados fueron eritromicina para

a ©
o O o
1 1 J

w
o
1

% inhibicion
N
o

=N
o O
1 1

o

M. luteus y cicloheximida para S. cerevisiae,
ambos antimicrobianos fueron efectivos a la
menor concentracion empleada, sin embargo,
fueron especificos para cada microorganismo,
es decir la eritromicina no tuvo actividad
contra S. cerevisiae y \viceversa, la
cicloheximida no inhibe a M. luteus. Que la
fraccion probada tuviera actividad contra
ambas cepas nos indica que este antibiético
posee un amplio espectro de accién o que en

dicho pico hay dos compuestos activos.
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Figura 5. Gréficas para la determinacion de la concentracién minima inhibitoria de la fraccién 20
(barras punteadas) obtenida de la cromatografia en columna y del compuesto obtenido después de
la purificacion con HPLC (barras vacias), sobre las cepas M. luteus (A) y S. cerevisiae (B). GC indica

el crecimiento de la cepa sin antibiéticos.
Discusion

La clasificacién taxondmica polifasica
tradicionalmente incluye datos de morfologia
colonial, y microscépica, asi como fisiologia y
composicion de la pared celular, ademéas de
incluir datos de secuencia de ADNr 16S e
hibridizacion ADN-ADN (Mahato et al., 2017).

En lo concerniente a la cepa
Streptomyces sp. K155, los resultados de la
secuencia del ADNr 16S mostraron que tenia
una mayor semejanza con la cepa de
Streptomyces thermocarboxydus, lo mismo se
observé en la hibridizacibn ADN-ADN en
donde mostraron tener méas del 70% de
semejanza. Sin embargo, la comparacién
entre ellas de otras caracteristicas fisiol6gicas
no muestra tantas similitudes. La temperatura
Optima de crecimiento por ejemplo es mayor
en S. thermocarboxydus (50°C) que en
Streptomyces sp. K155 (29°C). En contraste
la tolerancia a la concentracién de NaCl fue
mayor para K155 que para S.
thermocarboxydus. Ambas diferencias son
notables y podrian deberse al origen de
aislamiento de ambas cepas, la cepa tipo fue
aislada de suelo inglés y la nuestra del Estado
de México por lo que probablemente Ila
composicién, altitud y temperatura del origen
podrian haber influido. En lo concerniente a la
utilizacion de las fuentes de carbono
probadas, se observaron algunas diferencias
notables como la incapacidad de

Streptomyces sp. K155 de usar fructosa y N-

BioTecnologia, Afio 2019, Vol. 23 No. 1

acetilglucosamina, ambas transportadas por
el Unico PTS que posee el género
Streptomyces y que es funcional justamente
para esas dos fuentes de carbono (Parche et
al., 2000). Aunque Ilos genes que
corresponden al PTS se encuentran en el
genoma de Streptomyces sp. K155, podria
ser que alguno de ellos no fuera funcional y

por ello no pudo degradarlas en las tiras API.

Por otro lado, la morfologia vy
superficie de las esporas producidas habia
sido utilizada anteriormente como ayuda para
la clasificacion de los Streptomyces (Tresner
et al, 1961). En este caso, S.
thermocarboxydus presenté esporas
verrugosas a diferencia de la cepa de
Streptomyces sp. K155, lo que puede
deberse a diferencias en la produccion de

polisacaridos de la pared celular.

El analisis del hidrolizado acido de la
pared celular nos confirmd la presencia de
acido L-diaminopimélico en la pared celular de
los Streptomyces, sin embargo, son
necesarios estudios en HPLC-MS para
determinar la presencia de los demas

componentes de carbohidrato.

Segun Cohan (2002) no hay que
concebir a la especie bacteriana como “un
conjunto de organismos con propiedades
genéticas, ecoldgicas, evolutivas o]
filogenéticas especiales”. Por el contrario, se

ha visto que cada “especie” contiene muchos
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ecotipos (taxa bacterianos ecolégicamente
homogéneos) cada uno con propiedades
dinamicas propias de una especie (Cohan,
2002, Cohan, 2016). Esto coincide con
nuestros resultados pues genéticamente son
muy semejantes, pero no ocurre o mismo con

algunas de sus caracteristicas fenotipicas.

Finalmente, con respecto a la
actividad antibiética de Streptomyces sp.
K155, es notable que la fraccién activa
mostrara  capacidad inhibitoria  contra
bacterias Gram-positivas como B. subtilis y M.
luteus y con un mayor efecto inhibitorio contra
la levadura S. cerevisiae. Una actividad de
este amplio espectro se podria explicar si el
compuesto fuera semejante a un mutageno
como la antraciclina doxorrubicina (Arcamone
et al., 2000), la cual actia como un agente
intercalante del ADN, que inhibe la duplicacion
del cromosoma. Pero para saberlo con
certeza aun habria que determinar la

estructura del compuesto activo.

Conclusion

Se determind la pertenencia de la
cepa de Streptomyces sp. K155 a la especie
S. thermocarboxydus, sin embargo, no existen
reportes de antibidticos producidos por esta
especie. Aunado a esto, el hecho de encontrar
actividad tanto contra bacterias Gram-
positivas como contra S. cerevisiae, hace la
continuacion del estudio de dicha cepa
interesante, pues abre la posibilidad de
obtener compuestos novedosos y/o con

mayor actividad.

BioTecnologia, Afio 2019, Vol. 23 No. 1
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Resumen

Los helechos forman parte de las especies que habitan los bosques himedos de montafia (BHM).
En este tipo de vegetacion, existen helechos arborescentes que desempefian funciones ecolégicas
relevantes. México cuenta con 14 especies, la mayor riqueza de especies registrada de helechos
arborescentes. La disminucién de las poblaciones de Cyathea bicrenata Liebmann han contribuido
a su clasificacion en la NOM-059-ECOL-2010, como especie en riesgo de extincion. Entre los
factores que han mermado las poblaciones de esta especie, estan la recolecta ilegal. El objetivo de
este trabajo, fue generar el protocolo para la germinacion in vitro de esporas de C. bicrenata, con el
fin de obtener esporofitos para su conservacién como especie con proteccidon especial (Pr). Se
concluyd que el mejor desinfectante de esporas de C. bicrenata fue el NaOCI al 35 % con tiempo de

exposicién de 5y 10 min. En estos tiempos de exposicion se presentd una exitosa germinacion.

Palabras clave: esporas, gametofito, germinacion, método Dyer
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Abstract

Ferns are part of the species inhabiting temperate rain forests (TRF). Mexico has 14 species; the

greatest registered affluence of dendriform fern species. The decrease of Cyathea bicrenata
Liebmann populations has contributed to its classification in the NOM-059-SEMARNAT-2010 as

endangered species. lllegal harvesting is among the factors that have diminished this species'

population. This work's goal was to generate a protocol for in vitro germination of spores of C.

bicrenata, aiming for the obtainment of sporophytes for its conservation as a species with special

protection. It was concluded that the best disinfectant of C. bicrenata spores was NaOCI at 35 % with

an exposition time of 5 and 10 min. In these times of exposition, a successful germination was

presented.

Key words: spores, gametophyte, germination, Dyer method

Introduccién

En México y el mundo, la mayor
riqueza de especies de helechos se encuentra
en la zona ecoldgica templada himeda, entre
los 1000 y 2000 m s.n.m. area que incluye al
bosque mesdfilo (BMM) (Kluge et al. 2006;
Carvajal-Hernandez & Kromer 2015). Los
helechos arborescentes constituyen un
componente conspicuo del bosque himedo
de montafia (también conocido como bosque
mesofilo de montafia) de las regiones
tropicales y subtropicales del mundo (Pérez et
al. 2014). En este tipo de vegetacion,
desempefian funciones ecoldgicas
relevantes, por ejemplo, sus rizomas aéreos
son excelentes forofitos de otras especies de
helechos, algunos de los cuales son
indicadores de ecosistemas en buen estado
de conservacion (p. ej. las familias
Grammitidaceae e Hymenophyllaceae)

(Alvarez et al. 2012; Krémer et al. 2013;
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Armenta-Montero et al. 2015). Se tienen
registros de cuatro familias de helechos
arborescentes en México (Cibotaceae,
Cyatheaceae, Dicksoniaceae y
Lophosoriaceae), representadas por 16
especies (Mickel & Smith, 2004).

Cyathea bicrenata es una especie de
helecho arborescente que se distribuye en
algunos paises de América: Costa Rica,
Ecuador, Guatemala, Honduras, Meéxico,
Nicaragua, Panam4, Venezuela (Moran 2003,
Grandtner & Chevrette 2013). En México se
encuentra presente en los estados de
Guerrero, Hidalgo, Chiapas, Oaxaca, Puebla,
Tabasco y Veracruz (Mickel & Smith, 2004;
Mehltreter & Garcia-Franco 2008; Garcia-
Mendoza & Meave, 2011; Vazquez et al.
2012; Villasefior et al. 2013; Carvajal et al.
2014) la cual esta sujeta a la categoria de
proteccion especial segun la norma NOM-
059-ECOL-2010, que se encuentra en el

marco de la legislacibn mexicana encargada
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de la proteccion ambiental. La disminucién de
las poblaciones de C. bicrenata se asocia a
varias causas: i) La reduccion de su habitat ii)
la extraccion ilegal de la planta, para fines de
ornato vy; iii) la explotacién del “maquique” que
es la capa de raices adventicias desarrolladas
alrededor del tallo, que es utlizado para
realizar artesanias como macetas o sustratos
de orquideas y otros helechos herbaceos
(Palacios & Flores, 1992). Cyathea bicrenata
en su ambiente natural produce una gran
cantidad de esporas (69 esporas por soro)
(Riba, 1981). A pesar del éxito reproductivo
reflejado en la cantidad de esporas, en
recorridos in situ en zonas de Hidalgo, se ha
observado que las poblaciones se encuentran
representadas por pocos individuos aislados.
En su ambiente natural los gametofitos
desarrollados son muy sensibles a los
cambios de humedad ambiental, asi como a la
competitividad por nutrimentos y espacio, lo
que disminuye el nimero de individuos que
llegan a la etapa adulta (Palacios & Flores
1992; Riafio et al. 2015).

Vargas & Droste (2014) han abordado
metodologias para conservar o restaurar la
riqgueza genética, que junto con las especies y
los ecosistemas conforman la biodiversidad.
La micropropagacion es una opciéon que ha
tomado auge, teniendo resultados muy
notables en la propagacion de especies cuyo
estatus es de posible riesgo de extincion
(Rodriguez-Trejo, 2005).

La germinacion de las esporas en
cultivo in vitro es una opcion que ha permitido
obtener numerosos gametofitos. Este método

proporciona condiciones controladas para la
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propagacion de esporofitos y el estudio de la
biologia de las especies. Se han realizado
numerosos métodos de desinfeccién de
esporas de helechos, sin embargo, existe una
pérdida significativa de esporas durante el
proceso de desinfeccion, ya sea por
contaminacién del medio donde se cultivan, o
porque la mayoria de los métodos son de
arduo procedimiento. Muchos de estos
métodos son todavia ineficientes en términos
de tiempo y pérdida de esporas. El método de
propagacion debe ser especifico para cada
género o especie, tomando en cuenta los
factores externos que pueden provocar
contaminacion, ademas, se debe considerar
la viabilidad de la especie, el tiempo de
almacenamiento, la concentracién y el tipo de
desinfectante. Es por ello que este trabajo
tiene como objetivo establecer un método
adecuado y simple para el desarrollo de
esporas de helechos arborescentes que son
extraidos del medio silvestre y que se

pretenden cultivar de forma in vitro.

Materiales y métodos
Material biol6gico

La recolecta de frondas de C. bicrenata se
realiz6 a la orilla de la carretera México-
Tampico en el municipio de Tlanchinol Hgo.
Se registré la ubicacién geografica del punto
de muestreo con un GPS (20° 55’ 06” N y 98°
41’ 55” E) con una altura registrada de 1476
m s.n.m. Se colectaron frondas fértiles, las
cuales se colocaron en hojas de papel
periddico. Se guardaron a temperatura
ambiente a 24 °C + 4 °C durante tres

semanas, hasta que se observé dehiscencia
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de los esporangios que liberaron las esporas.
Posteriormente, se tamizaron en una malla de

62 pum.

Métodos de desinfeccion
Método de Dyer (1979)

El método para la desinfeccion de esporas
de helechos de Dyer (1979), consistié en
pesar 50 mg de esporas que fueron
depositadas en tubos previamente
esterilizados a los que se le afiadieron 25 ml
de solucién de benomil (1.5 g L), se coloco
en una centrifuga Damon/ IEC modelo 41125
a 1500 x g durante 5 min. Posteriormente, se
utilizé una solucién de NaOCI (0.02, 0.04,
0.06, 1, 2, 35 y 50 %) mas dos gotas de tween
80 y tiempos de exposicién de 5, 10, 15y 20
min. Se hicieron tres lavados con agua
destilada esterilizada.

Método del filtro

Consisti6 en pesar 50 mg de esporas que
se colocaron en paquetes hechos con discos
de papel filtro Whatman del niumero 40 que
fueron depositados en viales especiales de
centrifuga previamente esterilizados, se
afladieron 25 ml de solucién de benomil (1.5g
L), se centrifugaron a 1500 x g durante 5 min.
Consecutivamente se utilizé una solucion de
NaOCI con dos gotas de tween 80 usando las
concentraciones de NaOCI (0.02, 0.04, 0.06,
1,2 y 50 %) y tiempos de exposicion de 5, 10,
15y 20 min. Se hicieron tres lavados con agua

desionizada esterilizada.

Método por aspersion de etanol
El tercer método empleado fue Ia

aspersion de etanol que consistié en pesar 50
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mg de esporas que fueron depositadas en
discos de papel filtro esterilizado.

Se asperj6 etanol al 96 % durante 30 min.
Una vez desinfectadas las esporas con los
tres tratamientos de desinfeccion se cultivaron
en cajas de Petri de 9 cm de diametro con
medio de Murashige & Skoog (1962) al 100 %
con pH ajustado con HCIl o NaOH al 1N: 4.0
4.5,5.0, 5.5, 6.0 y 6.5. Las cajas de Petri se
sellaron con plastico. El experimento se
mantuvo en un cuarto de incubacion con una
temperatura de 24 ° C + 4 ° C, con fotoperiodo
de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad. El

experimento se realiz6 por cuadruplicado.

Porcentaje de germinacion

El porcentaje de germinacion se
estimé en cada caja de Petri se utilizaron los
rangos empleados en la escala de Braun-
Blanquet (1979), segun la metodologia
utilizada por Narvaez et al. (2013) y Ruiz et al.
(2015), que consistidé en evaluar de manera
indirecta segln el grado de cobertura de
gametofitos desarrollados en la caja de Petri.
Se considero un intervalo de valores de 1 a 5.
Donde 1= cobertura menor al 5 %,; 2=
cobertura del 5 al 25 %; 3 =cobertura del 25 al
50 %; 4= cobertura del 50 al 75 % y 5=
cobertura igual o superior al 75 %. Se estim6
el porcentaje obtenido por medio de los
rangos empleados (1 a 5) segln la escala de
Braun Blanquet y se obtuvo la mediana de

frecuencias.

Desarrollo del gametofito
Para evaluar el desarrollo de la

espora hasta la fase de gametofito, se
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cultivaron las esporas en 20 ml del medio de
Murashige y Skoog (1962) con pH de 5.7
(ajustado con solucién de NaOH al 1N) en
cajas de Petri de 9 cm de didmetro (24
repeticiones). El método utilizado para la
desinfeccién de las esporas fue el Dyer
(1979), con una concentracion de NaOCl al 35
% con un tiempo de exposicion de 5 min.

La observacion de los gametofitos se
realiz6 durante 43 dias, cada semana se
observaron en un microscopio invertido
(marca Zeiss Primo vert). Para este
procedimiento se realizé, una preparacion de
20 gotas de medio MS de las cajas de Petri,
se tom6é una gota y se colocé en un
portaobjetos, encima de esté un cubreobjetos.
Se hicieron observaciones con el objetivo de
40 X y 20 X después de 30 dias. El
seguimiento de su desarrollo inici6 desde la
fase de espora hasta la formacion del

gametofito.

Resultados y discusion

El mejor método para la desinfeccion
de las esporas, sin dafar su viabilidad fue el
método de Dyer (1979), con una
concentraciéon de NaOCI al 35 % en los
tiempos de exposicion de 5 y 10 min. Es
importante mencionar que, con este mismo
método, pero con tiempos de exposicion de 15
y 20 min no existidé contaminacion del medio.
Sin embargo, hubo dafio en la viabilidad de las
esporas, por lo tanto, no existié6 germinacion.
Narvaez et al. (2013) concluyeron que la
exposicibn de las esporas a tiempos
prolongados con agentes desinfectantes,

puede alterar la composicidon quimica de la
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pared celular, la membrana y por lo tanto la
germinacion. De acuerdo a Narvaez et al.
(2013) el empleo de soluciones desinfectantes
puede afectar la capacidad de germinacién de
las esporas, afectando su viabilidad. Este
concepto es confirmado por Simabukuro et al.
(1998) quienes afirman que la esterilizacion
guimica de las esporas puede mermar su
capacidad de germinacién. Por otro lado,
aunque el método de Dyer fue el método mas
efectivo para la germinacion de las esporas,
result6 ser un método que propiciaba la
perdida de esporas durante los enjuagues con
agua estéril. Hua et al. (2009) probaron un
método de centrifugacion similar al de Dyer
(1979), donde se encontraron con la
problematica de que las esporas libres en el
vial tienden a caer cuando se vierte la solucion
de desinfectante y al realizar los lavados con
el agua estéril. Es importante mencionar que
sus resultados contrastan con esta
investigacion al reportar 0 % de
contaminacion.

Al utilizar el método de desinfeccion
del “filtro”, no se report6é perdida de esporas
durante el proceso de desinfeccion, ya que las
esporas se mantuvieron dentro de los
paquetes del papel filtro. Sin embargo, los
resultados reportan contaminacién de hongos
y bacterias al 100%, por ende, se vio inhibida
la germinacion de esporas. Estos resultados
contrastan con lo que reportan Hua et al.
(2009) quienes disefiaron el método del “filtro”
para la desinfeccién de esporas de helechos
de Adiantum reniforme var. Sinense vy
experimentaron con dos tipos de

desinfectantes (HgClz y el NaOCl) vy
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concluyeron que el mejor desinfectante fue el
NaOCI. Cuando esterilizaron las esporas a
través de paquetes, reportan que no hubo
pérdida mayor de esporas, debido a que la
mayoria de las esporas se mantuvieron dentro
de los paquetes. Asi concluyeron que la
pérdida de esporas es minima, no hay
contaminacion y se presentan los mayores
porcentajes de germinacion, de entre 60.8 y
62.2 %. En el método de aspersion de etanol
no hubo germinacion debido a que presento
contaminacion del 100 % en todas las
unidades experimentales. Caso contrario a lo
que reportan Narvaez et al. (2013) que el
método de aspersion de etanol no causo
efectos adversos en el indice de germinacion.

Los mejores resultados para la

estimacion de cobertura vegetal se obtuvieron

!LI.
m
&

{Mﬁ IarmL_I

indice de cobertura de garminacidn
[

conjugando tres variables: el tiempo de
desinfeccion, la concentracién de NaOCl y el
pH, se lograron los mejores resultados en pH
de 5, con un tiempo de exposicién de 5 min a
una concentracion de 35 % de NaOCI (Figura
1). Muchos helechos germinan y se
desarrollan mejor en pH ligeramente &acido,
con una temperatura de 25 °C, en condiciones
himedas (Nondorf et al. 2003). El pH
determina la solubilidad y por tanto la
asimilabilidad o disponibilidad de los
nutrientes minerales, asi como de Ila
capacidad que las esporas tomen estos
elementos para el proceso de germinacion. El
pH juega un rol determinante en la
germinacién de las esporas, por lo que
esporas cultivadas en pH de 6.0 y 6.5 no

germinaron (Figura 1).

55 E6 =65

15 min 20 min

Tiempo de exposicion en NaOCl

Figura 1. indice de cobertura de germinacion de esporas de C. bicrenata, en cuatro tiempos de

exposicion en NaOCI (35 %) a diferentes pH. Donde 1= Cobertura menor al 5 %; 2= Cobertura del 5

al 25 %; 3 =Cobertura del 25 al 50 %; 4= Cobertura del 50 al 75 % y 5= Cobertura igual o superior al

75 %.
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La germinacion de las esporas de C. bicrenata
se inicid a los 30 dias después de su cultivo y
continud hasta los 46 dias. La germinacion fue
ecuatorial del tipo Cyathea formandose dos
células una de las cuales desarrolla el rizoide
y la otra el filamento germinal, originando
filamentos cortos de dos a seis células (Nayar
& Kaur, 1971; Pérez-Garcia et al. 1995).
Narvdez et al. (2013) reportaron que los
primeros indicios de germinacion de Cyathea
caracasana se presentaron en un periodo de
18 a 22 dias. El filamento germinativo de C.
bicrenata es corto con hasta tres rizoides
(Figura 2b). A los 43 dias hubo aparicion de
dos hileras de células que dan origen al
protalo (Figura 2c y 2d). A los 53 dias se
presentd la formacién laminar. Se formé un
gametofito cordiforme (Figura 2e). El
desarrollo del prétalo fue del tipo Adiantum
(Mendoza et al. 1997), una célula
meristematica se establece sdlo cuando el

talo tiene cuatro o cinco células de grosor.
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Figura 2. Desarrollo de la espora hasta la fase de
gametofito. a) Espora trilete de C. bicrenata a los
cuatro dias (40 X) b) Espora germinada de C.
bicrenata a los 30 dias después de su cultivo (40
X) c) Formacion de rizoides y desarrollo de
células de C. bicrenata a los 43 dias después de
su cultivo (20 X) d) Elongacién y formacion de
gametofito e) Protalo a los 53 dias f) Masa de
gametofitos laminares en medio MS sdélido @)
Cultivo de esporas en medio MS con pH 5 en dos
tiempos de desinfeccion izg. 5 min, der. 10 min.
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Conclusiones

La informacion generada en este
estudio nos permitié conocer el desarrollo de
la espora hasta la fase gametofitica, el pH
adecuado donde se presentdé mayor
porcentaje de germinacion que fue de 5
seguido por el 5.5, por el contrario los valores
de pH de 6.0 y 6.5 no inducen la germinacion
de esporas de C. bicrenata. Por lo cual se
concluye que esta especie prefiere pH
moderadamente &cido para la germinacion y
el desarrollo de prétalo. Asi como, también, el
mejor método para desinfeccion de esporas
que fue el de Dyer con NaOCI al 35 %, y el
tiempo de exposicion del NaOCl entre 5y 10
min. Se establecié el protocolo adecuado en
la desinfeccidn y el cultivo in vitro de Cyathea
bicrenata. protocolo que puede ser empleado
en el cultivo in vitro de otros helechos
arborescentes.
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Resumen

Se realiza una revision de la participacibn de Pseudomonas aeruginosa en los procesos de
biorremediacién de ambientes contaminados con moléculas organicas de dificil degradacion y
metales toxicos; la importancia de esto radica en que, esta bacteria, debido a su diversidad
metabdlica, abundancia en comunidades microbianas y resistencia a los agentes de remediacion
quimica presentes en estos ambientes, se convierte en una de las especies mas prometedoras de

esta corriente biotecnoldgica.

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, biorremediacion, contaminacion

Abstract

A review of Pseudomonas aeruginosa participation in bioremediation processes of polluted
environments with organic molecules of difficult degradation and toxic metals is made, the importance
of this lies in the fact that this bacterium due to its metabolic diversity, abundance in microbial
communities and resistance to chemical remediation agents present in these environments becomes

one of the most promising species of this biotechnological field.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, bioremediation, pollution

Introduccion

El medio ambiente presenta un
progresivo deterioro, teniendo como causas
principales a la explosiébn demografica,
industrializacién, urbanizacién y turismo,
debido a que, asociado a estos aspectos se

incrementa el consumo del petréleo y sus
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derivados, los cuales generan residuos que
favorecen la acumulacion de desechos
toxicos (Vasquez et al., 2010).

Los hidrocarburos liquidos forman
una pelicula que impide el ingreso de la luz a
nivel del agua, la oxigenacién y fijacién de

nitrégeno en los suelos, matando a gran parte
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de la flora bacteriana (Vasquez et al., 2010;
Fernandez, 2012). Los desechos organicos
producto de la agricultura son uno de los
principales problemas en la industria debido a
que son bioacumulables (Wuana, 2011). La
mineria, en su proceso de lixiviacion,
contribuye en la acumulacion de metales
pesados, vertidos en muchos casos en
fuentes de agua o diluidos por intervencion de
la lluvia permitiendo la contaminacion del
agua y suelo (Giraldo, 2014).

Para contrarrestar este problema,
algunas soluciones biotecnolégicas se han
presentado, entre ellas la biorremediacion, la
cual es fundamentalmente un proceso
metabolico de transferencia de electrones,
necesario para el crecimiento microbiano
(Gadd, 2010), que se obtiene durante el
proceso de oxidacion de materiales reducidos,
donde las enzimas microbianas catalizan esta
transferencia (Vidali, 2001). Un buen nimero
de bacterias pueden participar de este
proceso, entre ellas se destaca Pseudomonas
aeruginosa debido a su gran versatilidad en el
uso de fuentes de carbono (Tonini et al., 2010,
Oliveira & Alves, 2013).

P. aeruginosa es una bacteria Gram
negativa aislada en cultivo puro de heridas
cutdneas por primera vez en 1882 por
Gessard (Lujan, 2014), derivandose, su
denominacién, de la palabra aeruginoso
(aeruginous), la cual significa “el color del
cobre oxidado”, debido al caracteristico color
azul-verdoso que presentan sus colonias en
cultivo (Haynes, 1951; Ruiz, 2007). Es
oxidasa y catalasa positiva, degrada glucosa

oxidativamente y presenta una temperatura
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optima de 30°C a 37°C. Puede vivir en
numerosos ambientes, siendo muy facil de
encontrar en ambientes acuaticos y terrestres
e inclusive en tejidos animales y vegetales. Es
aerobia, pero algunas cepas pueden crecer
anaerobicamente por desnitrificacion (Ozen &
Ussery, 2012). Usa un amplio rango de
compuestos organicos e inorganicos para su
metabolismo lo que le permite aprovechar
muchos tipos de sustratos, varios
considerados toxicos, como hidrocarburos
alifdticos y aromaticos, aparte de ser
resistentes a metales pesados,
antimicrobianos y detergentes (Ruiz, 2007;
Martinez et al., 2010).

Por lo expuesto el objetivo de este
estudio fue actualizar la informacién referente
a la participacibn de P. aeruginosa en
biorremediacion y ofrecer algunas

perspectivas en referencia a este tema.

Biorremediacion

Consiste en el uso de diferentes
organismos (plantas, levaduras, hongos,
bacterias, etc.) para neutralizar sustancias
toxicas, disminuyendo su toxicidad o
convirtiéndolas en inocuas para el medio
ambiente y la salud humana (Torres, 2003;
Lépez et al., 2006).

Existen dos tipos: In situ que consiste
en tratar las aguas, suelos o arenas
contaminadas sin sacarlas del lugar en el que
se encuentran usando la biolabranza,
bioaireacion, bioestimulacion y
bioaumentacion; y Ex situ que consiste en que
los procesos de tratamiento se llevan a cabo

tras la excavacién del medio contaminado

33



Articulos

usando compostaje y biorreactores (Volke,
2002; Rodriguez & Sanchez, 2003).
Participan factores fisicoquimicos y
biolégicos (Duque, 2015). Entre los fisico-
quimicos la temperatura tiene un gran efecto
sobre la naturaleza del petréleo y sus
derivados, a bajas temperaturas la viscosidad
de los hidrocarburos aumenta, la volatilizacion
de alcanos de cadena corta se reduce y
disminuye la solubilidad del oxigeno en el
agua (Vavasseur, 2014). El pH influye en la
recuperacion de suelos contaminados por
hidrocarburos, ya que determina el grado de
adsorcién de iones por las particulas del suelo
(Volke & Velazco, 2002). La humedad puede
tanto inhibir la actividad microbiana como
entorpecer la difusion de oxigeno a los
microorganismos (Bahmani et al., 2018). Los
nutrientes son sustancias quimicas
necesarias para la actividad microbiana y
metabdlica de los microorganismos (Gomez et
al., 2008). La transferencia de los electrones
favorece el proceso de oxidacién de
materiales reducidos, otorgando la energia
necesaria (Reginatto et al., 2011), siendo los
aceptores mas utilizados el oxigeno y los
nitratos, cuando el primero es utilizado la
respiracion microbiana se produce en
condiciones aerobias, convirtiéendose los
contaminantes en dioxido de carbono, agua y
masa celular (El Mamouni et al., 2002). Entre
los biolégicos los microorganismos (bacterias,
hongos y algas), que son los que
sobrevivieron a la primera fase de la
contaminacion, sufren adaptaciones para usar
los compuestos xenobidticos como fuente de

carbono y en el caso de la biodegradacién de
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hidrocarburos en diferentes ecosistemas
(suelo y agua) su presencia es requerida, para
que, a través de la actividad bioquimica, los
oxiden (Solanas, 2009; Bahmani et al., 2018).

Contaminantes

En la actividad petrolera cuando un
combustible llega al suelo, sus componentes
se separan en tres fases: disuelta, liquida y
gaseosa. Una pequefia fraccion de los
componentes de la mezcla se disuelve en el
agua de la capa freética, una segunda porcion
es retenida en los espacios porosos del suelo
en su forma liquida pura como saturacion
residual y otra parte de los contaminantes
pasibles de evaporacion da origen a la
contaminacion atmosférica, actuando de esta
manera a tres niveles, suelo, agua
subterrdanea y atmosfera (Reginatto et al.,
2011), convirtiéndose el petréleo,
incluyéndose explosiones y/o incendios, en un
riesgo para la salud humana y el ecosistema
(Zacharyasz et al., 2012; Mosaed et al., 2015).

Las actividades industriales generan
una contaminacion a gran escala con metales
pesados (cobre, zinc, plomo, cadmio, cromo,
niquel, mercurio, cobalto, plata y oro) (Abah et
al., 2016); los cuales son elementos quimicos
no degradables, que una vez incorporados al
medio ambiente, se distribuyen en el aire,
agua y suelo, en algunos casos cambiando su
estado de oxidacion o en otros
incorporandose a los seres vivos (Ukpong et
al., 2013; Jyothi et al., 2017). Su presencia en
los suelos suele afectar la fertilidad, mientras

gue en los acuiferos y aguas superficiales
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puede comprometer su uso como fuentes de
agua para el consumo humano (Vullo, 2003).

Los plaguicidas contaminan, ya que,
aproximadamente el 47% del producto
aplicado se deposita en suelos, aguas
colindantes o se dispersa en la atmoésfera, su
biodisponibilidad en el organismo depende de
su toxicocinética (absorcidn, distribucién,
metabolismo y eliminacién), estos procesos
estan influenciados tanto por factores
externos relacionados con los patrones de
exposicion, sustancias quimicas, asi como,
por factores inherentes al individuo (edad,
sexo, dotaciébn genética, estado de salud,
estado nutricional, estilos de vida, via principal
de absorcion, etc.) (Ramirez & Lacasafia,
2001; Budzinski & Couderche, 2018).

Las industrias agrarias, de gran
demanda actualmente (Vasquez et al., 2010),
conllevan un aumento en la produccién de
desechos vegetales, contaminacion del agua
por nitratos, fosfatos y plaguicidas, son fuente
antropogénica de gases responsables del
efecto invernadero, metano y 6xido nitroso,
contribuyendo en gran medida a otros tipos de
contaminacion del aire y del agua (FAO,
2002).

Uso de Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa es mas frecuentemente
asociado como causa de infeccion humana;
sin embargo, naturalmente existe en el medio
ambiente. La bacteria se considera un
patégeno oportunista, que causa
principalmente infecciones nosocomiales en
pacientes inmunocomprometidos (Vallés &

Mariscal, 2005; Berube at al., 2016; Streeter &
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Katouli, 2016). A pesar de, principalmente, ser
asociada con afectaciones a la salud (Lujan et
al., 2008), varias de sus cepas han sido
reportadas con capacidad desintoxicante de
ciertos contaminantes organicos e inorganicos
de suelos (Das & Mukherjee, 2007; Mayz &
Manzi, 2017) indicandosele especialmente (til
para combatir la contaminacién por metales
pesados (Cervantes et al., 2006; Bojorquez et
al., 2016).

En la limpieza del petréleo y sus
derivados, P. aeruginosa ha demostrado ser
uno de los métodos mas ecoldgicos, debido a
que es rentable y convierte a los
hidrocarburos en subproductos inocuos como
el diéxido de carbono y el agua (Prakash &
Irfam, 2011). Utiliza y degrada n-alcanos entre
11 y 40 atomos de carbono llegando a un 60%

de efectividad usando Cz0 como substrato
(Salgado et al., 2008). Es eficiente en la
remocion de hidrocarburos del petréleo en
suelo contaminado, registrandose 90% para
Cioy 69% para Czo+ (Safdari et al., 2017). En
la bioremediacion de contaminantes del
petréleo en zonas costeras, presenta un 100%
de indice de emulsificacion frente al petréleo
crudo con reduccién de la tension superficial a
26,5 mN/m (Cheng et al., 2017). También, en
la contaminacién de suelos con petréleo crudo
puro, es bastante efectiva  como
bioestimulante mucho mejor que con petréleo
crudo tratado (Ojewumi et al., 2018). Ademas,
en la bioremediacion de suelo salino
contaminado con petr6leo reduce al
hidrocarburo hasta un 30% comparado con el

suelo no tratado (Ebadi et al., 2017).
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En la contaminacion por metales
pesados, P. aeruginosa presenta una alta
capacidad bioremediativa, lo que evita que
estos, en cantidades superiores a ciertos
limites sean extremadamente perjudiciales
para el suelo y la biota que los soporta
(Awasthi et al., 2015). Demuestra capacidad
para remediar estanques de desechos con
de Cobre (Cu),
eliminando 30% de este a partir de 160 ppm

bajas concentraciones
del metal (Baltazar et al., 2014). Elimina
Arsénico (As) de aguas subterrdneas, hasta
en un 60%, disminuyendo su concentracion
de 1,0 a 0,4 mg/L (Pellizari et al., 2015).
Detecta y adsorbe iones (Hg?*) hasta en un
80% y actla también sobre Cu?*, Pb?*, Co?*,
Cd2* y Cr3* (Yin et al., 2016). Biorremedia
varios iones metdlicos, siendo los principales
Zn%* con 57,5% (648,4 mg-L™"), Cu?* con
51,3% (518,9 mg-L~") y Fe3* con 48,5% (298,6
mg-L™") (Sindu & Gautam, 2017). Muestra una
eficiencia de 76,1% en la remocién de Cesio
(Cs) de aguas residuales (Kang et al., 2017).
También, adsorbe Cadmio (Cd) con una
capacidad maxima de 131,9 ymol/g (Tang et

al., 2018). CHa CHa
| |
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Actualmente los ramnolipidos
producidos por P. aeruginosa con potencial de
bioremediacién son una interesante area de
estudio (Chong & Li, 2017). Esta produce dos
formas de ramnolipidos en cultivo liquido. Los
gue presentan una sola molécula de azlcar se
definen como mono-ramnolipidos, mientras
gue los que tienen dos son los di-ramnolipidos
(Figura 1) (Maier & Soberdon-Chavez, 2000;
Kaskatepe & Yildiz, 2016, Shao et al., 2017).
Los factores reguladores de estos incluyen
sistemas de proteinas de percepcion de
y
como,

cuérum (quorum sensing) respuesta

medioambiental,  asi sistemas
reguladores globales dentro de la fisiologia
bacteriana basal, que actlan tanto a nivel
transcripcional o postranscripcional (Reis et
2011).

confirmado que los ramnolipidos pueden

al., Numerosos estudios han
afectar la biodegradacion de hidrocarburos,
tanto alifaticos como aromaticos. Ademas, se
ha demostrado que su adicién a cultivos puros
de P. aeruginosa mejora la biodegradacion de
y

fenantreno (Rikalovi¢ et al.,, 2015). Siendo

hexadecano, octadecano, n-parafinas

gue, en condiciones de laboratorio el petréleo

i
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Figura 1. Estructura general de ramnolipidos tipicos.
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crudo ha sido removido entre un 58 a 95%
(Zhang et al, 2005; Ma et al, 2016; He et al.,
2017). Estos ramnolipidos han mostrado que
tienen una gran afinidad por una variedad de
iones metdlicos especificos, facilitando la
remocion de metales pesados, tales como el
plomo o el cadmio, presentes como
contaminantes en suelos y aguas (Giraldo et
al.,, 2014). Su aplicacion en la remocion de
estos metales pesados en  suelos
contaminados ha  sido  determinada,
indicandose la remocion de cobre hasta en un
74% (Venkatesh & Vedaraman, 2012), niquel
en un 56% (Elouzi et al., 2012), cromo en un
70% (Avramovi¢ et al., 2013) y hierro en un
60% (Akintunde et al., 2015).

La deliberacibn anterior estaria
vinculada a la salud, ya que, el hecho de no
remediar el medio ambiente contaminado
incide en la misma; todos los contaminantes
organicos e inorganicos se quedarian como
remanentes ambientales, acumuldndose en
cantidades muy superiores a los permitidos,
encontrdndose o pudiéndose encontrar en
fuentes muy proximas a humanos y animales,
afectandoles en sus potenciales fisiol6gicos e
incluso en su desarrollo evolutivo, con la
concomitante carga e incremento para los
sistemas de salud pertinentes (Zheng et al.,
2013; Jamieson et al., 2017; Karlsson et al.,
2019).

Conclusiones

P. aeruginosa presenta un rol a
destacar en la biorremediacion debido a su
gran capacidad catabdlica, requerimientos

abioticos no muy exigentes y facil adaptacion
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a condiciones adversas. Lo cual le permite
participar activamente en la degradacion de
contaminantes tales como hidrocarburos y
metales pesados. La actual investigacion
sobre esta especie esta ofreciendo nuevas
evidencias en lo que respecta a su
participacion en esta corriente biotecnoldgica
y a la posibilidad de ser usada en diferentes

escenarios medio ambientales.
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