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En el curso de la evolucién, los microorganismos que habitan el ambiente
marino se han adaptado excelentemente a condiciones extremas; tales como altas
concentraciones de sal, temperaturas extremas tanto altas comobajas, alta presién y
concentraciones bajas de nutrimentos. Dichas condiciones extremas requieren de
estrategias adaptativas Unicas que conllevan la formacion de productos naturales, con
estructuras y caracteristicas diferentes a las encontradas en organismosterrestres. Estos
productos naturales marinos tienen un enormepotencial para diferentes aplicaciones
biotecnolégicas. En este trabajo se presentan las metodologias empleadas para el
aislamiento, la caracterizacién morfoldgica y la estandarizacién de las técnicas
moleculares de cepas de cianobacterias marinas de ambientes de costa halofilica,
productoras de compuestos de interés biomédico. En este sentido se caracterizaron
cianobacterias productoras de antibidticos y se evalud la toxicidad de las mismas. Para
la preparacion de los extractos se utilizaron dos estrategias: los primeros se obtuvieron
con la mezcla de CH2Cl2:CH30H (1:1) y los segundos, a partir de dicha mezcla se
eluyeron en, una columnadesilica gel con CH2Cl, seguido de CH3OH.A partir de esta
ultima estrategia, se evaluaron 13 cepas de microorganismos tanto Gram (+) como

Gram (-) y dos cepas de levadura. Con el aislamiento de géneros como Oscillatoria,
Phormidium, Synechococcus, Synechocystis, Lyngbya y Spirulina, se dio inicio a la
coleccién de cianobacterias marinas del Departamento de Biotecnologia Marina del
CICESE. Sélo con la segunda estrategia de extracciédn se obtuvieron resultados de

actividad antimicrobiana en Pseudomonas aeruginosa con fracciones de CH30H y en
Klebsiella pneumoniae con fracciones de CH30H y CH2Clo. Varias de las fracciones en

ambos disolventes fueron t6xicos para nauplios de Artemia. El empleo de
oligonucledtidos especificos para cianobacterias permitid amplificar un fragmento de
2,100 pb correspondiente al gen que codifica para el ARNr16S,la region intergénica
(ITS) y el fragmento inicial del gen que codifica para el ARNr 23S. Ademas se
disefiaron oligosnucledtidos que permitiran, por un lado, la amplificacién de dos
regiones variables del gen que codifica para el ARNr 16Sy porotro, la region ITS. Lo
anterior permitira corroborar la clasificacién taxonémica, asi como inferir en las

relacionesfilogéticas mas cercanas entre cepas de cianobacterias.

Palabras clave: Cianobacterias marinas, antimicrobianos, toxicidad, potencial

biomédico.
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“ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF MARINE CYANOBACTERIA
WITH BIOMEDICAL INTEREST”.
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Thesis Director

In the course of evolution, the microorganismsliving in the marine environment
have excellently adapted to the extreme marine environmental conditions; such as high
salt concentration, extreme low or high temperature, high pressure (i.e. in thermal vents)
and low nutrient concentrations. These extreme conditions require unique adaptation
strategies leading to new natural products, which have different structures to those
found in terrestial organisms. These marine products have an enormouspotential for
different biotechnological applications. In the present work,I present the methodologies
for isolation, morphological characterization and molecular techniques standarization of
marine cyanobacterial strains. I focus on cyanobacterial from halophylic environments
and with biomedical potential. Isolation of cyanobacteria strains belonging to the
genera: Oscillatoria, Phormidium, Synechococcus, Synechocystis, Lyngbya and
Spirulina, I started the cyanobacterial collection at the Biotechnology Department of
CICESE. In this sense, cyanobacterial characterization and toxicity evaluation were

done. To obtain cianobacterial extracts two strategies were carried out; one with
CH>Cl,:CH;0H (1:1). The second strategy consisted of an extraction with

CH2Cl,:CH30H (1:1) followed by an elution in silica gel columns with CH2Cl, and

CH3OH. The extracts were tested to find antimicrobial activity using thirteenth strains
of both Gram (+) and Gram (-), and twostrains of yeast. Only in the case of the second
strategy, Pseudomonas aeruginosa was susceptible to most of CH30H extracts.
Klebsiella pneumoniae was sensible to both CH2Clz and CH30H extracts. Most of the
cyanobacterial extracts were toxic against Artemia nauplii. Specific primers for
cyanobacteria allowed the amplification of 2,100 bp DNA fragments which included the
16S rRNA geneas well as a part of the internal transcribed spacer (ITS) andtheinitial
part of the 23S rRNA gene. Aditional primers were designed to amplify two variable
regions of the 16S rRNA gene and the ITS region. Using these fragments, it could be
possible to confirm the taxonomicclasification to distinguish and establish relationships
between genera and well-resolved species.

Key words: Marine cyanobacteria, antimicrobial activity, toxicity, biomedical
potential.
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“AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CIANOBACTERIAS MARINAS

PRODUCTORASDE COMPUESTOSDE INTERES BIOMEDICO”.

I. INTRODUCCION

Los microorganismos marinos han tenido un profundo efecto en la ciencia médica

desde que se descubrié que unos eran los causantes de un sin fin de patologias y que otros,

a su vez producian sustancias organicas para contrarrestar dichas afecciones.

Como resultado de las investigaciones en este campo, se ha podido encontrar que los

microorganismos marinos (bacterias, hongos y microalgas) han desarrollado capacidades

fisiolégicas particulares para asegurar su sobrevivencia en ambientes extremos, como la

produccién de metabolitos, productos de rutas biosintéticas unicas y diferentes a las

conocidas para los metabolitos de origen terrestre (Fenical, 1993; Schimizu, 1993; Fenical,

1997). El origen de los productos naturales marinos, aunado a susestructuras y perfiles

bioldgicos, han sido caracteristicas relevantes para el desarrollo de compuestos secundarios

con usos biomédicos 0 agroquimicos. El conocimiento de su biosintesis puede ayudara la

identificacién de intermediarios traza, los cuales pueden tener un perfil terapéutico

particular o proveer informacionacerca de la optimizacién de la produccién de metabolitos.

Los productos naturales marinos de interés biomédico aislados hasta ahora, son muy

dificiles de reproducir mediante sintesis organica y la modificacion sintética de los

compuestos para proveer de andlogos semisintéticos requieren de contar con grandes

cantidades de los compuestos precursores puros.

Los metabolitos secundarios son aquellos compuestos que no son utilizados porel

organismo para su metabolismo primario, incluyen compuestos que actuan como,

antibidticos, aleloquimicos y toxinas, entre otros.



Entre los microorganismos con gran potencial para la produccién de sustancias

bioactivas con nuevas propiedades se encuentran las cianobacterias. Estas comprenden un

grupo muy diverso y grande de procariotas fotosintéticos clasificados como bacterias Gram

(-) con base a su ultraestructura (Stanier y Cohen-Brazire, 1977), pero que a su vez

| comparten con las algas eucariotas y las plantas superiores, la capacidad de llevar a cabo

fotosintesis oxigénica, por lo que se incluyen dentro de la categoria de las algas. En general

son fotoautotrofas obligadas y algunas especies presentan crecimiento heterotrofico

facultativo (Rippkaet al., 1979). Un rasgo metabdlico importante de algunas especies,es la

presencia de la enzima nitrogenasa, la cual les confiere la caracteristica de fijar nitr6geno

atmosférico (Bothe, 1982).

Las cianobacterias, junto con las microalgas marinas, comprenden la mayoria de las

especies encontradas en los océanos del mundo, de las cuales no existe una estimacion

definitiva del nimero total de especies ya que otras especies estan siendo descubiertas

constantemente y el nimero va en aumento. Las cianobacterias han sido estudiadas

primeramente por su morfologia como organismos procariotas, su mecanismo de

fotosintesis, proceso de fijacién de nitrégeno (Patterson, 1996), aspectos de su estructura,

como complementos alimenticios y recientemente por la produccion de una amplia

variedad de metabolitos secundarios unicos (Carmichael, 1992) y de gran interés que han

comenzado a aislarse. Su diversidad quimica sdélo es comparable a los metabolitos del

orden de los Actinomicetos. Sin embargo, la mayoria de las cianobacterias investigadas son

de agua dulce o de ambientes terrestres, y sdlo un numero limitado de cianobacterias

marinas han sido investigadas para la busqueda de metabolitos secundarios. No obstante,



hay un gran numerode indicios del papel importante de las cianobacterias en la produccion

de compuestos de interés biomédico e industrial (Shimizu, 1993; Patterson, 1996).

Porlo anterior, se considera que las cianobacterias han mostrado ser una fuente de

innovacion biotecnolégica, y es comun encontrarlas formando consorcios denominados

tapetes microbianos (Benderet al., 1994). Dichos consorcios son comunidades laminadas y

su desarrollo depende del tamafio del grano del sedimento, la tasa de erosién, penetracion

de luz, tasa de sedimentacion, capilaridad y del pastoreo. Estos tapetes microbianos

compuestos principalmente por cianobacterias se desarrollan en reservorios de agua

someros e hipersalinos y su laminacion (Figura 1) se da comoresultado a las variaciones

estacionales en la intensidad de luz, temperatura, salinidad y disponibilidad de nutrimentos

(Pentecost, 1984; Jorgensen, 1989). Dichos factores influencian la composicion y

abundancia relativa de la composicién de especies y pigmentos (Lopez-Cortés y Tovar,

1992), dando diferencias en el color superficial de los tapetes (L6pez-Cortés, 1990). Estos

sistemas son estables y las comunidades resaltan por su autoorganizacion en biopeliculas

estratificadas que se organizan para su maxima eficiencia (Benderet al., 1994).
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Figura 1. Corte de tapete microbiano mostrando organizacioén laminar. Guerrero Negro,

B.C.S., México. Foto: Lépez-Cortés, A.



Los tapetes microbianos estan distribuidos a lo largo del planeta, donde las

condiciones de salinidad, desecacién y temperatura son extremas, ocasionandola exclusién

de la mayoria de los organismos eucariontes (Awramik y Cloud, 1978; Golubic, 1976;

Margulis et al., 1983) (Figura 2). Estos tapetes comenzaron a estudiarse por el hecho de

possera las contrapartes modernasde los fésiles mas antiguos del planeta (Margulis etal.,
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Figura 2. Distribucién mundial de algunas localidades poseedoras de tapetes microbianos y

de sus analogos. Modificado de Awramik y Cloud (1978).

1983; Lépez-Cortés, 1990), proporcionando inflonmaclibn util para reconstruir las primeras

etapas de la evolucién de la vida a través de la interpretacidn de sus contrapartes fdsiles,

estromatolitos, incluidos en rocas precambricas de 600 a 3500 millones de afios (Lopez-

Cortés et al., 1984). El establecimiento de los tapetes microbianos en estanques de

evaporacion de agua de marradica en que éstos tienen influencia en la produccién de la



calidad de sal blanca (Jones et al., 1981; Schneider y Hermann, 1980). Otros de sus

aprovechamientos son en la industria quimica, farmacéutica y de los alimentos por los

pigmentos de fotdtrofos, clorofilas, carotenoides y ficobiliproteinas que se han extraido

principalmente de las microalgas y de algunas cianobacterias (Richmond, 1986). Son

evidentes las capacidades potenciales de las cianobacterias para producir bienes y servicios

como: la fijacién aerdbica de nitrégeno por Oscillatoria y Microcoleus (Cohen y

Rosenberg, 1989); fotoproduccién de hidrdgeno y produccién de biomasa por

Synechococcus (Mitsui, 1979); fuente de proteinas y vitaminas por Spirulina (Rodriguez-

Lopez, 1983); produccién de precursores vitaminicos y agentes anticancerigenos por

diversas cianobacterias (Beardsley, 1991); la utilizacién de las ficobiliproteinas como

inmunotrazadores (Curtin, 1985) y la produccién de pigmentos como agentes colorantes

naturales y desodorantes (Rodriguez-Lopez, 1983).

I.1 Taxonomia de las cianobacterias.

La taxonomia de las cianobacterias es una disciplina altamente dinamica y compleja

(Anagnostidis y Komarek, 1985) razon por la cual, los nombres especificos de las cepas

varian entre los autores, dependiendo de las condiciones a las que fueron aisladas y

cultivadas (Hoffman, 1988). Dentro de éstos, el sistema de clasificacién de la escuela

Geitleriana (Geitler, 1925; Desikachary, 1959; Anagnostidis y Komarek, 1988) es el mas

completo. Las herramientas de biologia molecular han permitido clasificar a las

cianobacterias a nivel de especie e inferir en las relaciones filogenéticas mas cercanas entre

cepas de cianobacterias (Wilmotte et al., 1992).



J.2 Farmacos antimicrobianos: consideraciones generales.

Se han identificado cientos de antibisticos y muchoshansido llevadosa la etapa en

que tienen utilidad en la terapéutica de enfermedades infecciosas. Los antibidticos muestran

diferencias notables en sus propiedadesfisicas, quimicas y farmacoldégicas, asi como en sus

espectros antibacterianos y en sus mecanismosde accion. Por tal motivo, la clasificacion

mas comun se ha basado en la estructura quimica y los mecanismos de accion, asi se

consideran: 1) Compuestos que inhiben la sintesis de la pared bacteriana o accion

antimicrobiana a través de la inhibicion de la sintesis de la pared celular (cefalosporinas,

_penicilinas, vancomicina y los antimicdticos del tipo de imidazol como miconazol y

clotrimazol); 2) Alteracién de la permeabilidad de la membrana celular o inhibicién del

transporte activo a través de la membrana (detergentes como polimixina y antimicdticos

poliénicos como nistatina); 3) Inhibicién de la sintesis proteica, afectando las subunidades

ribosémicas 30 S y 50 S (cloramfenicol, tetraciclinas, eritromicina) y aquellos compuestos

(aminoglucésidos) que se unen a la subunidad ribosémica 30 S y que también alteran la

sintesis proteica, lo cual culmina en la muerte del microorganismo (Jawetz et al., 1987;

Hardmanetal., 1997).



Il. ANTECEDENTES

Los programas de bioprospeccién en cianobacterias comenzaron en 1970 con

estudios acerca de su toxicidad, pero debido a las dificultades de colecta y a la no

reproducibilidad de las muestras en laboratorio, los esfuerzos a este campo se vieron

truncadosy portal motivo han recibido muy pocaatencién (Patterson et al., 1991). No fue

sino hasta 1980, que los programas biofarmacéuticos para tratamientos de enfermedades

como el cancer y el SIDA, identificaron a las cianobacterias como uno de los grupos mas

prominentes de microorganismos capaces de producir nuevos productos potencialmente

bioactivos. Algunos de estos productos naturales marinos aislados, no sdlo se consideran

como farmacos potenciales sino que también son requeridos en estudios basicos en areas

como la bioquimica, farmacologia y fisiologia. Un numero limitado de investigadores han

examinado a las cianobacterias para la produccién de enzimas inhibidoras (Cannellet al.,

1988; Schwartz et al., 1990), antibidticos (Mason et al., 1982; Flores y Wolk, 1986) y

como agentes anticancerigenos (Reinhart et al., 1981; Gerwick et al., 1989). Cada uno de

estos cribados han establecido que las cianobacterias son una fuente de agentes bioactivos

novedosos. La industria farmacéutica ha mostrado poco interés en las cianobacterias,

reflejando en parte el grado de diferencia de las mismas con las fuentes de

microorganismos tradicionales. Sin embargo, los avances en las técnicas de ingenieria

genética de las cianobacterias (Ciferri et al., 1989) han reducido los problemas de manejo

de las mismas, generando mas interés en el estudio de dichos microorganismos. Los

productos naturales de cianobacterias han sido clasificados dentro de las clases

estructurales siguientes: acetogeninas, bromofenoles, acidos grasos, terpenos y esteroles,

alcaloides (indoles, purinas y compuestos tipo tropanos), amidas, oligosacaridosciclicos,



macrélidos y péptidos ciclicos. Los usos potenciales de la actividad bioldgica para estos

compuestos incluyen: antibidticos, antimicéticos, actividad antitumoral, citotoxicidad a

células de cancer, antiinflamatorios y también toxicidad neuromuscular. Mas

recientemente, el reconocimiento de las cianobacterias como recursos promisorios de

productos naturales anticancerigenos ha guiado la iniciacién de programasdecribado porel

U.S. National Cancer Institute, entre otras instituciones. No obstante los resultados

alentadores obtenidos de trabajos con especies marinas del Pacifico y varias especies de

cianobacterias de agua dulce, se han conducido relativamente pocas investigaciones con

estos procariotas de ubicacion amplia (Gerwicket al., 1989).

Las toxinas producidas por cianobacterias han sido agrupadas en dos categorias

principales en base al tipo de bioensayo utilizado en la thiverupala de su actividad: las

citotoxinas, llamadasasi por ser detectadas en lineas celulares de mamiferos (especialmente

en lineas de células tumorales) y las biotoxinas que reciben su nombre porque utilizan

pequefios animales para su deteccién (Carmichael, 1992). Aun se desconoce el por qué las

cianobacterias producen dichas toxinas, pero probablemente funcionen como compuestos

de proteccién (Carmichael, 1986; DeMott et al., 1991).

La mayoria de las investigaciones de los productos naturales de cianobacterias se

han realizado con especies de agua dulce. Dentro de los géneros tdxicos, los mas

representativos son Anabaena, Aphanizomenon, Microcystis, Nodularia y Oscillatoria.

Varias toxinas hansido aisladas de cianobacterias, purificadas, identificadas y utilizadas en

estudios bioquimicos y farmacolégicos con mamiferos,tejidos aislados y cultivos celulares

(Carmichael et al., 1990). Las toxinas mejor estudiadas son las microcistinas producidas

por los géneros Microcystis y Oscillatoria. Los estudios con M. aeruginosa mostraron que



la produccion de la toxina microcistina LR difiere mucho entre cepas (Watanabeetal.,

1988) y es influenciada por las condiciones de cultivo (Watanabe y Oishi, 1985). Mas

recientemente compuestos citotdxicos con actividad antialgal, antifiingica, antibacteriana,

antiprotozoa y antineoplastica han sido encontrados en los géneros Scytonema,

Oscillatoria, Hapalosiphon y Plectonema (Carmichaelet al., 1990; Patterson et al., 1991).

Algunos alcaloides neurotdxicos (anatoxinas) son producidos por Anabaena,

Aphanizomenon y Oscillatoria; mientras que las toxinas PSP causantes de la pardlisis en

algunas especies de invertebrados marinos y dulceacuicolas son producidos por Anabaena,

Aphanizomenon y Lyngbya. Los péptidos hepatotdxicos (microcistinas y nodularinas) se

han encontrado en Anabaena, Microcystis, Nodularia, Nostoc y Oscillatoria. Los géneros

Cilindrospermopsis y Umezakia son responsables de la produccién de un potente alcaloide

hepatotdxico conocido como cilindrospermopsina y algunos géneros, especialmente

Anabaena, pueden producir tanto neurotoxinas como hepatotoxinas (Carmichael, 1995).

Trabajos recientes mencionan el aislamiento de una nueva nodularina (L-Val’) conocida

como motuporina (Reinhart et al., 1994) y de dos péptidos ciclicos (anabaenopeptinas y

anabaenopeptilidos) aislados a partir de tres cepas de Anabaena que también producen

microcistinas (Fujii et al., 1996). En la busqueda de nuevosinhibidores de proteasas (Shin

et al., 1997) se han aislado dos nuevas anabaenopeptinas (E y F) de las cianobacteria de

agua dulce Oscillatoria agardhii y dos inhibidores de elastasas designados como

nostopeptinas A y B (Okino et al., 1997) de la cianobacteria de agua dulce Nostoc

minutum. Ademasexisten trabajos de inhibidores de plasmindgeno comolas micropeptinas,

aisladas de la cianobacteria de agua dulce Microcystis aeruginosa (Ishidaet al., 1997).
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Para el caso de las cianobacterias marinas, el envenenamiento por contacto ha sido

observado en los géneros como Lyngbya, Oscillatoria y Schizothrix. Algunos de los

compuestos mas importantes se han aislado de la cianobactera marina Lyngbya majuscula

(Koehn et al., 1992; Carté, 1996). Cardellina et al. (1979) encontraron que los metabolitos

lyngbyatoxina A y debroaplysioatoxina de esta cianobacteria son altamente inflamatorios;

por su parte Koehn et al. (1992) aislaron dos péptidos inmunosupresores , las microcolinas

A y B.Posteriormente el agente antiproliferativo (curacina A) fue aislado por Gerwick et

al. (1994). Un nuevo compuesto citotdxico (Simplostatina 1 de la cianobacteria marina

Symploca hydnoides) analogo del dolstatina 10, el cual se encuentra en fase I como un

agente anticancerigeno (Harriganet al., 1998).

Otras investigaciones se han enfocado al estudio de las rutas biosintéticas (Garson,

1993; Reinhart et al., 1994) de compuestos de cianobacterias promotores de la actividad

tumoral, particularmente de las microcistinas y nodularinas (Nishiwaki-Matsushimaet al.,

1991; Fujiki et al., 1991). Sin embargo, la motuporina muestra citotoxicidad contra lineas

celulares tumorales (deSilva et al., 1992).

Los ecosistemas hipersalinos en la Peninsula de Baja California estan bien

representados, en donde habitan arqueobacterias halofilicas y comunidades bentdnicas

microbianas o tapetes microbianos (Figura 1 y 2). La Peninsula de Baja California se

caracteriza por la existencia de al menos cuatro sitios (Laguna Figueroa, Guerrero Negro,

San Carlos y Bahia de Concepcién) con presencia de tapetes microbianos laminados que

son comunesen las superficies de agua somera, en sus planicies evaporiticas, canales de

marea, lagunas naturales y manantiales termales, representados principalmente por

cianobacterias. Javor y Castenholz (1981) han descrito a la Laguna Ojo de Liebre en B.C:S.
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como unsitio de formacion de tapetes; Stolz (1983) describe la formacion de estos sistemas

en la Laguna Figueroa, B.C. Los tapetes microbianos de Guerrero Negro, B.C.S., se

consideran los mejor estudiados (Javor y Castenholz, 1984) en su estructura, diversidad

microbianay fijacidn de nitrégeno. Los tapetes de San Carlos, B.C.S., se han estudiado por

sus cambios en la poblacién y el papel del NaCl en la produccién de f-caroteno en

- Microcoleus (L6épez-Cortés y Tovar, 1992).

Dichas comunidades microbianas juegan un papel importante en la produccién

acuatica y dinamica de nutrimentos de ambientes acuaticos, como en estanques de

acuacultura y en la produccién de eal Las estudios realizados a la fecha en los ambientes

hipersalinos de Baja California se han enfocado a estudiar la participacién de las

Halobacterias en la formacion decristales de sal (Lépez-Cortéset al., 1994).

La Peninsula de Baja California cuenta con una amplia extension de agua y diversos

ambientes marinos, incluyendo regiones con condiciones extremas de salinidad, en donde

diferentes especies de cianobacterias pueden ser colectadas y evaluadas. Debido esto el

presente trabajo pretende explorar el potencial de las cianobacterias en la produccidén de

compuestos de interés biomédico. Porlo anterior, este proyecto representa la iniciacién de

esfuerzos en el estudio de la biodiversidad regional de cianobacterias.

I1.1 Productos antimicrobianos como agentes terapéuticos.

Aunque desdeel siglo XVIII se habian empleado varias sustancias quimicas para el

tratamiento de las enfermedadesinfecciosas, la quimioterapia antimicrobiana principia con

Paul Ehrlich (Jawetz et al., 1987), quien formulé los principios de la toxicidad selectiva y

reconocio las relaciones quimicas especificas entre los parasitos y los medicamentos, asi
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comoel desarrollo de la resistencia por éstos a los medicamentos. Pasteur y Joubert (1877),

fueron también algunosde los primeros investigadores en reconocerel potencial clinico de

productos microbianos como agentes terapéuticos, como el hecho de que existian

mecanismos“antibidticos” entre las especies inferiores, incluso en mayor grado que entre

animales y plantas mas evolucionados, con lo que se demostré que existian sustancias

antimicrobianas en cultivos bacterianos.

La época actual de la quimioterapia antimicrobiana comenz6 con el empleo de la

sulfonilamida en seres humanos en 1936. No obstante,la ““época de oro”de los antibidticos

comenzé con la produccion de penicilina en 1941. Cuando menosel 30 % de los pacientes

hospitalizados en la actualidad recibe uno o mas ciclos de antibioticoterapia, y los

compuestos han curado millones de infecciones que pudieron haber sido letales. Sin

embargo, al mismo tiempo, dichos compuestos son utilizados de manera errénea por los

médicos e incluso han sido objeto de abuso por la automedicacién (Jaramillo, 1996). Una

consecuencia del uso inapropiado ha sido la aparicién de microorganismos patégenos

resistentes a dichos agentes, y ésto a su vez ha sido el punto de partida de la necesidad-

cada vez mayor - de contar con nuevos farmacos (Chambers y Sande, 1997).



13

Il. JUSTIFICACION

Los microorganismos marinos han sido reconocidostanto en la industria como en la

academia como una fuente potencial de compuestos de interés biomédico; debido a la

produccion de metabolitos secundarios con propiedades tnicas, que se han aislado de ellos.

Diversos programas enfocados en la busqueda de compuestos bioactivos, como el

llevado a cabo por el U.S. National Cancer Institute, han identificado a las cianobacterias

como unode los grupos mas promisorios para el descubrimiento de productos naturales de

interés biomédico. Por tal motivo, las cianobacterias han mostrado ser una fuente de

innovacion biotecnoldgica y varios de sus metabolitos presentan estructuras tnicas que son

producto de rutas biosintéticas poco diferentes a aquéllas conocidas para los metabolitos

terrestres. Sin embargo, la mayoria de las cianobacterias estudiadas son de agua dulce o de

ambientes terrestres y muy pocas de ambientes marinos; por lo que en dicho trabajo se

espera encontrar compuestos con actividad biolégica novedosa.

A pesar de que los programas de escrutinio se han iniciado en varias partes del

mundo, la region del Pacifico mexicano continua sin explorarse; siendo que la Penisula de

Baja California posee los ambientes hipersalinos propicios para las cianobacterias y para

una gran diversidad de microorganismosde importancia cientifica y econdmica.

Este proyecto provee una primera oportunidad de generar una explotacioén

sistematica de estos recursos bioldgicos importantes; ademas de que nuevasregiones del

Océano Pacifico, especialmente las regiones del Noroeste de México, seran exploradas.

También contribuira al estudio de la biodiversidad de las cianobacterias de la region.
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IV. OBJETIVOS

IV.1 General:

Contribuir al estudio de la biodiversidad de cianobacterias regionales por medio del

aislamiento y caracterizacién de cianobacterias productoras de compuestos de interés

biomédico, con enfoque especial en las especies de costas halofilicas de la Peninsula de

Baja Califronia, México.

IV.2 Particulares:

1. Aislamiento de cianobacterias marinas de diferentes lugares de la Peninsula de Baja

California, México.

2. Determinacién de la actividad antimicrobiana y toxicidad de fracciones crudas

obtenidas de las alccobasterlas aisladas.

3. Caracterizacion taxonémica y molecular de las cianobacterias aisladas.

4. Iniciacién de una coleccidn de cianobacterias regionales para el Laboratorio de

Microbiologia Molecular del Departamento de Biotecnologia Marina del CICESE.
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V. MATERIALES Y METODOS

V.1 Colecta de cianobacterias. La coleccién de cianobacterias se realiz6 en diversos

lugares de la Peninsula de Baja California, como son (Figura 3):

 

 crete

Figura 3. Localizacion de las zonas de estudio en la Peninsula de Baja California, México.
1) Bahia de Concepcion, B.C.S.; 2) ESSA, Guerrero Negro, B.C.S. ; 3) BGB Acuacultura,

Ensenada, B.C.; 4) Brazo de San Quintin, Bahia de San Quintin, B.C. y 5) C.F.E., Campo

Geotérmico, Cerro Prieto, B.C.

V.I.1 Bahia de Concepcion, B.C.S., México. Bahia natural al sur de Mulegé la cual posee

regiones salinas y condiciones de temperatura extremas, en su regién hacia el sur.

Los manantiales termales de donde emanaagua dulce caliente, se localizan a 14 km

al sur de Mulegé enla latitud 26°45’46”y longitud 111°53’38”.

Colecta: El trabajo de camposerealizé del 27 al 30 de agosto de 1999. Se seleccionaron

tres sitios de muestreo del lado oeste de la bahia: (a) Manantiales termales del sistema de

costa evaporitica de la Playa Santispac. En la localidad se ubicaron 2 manantiales termales

en una planicie evaporirica, limitados del mar por ecosistemas de manglar, una pequefia
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laguna y playa; (b) Material del fondo (50 cm a 2.0 m) de la Laguna consistente de algas

calcareas, arena, rocas y material fangoso.

V.I.2 Compafiia Exportadora de Sal, S.A. de C.V. (ESSA), Guerrero Negro, B.C.S.,

México. La empresa cuenta con un total de 19,627 Ha., donde casi 16,000 Ha.

corresponden a los vasos concentradores y 2,465 Ha. a charcas decristalizacion.

Colecta: La colecta de muestras se realizé el 30 de agosto de 1999. Las muestras se

tomaron de los fondos de los vasos concentradores 4, 5, 6 y de la Ciénega de la Laguna Ojo

de Liebre.

V.I.3 Empresa BGB Acuacultura, Rincén de Ballenas, Ensenada, B.C., México. El

cultivo de mejill6n (Mytilus galloprovincialis) se encuentra en la atte Sur de la

Bahia de Todos Santos y comprende un area de 94 Ha. La Bahia de Todos Santos se

encuentra en el extremo Noroeste de la Peninsula de Baja California entre los

paralelos 31°40’ y 31°50’ de latitud Norte, 116°36’y 116°50”de longitud Oeste,

ocupando un area aproximada de 180 km’. Limita al Sur con la Peninsula de Punta

Banday al oeste con las Islas Todos Santos. Al Norte limita con Punta San Miguel y

al Sureste con el Estero Punta Banda.

Colecta: La toma de muestras se realizé el 23 de septiembre de 1999. Se colectaron

muestras de agua y de organismosde los estanques de reproductores de mejillén.

V.1.4 Brazo de San Quintin, Bahia de San Quintin, B.C., México. Lugar donde se

encuentran constantemente tapetes de algas intermareales y condiciones hipersalinas.

La Bahia de San Quintin se localiza a poco mas de 200 km al sur de Ensenada, sobre

la costa occidental de la Peninsula de Baja California, México. Esta situada entre los
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30°24’y 30°30’de latitud norte, 115°57’a 116°01’ de longitud oeste. La forma de la

Bahia es producto de las formaciones volcanicas localizadas en el extremo noroeste y

entre los brazos de la Bahia. El brazo este se le denomina Bahia de San Quintin y

tiene una longitud aproximada de 11 km; el brazo oeste se le conoce como Bahia

Falsa, tiene una longitud de 7 km. El 40% de la laguna queda expuesto durante las

mareas mas bajas que el nivel medio del mar (nmm), el fondo de la bahia y en

especial el brazo este, se caracterizan por tener un fondo uniforme, formado por

pequefios promontorios fangosos, cubiertos en abundancia por praderas de pastos

marinos (Zostera marina) entre los cuales existe una red dendritica de canales que

intersectan toda esta superficie y lo conectan con el canal principal en cada brazo.

Colecta: La toma de muestras se realizé el 1 de octubre de 1999. Se ubicaron 9 sitios de

muestreo, caracterizados como reservorios someros con poligonos de desecacién y tapetes

microbianos, natas y costras superficiales.

V.I.5 Comision Federal de Electricidad, campo Geotérmico, Cerro Prieto, B.C.,

México. Regién con condiciones de temperatura extremas y zonas salinas, donde se

ubican estructuras analogas a los tapetes microbianos. La zona Geotérmica de Cerro

Prieto, se encuentra ubicada en la planicie aluvial del Valle de Mexicali, 30 km al

sureste de la ciudad de Mexicali, Baja California, entre los meridianos 115°12’ y

115°18’ longitud oeste y los paralelos 32°22’ y 32°26’ de latitud norte, destacando

como rasgo geografico el volcan de Cerro Prieto que alcanza una elevacion de 260

msnm. El campo de explotacién cubre una superficie aproximada de 12 km’. La

region es arida con clima extremoso, variando su temperatura de —2°C en invierno a
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47°C en verano, siendo las Iluvias muy escasas con una precipitacién media anual de

80 mm.

Colecta: La colecta de muestras se realizé el 19 de noviembre de 1999. Se localizaron 6

sitios de muestreo: Caracol Central, Laguna de Evaporacion, Laguna Vulcano, Drenaje de

la Laguna de Filtracién, Salida de agua de Vapor Condensado y Curva de Manifestaciones

(Antiguo campo de la C.F.E.).

V.2 Brosedintients de muestreo. Las muestras ricas en cianobacterias de los tapetes

microbianos benténicos fueron separados mecanicamente con una espatula y transportados

en recipientes con gran cantidad de agua natural en una proporcidn 1:20. Para aquellas

muestras que se encontraron expuestas al aire e incrustadas en suelos salinos, fueron

transportadas en bolsas de plastico y obscuras.

V.3 Transporte de las muestras. Las— fueron transportadas a temperatura

ambiente para no ocasionar proliferacién o inhibicién del crecimiento de las poblaciones

microbianas autdctonas (Rippka, 1988). |

V.4 Medicion de variables fisteoquimiteas, Se realizaron mediciones de temperatura,

salinidad, oxigeno y pH durante la colecta de muestras. La temperatura se midié con un

termémetro de mercurio (-20° a 120°C); la salinidad con un refractémetro de temperatura

compensada (Modelos 10419 y 10423); el oxigeno con un oximetro YS158 (YSI Modelo

58 y el electrodo YSI5905/5010) y el pH se midié en el medio y en las muestrasutilizando

un potencidmetro Cole Parmer (Modelo Vernon Hills, Illinois 60061, pH Testr BNC).

V.5 Seleccién del medio de cultivo. El medio ASNIII se utilizé para el crecimiento,

aislamiento y purificacién de cianobacterias marinas con requerimientos mayoresde sales
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minerales (Rippka et al., 1981). Ademasse utilizaron los medios MN para cianobacterias

marinas, SOT (Marquez et al., 1995) para Spirulina sp. y BG-11 para cianobacterias de

agua dulce.

V.5.1 Elaboracién del medio de cultivo liquido. Para la elaboracién del medio de

cultivo liquido ASNIII se requiere lo siguiente :

Reactivos

NaCl

MgCl, 6H2,0

KCl

NaNO;

K,HPO, 3H20

MgSO, 7H20

CaCl, 2H2,0

Acido citrico

Citrato férrico de amonio

EDTA(sal disddica)

NaCO3

Agua desionizada
pH (despuésde esterilizar)

gi"

25.0

2.0

0.5

0.75
0.02
3.5

0.5

0.003

0.003
0.0005

0.02

1000 ml

7.5

La solucion mineralse esteriliza por autoclave a 15 g cm” depresién, durante 20

minutos.

Metales traza A5 + CO

H3BO3
MnCl, 2H2,0

ZnSO, 7H20

NaMoO, 2H20

CuSO, 5H20
Co(NO3)2 6H2,0

mg r

2.86

1.81
0.222

0.390

0.079
0.0494

La solucion de metalestraza se esteriliza por separado de la solucién mineral (Stal y

Krumbein, 1985) y se almacenaen refrigeracion a 4°C hasta su uso.
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Algunas cianobacterias, especialmente las marinas requieren de vitamina By, por lo

que fue agregadaal cultivo de las cepas de este trabajo en una concentracién de 10 pg I’ de

cianocobalamina (Rippka, 1988).

V.5.2 Elaboracién del medio de cultivo sélido. Para la elaboracién de medio

sdlido fue necesario disolver primero la solucién mineral y después adicionar el agar

(concentracién final: 1.0 %). La esterilizacién se realizo por autoclave a 15 g cm” de

presion por espacio de 20 minutos

Unavez esterilizados el agar y la solucién mineral, se le adicioné la solucién de

metales traza y la vitamina, y se vaciaron en cajas petri de plastico estériles; una vez

solidificadas, se sellaron con parafilm y se cubrieron con bolsas de plastico para ser

almacenadasenel refrigerador a 4°C hasta su uso (Thielet al., 1989).

V.6 Obtencién de cianobacterias.

Las muestras obtenidas de los lugares de muestreo se inocularon en medio ASNIII

liquido (10 ml) y sdlido con ciclohexamida (50, 100 y 200 mg ml’) para la primera

eliminacién de organismos eucariotas (ASNIIIc). Las muestras en medio liquido se

incubaron por un periodo de 6 a 8 semanas con fotoperiodo (12 h luz:12 h oscuridad), una

intensidad de luz de 25 Ems”y un intervalo de temperatura de 25 a 30 °C para permitir

el crecimiento de las cianobacterias. Las cajas Petri inoculadas se mantuvieron incubando

por lapsos de 2 a 4 semanas en las mismas condiciones anteriores. Todas las muestras se

observaron diariamente bajo un microscopio dptico para monitorear la aparicién de

crecimiento de cianobacterias en medio liquido y con un microscopio estereoscépico para



21

las muestras en medio sdlido y aquellos que presentaron crecimiento de filamentos o

colonias aisladas se transfirieron por los métodos de bloque invertido y con capilares.

Una vez obtenido crecimiento en medio liquido, se cosecharon las muestras a 3,500

rpm por 10, 15 y 20 minutospara eliminar el sobrenadante y obtener el botén celular que se

forma para después inocularlo en tubo con 15 mL de medio ASNIII fresco; después de dos

semanas se realizé la técnica de dilucién seriada (de 1:10 a 1:10°) para cianobacterias

unicelulares (Figura 4). Los filamentos que crecieron en las paredes del vidrio, se tomaron

con un asa y pipeta Pasteur, y se transfirieron a un tubo con medio ASNIIIfresco. Todaslas

muestras a su vez se estriaron en medio sdlido para su posterior transferencia. Una vez

realizado todo lo anterior se adicionéd ASNIII hasta un volimen de 80 mL de donde se

partié al escalamiento delos cultivos.

1 mi

         9 ml de

medio :
S :

ae 410 1/100 1/108 }
Cultivo de cianobacteria . (1077) (107°) ao4

 

Dilucién —_) | | | | {

 

Figura 4, Técnica de dilucién seriada utilizada en el aislamiento de cianobacterias.
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V.7 Técnicas de aislamiento de cianobacterias.

V.7.1 Técnica de dilucién seriada. Se tomaron alicuotas de las muestras con una

espatula pequefia y fueron colocadas en tubos de ensaye con 10 ml de medio ASN III;las

muestras fueron homogenizadas en un agitador VORTEX hasta lograrla dispersion total de

las muestras. Una vez homogeneizadas se procedié a realizar las diluciones seriadas (de

1:10 a 1:10°) transfiriendo 1 ml dela suspensién celular a tubos de ensaye con 9 ml de

medio ASN III liquido estéril. De cada una de las diluciones, se inocularon 200 pl de la

suspension celular en cajas petri con medio ASNIII sélido (Figura4).

V.7.2 Técnica de vaciado en placa. Esta técnica se utiliz6 debido a que tiene como

finalidad la obtencién de colonias dispersas en el medio sdlido (Stal y Krumbein, 1985).

V.7.3 Técnica de transferencia por bloque invertido. De un cultivo que presenté

crecimiento significativo de filamentos, se procedid a cortar y transferir un bloque de la

superficie del agar al centro de otra placa fresca y estéril. En algunos casosesto se realiz6

previa extraccion de un bloque de las mismas dimensionesqueel transplantado.

V.7.4 Aislamiento por deslizamiento y fototactismo. Para la aplicacion de esta

técnica, fueron utilizadas placas con medio de cultivo ASN IIIc (con ciclohexamida) y ASN

III, las cuales fueron expuestas a una fuente de luz unidireccional con el fin deaislar a las

cianobacterias con base a su respuesta fototactica (Rippkaet al., 1979).

Las placas con crecimiento de filamentos mas alejados de su base de crecimiento

fueron colectados con pipetas capilares Pasteur de 0.1-0.2 mm de diametro y con agujas de

diseccion estériles bajo el microscopio estereoscdpico. Losfilamentos fueron transferidos e
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inoculados al centro de placas con medio sdlido fresco y estéril. El deslizamiento de los

filamentos se observ6 diariamente en un microscopio estereoscopico.

V.7.5 Aislamiento por medios mecanicos. De los cultivos en placa con

crecimiento significativo, se seleccionaron los filamentos mas alejados del lugar del

indculo. Bajo un microscopio estereoscdépico, se separaron los filamentos con la ayuda de

una pipeta capilar Pasteur y se suspendieron en 5 ml de medio liquido de ASNIII estéril;

éstos fueron inoculados,estriados e incubados a las condiciones antes mencionadas.

V.8 Obtencion de extractos.

Los extractos fueron obtenidos a partir de cultivos de cianobacterias en fase de

crecimiento estacionaria. Para la actividad antimicrobiana y toxicoldgica se obtuvieron

utilizando la mezcla de CH2Cl,:CH30H (1:1) (Harrigan et al., 1998). De las muestras

liofilizadas se pesaron 0.4 g que se ocuparon para la extraccién. Se realizaron dos

extracciones cada una de 50 mL de mezcla y un tiempo de extraccién de 1:45 h para la

primera y 1 h para la segunda extraccion. Seguido de esto, las muestras se evaporaron a

sequedad y se guardaron en refrigeracion (4 °C) hasta su utilizacién. Una vez comprobada

que la mezcla utilizada para la extraccién no era tdéxica, esta misma se utilizé para la

dilucién de los extractos con 5 ml (Tabla IV). Por otra parte, 0.4 g de muestra liofilizada se

dejaron en agitacién durante 20 h con 200 ml de la mezcla de CH2Cl,:CH30H (1:1) y 80

mg del extracto crudo se resuspendié en 5 ml de mezcla y se pasdé por una columna de

silica gel, la cual se eluyé con 100 ml de CH2Cl, seguido de 100 ml de CH30H.Dela

elucion se obtuvieron 20 fracciones de diclorometano y 20 fracciones de metanol, cada una

de ellas de 5 ml para cada cepa, obteniéndose untotal de 280 fracciones. Con la finalidad
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de reducir el numero de fracciones y agruparlas por propiedades similares, se realizaron

barridos de lecturas en el intervalo UV-VIS (200-700 nm). Las fracciones eluidas con

diclorometano y que mostraron espectros de absorcién similares se mezclaron. De esta

manera se obtuvo 1 fraccidn por cepa. Las fracciones provenientes de la extraccién con

metanol, se les aplicé el mismo procedimiento y de esta forma se obtuvieron 17 fracciones

en total.

V.9 Pruebas de antibiosis.

Para determinarla actividad antimicrobiana se usaron los ensayos de discos en placa

y la técnica de vaciado de la doble capa de agar. Antes de comenzar las pruebas de

antibiosis, se evalud la toxicidad de los disolventes utilizados en la extraccién Este ensayo

fue necesario para corroborarsi existia o no un efecto de inhibicién de crecimiento causado

por el solvente utilizado para disolver los extractos. Se utiliz6 tanto la mezcla

CH2Cl,:CH30H (1:1), cada uno de éstos por separado, asi como isopropanol. Los

antibiogramasse realizaron por el método de difusién en placa (Kirby-Bauer). Asimismo,

se realizd una seleccién del control positivo, utilizando los siguientes antibidticos:

Penicilina G, Ampicilina, Imipenem, Cloramfenicol, Gentamicina, Espectinomicina,

Kanamicina, Eritromicina, Ofloxacina, Amikacina, Trimetroprim/Sulfametoxazol,

Tetraciclina, y con las concentraciones siguientes: 2, 5, 10, 25 y 50 pg ml” para los

primeros 5 antibidticos y sdlo con 2 wg ml”para el resto. De esta manera se seleccion6 el

antibidtico y el halo utilizado para compararla actividad de los extractos de cianobacterias

marinas (Tabla V). Los microorganismosutilizados (Tabla I) fueron bacterias Gram (-) tal

como Escherichia coli, Escherichia fergusonii, Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae,



25

Klebsiella sp., Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonasfluorescens, Serratia marcescens y

bacterias Gram (+) como Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus, bacteria patogena

resistente a los antibidticos existentes. Candida albicans se utiliz6 como un patdégenotipico

de levaduras. B. subtilis, C. albicans, E. fergusonii, P. vulgaris, K. pneumoniae, Klebsiella

sp., P. aeruginosa, P. fluorescens, S. marcescens y E. coli fueron crecidos en el medio

Luria-Bertani (LB) a una densidad de 0.5 medida a una longitud de onda de 600 nm;S.

aureus fue crecida en medio LB modificado a una densidad de 0.5, medida a una longitud

de onda de 660 nm.

Tabla I. Microorganismos utilizados para determinar la actividad inhibitoria de los

extractos de cianobacterias.

 

 CEPA FUENTE

E. coli W.Fenical, 1998*

B. subtilis W.Fenical, 1998*

S. aureus W.Fenical, 1998*
C. albicans W.Fenical, 1998*

P. aeruginosa UABC

P. fluorescens UABC

P. vulgaris UABC

S. marcescens UABC

K. pneumoniae UABC
E. fergusonii Urocultivo**

C. albicans Cervicovaginal**
P. mirabilis Urocultivo**

C. freundii Urocultivo**

Klebsiella sp. Coprocultivo**

P. aeruginosa Lav. Bronquial**
 

*Scripps Institution of Oceanography, UCSD (Center for Marine Biotechnology

and Biomedicine). **Aislados de pacientes (donacién andnima).

La reactivacion de las cepas se Ilev6 a cabo sembrando una asada de muestras de

células en cajas Petri con su respectivo medio. La concentracién celular fue determinanda
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con base a la turbidez medida (por duplicado) en un espectrofotémetro-Elyptica con un

intervalo del ancho de bandaentre 2.8 y 3.5 nm.

V.9.1 Método de Difusion en placa (Figura 5). Los ensayos de antibiosis se

realizaron utilizando el método de difusién en placa (Método Kirby-Bauer), mediante el

uso de discos de papel de 6.5 mm de diametro impregnadoscon cantidades (7, 25 y 30 pl)

conocidas de los extractos (Ichikawa y Date, 1971). Los discos secos, se colocaron sobre

las placas petri inscelladen con los microorganismos y se dejaron difundir a 4°C por 24

horas; después de éste tiempo se colocaron en incubacién a 37°C para permitir el

crecimiento de las cepas bacterianas. La formacion de los halos de inhibicion alrededor de

los discos se tomdé como una indicacién de la produccién de por lo menos un metabolito

C2
Medio LBsédlido

antimicrobiano.

 

Cultivo inoculado

en 5 mL de medio

 

Siembra de cepa  

Colocar sensidiscos y difusién por
24 hr. a 4°C
Y incubacién

24-48 hr. 
Figura 5. Técnica de difusién en agar (Método de Kirby-Bauer). a) Colocacién de los

discos en el agar. b) Formacion de halos de inhibicién.
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V.9.2 Método de dilucién (Figura 6). Esta metodologia se utilizé para corroborar

los datos de actividad obtenidos con el métodode Kirby-Bauer en los extractos de la

primera estrategia. Los ensayos en solucién liquida se utilizaron para determinar

colorimétricamente los valores MIC. Dichos experimentos se realizaron en placas de 96

pozos.

Los cultivos microbianos (B. subtilis, E. coli, C. albicans y S. aureus) con una

densidad dptica entre 0.8-1.0 medida con sus respectivas absorbancias, se diluyeron (1:100)

y 200 uL de éste cultivo se adicionan a todos los pozos. Posteriormente se adicionaron 50

pl del extracto a probar en la primera fila de pozos y se mezclaron, de ahi se tomaron otros

50 pl que se adicionarona la siguiente fila y asi sucesivamente hasta descargarlos iltimos

50 wl. La placa se dejé incubando toda la noche en agitacién. El cambio de coloracion se

observ6 a simple vista.

 

Figura 6. Técnica de dilucién para la obtencién de la Concentracién Minima Inhibitoria

(MIC). La flecha indica la concentracién minimaen la cual no se presenté crecimiento.

V.10 Prueba de toxicidad. Para determinar la toxicidad de los compuestos es posible

emplear bioensayosa partir de los extractos obtenidos de cultivos de cianobacterias. Uno
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de éstos es el que se llevd a cabo en Artemia (Salt Creek) utilizando un método

desarrollado por McLaughlin (1991), el cual es un buen indicador de la toxicidad de los

compuestos, presentando un coeficiente de correlacién del 90 % con células de lineas

celulares (90% de todos los compuestos téxicos de Artemia son toxicos para las células de

cancer humano). Antes de comenzar los bioensayos, se evalud la toxicidad de los

disolventes utilizados en la extraccién y se estandarizé el numero de nauplios utilizados en

cada pozo. Para estos ensayos, 15 organismos en estadio de nauplio J-III (Figura 7) de

Artemia se colocaron en los pozos con agua marina fresca (150 pl). Las fracciones de

CH2Cl, y CH30Ha probarse se adicionaron a los nauplios de Artemia y su viabilidad se

evaluo después de 24 horas.

 

Figura 7. Estadio de nauplio II de Artemia utilizado en los bioensayos de toxicidad.

Cada una delas fracciones obtenidas, segun la seccién (extractos), se llevaron a sequedad y

se recuperaron en un minimo volumen de disolvente. Las fracciones de CH2Cl, se
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disolvieron en 1.5 ml de agua de mar filtrada y pasada por luz UV; las fracciones de

CH30OHse disolvieron en este mismo disolvente (2 ml).

V.11 Clasificacién de cianobacterias.

V11.1 Taxonémica. Las cepas de cianobacterias con actividad bioldgica se

identificaron fenotipicamente a nivel de género y en algunos casoshasta especie, utilizando

' los métodos descritos en Anagnostidis y Komarek (1988), Geitler (1925) y Desikachary

(1959).

V.11.2 Métodos moleculares. Para la caracterizacioén a nivel molecular, el ADN

cromosomal se aislé por el método reportado por Kuhlemeier et al. (1984). El andalisis

molecular se realiz6 por el método de Reaccién aa Cadena de la Polimerasa (PCR)

utilizando oligonucledtidos especificos para cianobacterias (Wilmotte et al., 1993). Las

secuencias delos oligos utilizados son : 5’ AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3’ (ARNr

16S-univ) la cual hibrida con la parte inicial del gen que codifica para el ARNr 16S de

procariotas y 5’ GCT CTG TGT GCC TAG GTA TC 3’ (ARNr 23S-ciano)el cual hibrida

con la parte inicial del gen que codifica para el ARNr 23S de cianobacterias. De esta

manera, se esta amplificando el gen que codifica para el ARNr 16S y la secuencia

intergénica (ITS) o region espaciadora 16S-23S.

La estandarizacion se llev6 a cabo mediante pruebas con los oligonucledtidos

utilizados para la amplificacién de la ITS (16S-23S) (Wilmotte et al, 1993). Para ello,

primero se realizé una amplificacién por PCRutilizando directamente 1.0 1 del cultivo en

matraz, segun la metodologia estandarizada en el Laboratorio de Microbiologia Marina

(CICESE), para la obtencién de fragmentos de ADN de entre 2,000 y 2,300 pares de bases
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(pb). Los cultivos utilizados fueron: Phormidium okeni 1, Phormidium okeni Ui,

Synechococcus elongatus, Synechocystis pevaleki y Aphanothece bullosa (Tabla IX, Figura

18).

El hecho de realizar amplificaciones por PCR de la regién espaciadora directamente

de las muestras de cultivo, ahorra el paso de la purificacién del ADN cromosomal.

La reaccion quese llevé a cabo en solucién (Sambrooket al., 1989) fue la siguiente:

pl

H20 15.41

dNTP’s 0.4

Buffer 10X 2.0

Oligo UNIV (dil. 1:10) 0.57
Oligo CIANO (dil. 1:10) 0.42
DNAcrom.0 cultivo 1.0

Taq polimerasa 0.2

Total 20.0 nL

La amplificacién por PCR se llevé a cabo en un Termociclador GeneE (TEHNE,

INC., 1996 New Yersey, USA). Después del paso de desnaturalizacién a 95 °C por 10

minutos, se llevaron a cabo 30 ciclos de amplificacién. Las temperaturas y el tiempo usados

en cada ciclo fueron las siguientes: 95 °C por 1 min., 60 °C por 1 min. (Tm) y 72 °C por 4

min. y un sdlo ciclo de 72 por 7 min. La Tm esla temperatura optimade hibridacion de los

oligos utilizados.

Los productos de PCR y el ADN cromosomal se corrieron en un gel de agarosa al

1.2%, el cual se observé con un transiluminador de luz ultravioleta para poder identificar

los fragmentosresultantes.
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V.11.2.1 Analisis de restricci6én teérico. Las secuencias de los genes que codifican

para el ARNr 16Sr, 23S e ITS de diversos géneros de cianobacterias, se obtuvieron del

Banco de Datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) tales comoel

GenBank; dichas secuencias se editaron en el Programa DNAstar y despuésse alinearon en

MegAlign, dondeserealizé el andlisis de restriccién teérico (Figura 23). Apartir de este

analisis se seleccionaron las enzimas a utilizar para realizar el analisis de restriccion

experimental.

V.11.2.2 Analisis de restriccién experimental. El producto de PCR de 2.1 Kb,

obtenido de la amplificacién en el termociclador se digirid con las enzimas seleccionadas

del analisis de restriccién tedrico, durante diferentes tiempos (1 h, 1:30 h y 3 h). La

estandarizacion de este analisis se Ilevé a cabo con la cepa 17bSQ. Los fragmentos de la

digestion del producto de PCRse observaron en geles de agarosa al 2% (80 V/1:30 h).

V.12 Mantenimiento de los cultivos. Los cultivos de cianobacterias monoespecificos y

axénicos se mantuvieron en ampulas de 2 ml de medio ASN III y Dimetilsulfoxido (5%

v/v). Dichas cepas se preservaron en Ultracongelador a —70 °C (Rippkaet al., 1981).

Las cepas B. subtilis, C. albicans, E. coli y S. aureus fueron preservadas en

ultracongelador a —70 °C con glicerol al 15 % comocriopreservador.



32

VI. RESULTADOS —

VI.1 Estructura de los tapetes microbianos.

Los microorganismosde los manantiales termales de Santispac (Figura 8), crecen y

- se desarrollan como filamentos y natas macroscépicamente visibles. La estructura esta

compuesta principalmente de cianobacterias filamentosas pertenecientes a los géneros:

Leptolyngbya y Limnothrix, y una bacteria fototréfica anoxigénica conocida como

Chloroflexus.

 

Figura 8. Filamentos de cianobacterias marinas de aberturas termales de Bahia

Concepcion, B.C.S., México. Foto: Lépez-Cortés, A.

En este lugar se observaron cianobacterias unicelulares de los géneros Aphanotece y

Chroococcus, ademas de géneros como: Oscillatoria, Phormidium, Synechococcus,

Synechocystis y Gleocapsa, entre otros.

Los tapetes microbianos de Guerrero Negro, B.C.S. (Figura 9), se caracterizaron por

estar sumergidos y mostrarse expuestos dependiendo de la estacién del afio. De manera

regular son poligonos dominadosporcianobacteriasfilamentosas constructoras de tapetes y
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hasta el momento se tienen identificados los géneros siguientes: Microcoleus, Lyngbya, |

Oscillatoria y Calothrix.

Los tapetes mostraron seccionestransversales con un patron de laminacion colorido.

La capa del fondo fue rica en bacterias heterdétrofas y junto con el aislamiento de las

cianobacterias se presenté contaminacion por cepas del género Bacillus.

 

Figura 9. Tapete microbiano ( — ) caracteristico de los vasos concentradores de sal de

Guerrero Negro, B.C.S., México. Foto: Simental-Trinidad, J.A.

En el sitio del Brazo de San Quintin, fueron evidentes los tapetes microbianos

laminados planos que macroscépicamente se observan como poligonos de desecacién

(Figura 10). Las secciones transversales de estos mostraron un patroén de laminacion

colorido.

 

Figura 10. Poligonos de desecacién del Brazo de San Quintin, B.C., México. Foto: Torres-

Arifio, A.
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En las muestras del Campo Geotérmico de Cerro Prieto, los microorganismos del

Drenaje de Filtracién se caracterizaron por estar sumergidos y los de la Curva de

manifestaciones expuestos; ambos crecen y se desanelan como natas macroscdpicamente

visibles y estan expuestos a altas temperaturas (Figura 11). La estructura de los mismosesta

compuesta principalmente de cianobacterias filamentosas pertenecientes a los géneros:

 

Figura 11. Natas superficiales compuestas de cianobacterias (A) y bacterias heterdtrofas

(B), Mexicali, B.C., México. Foto: Torres-Arifio, A.

Lyngbya, Anabaena, Oscillatoria y unicelulares como: Gleothece, Synechococcus y

Aphanothece. En el sitio de la Curva de Manifestaciones fue evidente el crecimiento de

bacterias heterdtrofas y anoxigénicas.
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Por las condiciones de la zona de muestreo se obtuvieron cepas de cianobacterias de

agua dulce (Drenaje de Filtracidn) y marinas (Curva de Manifestaciones). Estas

cianobacterias se utilizaron sdlo para formar parte de la coleccién de cianobacterias del

Laboratorio de Microbiologia Marina del CICESEdebido a quelos cultivos se escalaron a

nivel de tubo con 40 ml de medio ASN III.

En estossitios, la parte fotdtrofa de los tapetes se localizé en los primeros 2 a 3 mm

y en algunasocasioneshasta los 5 mm. La lamina superficial estuvo compuesta por varios

tipos de cianobacterias filamentosas y unicelulares. Por debajo de la estratificacién verde se

localiz6 una lamina roja-purpura compuesta por bacterias anoxigénicas (fotdtrofas que no

liberan oxigeno). Igualmente que los tapetes de Guerrero Negro, la estratificacién negra del

fondo estuvo compuesta principalmente por bacterias heterdérofas y anaerobias.

En las muestras de M. galloprovincialis (Figura 12) obtenidas de la empresa BGB

Acuacultura, se observ6 dominancia por cianobacterias filamentosas pertenecientes a los

géneros: Spirulina, Calothrix, Oscillatoria y Phormidium. De estas muestras se logr6 aislar

y purificar la cianobacteria filamentosa Spirulina subsalsa.

 

Figura 12. Mejillones (M. galloprovincialis) colectados del estanque de reproductores de la

empresa BGB Acuacultura. Foto: Anénimo.
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VI.2 AISLAMIENTO.

Delas técnicas de aislamiento que se utilizaron, sdlo tres de ellas fueron las que

dieron resultados positivos para la obtenciédn de crecimiento de cianobacterias: La

manipulacion directa de los filamentos extraidos de los tapetes microbianos por medios

mecanicos, la constante transferencia en bloque invertido de los mismos y su exposicion

continua hacia una fuente de iluminacién unidireccional (Tabla I).

Tabla II. Técnicas utilizadas para el aislamiento y eliminacién de contaminantes

bioldégicos.

 

 

Métodode aislamiento Resultado Observaciones

Vaciado en placa - Contaminacion porotras cianobacterias.

Transferencia por bloque invertido + Ninguna
Deslizamiento y fototactismo + Contaminacion porbacterias heterdtrofas.

Medios mecanicos ++ Rompimiento y degeneracién de células.
Antibidticos + Ninguna

Ciclohexamida ++ Eliminacion de eucariotas y favorecimiento

de bacterias heterdtrofas.

Imipenem ++ Desintegracion del tricoma(24 h).

Cefoxitina ++ Eliminacion debacterias heterotrofas.

 

(-) Negativo.
(+) Positivo.

Los filamentos que se inocularon en medio sdlido migraron hacia la luz por

presentar fototactismo positivo, lo que facilité su manipulacién y recuperacién al

encontrarse libres de contaminantes (excepto de bacterias heterdtrofas) provenientes del

tapete microbiano. Con la técnica de dilucién seriada fue posible la recuperacién de
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cianobacterias cocoidales como Synechococcus sp. y Synechocystis sp. Con la técnica de

vaciado en placa se observé que algunosde los filamentos migraban pero no se observé

crecimiento de los mismosy al cabo de 48 hrs. presentaron contaminacion por bacterias

heterdtrofas mismas que en su ambiente natural se encuentran adheridas a sus vainas, ricas

en exopolisacaridos.

Las condiciones generales que favorecieron el crecimiento de las cianobacterias

aisladas fueron: Medio de cultivo ASNIII, temperatura de incubacién de 25 + 3°C,

aireacién por burbujeo constante y una iluminacién de 25-50 pEm”s". Lascaracteristicas

particulares de cada cepa se muestran en el apartado de la Coleccion de Cianobacterias.

VI.2.1 Eliminacion de contaminantesbiolégicos.

Para la purificacién de algunas de las cepas de cianobacterias, el empleo de

cefoxitina result6 en la eliminacién de las bacterias heterdétrofas asociadas a las

cianobacterias; exposiciones prolongadas (24 h) al antibidtico Imipenem mostré patrones

de desintegracion de los tricomas. El tiempo de exposicién dptimo de los antibidticos en las

cianobacterias fue de 2 h para imipenem y 18 h para cefoxitina (Torres-Arifio, 1997). Para

los tapetes de San Quintin que se encontraban contaminados con un protozoario,

identificado como Vorticella, fue posible su eliminacién mediante una combinacidn de las

técnicas de disteanitent y el uso de antibidticos como la ciclohexamida; ademas de

centrifugacién del cultivo a 3000 rpm y una disminucién del pH a 5.0 con inyeccién de

CO, proporcionadopor el Laboratorio de Microalgas del Departamento de Acuicultura del °

CICESE,bajo la supervision de la Dra. Beatriz Cordero.
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La utilizacién de ciclohexamida, resulté efectiva para el aislamiento y limpieza de

las cianobacterias, lo que origind colonias y filamentos libres de organismos eucariotas,

aunque mastarde, ésto favorecid la aparicion de bacterias heterdtrofas.

VI.3 OBTENCION DE EXTRACTOS DE CIANOBACTERIAS.

Se utilizaron en total 13 cepas de cianobacterias y dos estrategias para la obtencién

de los extractos (Tabla III). Los 8 extractos que aparecen en la tercera columna, provienen

de la primera estrategia y se les asignéd la clave DM debido a quese extrajeron con la

mezcla CH2Cl2.:CH3OH (1:1), (1 por muestra). Las columnas sexta y séptima, representan

las fracciones obtenidas por elucion a partir de las 280 fracciones obtenidas de la segunda

estrategia, donde a partir de 7 cepas se obtuvieron 7 fracciones de CH2Cl, (D) y 17 de

CH30H (M).

Tabla III. Relacién de extractos de cianobacterias utilizados en este estudio.

 

 

 

 

Estrategia I Estrategia II

(Harrigan et al., 1988) (Papendorfe¢ al., 1998)

Cepa Clave Extracto Cepa Clave Fraccion
Oscillatoria sp. E6GN9808-6 1DM ND O3UABC” AD AIM, A2M

S. elongatus SP2A9606-8 2DM S. elongatus SEBC9908-2 BD BI1M, B2M, B3M

P. okeni I PCP2B9510-I 3DM Oscillatoria sp. E6GN9908-6 CD C1M,C2M

P. okeni Il PCP2b9510-II 4DM Oscillatoria sp. E6BC9908 DD D1M,D2M

P. rubrum PCB9602-6 5DM PP. okeniI PCP2b9510-I ED  EI1M, E2M, E3M

S. subsalsa GEDA9910-IV 6DM ND E4GN9908-4 FD FIM, F2M

Oscillatoria sp. _D2100EGA-5 TDM ND 17bSQ9910 GD GIM, G2M, G3M

A. bullosa UNIC9808-2 8DM

 

DM=CH>Clo:CH30H (1:1); D=CH2Clh; M=CH30H

* Posiblemente se trate de una microalga.

ND= Nodeterminado

Los espectros de absorcién en el intervalo de los rayos ultravioleta, se realizaron

para observarsi existia un indicio de la presencia de algun compuesto organico absorbente
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a los intervalos de longitud de onda entre 200 y 700 nm (Seccién de Anexos). En todas las

fracciones, ya sean de diclorometano o de metanol, se formé un hombro aproximadamente

en los 275 y 280 nm. A partir de los espectro de absorcién y por propiedades quimicas

similares, se logré reducir de 280 fracciones a 7 de diclorometano y 17 de metanol como se

observa en la tabla III.

VI.4 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA.

En la Tabla IV se muestran los resultados obtenidos de las pruebas para la seleccién

del control positivo. De los 15 antibidticos comerciales que se probaron para este fin, se

seleccioné al Imipenem por ser un antibidtico de amplio espectro y mostrar halos de

inhibicién en todaslas cepasutilizadas.

Los extractos de cianobacterias con las claves E6GN9908-8, SP2A9606-8,

PCP2B9510-I, PCP2B9510-II, PCB9602-6, GEDA9910-I y D2100EGA-S (Tabla ID)

obtenidos con la mezcla de CH2Cl):CH30H (1:1) no mostraron actividad antimicrobiana

contra ninguna de las cepas bacterianas utilizadas en este estudio (Tabla I) tanto en las

realizadas con la técnica de difusi6n en agar (Método Kirby-Bauer) como conla técnica de

dilucién (sélo realizada con los extractos obtenidos con la estrategia I). En las fracciones de

CH2Cl, la actividad antimicrobiana resulté negativa en la mayoria de las cepas ensayadas.

Para K. pneumoniae se obtuvieron halos de inhibiciédn de 7,0 mm (Tabla Vb). Las

fracciones de CH30OH mostraron halos entre 6,5-8,0 mm contra K. pneumoniae (Tabla Vb)

y halos de 7,0 mm contra P. aeruginosa (Tabla Va). Con las demas fracciones no se obtuvo

actividad antimicrobiana.
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Tabla IV. Antibidticos probados para la seleccién del control positivo en los ensayos de

actividad antimicrobiana en cianobacterias. Ampicilina (Amp), Tetraciclina (Tet),
Imipenem (Imi), Penicilina G (PeG), Gentamicina (Ge), Kanamicina (Ka), Cloramfenicol

(Clo), Espectinomicina (Es), Eritromicina (Er), Amikacina (Am),

Trimetropim/Salfametoxazol (TMP) y Ofloxacina (Of).

 

 

CEPA Amp Tet Imi PeG Ge Ka Clo Es Er Am TMP Of

E. coli R R S§ S R R_ S I Ss R R

E. fergusonii R I I Ss Ss R Ss

C. freundii I S/I S Ss S Ss
P. aeruginosa S R S S R R

P.fluorescens I R

Klebsiella sp. I

K. pneumoniae I I

B. subtilis I I I VW VW

P. mirabilis R RS R S) R S/R

P. vulgaris R R R/ R ~ § S

C. albicans R R Y/R Y/R R R

C. albicans VVAG R R SI SI R R

S. marcescens R
S. aureus iS I I
 

R=Resistente; I=Intermedio; S=Sensible; Blanco=Dato no disponible o antibidtico no

aconsejable o probado.

Tabla V. Actividad antimicrobiana de los extractos de cianobacterias marinas. a)

Pseudomonas aeruginosa, b) Klebsiella pneumoniae.

a) Pseudomonas aeruginosa

 

 

Extracto Cepa Halo (mm)

E2M ~—=PCP2B9510-I 7.0

G1IM 17bSQ9910 7.0

G3M 17bSQ9910_ 7.0
 

M=Metanol



b) Klebsiella pneumoniae

 

 

Extracto Cepa Halo (mm)

BD SP2A9606-8 7.0

CD E6GN9908-6 7.0

ED PCP2B9510-I 7.0

FD E4GN9908-4 7.0

BIM  SEBC9908-2 6.5-8.0

B2M SEBC9908-2 6.5-8.0

B3M  SEBC9908-2 6.5-8.0

C2M  E6GN9908-6 6.5-8.0

DIM  E6GN9908-6 6.5-8.0

D2M  E6GN9908-6 — 6.5-8.0 ©

EIM PCP2B9510-I _—_6.5-8.0

E3M PCP2B9510-I 6.5-8.0

FIM  E4GN9908-4 6.5-8.0

F2M E4GN9908-4 6.5-8.0

G3M 17bSQ9910 6.5-8.0
 

D=Diclorometano, M=Metanol

VI.5 BIOENSAYO DE TOXICIDAD EN Artemia

4]

El diclorometanoresulté toxico para Artemia en todas las concentraciones probadas.

El 20% de mortalidad se presenté en las concentraciones de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0%; Una

mortalidad del 30% en la concentracién del 2% de diclorometano y para las

concentraciones 4, 8 y 10% del disolvente, se obtuvieron mortalidades del 100%. Por su

parte, el metanol fue menos agresivo con los nauplios de Artemia; se probaron

concentraciones de 0.8, 2, 4, 8, 10, 16 y 18%, presentando un 7, 10, 15, 25 y 32% de
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mortalidad, respectivamente para las 5 primeras concentraciones y un 100% de mortalidad

con 16 y 18% del disolvente.

Porlo anterior, para los bioensayos de toxicidad, las fracciones de diclorometano se

evaporaron a sequedad y se resuspendieron en agua de marfiltrada y pasada por UV. Las

fracciones de metanol no se evaporaron. La concentracién final del disolvente en el medio

de exposicion fue del 2%.

Tabla VI. Mortalidad (%) de Artemia expuesta a fracciones de CH2Clz resuspendidas en

agua de mar. La mortalidad del Blanco fue del 3.43 %.

 

 

Fracci6n Mortalidad (“%) Mortalidad neta (%)
Fraccion (A) (Blanco-A)

AD 1.82 0.00
BD 1.70 0.00

CD 2.83 0.00

DD 0.00 0.00

ED 1.80 0.00

FD 9.13 5.70

GD 10.82 7.59
Agua de mar 3.45 0.00
 

La Tabla VI muestra el promedio de los porcentajes de mortalidad obtenidos con las

fracciones de diclorometano. La fraccién DD presenté 0% de mortalidad, es decir, no causd

ningun efecto en el desarrollo de los nauplios; las fracciones AD, BD, CD y ED

presentaron un rango de mortalidad de entre 1.7.a 2.83%. Las fracciones FD y GD

presentaron un porcentaje de mortalidad de 9.13 y 10.82%, respectivamente. En cada uno

de los bioensayosse corrié un blanco (disolvente tratado igual que los extractos) en donde

se obtuvo un 3.43% de mortalidad y un control de agua de mar donde se obtuvo un 3.45%

de mortalidad. Para conocerel efecto real (neto) de mortalidad de las fracciones,se restel
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porcentaje de mortalidad del blanco a cada uno de los porcentajes obtenidos de las

fracciones. En la Tabla VI, se muestra que las unicas fracciones donde hay un efecto es en

las fracciones FD y GD con un 5.7 y 7.59% de mortalidad, respectivamente. Sin embargo,

los nauplios que sobrevivieron, mostraron un desarrollo hasta metanauplio.

Tabla VII. Mortalidad (%) de las fracciones de CH30H en Artemia, utilizando agua de

mar comocontrol. En el Blanco se obtuvo una mortalidad de los nauplios del 11.94 %

 

 

Fraccion Mortalidad (“%) Mortalidad neta (“%)

. Fraccién (A) (Blanco-A)
AIM 6.58 0.00

A2M 13.09 1.15

BIM 12.50 0.56
B2M 3.17 0.00

B3M 0.00 0.00

C1M 14.58 2.64
C2M 17.20 5.26

DIM 17.20 5.26
D2M 7.55 0.00

EIM 36.36 24.42

E2M 26.98 15.00

E3M 27.78 15.84

FIM 45.31 33.37

F2M 23.81 11.87

G1IM 28.33 16.39
G2M 27.14 15.20

G3M 31.67 19.73
Agua de mar 12.31 0.37
 

Las fracciones de metanol presentaron mayorefecto en el desarrollo de los nauplios

de Artemia como se observa en la Tabla VII, donde se muestran los promedios de los



44

porcentajes de mortalidad de cinco determinaciones. La fraccién B3M fue la unica en

donde no se observé mortalidad de los nauplios. La fracciones E1M, E2M, E3M, F1M,

F2M, G1M, G2M y G3Mpresentaron los valores mayores de mortalidad, siendo F1M la

que mostré el valor maximo de mortalidad con 45.31% y un valor neto de 33.37%. El valor

del blanco de 11.94% de mortalidad, nos indica que el disolvente tuvo un efecto en los

nauplios de Artemia Al obtener el valor neto de mortalidad, tenemos que son A1M, B1M,

B2M, B3M y D2M,las fracciones que no tuvieron efecto en el desarrollo de los nauplios de

Artemia.
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VI.6 ANALISIS TAXONOMICO.

VI.6.1 COLECCION DE CIANOBACTERIAS MARINAS.

Las cepas de cianobacterias tanto marinas como de agua dulce que se lograron

aislar, se encuentran preservadas en un Ultracongelador REVCOa -70°C,con lo que se did

inicio a la formacion de la coleccién de cianobacterias regionales para el Laboratorio de

Microbiologia Molecular del Depto. de Biotecnologia Marina (CICESE). Se cuentan con

células viables en ampulas de 2 mL de muestras de cianobacterias y con biomasaliofilizada

de las mismas (AnexoIII). Existe un album con fotografias de cada una de las cepas de

cianobacterias de esta coleccién, en donde se anexanlas caracteristicas siguientes: nombre

cientifico, clave, lugar de colecta y sus caracteristicas morfoldgicas, entre otras. En la Tabla

VIII se presentan las caracteristicas particulares de las cianobacterias aisladas en este

trabajo.

Tabla VIII. Caracteristicas de las cianobacterias que forman la Coleccién de cianobacterias

del Laboratorio de Microbiologia Molecular.

a) SEBC9908-2

 

Nombrecientifico

Clave

Clase

Orden

Familia

Localizacién

Coleccion de procedencia

Aislamiento

Caracteristicas morfoldgicas

Salinidad

Temperatura de crecimiento

Medio de cultivo

Otras caracteristicas

Synechococcus elongatus, Nageli, C. 1849

SEBC9908-2

Cyanophyceae
Chroococcales

Chroococaceae

Ensenada, B.C., México

Depto. Biotecnologia Marina (CICESE)
Torres-Arifio, A. 1999

Unicelular, reproducciénporfisién binaria en un solo plano,

células cilindricas, solitarias o en cadenas de 2 a 4 células.

33-75 "/oo
25°C
ASNII(Rippkaet al., 1979)

Fuente: Aislada del manantial termal, Santispac, B.C.S.,

México. Estanque # 2

Ubicacion en coleccién: 3 A, 4A



46

b) PHBC9908
 

Nombrecientifico Phormidium sp.
 

Clave

Clase

Orden

Familia

Localizacion

Coleccion de procedencia
Aislamiento

Caracteristicas morfoldgicas
Salinidad

Temperatura de crecimiento
Medio de cultivo

Otras caracteristicas

PHBC9908
Cyanophyceae

Oscillatoriales
Phormidiaceae

Ensenada, B.C., México

Depto. Biotecnologia Marina (CICESE)

Torres-Arifio, A. 2000

Talo pequefio, vino, filamentos generalmente rectos. Vaina

33 Yoo
21°C
ASNIII (Rippkaet al., 1979)
Fuente: Laguna de Santispac, B.C.S., México. Ubicacién en

coleccion: 10C, 1D
 

c) Sant2]

 

Nombrecientifico ' Phormidium sp. Posible P. fragile (Meneghini) Gomont
 

Clave

Clase

Orden
Familia

Localizacion
Coleccion de procedencia

Aislamiento

Caracteristicas morfoldégicas

Salinidad

Temperatura de crecimiento

Medio decultivo
Otras caracteristicas

Sant2]

Cyanophyceae

Oscillatoriales
Phormidiaceae

Ensenada, B.C., México
Depto. Biotecnologia Marina (CICESE)

Torres-Arifio, A. 2000

Talo azul verde, tricoma mas 0 menosflexible, con

constriccién. Vaina, 1.2-3 um ancho, células cuadradas.

33 “Yoo
21°C
ASNIII (Rippkaet al., 1979)

Fuente: Laguna de Santispac, B.C.S., México. Ubicacién en

coleccién: 5C, 6C
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d) UNIC9908

Nombrecientifico Aphanothecesp.

Clave UNIC9908

Clase Cyanophyceae
Orden Chroococcales

Familia Chroococaceae
Localizacién Ensenada, B.C., México.

Coleccién de procedencia

Aislamiento

Caracteristicas morfolégicas

Salinidad -

Temperatura de crecimiento

Medio de cultivo

Otras caracteristicas

Depto. Biotecnologia Marina (CICESE)

Torres-Arifio, A. 1999
Unicelular, reproduccioénporfisién binaria en un solo plano,

células elipsoidales, rara vez casi cilindricas. Células

solitarias 0 en pares unatras otra.

33 "og
25°C
ASNIII (Rippkaet al., 1979)

Fuente: Aislada de agua estancada, Santispac, B.C.S.,

México.

Ubicacion en coleccién: 5 A, 6 A

e) E6BC9808-6

 

Nombrecientifico Oscillatoria sp. posible O. amphigranulata
 

Clave

Clase
Orden

Familia

Localizacién

Coleccidn de procedencia

‘Aislamiento

Caracteristicas morfolégicas

Salinidad

Temperatura de crecimiento
Mediode cultivo

Otras caracteristicas

E6BC9908-6

Cyanophyceae
Oscillatoriales

Pseudoanabaenaceae

Ensenada, B.C., México

Depto. Biotecnologia Marina (CICESE)

Torres-Arifio, A. 1999

Tricomasrectos, motiles, sin constricciones. Células
terminales sin reduccion del diametro.

33 "Yoo
22°C

ASNII(Rippkaet al., 1979)

Fuente: Aislada de agua estancada, Santispac, BC.S.,

México. Ubicacién en coleccion: 4B, 5B, 6B
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Figura 13. Cianobacterias marinas de los termales de Santispac, Bahia Concepcion, B.C.S.,

México. a) P. okeni, b) A. bullosa, c) P. rubrum, d) Phormidium sp., e) Hormogonio de P.
okeni, f) P. rubrum, g) L. amphigranulata, h) M. chthonoplaste, i) Spirulina sp. y j) P.
tenue. Fotos: Lépez-Cortés, A y Torres-Arifio, A.
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f) E6GN9908-6
 

Nombrecientifico Oscillatoria sp. posible O. amphigranulata
 

Clave

Clase
Orden

Familia
Localizacién

Coleccién de procedencia

Aislamiento

Caracteristicas morfolégicas

Salinidad

Temperatura de crecimiento

Medio de cultivo

Otras caracteristicas

E6GN9908-6

Cyanophyceae
Oscillatoriales

Pseudoanabaenaceae
Ensenada, B.C., México

Depto. Biotecnologia Marina (CICESE)

Torres-Arifio, A. 1999

Tricomas rectos, con movimiento, sin constricciones.

Células terminales sin reduccion del diametro.

33 “Yoo
25-55°C

ASNIII(Rippkaet al., 1979)

Fuente: Tapetes microbianos de los vasos concentradores de
sal (ESSA), Gro. Negro, BC.S., México. Ubicaciénen

coleccion: 9D,10D

g) D2100EGA-5
 

Nombrecientifico

Clave

Clase
Orden

Familia

Localizacion

Coleccion de procedencia

Aislamiento

Caracteristicas morfolégicas

Salinidad

Temperatura de crecimiento

Medio decultivo

Otras caracteristicas

Oscillatoria sp.

D2100EGA-5

Cyanophyceae
Oscillatoriales

Oscillatoriaceae
Ensenada, B.C., México

Depto. Biotecnologia Marina (CICESE)
Torres-Arifio, A. 1999

Tricomasrectos, con movimiento, sin constricciones.

Células terminales sin reduccién del diametro sin testera.
33 Yoo
25 +2°C

ASNIII (Rippkaet al., 1979)
Aislada de capa superficial de Tapete microbiano. Fuente:

Laguna Ojo de Liebre, Gro. Negro, B.C.S., México.
Ubicacion en coleccion: 8 A, 9 A, 10 A
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e)

Figura 14. Cianobacterias de los vasos concentradores de sal de la Compafiia Exportadora

de Sal (ESSA). Gro. Negro, B.C.S., México. a) Lyngbya cf. aestuarii, b) posible O.

nigroviridis, c) Lyngbya sp., d) O. amphigranulata y e) Oscillatoria sp. Foto: Torres-
Arifio, A.

h) GEDA9910-I

 

Nombrecientifico

Clave
Clase

Orden
Familia

Localizacion

Coleccion de procedencia
Aislamiento

Caracteristicas morfoldgicas

Salinidad

Temperatura de crecimiento

Mediode cultivo
Otras caracteristicas

Phormidium sp., Lyngbya sp., Oscillatoria sp., Spirulina sp.

GEDA9910-I

Cyanophyceae
Oscillatoriales

Oscillatoriaceae, Phormidiaceae
Ensenada, B.C., México

Depto. Biotecnologia Marina (CICESE)
Torres-Arifio, A. 1999

Cianobacterias filamentosas , con constricciones, moviles.

33 Yoo "8
21-25°C

ASNIII (Rippkaet al., 1979)
Fuente: Aisladas de concha de M. galloprovincillis. Rincén

de Ballenas, B.C. Coloracion vino para la primera y azul-
verdosalas 3 ultimas.

Ubicacion en coleccidn: 10B, 1C Transferencias: GEDAII

(2D, 3D) y GEDAIII (6E, 7E, 8E) .
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i) GEDA9910-IV

 

Nombrecientifico Spirulina subsalsa
 

Clave

Clase

Orden

Familia

Localizacion
Coleccion de procedencia

Aislamiento

Caracteristicas morfolégicas

Salinidad

Temperatura de crecimiento

Mediode cultivo

Otras caracteristicas

GEDA9910-IV

Cyanophyceae
Oscillatoriales

Oscillatoriaceae

Ensenada, B.C., México

Depto. Biotecnologia Marina (CICESE)
Torres-Arifio, A. 2000

Tricomas en espiral, con movimiento

33 Yoo
21-25°C

ASNIITI (Rippkaet al., 1979)
Fuente: Aisladas de concha de M. gallenrovinciliis, Rincon

de Ballenas, B.C.

Ubicacioén en coleccién: 3E, 4E, 8C, 9C
 

 

b)

Figura 15. Cianobacterias del estanque de reproductores de Mytilus galloprovincialis de la

empresa BGB Acuacultura. Punta Banda, B.C., México. a) Calothrix sp. y b) Spirulina

subsalsa. Foto: Torres-Arifio, A.
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j) PCC7942

 

Nombrecientifico Synechococcus sp.
 

Clave

Clase
Orden
Familia

Localizacion

Coleccion de procedencia

Aislamiento

Caracteristicas morfoldgicas

Salinidad

Temperatura de crecimiento
Medio de cultivo

Otras caracteristicas

PCC7942
Cyanophyceae

Chroococcales

Chroococaceae
Texas, U.S.A. y Ensenada, B.C., México.

Universidad de Texas, U.S.A.

Golden, 1998

Unicelular, reproduccionporfision binaria en un solo plano,

células cilindricas, solitarias o en cadenas de 2 células.

0-33°/o9
25°C

BG-11 y ASNIII (Rippkaet al., 1979)
Ubicacion en coleccion: 4J, 5J, 6J (BG-11) y 4D, 5D, 6D

(ASNIT).
 

 

 

k) PCC6803

Nombrecientifico Synechocystis sp.

Clave PCC6803

Clase Cyanophyceae
Orden Chroococcales

Familia Chroococaceae

Localizacion Texas, U.S.A. y Ensenada, B.C., México.

Coleccién de procedencia
Aislamiento

Caracteristicas morfoldgicas

Salinidad

Temperatura de crecimiento
Mediode cultivo

Otras caracteristicas

Universidad de Texas

Golden, 1999

Unicelular, reproduccion porfision binaria en dos planos,

células cilindricas, solitarias.

0-33 "Jog
25°C
BG-11 y ASNIII (Rippkaet al., 1979)

Unica cianobacteria de la cual se tiene todo su genoma

secuenciado.
Ubicacion en coleccidn: 1J, 2J, 3J (BG-11) y 7C (ASNIID).
 

  

b)

Figura 16. Cianobacterias de agua dulce, utilizadas en la estandarizacion de las técnicas
moleculares y para la seleccidn de la técnica de preservacion. a) Synechococcus sp. PCC

7942 y b) Synechocystis sp. PCC 6803. Foto: Torres-Arifio, A.
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Figura 17. Cianobacterias de Poligonos de desecacién del Brazo de San Quintin, B.C.,
México. a) O. sancta, b) posible Phormidium sp. y c) S. subsalsa. Foto: Torres-Arifio, A.

VI.6.1.1 Mantenimiento delos cultivos. A diferencia de las cepas bacterianas (incluimos

aqui a C. albicans) que se preservan bien en glicerol, las cianobacterias se preservaron

mejor en DMSO (5% v/v) ya que en glicerol hay proliferacién de bacterias por la

degradaciénde las células de cianobacterias.

Tabla IX. Caracteristicas particulares de las cepas de cianobacterias utilizadas para la

estandarizacion de las técnicas moleculares. (a) S. elongatus, (b) P. rubrum,(c) P. okeni y

(d) A. bullosa.

I) S. elongatus

 

Nombrecientifico Synechococcus elongatus, Nageli, C. 1849
 

Clave
Clase
Orden

Familia

Localizacion

Coleccién de procedencia
Aislamiento

Caracteristicas morfoldégicas

Salinidad

Temperatura de crecimiento
Medio de cultivo

Otras caracteristicas

SP2A9606-8

Cyanophyceae
Chroococcales
Chroococaceae

La Paz, B.C.S., México.
CIBNOR

Lopez-Cortés, A.

Unicelulares, reproduccién porfisién binaria en un plano,
células cilindricas, 1.4 a 2.0 um de ancho hasta 5.0 um de

largo. Células solitarias o en cadenas de 2 a 4 células.
33-75 “/oo
25°C

ASNIII
Fuente: Aislada del manantial termal, Santispac, B.C.S.,

México. Estanque # 2
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m) P. rubrum

 

Nombrecientifico Phormidium rubrum,Tilden, J. 1910
 

Clave

Clase
Orden

Familia
Localizacion

Coleccién de procedencia

Aislamiento

Caracteristicas morfoldgicas

Salinidad

Temperatura de crecimiento

Medio de cultivo
Otras caracteristicas

PCB9602-6

Cyanophyceae

Oscillatoriales
Phormidiaceae
La Paz, B.C.S., México

CIBNOR
Lopez-Cortés, A.

Talo pequefio, escarlata. Filamentos generalmente rectos.

Presencia de vaina. Células casi cuadradas y un pocolargas

de 1.0 um de ancho.

33 “Yoo
21°C

ASNII
Fuente: Sedimento calcareo marino. Punta Cola de Ballena,

El Coyote, B.C.S., México.
 

n) P. okeni?

 

Nombrecientifico Phormidium okeni
 

Clave

Clase
Orden
Familia

Localizacién

Coleccion de procedencia

Aislamiento

Caracteristicas morfoldgicas

Salinidad

Temperatura de crecimiento

Mediode cultivo

Otras caracteristicas

PCP2B9510-9

Cyanophyceae
Oscillatoriales
Phormidiaceae

La Paz, B.C.S, México

CIBNOR
Lopez-Cortés, A.

Talo verde azul oscuro. Tricomas muy motiles, septada, de

5.5 a 7 um de ancho. Generalmente células apicales con

diametro reducido.

33 “Yoo
25-55°C
ASNIUI
Fuente: Tapetes microbianos, Posada Concepcion, B.C.S.,

México. ‘’Cepa combinada con la cepa P. rubrum
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fi) A. bullosa

 

Nombrecientifico

Clave

Clase

Orden

Familia

Localizacion

Coleccion de procedencia

Aislamiento

Caracteristicas morfolégicas

Salinidad
Temperatura de crecimiento

Medio de cultivo

Otras caracteristicas

 

10m

 

Aphanotece bullosa, Sauvageau, C. 1892

SP2B9510-3

Cyanophyceae
Chroococcales
Chroococcaceae

La Paz, B.C.S, México

CIBNOR

Lépez-Cortés, A.

Unicelulares, reproduccion porfisién binaria, células

elipsoidales, rara vez casi cilindricas, 3-4 jm de ancho,

hasta 5 um de largo.
33 “loo
25-55°C
ASNII

Fuente: cortezas de arboles y en aguas estancadasentre otras

algas. Santispac, B.C.S., México.

a ee

 

“(b)

10um

 

(d)

Figura 18. Cianobacterias marinas utilizadas en la estandarizacién de las técnicas

moleculares. (a) S. elongatus, (b) P. okeni, (c) A. bullosa y (d) P. rubrum. Fotos: Lépez-
Cortés, A.
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VI.7 ANALISIS MOLECULAR.

VI.7.1 Estandarizacion de los métodos moleculares. De los alineamientos realizados con

secuencias depositadas en el banco de datos GenBank, se seleccionaron los

oligonucledtidos RNAr 16S-univ y RNAr 23S-ciano, que permitieron la amplificacion del

gen que codifica para el ARNr 16S, la regién intergénica (ITS) y el fragmento inicial del

gen que codifica para el ARNr 23S (Figura 19). Ademasse disefiaron los oligonucledtidos:

cianol6Sintrev (1270), ciano16Sintfor (1269), cianodIR (1268) y cianol6finfor (1267), los

cuales permitiran la amplificaciédn de dos regiones variables del gen que codifica para el

ARNr16S.Porotra parte, los oligos 1267 y el RNA23S-ciano, permitiran la amplificacién

de la Region Intergénica (Figura 19).

ABCDEFGH

 

     

 

1269 Pt 1070

ARNr16S ITS ARNr23S

1267 Pd i268
> +

ARNr23S-ciano
———_>

ARNr 16S-univ

(A) (B)

Figura 19. Oligos utilizados en la caracterizacion de cianobacterias. (A) Electroforesis en

gel de poliacrilamida 0.7% de los oligos, Carril (A) 1267, (B) 1268, (C) 1269, (D) 1270,

(E) ARNr 23S-ciano, (F) ciano-crudo, (G) ARNr 16S-univ y (H) univ-crudo. (B) Sitios de

reconocimiento de los oligos utilizados para la amplificacion del gen que codifica para el

ARN ribosomal de cianobacterias.

Las cepas de cianobacterias provenientes de la coleccién del CIBNOR(Tabla IX,

Figura 18), sirvieron para estandarizar los métodos moleculares. La amplificacién del
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fragmento 16S-ITS-23S sin previa extraccién o purificacién del ADN cromosomal (Figura

20) resulté sdlo en algunosde los cultivos de cianobacterias.

 

Figura 20. Fragmentos de ADN en gel de agarosa al 1.2%, obtenidos por PCR

directamente de cultivos. Carril (1) Marcador BstEII, (2) S. elongatus, (3) A. bullosa,(4) P.

rubrum,(5) P. okeni 1 y (6) P. okeniII.

Delas cianobacterias, P. okeni I y P. okeni II no se obtuvo el fragmento esperado de 2,100

pb, por lo que fue necesario realizar la extracci6n de ADN cromosomal(Figura 21) para

después realizar la amplificacién (Figura 22), en donde se observan los fragmentos

esperados de las cepas de cianobacterias que sin previa extraccién no lo mostraban.

1 2 3 4 «5

 

Figura 21. ADN cromosomalde cianobacterias marinas. Carril (ly 2) P. okeni1, (3 y4) P.

rubrum y (5) A. bullosa.
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2,027 pb
aprox.

 

Figura 22. Amplificacién del ADN ribosomal en gel de agarosa al 1.2%, obtenida por

PCR previa extraccién del ADN cromosomal. Carril (1) Marcador Hindi, (2) P. okeniI, (3)

A. bullosa y (4) P. rubrum.

VI.7.2 Analisis de restriccion tedrico.

Después de realizar el analisis de restriccidn tedrico con diversas secuencias de

cianobacterias, representativas a los géneros aislados, se seleccionaron las enzimas: Alu I,

Dde 1, Msp ly Tru9 I por presentar diferencias en el patrén de bandeo, es decir que se

obtuvieron fragmentos de diferentes tamafios (Figura 23).

 

 

 

 

 

 

 

| | | tt it 4 | |

Alu | 1D | | [| I |
Ava | 2 | |

Dee | 9 | I] | | | | |
Hho | 3 | |
Msp | B | | | I U |
Tru| 6 | | | | |

Figura 23. Ejemplo del analisis de restriccidn tedrico con el gen que codifica para el
ARNr16S de Spirulina subsalsa.
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VI.7.3 Analisis de restriccién experimental.

En dicho anilisis, no se observo diferencia alguna en el patrén de bandeoal digerir

el producto de PCR (2,100 pb aprox) durante los diferentes tiempos utilizados, por lo que

se seleccioné el de 1:30 h comoel tiempo a utilizar en los ensayos de digestién. Como se

observa en la figura 24, independientemente de la enzimautilizada para digerir el producto

de PCR dela cepa 17bSQ,se obtuvieron cuatro fragmentos, aunque los tamafios variaron

dependiendo de la enzima utilizada. Los tamafios de los fragmentos obtenidos para cada

enzima fueron los siguientes: 100, 300, 800 y 900 pb (2,100 pb) con 7ru9 I; 100, 300, 650

y 700 pb (1750 pb) con Msp I; 100, 300, 400 y 500 pb (1300 pb) con Dde I y 100, 200, 350

y 500 pb (1150 pb) con Alu I. El valor que se muestra entre paréntesis indica la suma

aproximada de los fragmentos, el cual deberia de ser de igual tamafio que el producto de

PCR.

1031
900
800
700

600 |
500
400

300

200

100

 

Figura 24. Patron de bandeo de la cepa 17bSQ utilizada para la estandarizacién del
analisis de restriccidn experimental. Carril 1) Marcador 100 bp ADN, 2) Enzima Alu I (1

h), 3) Enzima Dde I (1 h), 4) Enzima Msp I (1 h), 5) Enzima Msp I (3 h) y 6) Tru9 I (1h).

Gel de agarosa al 2%, 1:30 h de corrimiento a 80 V.
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Figura 25. Fragmentos obtenidosde la digestién de productos de PCR. Carril 1) Marcador

100 bp ADN,2) P. okeniI con Msp I, 3) P. okeni I con Tru9 I, 4) P. rubrum con Msp I, 5)
P. rubrum con Tru9 1 y 6) Marcador 100 bp ADN.

La Figura 25 muestra los fragmentos obtenidos de la digestién con las cepas P.

okeni I y una cepa gxtrtien de P. rubrum conlas enzimas Msp I y Tru9I. Para P. okeni I se

obtuvieron cinco fragmentos de 100, 200, 250, 500 y 650 pb (1700 pb) con Msp I y cuatro

de 350, 400, 500 y 550 pb (1800 pb) con T7ru9 I. La cepa de P. rubrum mostr6 2 fragmentos

de 500 y 650 pb (1150 pb) con Msp I y cuatro de 350, 400, 500 y 550 pb (1800 pb) con

Tru9 I.

La primera cepa, segun observacion morfoldgica, esta compuesta de dos especies de

cianobacterias: P. okeni y P. rubrum. La segunda cepa, P. rubrum, es una cepa axénica que

se ocup6 comocontrol. Si se observa el patron de bandeo de ambascepas,se tiene que el

-patrén de bandeo con la enzima Msp I y Tru9 I es el mismo para ambas muestras, con lo

que pudiéramos inferir que la muestra nombrada comoP. okeni I efectivamente contiene a

la cepa P. rubrum. Sin embargo, para la cepa de P. okeni I con la enzima Msp I, se

observan tres fragmentos adicionales que pudieran pertenecer a la cepa P. okeni.
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VII. DISCUSION

VII.1 Aislamiento y eliminacién de contaminantes bioldégicos.

Para el crecimiento de las cianobacterias estudiadas en este trabajo, se seleccioné el

medio de cultivo ASNHI por cumplir con los requerimientos necesarios de sales minerales.

En trabajos anteriores con muestras de cianobacterias aisladas de tapetes microbianosdelos

lugares de colecta, se observ6 la preferencia del medio ASNIII para el crecimiento de las

cianobacterias aisladas (Rippka eft al., 1981; Lopez-Cortés, 1990; Torres-Arifio, 1997).

Cabe mencionar que existen otros medios para el crecimiento y aislamiento de las

cianobacterias, y dentro de los mas comunes estan el BG-11 (con fuente de nitrégeno

combinado) y el BG-11° (sin fuente de nitrégeno); éste ultimo utilizado para el desarrollo

de una amplia variedad de cianobacterias fijadoras de nitrégeno provenientes del suelo y

dulceacuicolas (Allen, 1968). Waterbury y Stanier (1981) mencionan que el medio MN es

util para el crecimiento de cianobacterias marinas y a diferencia del medio ASNIII, esta

elaborado con agua de mar natural filtrada. Lo que se observ6 en este estudio fue que el

medio de cultivo MN presento tasas de crecimiento lento de las cianobacterias, de ahi que

todos los cultivos se mantuvieron en ASNIII. Para el aislamiento de la cianobacteria

Spirulina sp. se utiliz6 el medio SOT pero de igual manerase prefirid el medio ASNUI por

presentar mejor tasa de crecimiento.

El aislamiento de las cianobacterias por la técnica de deslizamiento y fototactismo,

caracteristica conocida como fototaxis, la cual es una particularidad de los organismos

constructores de tapetes microbianos laminados (Tovar, 1991), favorecié el deslizamiento

de los tricomas de las cianobacterias filamentosas en medio sdlido y liquido, y para el caso

de las unicelulares, esto se favorecid en medio liquido. La técnica de dilucién seriada y la
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de vaciado en placa permitieron el aislamiento y la proliferacién de cianobacterias

unicelulares del género Synechococcus sp. En la técnica de vaciado en placa, esto se le

atribuye a que algunas cianobacterias cocoidales poseen velocidades de crecimiento y

mejor adaptacion a altas temperaturas (Castenholz, 1988). A pesar de que en las muestras

originales se observaron los géneros Gleocapsa sp., Dermocapsa sp., Chrococcus sp. y

Gleothece sp., no se obtuvo crecimiento de estos géneros en medio liquido y porel

contrario en medio sdlido al hacer la transferencia con capilares, las células se dafiaron y

habia proliferacién de bacterias heterdétrofas y algunos bacilos Gram negativos. Allen

(1952) sugiere que la falla del crecimiento de cianobacterias unicelulares en agar puede

atribuirse al grado de sequedad de la superficie del agar. De esta manera, en un estudio

realizado por Allen (1968), observ6 que la concentracion de agar por encima de 1.5% actula

como inhibidor del crecimiento. En nuestro estudio se trabajé con concentracionesde 1, 1.2

y 1.8% de agar y aunque las dos primeras estuvieron por debajo del limite de tolerancia, no

obtuvimosel aislamiento de las cianobacterias unicelulares arriba mencionadas ni tampoco

cianobacterias filamentosas de los géneros Nodularia sp., Nostoc sp. y Anabaenasp., entre

otros factores, probablemente, por no cumplir los requerimientos necesarios para su

crecimiento.

El medio de cultivo y las condiciones de cultivo juegan papeles importantes en

cualquier tipo de aislamiento, ya que dependiendo del tipo de medio, la preparacién y los

condiciones de incubacion, se va a favorecer el crecimiento de una u otra cepa. Ademas de

que dependiendo de las condiciones anteriores sera la morfologia de los organismos el

éxito del aislamiento de los mismos. EI trabajo con cianobacterias es una tarea ardua y el

tiempo que se emplea para obtener cultivos monoespecificos y axénicos, contrasta con el



63

éxito obtenido en el aislamiento y purificacioén. Se han implementado varias estrategias

para desarrollar métodos maseficientes en la purificacién de cianobacterias contaminadas,

uno de estos métodos se implementé en este trabajo como fue la separaci6n mecanica con

capilares y las transferencias continuas de las células y de los tricomas de cianobacterias.

Otras involucran el uso de agentes quimicos, comolos antibidticos y algunos sustitutos

organicos, los cuales son relativamente inocuos para las cianobacterias, pero no para los

contaminantes bacterianos.

El uso de antibidticos en este trabajo como el imipenen se debid a que por ser un

antibidtico de amplio espectro }-lactamico, inhibidé la biosintesis del peptidoglicano en

bacterias y en comparacion conotros antibidticos de la misma familia, es mas efectivo en la

eliminacién de las bacterias heterdtrofas. Otros antibidticos como la ampicilina y la

penicilina G son menosefectivos (Hirsch, 1991), mientras que el uso de cefoxitina que es

un derivado semisintético de la cefamicina C fue menos efectivo que el imipenem en un

cultivo de Oscillatoria sp. Por su parte Torres-Arifio (1997) menciona efectos contrarios a

Hirsch (1991) en la cianobacteria Oscillatoria limnetica, donde se obtuvo que el empleo de

cefoxitina result6 efectivo y exposiciones prolongadas (24 h) al antibidtico imipenem

mostré patrones de desintegracidén en sus tricomas.

Los cambios morfolégicos que presentaron algunas de las cianobacterias se

debieron a las condiciones de cultivo y a la manipulacion de las células y tricomas. Las

intensidades de luz superiores a los requerimientos de las mismas ocasionaron cambios de

coloracioén de los cultivos. Aunque las cianobacterias se colectaron de sitios con altas

intensidades luminosas, sobre ellas se encontrdé crecimiento de bacterias heterdtrofas y

fotosintéticas, las cuales les confirieron coloracionesrosa, roja y naranja a la superficie de
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los tapetes, como se observé en la Curva de Manifestaciones del Campo Geotérmico de

Mexicali, B.C., México. La coloracién verde y café se debid a la presencia de algunas

microalgas (principalmente diatomeas bentdnicas). Jorgensen (1988) observé una

coloracio6n naranja en invierno por diatomeas. No hay que olvidar que los cambios en la

coloracién de algunas cianobacterias dominantes del tapete microbiano se deben a la

presencia de pigmentos fotoprotectores como el 8-caroteno y las ficobiliproteinas, en

respuesta a cambios en las condiciones de iluminacién, concentracién de nutrimentos

(Canto de Loura et al., 1987; Toledo, 1990) y porcentaje de NaCl (Tovar, 1991). De igual

manera, la escasez de nutrimentos propicia la aparicién de sustancias de reserva,

representadas comoinclusiones claras y oscuras (Canto de Louraet al., 1987).

VIL2 Actividad Antimicrobiana.

En la mayoria de los extractos de cianobacterias evaluados en este trabajo no se

encontré actividad antimicrobiana. Una de las posibles causas para esta observacion es la

poca cantidad de biomasa usadaen la extraccidn, lo que ocasionaria una baja concentracioén

de principio activo en los extractos y fracciones finales Si comparamoscon el trabajo de

Ishida et al. (1997), quienes detectaron actividad antibacteriana contra S. aureus, la

cantidad de biomasa de M. aeruginosa utilizada por estos autores fue exageradamentealta

(120 g) en relacién a la cantidad de biomasa empleada eneste trabajo (0.4 g). Sin embargo,

existen estudios donde las cantidades de biomasa utilizada fueron menores que 1 gramo

(Masonet al., 1982; Patterson et al., 1991) y donde estos autores encontraron actividad

antibacteriana, aunque no en fracciones provenientes de cianobacterias. Por otro lado,

también debe considerarse la capacidad del disolvente para extraer sustancias. En general,

la seleccion de los disolventes utilizados en este trabajo para la extraccion se debid a que se
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ha reportado que el uso de la mezcla de CH30H:CHCl, (1:1) es efectiva para extraer un

amplio intervalo de metabolitos secundarios de naturaleza polar (Newbold et al., 1999). Sin

embargo, ninguno de los extractos de este estudio mostraron actividad antimicrobiana al

obtenerse con la primera estrategia. Esto concuerda con lo obtenido por otros autores,

quienes reportan ausencia de actividad antimicrobiana al utilizar metanol (Gupta y

Shrivastava, 1965) y cloroformo (Miura et al., 1993) como disolventes. No obstante con la

segunda estrategia de extracciédn, se encontré actividad contra P. aeruginosa y K.

pneumoniae, siendo esta ultima con la que hasta el momento no existe otro trabajo donde

hayan encontrado actividad antimicrobiana contra esta cepa. Cabe hacer mencion quees el

primer trabajo dondese utilizan tantas cepas como organismosprueba.

A pesar de los resultados encontrados, no se descarta la posibilidad de que las

cianobacterias aisladas en este trabajo presenten algun tipo de actividad de interés

biotecnolégico, lo que podria lograrse empleando otros disolventes y cambiando las

estrategias de extraccidn.

VII.3 Toxicidad de los extractos de cianobacterias.

El bioensayo con la Artemia es mencionado por algunos autores como un ensayo

anticancerigeno. Sin embargo, este ensayo no es especifico para la deteccién de compuestos

anticancerigenos o para cualquier accion fisioldgica, pero si se presenta como un ensayo

donde el grado de toxicidad reflejado en el porcentaje de mortalidad puedeser indicativo de

la presencia o efecto de algin compuesto o metabolito. Existe también una correlacién de

que el 90% de las sustancias que han sido probadas en Artemia y que resultan tdéxicas, han

sido téxicas e inhiben el crecimiento de lineas celulares de cancer (McLaughlin, 1991).
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Las fracciones resuspendidas en diclorometano se evaporaron a sequedad y se

resuspendieron en agua de marfiltrada y pasadapor luz UV,ya queal realizar los ensayos

de toxicidad, este disolvente resulté toxico. El metanol, por su parte, no resultdé toxico y un

5 % de este disolvente no mostré efecto en el desarrollo de los nauplios. Por tal motivo, las

fracciones de metanol se dejaron resupendidas en ese mismo disolvente. Ademasdel blanco

se trabaj6 con agua de mar comocontrol para observar la vitalidad de los nauplios y asi

asegurar que no era la manipulacion la que caus6 el efecto letal. En los bioensayos con

diclorometano, tanto el control como el blanco presentaron porcentajes de mortalidad muy

similares (3.45 y 3.43 %, respectivamente), lo que sugiere que la mortalidad ocasionada por

el blanco pudo deberse al estado estresado de los organismos causado porla manipulacion

de los mismos al montar el bioensayo. Otra posible causa de la mortalidad de los nauplios

en el control es el efecto causado porla evaporacién del disolvente.

Las fracciones B, C, E y F mostraron actividad antimicrobiana con los extractos

tanto de diclorometano y metanol en K. pneumoniae y sdlo las fracciones E2M, G1M y

G3M de metanol, mostraron actividad con P. aeruginosa. Sin embargo,solo las fracciones

de diclorometano FD y GD mostraron toxicidad en Artemia; al igual que las fracciones

C1M, C2M, D1M, E1M, E2M, E3M, F1M, F2M, G1M, G2M y G3M de metanol.

En los espectros de absorcién de las fracciones de metanol y diclorometano, se

observ6 la formacion de un hombro aproximadamente en los 275 y 280 nm,lo que dificulta

precisar el tipo de compuestos que se encuentran en las fracciones analizadas. Aunque

existe un trabajo con M. aeruginosa extraida con metanol donde encuentran que produce un

undecapéptido ciclico (Kawaguchipeptina B) con propiedad antibacteriana, el cual se sabe

que produce un pico de absorbancia maxima en los 276 nm (Ishidaet al., 1997). Los picos
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de absorcioén encontrados en las fracciones, muestran datos alentadores con respecto a la

deteccion de las toxinas, ya que en general, éstas son detectadas entre los 200 y 360 nm. La

microvistina-LIR absorbe en los 238 nm (Watanabeetal., 1988), mientras que la anatoxina

(a) en los 227 nm (Carmichael et al., 1990) y la cilindrospermopsina en los 262 nm

(Carmichael, 1995). Con los espectros de absorcién obtenidos, es posible relacionar la

presencia de este hombro y la toxicidad mostrada contra Artemia. Con las fracciones FD y

GDse obtuvieron los menores valores de absorbancia en este hombro y sin embargo fueron

las unicas que presentaron toxicidad. Por otra parte, las fracciones BD, CD, ED y FD,

presentaron un espectro similar y fueron las que mostraron actividad antimicrobiana. No

obstante en las fracciones de metanol, se identificaron tres patrones de espectros, siendo

AIM, A2M, B1M, B2M, B3M, C2M, D2M, E3M, F2M, G1M y G3Msimilares; aunque de

éstas s6lo GIM y G3M tuvieron actividad contra P. aeruginosa y todas las demas con

excepcién de AlM y A2M,presentaron actividad contra K. pneumoniae. En las fracciones

B1M, C2M, E3M, F2M, G1M y G3Msepresento toxicidad. El segundo patron fue el

observado con las fracciones DIM, E1M y FIM, donde sdlo la primera y la ultima

presentaron actividad contra K. pneumoniae; E1M y F1M compartenla caracteristica de

presentar los porcentajes de mortalidad mas altos y un pico en los 220 nm.Enel tercer y

ultimo grupo, se encuentran las fracciones G2M y E2M,quienes presentaron un mismo

porcentaje de mortalidad y no mostraron actividad antimicrobiana contra K. pneumoniae.

No obstante, E2M presenté actividad contra P. aeruginosa. Por la naturaleza de los

disolventes utilizados en la extraccién, posiblemente se trate de moléculas polares. Dichas

moléculas pudieron ser algunos péptidos, productos extracelulares, aminoacidos, lipidos,

entre otras. Trabajos como el de Ben-Amotz y Avron (1983) mencionan que las
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cianobacterias, por ser organismos haldfilos y/o halotolerantes, producen metabolitos

organicos como carbohidratos, polioles y algunos aminoacidos que intervienen en su

mecanismo de osmoregulacidn; dichos procesos se han observado en A. halophytica y en

Synechococcus sp. En cianobacterias se ha reconocido como el mayor regulador osmdtico

al compuesto Glucosilglicerol a diferencia del glicerol producido por microalgas. Quizas

este compuesole diera la particularidad a los extractos de disminuir su solubilidad, lo cual

pudiera afectar de alguna manera la disponibilidad de algiin compuesto necesario para el

crecimiento del organismo a prueba o porotra parte no permitid que los extractos se

difundieran sobre la superficie del agar. Asimismo, se ha encontrado en M. aeruginosa un

polipéptido cuya secuencia de aminodacidos no tiene propiedad antibacteriana pero sus

propiedades quimicas se asemejan a otros péptidosciclicos.

Es importante evaluar la toxicidad de cualquier compuesto que se pretenda

introducir como una estrategia terapéutica contra padecimientos humanos.Eneste sentido,

las cianobacterias comenzaron a estudiarse por sus efectos t6xicos causados en animales

(Carmichael, 1988) y los dafios en la salud humana (Falconer, 1991). Las propiedades

moleculares de las toxinas, incluyen péptidos, alcaloides, compuestos organofosforados y

lipopolisacaridos (Carmichael, 1988).

VIIL.4 Caracterizacion de las cianobacterias.

La taxonomia de las cianobacterias es una disciplina variable y compleja.

Dependiendo de las condiciones de cultivo es la morfologia que se aprecia y ciertas

caracteristicas que en el medio natural las identificaba de uno u otro género, pueden

perderse debido a las condiciones de cultivo. La identificacién de las cianobacterias se ha

llevada a cabo mediante la utilizacién de sus caracteristicas taxonémicas. Sin embargo,el
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empleo de las herramientas moleculares, tal como la Reaccién en Cadena de la Polimerasa

y los andalisis de restriccidn con genes completos o secuencias parciales, han sido capaces

de detectar e identificar microorganismos de poblaciones naturales complejas. La

utilizacién de cianobacterias para la produccién de metabolitos con interés biotecnolégico

va en aumento. No obstante, varias de las cepas en las colecciones de cultivo y en los

mismos manuales utilizados para la clasificacién de las mismas, estan mal nombradas e

incluso han surgido nombres innecesarios. Tal confusién de los nombres y especies hace

que las comparacionesde los resultados de diferentes autores sea una tarea complicada. La

razon de llevar a cabo este estudio fue para desarrollar una metodologia alternativa para

corroborar la identificacién de los generos y en algunos casos las especies de los

organismosaislados en dicho estudio.

VII.5 Analisis molecular.

VII.5.1 Extraccién de ADN cromosomal.

Algunas cianobacterias, principalmente las filamentosas, pero en general, todas

aquéllas que contienen vaina rigida o gruesa, presentaron dificultad para llevar a cabo la

lisis celular, lo cual se reflejé en la extraccién de ADN cromosomal, posiblemente es

necesario llevar a cabo un rompimiento celular para facilitar este paso. A tal efecto fue

necesario modificar las concentraciones y cantidades de las enzimas Lisozima y Proteinasa

K; asi como la temperatura de incubacién al estar presenta la lisozima. En un inicio, se

habia considerado la omisién del paso de la extraccidn del ADNpara este trabajo a fin de

canalizar la amplificacién del fragmento de interés directamente del cultivo, pero al

observar que no se lograba la amplificacién de algunas de las cepas de cianobacterias, fue

necesario realizar la extraccién del ADN con las modificaciones antes mencionadas.
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Con lo que respecta al analisis de restriccién realizado para este tipo de estudios es

necesario que se trabaje con cepas axénicas debido a que cada especie tiene una secuencia

unica de ADNy, en caso de tener combinacion de organismos,se podria obtener un patron

erroneo y dificultar asi su caracterizacion. Por otro lado, algunas diferencias morfoldégicas

entre organismos pudieran no aparecer a nivel del gen 16S, por lo que es necesario el

analisis de otras secuencias mas variables como la regién intergénica o espaciadora

existente entre los genes que codifican para las unidades ribosomales 16S y 23S. En este

estudio se obtuvieron patrones de bandeo de tres cianobacterias y aunque los fragmentos

obtenidos no alcanzaroneltotal de 2.1 kb, dichos fragmentos pueden dar un primerindicio

de las diferencias o similitudes entre los patrones y entre los organismos evaluados. Enel

inicio de este trabajo se manejaron las cepas de P. okeni I y P. okeni Il comodiferentes,

debido a que en la primera, se observaron dos morfologias diferentes: una de ellas

identificada como P. okeni y la otra como P. rubrum. Faltaria realizar una digestién con la

cepa axénica de P. okeni para confirmar lo anterior. Al realizar la sumatoria de los

fragmentos de ADNobtenidosde la digestion, no concuerda con el tamafio aproximadodel

producto de PCR de 2,100 pb;lo anterior puede deberse a que los fragmentos menoresa las

100 pb no son detectados en el gel y el calculo del fragmento obtenido con respecto al

marcador es aproximado. No obstante, este tipo de andlisis no es suficiente para garantizar

una identidad a nivel de especie (Fox et al. 1992), ya que para ello se requiere poder

secuenciar fragmentos y compararlos contra el banco de genes existente. Aun asi, en los

principales bancos de genes se encuentran alrededor de 3612 secuencias parciales que

codifican para el ARNr 16S y sdlo 35 correspondena la secuencia intergénica, por lo que

no se garantiza que todas las secuencias que uno introduzca estén dentro del banco de genes
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y se pueda llegar a identificar a nivel de especie. Si bien es cierto, estas herramientas de

biologia molecular han permitido clasificar e inferir en las relaciones filogenéticas mas

cercanas entre cepas de cianobacterias (Wilmotte ef al., 1992).

VII.6 Mantenimiento de los cultivos.

Los cultivos de cianobacterias fueron inicialmente mantenidos en agar. Sin

embargo, a pesar de que esto es una practica cotidiana, un numero limitado de

cianobacterias, particularmente las unicelulares, no sobreviven en la superficie del agar.

Para este trabajo se decidid no emplear un método con subsecuentes transferencias para

reducir el riesgo de la introduccién de contaminacién. Dos métodos se seleccionaron:

liofilizados y preservacion con Sulféxido de dimetilo (DMSO) comocriopreservador. Con

los cultivos liofilizados no se obtienen buenas tasas de recuperacion. No obstante, se deja

ya preparado el material para subsecuentes 0 posteriores extracciones. El empleo de DMSO

mostr6 ser una técnica satisfactoria para el mantenimiento de las cepas. La preservacion en

DMSO(Torres-Arifio, 1997) y en glicerol (Wolk, 1988) seguida del almacenamiento en

nitrégeno liquido, permitid la recuperacién del 91% de las cepas. La preservacion de las

cianobacterias en glicerol, no resulté satisfactoria, ademas de que se promovid la

proliferacién de bacterias. Wolk (1988) obtuvo que la preservacidn de cianobacterias

filamentosas es satisfactoria al congelarlas en glicerol o en DMSO.
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VII. CONCLUSIONES

1. La separacién mecanica con capilares combinada con las transferencias continuas

de las células y tricomas, permitieron el aislamiento de cianobacterias filamentosas.

Las técnicas de dilucién seriada y vaciado en placa favorecieron la obtencién de

cianobacterias unicelulares.

2. Los géneros Oscillatoria, Phormidium y Microcoleus fueron los géneros de

cianobacterias predominantes en los diferentes lugares muestreadosa lo largo de La

Peninsula de Baja California, México.

3. Las bacterias heterdétrofas y las pertenecientes al género Bacillus, se encuentran

asociadas a las vainas de las cianobacterias, principalmente a aquellas de formas

filamentosas.

4. Los Tapetes microbianos denominados como poligonos de desecacion del Brazo de

San Quintin, B.C., México, fueron descritos por primera vez.

5. Las bacterias Gram (-) como Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa

fueron sensibles a los extractos de cianobacterias: K. pneumoniae fue sensible a

fracciones de diclorometano y en mayor proporcion a las de metanol; P. aeruginosa

fue sensible sdlo a fracciones de metanol.

6. La toxicidad de los extractos de cianobacterias en nauplios de Artemia se presentd

tanto en extractos de diclorometano como de metanol.

7. Todas las fracciones tanto de diclorometano como de metanol que dieron actividad

antimicrobiana y mostraron toxicidad en nauplios de Artemia, presentaron un

hombro entre 276-280 nm.



8.

10.

11.

73

En las cianobacterias unicelulares o filamentosas con vaina hialina fue posible la

amplificacion directa de los genes ribosomales a diferencia de las cianobacterias

con vaina rigida que requirieron extraccion previa del ADN cromosomal.

El rompimiento— de las células, facilita los procedimientos de extraccién del

ADNcromosomal en cianobacterias con vaina rigida; asimismo pudiera facilitar la

amplificacion directa de los genes de interés.

La comparacion delos andalisis de restriccid6n sugiere que la cepa nombrada como P.

okeni I esta constituida por las especies P. okeni y P. rubrum, como se observé con

los métodostradicionales de clasificacién.

Con el aislamiento de los diferentes géneros de cianobacterias, se dio inicio a la

Coleccion de cianobacterias marinas y de agua dulce del Lab. de Microbiologia

Molecular del Departamento de Biotecnologia Marina del CICESE.
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ANEXOI. Picos de absorcién en la region ultravioleta (200-400 nm) de las fracciones de

Diclorometano (D). Ver TablaIII para referencia de las cepas.
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ANEXOII. Picos de absorcién en la region ultravioleta (200-400 nm) de las fracciones de

Metanol (M). Ver TablaIII para referencia de las cepas.
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ANEXOIII. Listado de la biomasaliofilizada de algunas de las cepas de cianobacterias

de la Coleccién de cianobacterias marinas del Lab. de Microbiologia Molecular del

Departamento de Biotecnologia Marina del CICESE.

 

 

CLAVE PROCEDENCIA

UNICBC Bahia Concepcion, B.C.S., México

SEBC9908-2 Bahia Concepcion, B.C.S., México

E8BC12 Bahia Concepcion, B.C.S., México

E6BC9908-6 Bahia Concepcion, B.C.S., México
E6GN9908-6 Guerrero. Negro, B.C.S., México

D2100EGA-5 Guerrero. Negro, B.C.S., México

C12 Guerrero. Negro, B.C.S., México
AE4M1GN Guerrero. Negro, B.C.S., México

2aSQ Brazo de San Quintin, B.C., México

9SQ Brazo de San Quintin, B.C., México
E8M1SQ Brazo de San Quintin, B.C., México

15bSQ Brazo de San Quintin, B.C., México

17bSQ9910 Brazo de San Quintin, B.C., México

27SQ Brazo de San Quintin, B.C., México
GEDA Punta Banda, B.C., México
PCP2b9510-I Coleccién CIBNOR
PCB9602-6 Coleccién CIBNOR

O3 Donacién UABC

Synechocystis sp. PCC6803 Donacién Golden, 1999
Synechococcus sp. PCC7942 Donacién Golden, 1998
 






