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RESUMEN

£l objetivo del presente trabajo Tué evaluar la actividad antimicrobiana de las
cactoceas Stenocereus guereioroensis v Leuchiedbergm  privcirs cultivadas @ wiro
gsi como probar lo salinidad como factor abiatico de estrés {elicitor) que incrementa la
produccion da subsloncios con aclividod antimicrobiang.

Se prepararon extractos con las caldcess antes mencionadas y posteriomente
se gplicaron en placas noculados con las baclerias: Asctercta con,  Stoplylococcus
aureys Y Agrobocienim izogenes, con los cuales se logrd abservar que las 2 especies
probados sen onfibioticomente activos conira los bocleries onles maoncionadas, sin
embarge, S, guereioroensis masird mayor actividad antimicrobiana,

Por olra parte, el foclor de estrés ulilizado funciond como elicior pues con los
2 especies uiizados se observs un increments en &! lamafie de los holss de inhibicion

por parte ce los exiracios estresodos.
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I, INTRODUCCION

Il conacimiento de las planias ha sido ung motivacién constante para el hombre desde
liempos muy remotos. Derivando su alimento de éste recurso, ho ido mas allg, y en sus inicios
en el conocimiento de la nolurclezo, los plontas medicinales han sido ef gérmen de los
jardines botanicos en el antiquo y nuevo mundo, asi coma de numerosgs investigaciones en el
compo cientifico. Es indudable que el hombre {uvo que aprender o distinguir aqueltas plantos
que eran comestibles y las que no lo eran, asi como los yque 1§nion propiedades curalivas de
las venenosas, desarrallondo un canocimiento empirica el cudl fué tronsmitiendo al principio
verbalmenie y después en forma escrita.

tl r‘einbo vegelal posee muchas especies de plantas que se sabe contienen sudstoncias con
vator 1onto nutricional como medicinal y ofras que estan alin por descubrirse y que se ensayan
constantemente respecio @ su valor farmacologica {particularmente por sus propiecades
anlibidticas, narcélicas, citctoxicas efc.). Como resullade de los modernos descubririentos
biotecnologicos nuevas drogos vegelales encuentran su camino hocia la medicing en estado de
substancios purificadas (Trease y Charlet, 1982).

Gracias ¢ la aparicidn de los ciencios bidldgicas se logrd comprendar la esliuctrg v
{uncionamiento de las plontas y su aplicacién para resolver algunos de los problemas del

horatire. Asi nace lombien la tiolecnologio que hace referencia o to aplicacion de los ciencias

D

biolégicas en lo medicing, farmacologio, agronomia e ingenieria quimica,

Lo biolecnologio se define como lo ulifizacion de microorqanismos, sislemas o procesos
biclogicos pora la produccion de bienes y servicios; es ung Grea que en los Ollimos 5 afios ha
cousodo gran impaclo en los medios cientificos, {ecnologico, social y financiero de todo el

arbe.



Esto imporlancia es debida a 3 foctores
~£I polencial de los lecnologias biolégicas para producir una extensa variedod de substancias .
-1 descubrimiento de las técnicas de ingenieria genélica, Tusian celulor y cultivo de ejidos
{vegelales y animales) y sus posibles aplicaciones.
~f1 hecho de que los procesas biotecnologicos emplean como malerios primos principales
recursos renovables pora la produccion de bienes y servicios (Sanchez,1985).

Los técnicas de culfivo de lejidos vegeloles consisten en cullivor en medios de cuftivo
adecuados y en forme csédntica, Goices de raiz y tallo, primordios de hojes, primordios o
parfes inmoduras de flores, frulos inmaduros, 6rganos aislodos, embriones moduros o
inmaduros, segrerios de Grganos, tallo, hojas y algunas veces ovarios, ovules, anferas y polen
(Street, 1977).

Cudlquier porle de 12 olanta separada de ésta y desinfestada, =3 un explente con el cul
se puede iniciar un cultivo,

Los principales aplicaciones del cullivo de tejides vegetales s& encuentran dividides an 5
areos fundameniales:

- Micropropagacion

1234

2.~ Preservocidn  de germoplasma

4~ Biosintesis de meicholitos
5.- Ineestigocion basics

han sido separcdos de

o
w

Historicomente, los compuesics generados por los vegela

geverdo al tivo de metabolismo del cual se generaron pudienda ser srimarios 4 secundarios.
Lo definicion mas populor de metabolito secundorio se refiers g los compuestos que no

iwegon un papel indispensabls para la planla y que no estdn en todes los vegetales o por lo



menos en la mayoria. Hoy se sabe que éslos juegan un papel muy importonte en las planias «
como: compelencia por el ecosistema por medio de substancias quimicas, meconismos de
defensa, atrayentes de insectos polinizadores entre otros. El horrlbre en particulor, ha ulilizado
algunos de los metoholitos secundorios coma: dragas, solventes, sabarizantes de alimentos,
pigmentos para cosmeticos elc. (Gibson y Pain citados por Lopez y Lozoya ,1985).

Las células vegelales representan una fabrica natural de €stos compuestos, sin embargo,
en alqunos casos el suministro de éslos por las plantas puede ser muy limilado debido o
diversos factores.

Uno de fos métodos que han sido ulilizades para incrementar la produccion de éstos es el
uso de “elicitores”. £ término elicitor es usado para compuesios de origen biologico y no
biolégico, como pueden ser ogentes fisicas y/o quimicos de €sirés que causan un incremento
en lo produccion de "filoalexinas”, cuando es aplicado @ plantas o cultivos celulares.

Los floclexings, son en gensrat compussios que son ocumulados por fos plontoss en
respuesia a lg presencia de un agente estresante ( Builelaort et af., 1992},

Examenes preliminares de gran nGmero de planlas nos sugieren que ung gran MEyorio
contienen subsloncios con polencial antimicrobiono.

En éste irabajo se estudiaron alqunos aspeclos relocionodos con fa produccion de
substancias con actividad antimicrobiona en caclaceas producidas #2 v, asi como la

influencio de lo salinidad como un faclor obitlico de esirés & elicitor,



L ANTECEDENTES

2.1 LAS CACTACEAS
2.1.1 GENERALIDADES

Los caclacens son originarios del conlinenle omerigano y se consideran entre las plantas
mas notables que caraclerizan los zonas dridos y semiaridas con fuere insolacion, sin
embargo, las hay prapias de bosques y selvas {ropicales donde crecen en lugares himedos y
sombreados, gracias a sus caracleristicas bioguimicas y fisioldgicas tan especiales han logrado
invadir habitols muy diverses (Soltero, 1990}

Nuesiro pais es el mas imparianie cenlro de dispersion de cocloceas en ef munde,
teniendo 60 de los 153 géneros descritos aclualmente de los cuales 23 son endémicos (Bravo,
1978).

Desde los épocas prehispbnicos gste gqrupe de plontas ha wido un waliose rscurse
alimenticio, rifual y medicinal para {os mexicanos. Una de las primeras dregos esiuciadas
quimica y fisiclogiamente {mezcating) fué exiraida desde 1833 2¢ una coclacea oamcide
comunmente como “Peyole” { Zaphophora williamsi).

Houso nlugl de £sic planta por los indigenos de México fué observads por fos
conguistadores espafioles, auienes fombiéa obsarvaron la ulilizacian de tos pencas de nopal
{ Oountz ius—mdtcg/ oara producir coloranies indirectamente per lo cria de la cochinilia
{Lapez y Lozoya, en prensa).

Paco tlempo después del descubrimiento de América los caciéceas ya eran conocidas en
furopa y a principios del siglo XIX se consideraban planlas de coleccibn que alccnzaron
precios muy elevados.

La niqueza con que cuenta nuestro pais en materig de caclaceas es indiscuiible, existiendo

“una gran cantidad de especies suceplibles de explotacion {Soltera,1930).



Parg la mayoria de la genle ef mayor alractivo de muchas cactécess han sido los .
brillantes colores de sus flores y frulos. Las substancios que dan los colores anles
mencionodos son referidos por alqunos batanicos coma meio.bolilos secundarios (Lopez y
Lozaya, en prensa). Como gropuesta allernaliva para el estudio y explolacion de compuesios
secundarios de €slos plantas, se vislumbran las {écnicas de la biatecnalogic, lo cud permitirg

un usa del recursa sin aleclar las poblacianes nalurales de las caclaceas.

2.1.2 - CLASIFICACION

Hunt en 1967 {del herbario de Kew), describié un modero sislema de closificacion para
los cactaceas, separandolos en 3 iribus mayores: Cacieae, Opuniiege y Pereskiege.

Dentro de la tribu Cacleae se encuentran los cacius mas diversos; existen 2 sublribus. lo
Caclince y fa Cereince de us cuales Caclinge iene gron imporlancia econdmica of iqual que
las de lo iribu Gpunlieae (Clayion, 1987).

las caclacegs mexicanas estan representades por cerca de 740 especies, cifra que

N 4
L

supera la de cualquier slro nais, lo que convierie G México defindivemsn

w

mayor riqueza coclofloristics {Arios—Monles, 1990},
2.1.3 DESCRIPCION BOTANICA Y DISTRIBUCION DL LAS ESPECIES UTILIZADAS

Leuchienberzia prncivs (coclus agave)

Plarlas pequefigs, simples o cespilosas, de 25cm. de ollura y 15 cm. de digmetro
flegando o medir hasta 5Cem. de aflura, con tubérculos muy largos, por lo que adguieren
aspecto agovardeo. Tallo cilindrico, corlo, carnoso, de 5 @ 7 cm. de didmetro mas o reenos
lefioso y suberosa, uberculado. Tubéreulos dispuestos en 8 y 13 series espiraladas, muy largos
y delgades, de 5 ¢ 12.5 cm de longilud de calor verde azulado con linles rojizos. Arzdlas

situades en ! apice de los tubéreulas, en la porcian fruncada, susientadas par ung escama



pequeria. Axilas lanosas. Espinas lorgas y delgadas, suoves, poprracecs, lorcides. Espinas
radiales 8 o 14, de cerca de 5 cm. de longitud. Espinas cenlrales 1 @ 3, de alrededor de 10
cm. de longitud, lambién papiraceas blancas. Flores una en coda aredla, emergiendo en la
region florifera de las aredlas de los tubéreulos javenes de 5 a 6 cm. de diametro; pericarpele
cilindroide, lubo recentacular infundibuliforme, estambres primarics inserlos en lorno del apice
del anilfo neclorial que es grande, los demas en {qda la pared del recepléeulo hasta la
qargania; onleras pequefias, redondeadas; esiifo gruese; lobulos del estigma de 9 o 14,
hineares, irrequlares, amaritios; cavidod del ovario con dvulos numerosos en funiculos corlos,
cuya insercion no llega hasla la base de la covidod del ovario. Frulo largomente ovaide o
piriforme, escamoso, blonguecino, verdoso con lintes de color resa o salméan, pruinoso, ol
principio carnoso, después seco, abriéndese por fa base. Semillas en forma de garro, con hilo
basal muy profundo que incluye el micropilo; fesia finamente tuberculada, negro mate, grisaceo
o de color casiafio neqruzco, embribn cloo curva con coliledones pequefios; persperma
presente; plontulas con hejos coliledonares triangulares, pequefias, can los primeras tubérculos
largos v con espinitos subulades. Conduclos foctiferos muy abundantes en el parénquima
carlical.

Crece en pasto vy en vegelacion xerdiita. Se le ha encontrodo 2n los estodos de San Luis

Palosi, Nuevo ledn, Zocalecas, Coahudo, Temaulipas v el Aliglano, fue relgtivemente

goundonie en o sierrg de Parras y Siena de Lo Pailg, Coahuta, asi como en Malenuala y

Seltio (Brave, 1978).

Stenocereus querstoroenss (Piaya de Queréiara)

Plonto candelebriforme, con {roncos bien definidos de 5 o & m. de oo o mas. Tronco
lefoso como de 1 m. de cllo y 35 cm. de diGmelro 0 mas. Romes como de 15 cm. de
diametro, de color verde, ¢ veces con linles rojizos; el conjunio de romas formon ura copa
muy amplic 9 veces como de 4 m. de ancha, costilias de § a §, praminentes, seporades por

amplios intérvalos. Aredlas distontes entre si como 1 cmu; con fieliro café obscuro casi negro,



glondulosa. Espinas radiales 6 a 9, las inferiores como de 3 cm. de largo, gruesss. aciculares
desiguates. Espinas centrales 2 a 4, gruesas como de 4 cm. de largo. Flores en los lades de
los ramas pero hacia lo exiremidad, infundibuliformes, de 10 a 12 cm. de largo pericorpelo
con escamas ovaladas de 2 mm. de ‘argo. Frulo glaboso hasta ovoide, camo e Bem. de
largo, rojizo; aredios con fana amarilienta y espinos numerosas, largas, del mismo calor,
cuando el frulo madura, las aredlas se  desprenden quedondo el pericarpio desnudo. Sernillas
de 2.5mm. de largo y 1.5 a 1.8 mm. de ancho; lesta negra 1oscamente verrucose.

La planta se caracleriza por los aredlas obscuras, negras. Se culliva car su frufo

comestible muy ogradable, que se conoce con el nombre de Piloya de Querdinro. Eusten
variedades horlicolas que producen fruios de calores diversos, De ésla especie =2 han aslado
glgunos colorantes para la industria cosmética como los lriterpenos, enz ellos uno
denominado acido querelardico.

Es ung especie nativo de Querélorg, Jalisco y Michoocan. Donds fambign 25 objelo de

cultive mas q menos infensivo; de Jelise sefalade los alrededarss 4= Cusddlgjure,
Chopola, Zopotion, Sayule. Villa de o Ployo, en Guonciudlo, Lebn; de Queréiaro, = ia cercanias

de 1o ciudod v en Hichoozin cerca de Jiguitpon. (Srovo, 1978).

2.2 EL CULTVO  DE TRJIDOS  VEGETALES

'1)

£l exiio del cullivo de lejidos vegelales como un métado de propagacion -ara esiudios
morfogenélicos, fistolagicos, bioguimicos v otros, esla muy influenciado por io comeosicion del
medio dz cullivo dlilizado vy otros parmetros ambientcles de cullivo,

De acuerdo of tipo de malenal vegelal ulilizado, los cullivos 7 wio pueden closificarse
zn: 1.-Cullivo de Grgonas, 2.~ Culliva de tejidos, 3.~ Cullive de células. £ érming de culliva

de lejidos se wsa frecuerdemente pora referise indistintomente o cudlgu=ra de los

modalidades anieriores {Ochoa, 1985).



£s imporlonte sefilar que las célulos oisiados (callo, célulos en suspension y profoplosios)
pueden dividirse para formar nuevos callos, Grqanas o embrianes y, evenitualmente, dor lugor o
nuevas planios completas. En ésia propiedad de regenerar nuevos individuos a partir de células
es donde radica el polencial del cullive # w#o lomaondo el canceplo de lotipotencia el cual
se refiere o la cacleristica de los células de regenerarse en un nuevo organisma |

Las 1écnicas para cullivar tejidos y célulos 42 wire han tenido un enorme desarrallo que
permile en lo aciuahdad aplicarles ¢ un gron nimero de especies vegelales. fstas han
producido un gran avance an el conocimiiento basico de la bialogia de fas plantas y han abierto

nuevas posibilidades para la solucian de problemas agricolos y horticolas entre alras.

2.2.2 HISTORIA DEL CULTIVO DE TESDOS VEGETALES

Desde hace 120 ofigs aproximagemente, en los investigaciones de fisiologia vegelal se han

utilizodo 13 {écnicos de cufliva de !

05, Orqonos v céiulas vegeiales

Las primeres infentos de ésla técnica fusren realizadas por Sacks (1860) v Knops {1861}
quienas observaron que fos principaies nulrienies de los plantos superiores sran subsiancios
inorganicas v prepararoa ung solucidn nadritive que tos contenia, Yo cuot ha sids ulilizada por

muchos investigadores desde enlonces.

Posterizrmerie, Hgberlandl (18%

caqlizd un inlento de cullive de células aislodas sn 3
géneros de marocoliledoneos sin siisner énlo va que no obseivg division celular, per
oraporciens informacion sobre las interrelaciones e influencios corrslotivas de o célidas e

introdujo &f conceplo de iolipatenciglidad.



Haberlondt y Kotte (1922), cultivoron pices radiculares de chichara y maiz en un medio
enriquecido con sales arganicas, qlucasa, peplana, asparagina y varios armingdcidos.

Robbins  (1922), enriquecio el medio de cultivo con glucosd, sales organicas y agar para
el cultivo de apices radiculares de varios especies.

En tos 30 afios siguientes fos progresos logrados fueron muy pocos y desafartunados en
cullivo de células aistades.

Sin embargo, el {rabajo pionero fué el de White (1934), con cultivo de Opices de raiz de
lomale (Zycopersicurn escutentom ) con un medio liquido conteniendo sales inorganicas,
exiracto de fevadura y sacarosa, en donde obtuvo un crecimienlo activo y demosir fambién
que el extracto de levadura se padia sustituir por 3 vilamings del grupo B: tiomina, piridoxing y
niacing. - )

Gautheret (1934) reporld el cultivo de combium de Stk coprez y Populus migre | en
medio solidificade confeniendo sofucion Knop, glucasa y cistzina hidrocloroda.

Robhins {1936} estudio el efeclo de los micronutrientes inorganicos v sefiold que el zing,
mognesio y boro son necesarios pora el cullivo de apices radiculares. En 1937, descubrio la
impadoncia de la vilaming B pora el cracimiento de los raices

Wenl y Thimann {1337), descubrieron I auxing AiA (acida indolacético) v su imporiancia
en el crecimienio de raices.

Nobecout {1937-19438), abtuvo proliferacion celulor en cultivos de raices de zanchoria y
fué el primera en oblener collosidades con crecimiento limitada.

Nobecourl y Goulherel en Froncig, of iguol que While en Estados Unidos en 1939,
reportaran un crecimienta indsfinido de lejido de raiz donde se observe lo formacion de
caltosidades sembradas en medio semisolido,

£ cuttivo de callos ho contribuido ol estudio de las enfermedodes vegelales, pues existen
cierlas enfermedades en los cuoles fos sintomas son fo formacion de fumores. En olgunos

¢asos, su origen es genélico y en olros es bactenal o viral,



Van Oberbee et ol., (1941) utiizaron el aqua de coco para cullivar embriones de Cocus y
Datwra, abservondo resultades sermejantes.

Caplin y Steword, (1348) dieron o conocer el efecto del aqua de coco en células aisladas
de raices de zenahoria, donde observaron crecimiento de célulos diferencicdas. Afos mds
torde usondo aqua de coco en combinacion con 2,4-D, promovieron lg division celulor. Con el
uso del agua de coco condujeron @ lg identificacion de olra clase de hormares vegeldles y
demastroron una vez més la {otipotencialidad.

Morel y Martin {1952), fueron los orimeros investigadores que lograron oblener plantas de
Daliq fibres de virus @ porlir de meristemos apicales.

Muir e al., (1854), transfirieron segmanias de lefids de callo a medio liquido en agitacion

y lienen éxilo ol oblener cullivos en suspension conteniendo célulos aislades y pequefios
lerrones o Ggrupociones celuiares.

Skoog {1555}, identifico fa 6—iurfurigminopuring (cineting} observando la hapilided de 4sie

requlodor de crecimiento vegelol para iniciar lo division celulor. Incluyendo ci cinings en los

medios de culive qus hizo posible o oroliferacion de céluios y lo formacion = callos ¢e un

gren nimera de sspecies vegeldles, induciendo aderngs, lo fermacion s estructiras
arganizadas de algunas de €sas espetias. |

Skoog y Milter (1957), usonde cornbincciones de auxings y cineling, zontroloron la
formacion de broles y raices en cuitivios de colios de tabaco. Por lo tanto es posible i inducir o
formacion de raices decrementando 21 Z de cineling en relacién con auxing , mientras quz al

inveriirlos se induce o formacion de wemas que se desarrollan més torde como Brotes.

Muir {1858) con lo técnica de nodrize y crecimiento en microcdmaras aislé v describio los
caracteristicas de los clones celulares aisiados.

Murashige y Skoog, {1958} desarraliaron un medio nulritivo con el gue lograron un
crecimienta répids de tejidos de tabaco. En lo oclualidad, los scles inorganices de ese medio

de cullivo se usan con bastorte éxile =n cosi lodos los especies.
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Los aclividades en éste campo se inicioron en México en 1970 ¢ roiz de lo firma de un »

comvenip de calaboracion cientifica enire México v Japdn que trajo o varios investigodores
joponeses af Colegio de ‘Postgrcduodos de Chapingo. Posteriormer;ie un grupo de investigadores
det departemento de bioguimica vegelal de la division de estudios de postgrado de lo Facultad
de Quimica de lo UNAM, comenzd a emplear los técnicas del cullivo de célulos y lejidos
vegelales como una rueva melodologia de gran potencial para apoysr lo investigacion
bioguimica basica en planias,

En 1975, la visito del doctor Yasuyuki Yomads, de lo universidad de Kioto, propicié que se
estobleciera ung relacion acodémica con 1o Ascciacion Internacional de Cullivo de Tejidos
Vegelales {IAPTC). A

£i 18 de Junio de 1980, se esladiecit lo Asociocibn‘ Mexicana de Cuflivo de Tejidos

Yegelales.

n lo que no ésla dicipling se 1efizee, México y olros paises del Tercer Mundo pocrian

colenar grandes bereficias a corlo y iurgo plazs, ofreciendo posibilidodes interesonles de
desartallo para lo horicuitura y lo industcia farmecsutica nacional (Cila de Novarre y. Vera,

1983).

23 MICROPROPAGACION

La mulliplicacion intensive de plorios empleando las iécnicos # wiro ha sido una
noderosa herramienta en la floriculturg 42! siglo XX. Esie éxita ha propiciado 2l empleo de o
micropropagacion  de  horlolizes, frulgies 'y més recientemenle  especies  forestaies,
principalmente aquellas en peligro de exfincion. Las resultados disponibles hacen suponer que
la micrapropagocion subsiituira los sisiemas convencionales de muftipficacion de muchas

especies.
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Debido o la versotilidad de los sistemas de micropropagacion, se han redlizado
investigacionzs con el objeto de micropropagar especies que crecen en zonas arides como son
la moyoria de los cactaceas. Eslas especies han sido fuente de productos destinados tonto o
lo alimentacion humang y det ganado, asi como de una diversidad de usos industriales. La
posibifidad de muftiplicar masivamente, copios de individuos sobresalientes, hace muy alractivo
el uso de la micropropagacion (Villalobos y Escobor, 1985},

El primer investigador que sugirio ef uso de fas lécnicas de cullivo de tejidos vegeloles
pora lo propagacion de las caclaceas fué Maushel en 1977,

El desarrollo de dichos mélodos de propagacian para éslas especies podria ayudar a la
preservacion y diseminacion de muchas especies en peligro de extincion (Clayion, 1987).

Mauseth (1977) utilizendo ¢! medio basal d2 Lin y Staba brevemente modificada orehando
6 combinaciones de quxings y cilocinings logro =i crecimienio de callo en diferanie progorcion
con lodos ias combinaciones en la mayoria de los sspecies probodas y 11 dz éslos fueron
cullivodas exilosamente, Ademds sugirid cambior constonfernente el medio en sl que se

encuentra ¢ calls pues ésie se pueds resecar vy perder Tnabilided |

Mouseth {1979) logré inducir la formacion de raices y vemas axilores en 10 diferentes
especies de caclicens con una modificacion o medio de Lin y Slabo {Muaseth v Halperin
1975} probando diferenies concentraciones de BAP {benzilaminopuring) reporld que las

concentracicnes mos efeclivas fueron 1y 10 mg/H de BAP.

Johnson y Emiro {1979}, investigaron el potencial del cultivo de tejidos en la propogocion
de cacléicecs en medio MS adicionado con varios requladores de crecimienlo para 8 diferendes
especies, reporlando que la organogénesis v proliferacian de calle puede ser controlada can
los requlaceres de crecimienta probados. Loi;rondo la elongacion de brofes en 2 especies y lo

formacién de raices en 4 especies.
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Starting (1985) logre la propagacion de /. prncjrs  en medio bosal MS con gl
concentracian de cdacininas y baja concentracion de auxings con el que logrd tozas

considergbles de praduccion de brotes.

Claylon et ol (1990) investigoron el efecio del medio basal con diferenies
concentraciones de auxings y cilocinings en la propagacion de brotes awlares de 11 diferentes
especies de cacltaceas en peligro de exiincign, reportando gue poco o 2osi nada de aquxings
pero uno concentracion moderada de cocinings fue suficiente pora producir broles axilores.
Todos los especies enrcizaron con medio sin hormoncs. Sin embargo, varigs especies

enraizoron en medio con auxings. Todas éstas planfos fueron colocodas en invernadero.
Rodriguez et al., (1990} iograron o micropronogacion d= especies ioles como £
missourensss, O, enagces, £, princips erire olras, en &l dabarslorio de cutivo de lejides de

CIATEL.

Rodriquez y Rubluo {1992) estudicron o respussic morfagendiica # wio de Atk

(]
o

nifers obleniendo calta, brotes, esiruciuras embricnarics v en clgunes cosos se consiguid
ropagecion mosive donde 2 brates de B0 produjeron roices en un medic suplementada con

1BA.
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2.4 LAS BACTERIAS Y SU IMPORTANCIA

La polenciglidad de alqunos microorgonismos para producir enfermedades es muy grande,
principalmente el de los bacterias que siquen presentes en la poblacion y que son culpables
de una morbidided considerable.

Esto tiene gran importancia especialmente en los nifios en quienes existe un riesgo mayor
de que se desarrollen infeccianes gasiraintestinales y nosofaringeas. Seqin se ho indicado un
elevado porcenigje de lo poblacian presenta una sensibilidod qumentada a los infecciones.
Dicha suceplibifidad existe en el recién nacido y personas enfermas, débiles, quemodos, efc.

Muchas de las baclerias asociadas con infecciones son miembros de la microbiola normal
del hambre como son Aroleus, Fschenthia Peeudomones, Stoptylococcus y varias baclerias
intermedias del gqrupo Fsctercho-Salmonelo. ‘

fn éste aporlado se preseniorén los coracisristicas y lo pasible imporioncia clinica de 2
baclerios y su significada médice osi como la importancia en la produccion de raices de

plantas por parie de Agrodacierum riZogenes.,

Lsohenchio cof

Perlenece a la familia £mierodaciermiaceoe y su nombre se deriva de lo raiz griega "colon”
(intestino largo}.

Los procesos palologicas producides con mayor frecuencia por ésla bacierio en el hombre
son los que cieclan el fracto uringrio v a los rifiones por vig hematdgena o linfética, aunque
con mayor frecuencia, siquen los vias ascendentes desde la uretra y o través de la vejiqo

hosta alcanzar los wréleres y el rifion,

£, col

b

s un micraarqanisma que inlerviene can frecuencia en las peritonilis, apendictiis,
e infecciones de lo vesicula biliar y las vios biliares en conjuncion con ofras bacterias

entéricas. También suele hallarse en lo piel det periloneo y en los genilcles, infeclando con
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infeclando con frecuencia pequefios heridas que se contaminan con orina o con heces, siendo
el mas frecuentemente detectado en los procescs séplicos gram negativos que den tugar o
una bacleremia. La frecuencia de ésto enfermedad se ha encontrado en nifios de corto eded y
en individugs superiores a los 60 afios, los intervenciones quiriigicas o las explaraciones
instrumentoles del conducto intestinal biliar o del tracto genito-urinario pueden favorecer fo

gparicion de éste tipo de sépsis (Davis el at., 1979).

Agrobaclenim rivzogenes

Pertenece a lo fomilia Ahzobioceoe vy su nombre derivg de los raices griegas "agrus”
{campo), "bakierion” (pequefio bacila), "rhiza" (raiz) y "gennaio” (productor).

fsto bacteric gram negaliva es ccusente de que se formen roices veliudzs y con
deformacianes en formo de una masa entrelazoda y fibrosa. Puede ser huésped cuando eusle
una previo lesion en el tejido de las planies (Buchanan y Gibbons, 1984).

Por medio de los técnicas de culiivo de lejidos se ha logrodo induck lo fermacion de
raices de  plantas con A4 7Azogenss, \a cudl, une vez que ha expresado el gens sspecifico
para ol funcion pierde su importancia en ias plantes, es decir la presencia de fo bocieria parg
lo planta results innecesania. Sin embargs, se ho pensado en la posibilidad de enzontrar ung
substancia de origan vegetal lo cual of ser aplicade inhibe su crecimisnto cuando s2 requierg,

eliminondo ast el uzo de antibidticos que podrian perjudicar el crecimiento de los vegaldles,

Staphylococcus owrels.

Perlenece q la familia #evecoccorsoe baclerio gram positiva, cocos redondss que se
dan en caracleristicos cimulos parecides o racimos de wvas. Su nombre deriva e la 1qiz
qrieqa "staphyle” (racimo de wvas). Su ospecto en agar sangre es, colorics qrandes
pigmentadas de’ color oro; generalmente hemolilico bela. La mayeria de los cepas alogenas

son positivas 6 ceagulase, ADNasas, fostatosa y monitel.
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£l S aweus tiene un amplio poder pologeno y distribucion ubicua; es lo cause mas
irecuenle de furinculos y anlrox, asi como de osteomielilis; es capaz de producir una gran
variedod de enfermedades, lales como neumonig, endocardilis, meningitis e impeligo. Lo
enferocolilis estafilococica es un proceso aqudo y fulminante que se produce cuondo el 5
aureus coloniza lo mucosa intestinal v el contenido del intesting, ésia enfermedad suele ser
secuela de un tralamienio con anlibidticos de amplio espectro o un proceso terminal en
pacientes con shock grave o con una hemorragio intestinal {Davidshon end Henry,1977).

Cierlas cepas elaboran una enlerotaxing que produce intoxicaciones alimentarias.

Parece que hay un nimero infinilo de varienies que han de tenerse en cuenlo dentro del
grupo de las boclerias designado S awreus. Debido o que los estafilococas originan con
frecuencig mulantes resistentes g los antibidticos en o aclualidad hon pasado @ ocupar uno

posicin especial para la quimiolerapia antibacteriona (Davis et dl., 1978). -

16



2.5 EFECTO DE LOS ANTIBIOTICOS

Lo destruccion de microorgonismos por medio de farmacos, se inicio con los estudios
pioneros de Erlich, que culminaron con lg oblencion del salvarsan para el {ratemiento de la
sifilis y la inlroduccion de los sullomides en 1935. Desde enlonces se hon sintelizado
numerosas substancias can actividod antibacteriona cada vez mayor y con ung menor
foxicidad.

H {érmino anlibiatica se refiere a substancias elabaradas por microorganismos vivos que
lienen la copacidad de inhibir el crecimiento de ofros microorganismos. £s bien conacida lo
historio del descubrimienlo de fa peniciling par fleming en 1929, su aplicacion, {ratomienta y
desarrollo  subsiquiente de nuevos antibidlicos. - )

Los anlibidticos ejercen su efecto en 3 formas principales
I.— Evilondo la sintesis de pared celulor

~ Inhibienda la sinesis de proleinas escenciales
3.~ Meciando lg permegbilidad de ta membrang celu

Los anlibigticos que inhiben lo sintesis de proleings son generalmenie bezieriosidlicos,
mientros que los demds son bactericidas,

La lendencio de muchas bacterios a hacerse resistenles a los antibigticos, canstituye un
problema muy serio, especialmente en cuanto a los estafilococos v bacilos fubsrculosos que
han causado un rGmera alarmante de infecciones serigs.

Lo evolucion de ta resistencia aumeniada de los baclerias no esla del {ode aclaredo. Se
sobe que todas las poblaciones bacterianags son helerogéneas en cuanlo o su suceptibilided.

£l nimero de baclerios resistenles dentro de una  poblacion pusce qumeniar
esponloneamente como resultado de ung mulacien o quizg debido o ung odoplacion, en
algunas casos se presenta en funcion de la produccian de una enzima especifica que destruye
el {armaco. También es posible que un organisma puedo llegar o ser dependiente de un

nlibtolico.

17



Recientemente se ha demostrodo que los bacterios resistentes a los {armaces contienen
o elemento genélico extracromasdmice compuesta de ADN, el factor <R> . Series de genes
que delerminan su resistencia estan unidas ol factar R, que se produce v translada de célula a
célulg, tronsmitiendo asi la resistencia o cepos onles sensibles (Misunoshi, cilado par
Dovidsohn y Henry en 1977). £s imporfante por lo fonto elegir el ontibibtico mas conveniente
con lo ayudo de pruebos de suceplibilidad. Aunque la relacion entre los resutlades de los

pruebos de suceplibifidad # wiro y lo respuesto af iratomiento con ontibislicos no es siempre

direclo (Davisohn y Henry, 1477).

2.6 PLANTAS CON PROPIEDADES ANTIMICROBIANAS EN CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

Con el descubrimients de lo peniciling v ofros antibioticos se incrementd of wnferés por ia

investigacion y bisqueds de subsloncias con ceividod boclericida. Este propieded en los
plantas ho sido reconacido desde hace yo muchos ofios y desde el inicio de éste siglo, han
sido objelo de rumerosas investigacionss, obienizndo en lc mayorio de los cases resultados

salisfoctonios.

Carison v Douglas, {1947) poburen fos exttoctos de 14 plontos con solucion soling,
amortiquador pH 4, omorfiquador pht 9, #2504 of 1.5% v eler, fos cudles se encontrd, inhibian

o Lok y S aweus.

Cartson &l ., (1947} en un examen prefimingr can 550 piorﬁos con los que prepararen y
probaron extraclos con solucién scling, &cido, 2ler, acido débil pH 4 y base débil pH 9,

detectaran susbtancias antibigticamente activas corita £ cot y S aweus.
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Mc Cleary et al., (1960) en un ensayo en el que probaron. un exiracto etandlico de Peyole

{Loptoohora miliamsi'), separaren una substoncia llamada "peyocactin® que mostrd actividad
antimicrabiona candra un gran nimero de baclerias gqram + | 'qrom -y una especie de
hongos imperfectos, lo cudl inhibia el crecimiento de bacterios tales como: £ subiits (USDA
220), £ cot (AICC 8677), S aweus (USDA 2091), Sweptoccocus pyogenes, S epidermis

entre olrgs.

Mathes (1963) cuando crecié alamo (2 Zremulovdles) 4 wiro por 3 semanas sobre agar
obtuvo substancias antimicrabionas que pradujeran zanas de inhibician cuando las placas
fueron inoculadas con & sudilis, £ cereus, S5 aureus, Fenicilium, Soccriorompces cersusioe

entre olras,

Compbell el al., (1964} en cultivas de plontos de lechuga y coliflor suplemeniades con
agua de coco y ANA (acido nafidlenacélico), lograren innibicion en el crecimiento de S owrews

y Mcobocienwm ohler

Khanna v Staba {1968) estudiaren lo oclivided de 24 oplantas en cultivos de csiulos en
suspensién  y callo  contta £ cof, 5 aweus, Hycobacrenum smegmais y (. olveons
reportaron que los exlractos de calic fueron més aclivas contra S awreus y £ co, ademds
encontraron que el medio contenia substancios activas conira gram-, més que contra gram+
y que en general los 1ejidos vegelales presentaran mayor aclividod conira gram+. Mathes
(1963) habia reporiado anteriormente actividad antimicrobiona en et medio con ogar de
aproximadamente el 65% de 29 cullivos estudiados. En ésle estudio el 80% de 24 cultivas
probados fuvo aclividad ontimicrcbiona. Campbell el al., {1964) habian hecho una observacion

similar en cultivos de lechuga y coliflor.
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Khanng et dl.,, (1971) reportaron actividad ontimicrobianag en medios de cultivo con agar »

viejo y exiractos de callos de 10 diferentes especies de plontas contra £ cof, S owreus, (.

atbicans y S thyphose,

Veliky y Genest (1972) delectaron una significativa aclividad antimicrobiana en exiractes de
céldos en suspension de Commabs sofve. Presentando una mayor aclvided contra £

megaterim, S, aureus y £, coli. Siendo inaclives contra 2 cerugrosa y €. albicans.

Velky y Laolta (1974}  prabaron exiracias de varias plantas encontrando que los
extraclos de Jactwo sotva, Comabls soivo e fponemo sp. lueron los mas aclivos,

mosirando alvidad contra 5. awreus, B megoterium, £ col, - geruginesa y M. smeamals.

Ekgut {1989) probd la aclividod antimicrodiana det oceile escenciat dz semillas de coming
contra 10 baclenias y 10 mohos osociados con comida en descomposicion. £ acete fue
probado o 0.01,70.09 v 01% encontréindose que cledas baclenas coma £ gerogenes, &

inl

cersys Y & sudiis fueron inhibidas comolelamente gor 0.05 v 017 de ccaite. Las mehos

fusron mas resistenies que los baclerics aungue en alqunos relardd lo esporulocion,

vicomonies (1951) obtuvo un liofilizado de Peyole (Zavtoptora witiomsi') después de
deizrminar Yo dosis minima inhibiloria que se encuentra- entre 40 o 200 mg/ml contra los

bacierias § awews, £ coi Yy P osrugnosg.

2.7 METABOLITOS ~ SECUNDARIOS

fxisten cualro categorias principales de productos secundarios: aceiles escenciales,
glucisidos, alcaloides y enzimas. Los primeros consisien en mezclas de lerpencides que se
usan coma soborizenies, perfumes y solventes. Los sequndos incluyen flavonaides, saponinas y

qlicidos cianogénicos, fambién se puede mencionar el aceite de moslaza que se emglea coma
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coloranie para climentos. Los alcaloides son un qrupo. muy diverso que incluye mas de 4000
compuestos conocides. Cast lodas los dlealoides naturales son de arigen vegelal Estos
compuestos generalmente son muy activos fisiologicamente en los humanos y por cansiquiente
son de qran inferés en la praduccion de {armocos. Algunos ejemplos de clcaloides son la
morfing, cocaing y atropina. Entre los enzimas aisladas eslan principaimente las hidrolosas,

loles como protecsas, amilosas y ribonucleasas (Reyes.y Loyola, 1985).
28 PRUEBAS DE PRODUCCION DE METABOLITOS SECUMDARIQS

Desde hace mas de 20 afios Carew y Staba (1965) sefalaron que los cultivos celulares
de planlas representan una interesante aliernativa biolecnologica para oblensr compuesios
secundarios. Este argumento he sido repetido en numeroses revisiones bibliograficas en las
que se propone ademds lo ulilizacian de medios adecuados, elicitares v iras alternalivas para
optimizar 1o produccion de dicros compueslos. A vesar de los posibilidades polencicles, seis
un producto, “chiconing” ha sidos dado ha conacer y manufaciurade comerciglmente. En iz
produccion de producics antimicrobianos, la produccisn bistecnalagica 25 o Gnics gosibilidad
oora la obtencion de los productos secundarios correspondientes, oor o qus el inferss
comercial en lo produccién de compuestos secundarios sg ha incremerd
los iimos afios (Becker 1987},

fujita y Tobala (1987) repcriaron que en 1883 lograren abtener ung produccién comerdi
del metabalilo "chiconina” con células de Zittospermum eqitbrodhizon 4 seficlaron ademas fo
imporiancia de los componentes del medio, las fitohormonas y o densidad celvlor en lo
regulacion de la produccién de metabolitos secundarios.

Mlgunos veces los  melahofilos secundarios pueden ser producidos por  Arganos
diferenciados de las piantas como son los raices adventicias, sin embargo, el crecimiento de
gsto es muy lenlo por fo que se ulilizo lo bacteria A Z4zogenss para wducir o formacion de

los raices.
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filert et of., (1987) 'ensoyoron lo respuesta de los cullivos celulores de  Ampover
sommierum Y Cotharonitus roseus ulitizondo elicilores, para la acumulacion de compuestos
secundarios {alcaloides), obteniendo con 2 somaierum una acumulacion de 6.6mg/g peso
seco del campuesto flamado “Sanquinaring” ulilizando una preparacion de  Apdvihs como
elicitor, olros eficitores fueron menos efecientes con yna acumulacion de 2.9 peso seco. H
compuesto no solo se acumuld en fas células sino que del 10 af 20 % del tolal de
sanguinaring se acumuld en el medio, Ademas demastraron que la reelicilacion incrementa fa
produccion det compueslo. Con ( roseus bajo las mismas condiciones encontraron que e
elicilor mas  efectivo fue la preparacion 2 gphamoermatum  1eporiando que: "una lineg
cefulor no acumuio ningun olcatoide, cuatro respondieron a la acumulacian de riptaming” v

solo unc linea celular respondia a o acumulacion de varios alcatoides”.

Buiterlaar et al., (1992) probaron varies slicitores bidticos y abidticos para incrementcr lg
produccion de "Thiofeno" por raices de  Jageses poidg  reporfando gue en general los
glicitores  bidlicos fueron efectvos, logrando el incremento mayor el eficitor de exraclo de
Asperarilus amer con un incremento de 85% comparado con el control. Los eliciiores abisticos

por su parle tuvieron un efecto relativamente muy bajo.

Ponda et al., {1992) estudicron el efecio de nuirientes especiales sobre el crecimienio y
produccion de olcaloides en cullivos de Abdrheie aniigisenierico con respeclo ol incrementa
en ¢l rendimienio det clealoide "conessing”, una droga lerapéutica usada en &! tralomiento de
disenteria y alteraciones helminticas, obleniendg una sintesis del alcalaide de 0.66/100g peso

seco celular, lo cual reprasenta 4.29 veces mas de lo ablenido en medio estandar.
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Pak 'y Mortinez (1992) mostroron que una estralegio efecliva para incrementor fo *
liberacion de acido rosmarinico es la permeabilizacion continua de células de Cokus dlumer
preacondicionadas con DMSO (dimelil sulféxido), conservandose af mismo tiempo o viahilidad
cehutar, Cuando los células no preacondicionados se permeatifizan con DMSO pierden viabiidad
y el producto realzado es relativamenie bajo 0.49g de c. rosmarinico/100g peso seco celular,
con 1% de DMSO. Por ofra parte, precondicionando las células el producio elevado alcanzd un
maximo de 2.85q de ac rosmorinico/100g peso seco celular con 5% de DMSO, ef cual fué el

56.4% del {olat de ac. rosmarinico producido.



HIPOTESIS

las cacloceas [lewchlentergm  pamciprs Yy Slenocereus  quereioroensis
contienen substancias capaces de inhibir el crecimiento microbiana: éslas cuands se les
eplica un faclor abidtico de esirés (safinidad), pueden incrementar la produccién de

melobolilos con aclividad antimicrobiana.

0BJETIVOS

1.- Deleclar ociredad  onlimicrabions  en  Zewdienbergy praciis y  Stenocersus

QUErRIIroensis IeGucides 7 Wi,

2.~ Aplicar el faclor saling de esteés para abservar posibles variaciones en la produccion

de metabolitos con aclivided antimicrabiang.



MMETODOLOGIA

3. MATERIAL BIOLGGICO

El material vegelal fueron brotes producidos /2 wiro de los siquientes especies:
Brotes:
Leuchienbergia principis

Stenocereus quereloroensss

Cetlas en suspension;

Stenpreraus guersiaroensis

300 MICROPROPACACION DE LOS BROTES

Se sembraran los broles de cada especie an frascos de alimenio infantil, conleniendo 25
i dei medio MSC [medio basico Murashige y Skoog (1962) odiciongdo con las vitaminas L-2
(Philligs y Collins, 1678}, 0.02mg/! de ¢cido naflalenccético (ANA) y 5 mg/I de 6~furfuril
aminoguring (KIN)] utilizado pora la produccian de brates (Claylon el dl, 1990).

Las resiembras o medio de cultive fresca se efectuaron coda 4 semancs.

Para preparacion de medio porg brotes estresados sola se le agregs ol media MSC 2.4%
de NeC!, tomando ésta como la confidad de NaCl que posee el agua de mar {Greenterg et

al.,1980). El esirés saling se aplicd o los brotes por espacio de 2 semanas.
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342 CULTVO DE CELULAS EN SUSPENSION

Se tronfirieron fragmentos de lejido de callo a medio liquido 322 [Medio basico de
Murashige y Skoog adicionado con los vitormings L-2 {Phillips y Collins, 1979) y con los
requladores: dcido 2,4-diclorofenoxiacético (2.4-D) 3mag/l, ANA 2mg/l y KIN 2mq/i] en
molraces erlenmeyer que fueron colocados en agitacion durante el periodo de culive para .
oblener células aisladas, fomando las parles més {riables de sste para hacer mas rapido e
establecimiento del cu"divo.

Para lo preparacion de células en suspension esiresades se agregd 2.4% de NaCl al medio

322, Hl esirés salino se aplica a fas células durante 3 dias.
Los cepas de bacleriaos que se ulilizoron fueren:

Lscherichio coll AICC-B739 (B 046)
Staotytoccocas aurews  ATCC-6533 (B 047)
Agrodacferium hizogenss | BA G402

Todos del banco de cepas de CIATEY.
3.2 CONDICIONES AMBIENTALES OE INCUBACION

Los brotes fueran incubados ¢ 27 +/- 2° C, bajo un foloperiodo de 16 brs. y con uno
intensidad luminaso de 1500 lux (lampara).

Los matraces con los célulos en suspension fugron colocados en agitador orbildl, con una
agilacton de 150 rpm, @ 27 + - 2'C con foloperiado de 16 trs. y con una intensidad

luminosa de 1500 lux (lampara).
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3.3 OBTENCICN DE EXTRACTOS A PARTIR DE BROTES Y CELULAS EN SUSPENSION DE
{AS DIFERENTES ESPECIES DE CACTACEAS CULTIVADAS  #2 wira

Los brotes y células de cada especie por separado fueron macerados {los células se
fillraron con un embudo y popel fitllro anles de ser maceradas) en un moriero hasia lener un
volgmen de 10 ml. de cada especie vegetal (Fig. 1a), a los cuales se les agregs 5 mi. de una
solucion de NaCl of 0.9% esterilizada en auioclave duranie 15 min. o 120 fbs/pq2 (Fig. 1b).
Esto suspension se manlwo en agiocion durante 1 hr. o temperalura ambiente

posteriormente se dislribuyeron 2mi en cada uno en 4 lubos de ensayo (Fig. 1c).

Al {ubo No. 1 se le ogregd 2 ml. de solucion salina of 0.9%
Al {ubs No. 2 se le agregd 2 mb. de H2S04 of 1.5%
Al fubo Mo. 3 se le ogregd 2 mi, de solucidn amortiguadorg pH 4.0

Al {ubo No. 4 se le agregs 2 ml, de selucion amortiquadora pH 9.0

Cada iubo de ensaye fue mezclade con un agilador vorlex duranle medio minulo y sellados
con una pelicula de pidstico adherible parg ser quardodos en una bolsa de plastico negra en

refrigerador durante 24 hrs. comao se mueslra en la figura 1d (Carlson y Douglas, 1947).



34 EVALUACION QE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA  DE BROTES Y CELULAS EN
SUSPENSION DE LAS DIFERENTES ESPECIES DE CACTACEAS PRODUCIDAS 77 wiva

Los diferenles baclerios se sembraron en sus respectivos medios:
£ ocolf y S owreus en medio TSA (triplicaseina soya agar) y se incubaren a 37°C durante
24 tus. y A rtizogenes en medio YMB {Caldo mannitol levadura) a 37°C duronie 48 hrs {fig.
1e).

Posteriormente can el malerial previamente esterilizodo y en campana de flujo lominar se
removieron las baclerios, agregandole o cada cajo 10 mi. de su respectivo medio, con la
ayuda de una asa bacleriologica, ulifizando para ésto el mismo medio en el que fueron
sembradas pero en eslado liquido, esto es, YMB y TSA pero sin ulilizar agar en su elaboracion
{Fig. 11).

El tiquido con las bacterias fug vaciade en {rascos estériles y se hicieron dilucionss de
gslos, ulifizando medio fiquido del mismo que se ulilizd pora lo remocién corno dituyente
(Fig 1g).

Para £ cot' se ulilizo-la dilucion 1:10 con una densidad 6ptica de 1550

Pata 5 aureus se ulilizd lo dilucidn 1:12 con una densidad dplica de 1.400

Para A rhizogenes  se utilizd o dilucion 1.3 con ung densidod éplica de 0.400

{Salings, 1993).

Con un hisbpo estéril impregnads con la dilucion de baclerias se sembraron cajas Petri de
vidrio (100 mm x 20 mm) las cugies conienian medio especifico para cada bacteria el cual
fue preparado con anterioridad (Fig. 1h). Una vez sembrodas los cojos se colocaron los
penicilindros fabricades de vidrio seqin medidas de la AGAC (Herlich, 1990).

Se distribuyeron 4 penicilindros en cada cajo, uno pare cado exiracto o probar {fig. 1i).

Los cojos fueron roluledos con marcodor indeleble indicando nombre de la baclerig v
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localizacion justo abajo del penicifindro donde fueron colocado codo uno de los exlracios o *

probar (fig 1),

Antes de aplicor fos exractos, el tubo No, 2 que contenia el mocerado de lo plarta y
beido sulftrico ol 1.5% se neulrolize con wno solucion de NaQH 0.1N. luego com unc
micropipeta se depositd en su respeciivo penicilindro los diferentes extractos (Herlich, 1330).

Se {aparon los cojos v se incubaron o 27°C, £ cof’ y S gurews duronte 24his.y A
thizogenes duranie 48hrs.

Una vez {ranscurrido éste tiempo se observaron vy reporlaron resuiiodes midiéndose en
milimetros los haolos de inhibicidn provocados por los exiractos.

Los pruehas de evoluacion de lo oclividad anlimicrobiona de los broles tanto esiresodos
como no estresadas de S gueresaroensis y £, prnciis se hicieron por trighicado con cada
bocteria, posteriomente las medias entre {ralomientos se compararon ulilizando la prueba de
" de Student (Steel y Torrie, 1980).

Las pruebos de evaluccion de la aclividad antimicrobiana de los células en suspension
estresadas y no estresadas parg S quereforoensis se hicieran de fa siquienle manera; 3 parg
cada bacterie pero o primera con las células estresadas, la sequnda con células estresadas
pero cen tres favades con solucian safing fisiclogica anles de la preporaeion de los exiractos
y fa tercera con células sin estrés,

Tombién se hicieran 2 pruebas de lo aclividad antimicrobiona de las soiuciones ulilizados

para la preparacion de los extraclos (control).
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V. RESULTADOS
41 MICROPROPAGACION DE CACTACEAS

411 OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO

0. Micropropagacion de los brotes.

Se micropropagaron broles de los especies Jewchienbergr principis - Stenocereus
quereloroens/s y se mantwieron libres de contominacion hosta el momento de ser

utihzodos en lo elgboracion de los exiraclos.
b. Inicigcion del cultivo de células en suspension,
La groliferacian celular se obtuvo o parlir de callo de §.guevetmosssis manteniéndose

libres de confominacion en el medic descriio anteriormente durante 2 semanas  porg

posteriormente ser ulilizadas en la preparacion de los extraclos
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421 ACTVIDAD ANTIMICROBIANA OE BRQTES OE 3. gueredaroensss PRODUCIDAS # witro.

a) Conlra & cof.

1. Los extractos obtenidos con solucion salina (S.S.) formaron halos de inhibicion con una
media de Tmm. 1onfo parg los brotes estresados como para los no esiresados.

2. los exiractos obtenidos con lo solucion de acido sulfrico ol 1.55% {neutralizados)
formaron halos de inhibicion con ung medig de 0.66mm para los broles sin estrés y una
‘media de 1mm. de inhibicion irregular y difusa para los brotes estresados.

3. Los extracios oblenidos con la solucion amorliquadara pH 4 formaron halos de inhibicion
con una media de Tmm para los broles sin eslrés y de 2.66mm para los broles estresades.

4. Los exlraclos oblenidos con fa solucion amortiquadora pH 9 formaron halos de inhibicion
con una media de 0.33mm para los brotes sin estrés y de 1.33mm con inhibicion ir:egu!dr y

difusa para los brotes esiresades.  (Ver latla 1)

Tabla 1 Actividod anfimicrobiana de exiractos de broles de S gueraiwosnsis contra £ cok

Extracto mm. de inhibicién N
5.8. Ac.Sulfurico Amort iguadores
E3spacie 0.5% 1.55% pH 4 pH 3
s lmm lmm 1mm &
lrusrst aroensis tmm imm Zmm tmm
{sin estrés) tmm & & &
Media X 1 0.66 1 0.33
s. 2mm Imm 2mm 3mm
querstaroensis  1mm 0 Amm 0
{zon estrés)
& ] 2mm Tmm
 Fedia X 1 1 2.66 1.33 )

& Inhibicion dentro def penicilindro y un halo peaueiio de menos de 1mm fuera.
~ Inhibicion con crecimiento irrequiar v difuso.
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b.) Contra 5 awreus:

1. Los extraclos obienidos con la solucion saling {S.S.) formaron halos de inhibicion con una
medic de 0.33mm parg los broles sin esiiés, mientras qﬁe fos broles estresados solo
mostraron inhibicion dentro det penicifindro y un halo pequefio de menos de tmm fuera del
mismo.

2. Llos exiraclos oblenidos con la solucion de acido sulfurico al 1.55% {neulralizados)
formoron halos de inhibicion con una medic de 0.66mm para los broles sin esirés y de
033mm pora los brotes estresados.

3. Los exiraclos oblenidas con lo solucion amorliguadora pH 4 farmaron halos de inhibicion
con ung medig de 0.33mm para los brotes estresados mientras que los brotes sin estrés no
masiraron inhibicion. -

4. Los exiraclos oblenidos con la solucion amarliquadora pH 9 formaron halos de inhibicion
con ung medio de 0.66mm parg los broles sin esliés y de 1.33mm parg os broles

estresados. {Ver abla 2}

Table 2 Aclividud antimicrobiana de extraclos de brotes de & quereizenss conla S
UrELS.

/“~_ Extracto mm. de inhibicién
S.S. Ac.Sulfurico| Amortiguadores
Especie g.9% 1.55% pH 4 pH 9
B B 1] L}
5.
rusretarcensis| 1MM 2mm cont. 2mm
(Sin estrés) 0 L 0 0
Media X 0.33 0.66 6 0.56
s, & Tmm 0 4mm
queretaroensid .3 2 1mm imm
(zon =23trés) 2 2 z 2
Redia X L 0.33 0.33 1.33 }

& Inhibicion daniro del penicilindro y un hola pecuerio de menas de 1mm fuerq.
~ Inhibizian con crecimiento irrequiar y difuso.
cont.— conigminocion
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c.) Conta A dizogenes:

1. los exraclos oblenidos con solucién saling {S.S.) no mostraron inhibicion con los brotes
sin eslrés, sin embarqo, formaron halos de inhibicion irrrequiar v difusa con ung media de
0.66mm con fos brotes estresados. |

2. Los extracios obtenidos con solucion de deido sulfarico of 1.55% {neulralizados) Tormaron
halos de inhibicion irrequiar v difusa con ung medio de 0.66mm pord los brotes sin esirés y
de 1.33mm para los broles estresados.

3. les extraclos oblenides con solucién omorﬁquadord pH 4 formaron halos de inhibicion con
ung media de 7mm para los broles sin estrés y de 8.66mm para los broles esiresados.

4, \os exlraclos obtenidos con solucion amorliquadora pH 9 formaron halos de inhibicion con
una media de 1.33mm parg los brotes sin esirés y de 2mm con inhibicion irrequiar y difuso
para los brotes estresados. {Ver iabla 3, fig 2),

Tabla 3 Actividad ontimicrobiang de exiractos de brotes de S quersfweensis contra A
zogenes

w:ac\:o mr. de inhibicioén N
S.S. Ae.Sulfurico Amortiguadores
Espeg& 0.8% 1.55% pH 4 pH
s g 2mm Smm 3mm
louerstaroensis a o Smm o
(sin estrés) 3 & 7mm 1mm
Media X ] 0.66 7 1.33
<. a 4mm 1imm 5mm
quesetaroansis Z2mm 0 gmm 1mm
{con estrés) 0 2 Imm 0
Redia X 0.66 1.33 8.66 P

& Inkibician dentra del peniciiindro v un hoto pequeo de manos de fmm fuera.
~ Inhibician con crecimienlo irrequlor v difuso,
En io primera de los tres pruebas los exiractes de acido sulftrico estresade y no esiresads mosiraren
inhibicion dentra del penicilindro e inmediclomente después un halo pequsho de crecimienia bacleriana muy
espesa y enseguido lo inhibicion con crecimiento irrequiar y difuso.
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S. queretaroensis

salina

P

‘ . A. rhizogene -

Figura 2. Actividod ontimicrobiona de extractos de brotes § quersfaroensis contro 4
rhizagenes. A) extractos sin estrés B) extractos estresados.



Se observd que independientemente de la forma y tamefio de los halos que s farmaron con
los diversos exiractos, los placas a los que se les aplicaron fos exiractos de brotes esirzsados
presentaban un crecimiento bacleriano disminuido cuando se compararon con squellas o las

que se les aplicaron los exdraclos de broles sin estrés.
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4.2.2 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE BROTES OE £ priacipis PRODUCIDOS 72 wite.

o) Contra £ cof -

1. Los exiraclos obtenidos con solucion safina {S.S.) formaron halos de inhibicin con una
media de 0.66mm con broles sin estrés, mientros que con los broles estresados mostraron
inhibicion solo deniro del penicilindro.

2. Los exlracios obtenidos con solucion de acido sulfirico of 1.55% (neutrolizadas) formoran
halas de inhibicion irreqular y difusa con una medic de 1mm con los broles sin esirés e
inhibician solo dentro del penicilindro por parte de los broles estresodos.

3. Los extractos obtenidos con solucion amortiguadora pH 4 fermaron halos de infibicion con
uno medio de 0.66 mm para brotes sin esirés y de 0.33mm para fos broles estrescos,

4. Los exiraclos obienidos con solucion amortiquadora pH & formaron halos g2 inhibicion
irregular y difusa con una media de 0.66mm con los brotes sin esirés e inhibicion sclo dentro

del penicilindro por parte de los brotes estresados (Ver labla 4}

Toblg 4 Actividad antimicrabiona de exiractos de brotes de /. pmacizvs contra £ cotf

EXtracto me. de iphibicién N\
S.5. Ac.Sulfirico Amortiguadores
a.9% 1.55% oH 1 oH 9
Tmm * imm Co*
L.
principis Tmm 3mm Tmm 2Zmm
{sin estres) i} 0 * 1}
Hedia X 0.66 1 .66 0.66
7. x * 1mm x
principis & 2 & Py
(con estrés) > * 2 x
\ Medis Z D 0 033 o

& tnhibician dentro del penicilindro y un halo pequena de menos de tmm fuera.
~ Inhibicign con crecimiento irrequiar v difuse.
+ Inhibician sola dentra del penicilindro
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b.~ Conira & awreus:

1.~ Los exiraclos de /. pmncirs lanto de brotes estresades como de na estresadas no
presentaron actividad contra 5 aweus con excepcion de una de las repeticiones de fos
exlractos de brotes estresadas con acido sulftrico ol 1.55% {neutralizados) que presentd una
inhibicion de 1mm,

c.) Corta 4 rhzogenes:

1. los eviractos oblenidos con solucion salina (S.S.) no mostraron inhibicion con los broles
sin estrés, sin embargo, formaron halos de inhibicion irrequiar v difusa con ung media de
0.66mm con los broles estresados

9. los exiraclos oblenidos con solucion de acido sufirice o 1557 [reuirolizados) ne
mostraren inhidicion,

1 e avirnecine ahlanidne ran ealusidn nmr\rﬁmmdord nH 4 farmaras halae A inhihiridn con
<o W00 QS 02IgnIgee COon Sgludion Cmortiquagora pm & 0lmuren nGiut OF cn

EEHORS [Srease “ HHAI SOV SR

fa ‘ e

i0mm oora droles esiresados.

ung mecia de 7.00mm parg brotes sin esirés v ¢

i

ev*rm"&nc ~nn Sryi: rF

< i
PERVAS SN (ARSI

Tabla 5 Aciividad antimicrobiong de exiractos de broles de 7,

contra 4 rHregenes.

/. _Extractc mm., de inhibicién N
T 5.5, |Ac.Sulfarico| Jwortiguadores
Especie \\\ 0.93% 1.55% PH & oH O
x x 7mm x
L.
principis ] 1} emm Zmm
{2in estrés) 0 0 10mm o
Hedia X 0 0 7.66 0.66
L. 0 0 Imm ]
principis 1mm 0 12mm 0
(con estrés) 0 0 9mm 0
\ Madia ¥ 0.66 1] 10 0 y
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A. rhizogenes

Figura 3. Actividod antimicrobiona de extractos de brotes £/ prmcprs contra 4
rizogenes. ) extractos sin estrés B) extractos estresados.



4.2.3. ACTVIDAD ANTIMICROBIANA DE CELULAS EN SUSPENSION DE 8 quaetoroensis
PRODUCIDAS 17 witro .
. Célulos estresadas con 2.4% de NoCl duranie 3 dics

£l extracto de solucion saling (S.5.) formé un halo de inhibicién de Tmm contra £ co/"y no
mostrd inhidicion contra 5. awreus y A rhizogenss.

£ exiracto de solucion de ac. sullirice ol 1.55% (neuirotizodo) formd halos de inhibicién de
tmm. conlra £ cod’, 2om contra S awreus y no hubo inhibicion corlre A Awzagenes

£l exiracio de solucion amorliguadora pH 4 formé halos de inhibicion de 2mm irreqular v

difusa cordrs £ et i conlra 5 aweus y Smm contra A dzoganss .

£ extracle de solucion amortiguadore pH 9 formd halos de thibicion irrreqular v difuse de

2mm contra £ co” y Tmm contra S owreus y no presentd inhibicign contra A

{Ver lablo &}

N
b
&4

e

2. Céiulos extresades con 2.4% de NoCl durarde 3 @ios v con dre solucion saling

fisiologico sntes de lo preparacion de tos extrac
£l extracio de solucion saling {S.5.) mostio nhibicion solo denlro del venicifindro con un haig
pequetio de menos de Tmm fuerg del mismo contra S cerews.

0 exirocto de solucidn de ac. sulflnico of 1.55%

6 nbipicion dentre del
penictlindra v un halo paguedio de menos de Tmm fuzra contra £ caf v 5 aurews, mientras
que conlia 4 #zogenes no raostrd inhibician.,

Fl extracle o,
Smm conlta A zogenss e inhibicion dentro del penicilindrs con un hato pequefio de menes
de Trom fueta del mismo conlra S gwrews.

Bl exiracio de solucién omorliguadora pH 9 mosird inhibicion dentra de! penicilindro y un halo
pequefio de menos de tmm fuera del misma contra £ cot” v S owreus , misnlas que contro

A rhizogenes no moslrd inhibicion, (Ver tobla 6)

e solucion omartiquadera ph 4 formd halgs de inkibicion de Tmm conlra £ cof
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3. Célulos sin eslrés .

El exiraclo de solucion saling {S.S.) presentd inhibicion de tmm contra £ co/” mientras que
conlra S awreus y A rhizogenes no mostrd inhibicion.

£ exlraclo de solucion amortiquadora pH 4 solo formd un hala de inhibicion de Smm. conlra
A thizogenes,

Los exlraclos de Solucion de acido sulfirico ol 1.55% {neutralizado) y solucion amoriiquadora

pH 9 no presentaron inhibicion. {Ver labla 6)

Tobla 6 Aclividad anlimicrobicna de extracios de células en suspension de 5 guereinoensss,

Extracto Tm. 06 LRRiD1G1om Y
5. S‘. &c.sulfurico Reguladores
- 0.9% 1.55% oH 4 g
1{ 1mm Tmm 2mm 2mm
E. coli 2 0 & Tmm &
3 g g [\ g
1 0 2mm Tmm Tmm
S. aureus 2 8 2 2 )
3 Tmm 0 1"lm 0
1 1 a Smm 0
A, rnizogenes |2 0 0 Smm 0
\_ 3 1 a S5mm i} )

& Inhihicizn denirg del penicilindro y un halo peguefto de mengs de imm fuera.
~ Inhibicién con crecimiento irrequiar v difusoe

Los placss a los que se les aplicaron los exdraclos de células estresodas presenteron
crecimiento bocleriono diminuide of compararlas con la place o lo que se apficaron los

extractos de células sin estrés.



4.2.4 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LAS SOLUCIONES UTILIZADAS PARA LA
PREPARACION DE LOS EXTRACTOS {como controles).

Las solucion saling (S.S.), solucian de dcido sulfurica 1.55% y la solucion amarliquadorg
pH 9, no presentaron inhibicidn contra ninguna de las bacierios empleadas.
La solucion amartiquadora pH 4 presents inhibicion dentra del penicilindro contra £ cot'y

5 owreus vy halos de 9y 10 mm contra A rAzpgenss. (Ver tabla 7)

Tabla 7 Actividad aniimicrobions de los soluciones empleadas en la preparacion de los
extraclos.

=activo mm de inhibicion.
5.5. ac. Sulfur:co] Reguladores
Bacteriag~ | U-5% 1.5Ex pH4 pHS
5. awreus 0 0 0 0
0 0 * g
= 0 * a
£ ooldr.
0 i} * 0
i} 0 Imm 0
£.
TRIZTERIES 0 0 | 10mm g J
e |

v {nhibicion scio dentrg del penicilingro.

Debido o los resuliadas oblenidos ol orebar las scluciones se decidié repelir las prusbas

contra A rhzogenes con las soluciones y medios de cultivo que se ulitizoron porg trator de

encontrar lo causa de la inhibicion.

Primeramente se probaron el medio MS y MS con cada una los requicdores de crecimiento
ulilizodos para la micropropagocion #2 wiro de las espacies utilizadas, fos cuales no

presentaron inhibicién en ninguno de los casos. (Ver tobla 8)
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Tombién se prabo el medio MS y MS con cada una de los requladores de crecimiento que
se ulilizaron pero con la adicion de un volumen iqual de amorliquador pH 4 con los cucles se
obluvieran los siguientes resuitados: '

MS+KIN+B4  formé un halo de inhibicion de 13mm
MS+ANA+B4 formd un halo de inhibicion de 13mm
MS+24-D+B4 formd un halo de inhibicion de 13mm

MS+B4 formo un halo de inhibicion de 12mm. (Ver {abla 8).

Toblo 8 Actividad anfimicrobiona del Medio MS y MS con codo una de los requladores de
crecimiento presentes en el medio 322 contra 4 shizogenes.

React ivos ' N
nS+2meg/ 1 | MS+2mg/ 1l | MS+3mg/ 1

deFIN dedMA de24-D M3

Bacter 1a\\

sin
amot iguador 0 0 0 0
con 13mm 13mm 13mm 12mm

sort iguadcr

Temonds en cuenta éstos resuttodos se pensd que muy posiblemente la causa de g
inhibicion fuera el pH, entonces se prepararon amorliquodores desde pH 3.6 hasla 5.8, ésie
dimo correspandiente of pH ¢e los medios. Estos amorliquadores formeren helos de inhibician
de tomm para pH 3.6, 16mm pare oH 3.8, 15mm pora oH 4, 15mm porg pH 4.2, 15mm para
pH 4.4, 10mm para pH 4.6, 7mm pera oH 3, Smm para pH 5.6 v para pH 5.8 una inhibicion

irrequiar y difusa de Smm.  (Ver tabla 9)



Tobla 9 Actividod antimicrobiona de los amorliquadares de pH coniro 4 #zogenes.

Amorciguador pH

Medio

Bacteria

16 {16 {15 (15 (15 | 10 7 5 5
mm |mm {mm [mm | mm | mm | mm | mm mm

A, rhizogenes

~ Inhibician con crecimisnto irrequior y difuse.

Findlmente, se proberon el medio 322 y 322 con cada uno de los amorliquaderes que se
empleoron en la preparacion de fos extractos. £ medio 322 con un pH de 5.8 formd un halo
de inhibicion irregulor y difuso de Smm, el medio 3224+Amortiquador pH 4 formo un halo de
inhibicion de 11mm y el medio 322+Amortiguador pH 9 formé un halo de inhibicion irreqular y

difusa de dmm.  {Ver iodlg 10),

Tablo 10 Activided ordimicrobiona del medio 327 y 322 cen los dos Amortiquadores de pH
ampleados porg los extracciones contra 4 mzagenss.

Hedio EEY] T
+ +
322 .
Bacteria Amortiguador
pH 4 pH 3

A.rkizogenes

bmm | 11mm 4mm J

~ irhibician con crecimiento irrequiar v difusa.
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V DISCUSION

En el presente iraboje se detectd lo presencia de substancias con actividad
antimicrobiona mediante extreccciones con diferentes soluciones o porlir de brotes y
célulos de los especies S quersfaroensis y L. prncirs producides #7 wiro . los cudles
inhibieron el crecimiento de las baclerios 4 rzogenes, £ cob y 5 awreus; de iqual
manero Corlson y colaboradores {1947), sefiolaron que en un exémen prefiminar de 550
especias de plontas (ulilizando la misma 18cnica de ex{rocoon que se emplearon en ésle
lrabajo} con fos que prepararan y probaron extracios con sofucion saling, acida sulfirico al
1.35%, omortiquodor pH 4, amortiguador pH 9 'y efer, detecloron subslancias
anlibeaticamenie aclives conlra £ cod” y S owrews. Por olro parie, Veliky v Genest
(1872) detecloron una significaiiva actividad antimicrobiona en exiracios de células en
suspension de Commolis solio conlra Bocllus  megaierimm, £ coly 5 owrews.

Por lo que al estrés se refiere, se enconlrd como se puede observar en los
lablos {1 - ) que e} ogente esiresonte (salinidad) modifica lo producion de substoncios
que inhiben el crecimiento bacleriono, presenlanda un incremenio en los halos de
inhibician y disminucion del crecimiento bacteriong en toda la placa cuando se compararon
con las placas a las que se les aglicaron los exiracios de células v brales sin estres, lo
anterior concuerda con el trabcja de Buitelaor y cols, (1992) quienes propusieron el uso
de elicitores (compuestos de crigen bioldgico o no biologico como pueden ser agentes
fisicos /0 quimicos de esirés que cousan un incremento en fo produccian de compuesios
acumulados por las plantas) coma una olternaliva viable para incremendar fa produccion de
éstos compuestos, referidos més comunmente como melabolitos secundarios. Las cullivos
celulares representon una interesante dlternativa biolecnaldgica pora obtener compuestas

secundarios (Carew y Staba, 1965).
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Los resuiiados oblenidos mostraron en general halos muy pequefios, con
diferencios solo numéricas enlre exiraclos estresodos y no estresados, sin embarge, con
halos mas grandes muy posiblemente se podria detectar diferencio estodistica significativa,

Uno merera sugerida para incrementar el tomafic de los halos de inhibicién
podria ser concentrar el exiraclo de modo fal que se tengo mayor confidad de material
vegelal en un volimen menar, ideando un mecanismo de eliminacion de egua, con lo cual
posiblemente se lograria ésie objetivo,

Lo prapuesia enles mencianada, no se llevd a cabo en vidud de que no se
tenia material vegeict dispanidle suficiente para la elabaracion de concentrados.

Los brofes y células de S gueretmoensss {ueron aniibidticamente mas activas
que los brales de /. prciis lo cual puede ser debido principaimente a las
cargcleristicas consiitutivos de la especie.

Los resusiados con /. omociis ueron reldlivomente oabres, ain smborgo, se

fogrd detectar o giferencio numérica en g produccion de substancics con aclividad

anlimicrabiang por sarle de dos exlraclos de broles estresudos, sdncipaimenis contra 4

3 5, Figura 3) donde se Gbservd un incrementy de dmm por porte de

izogenes (Ver

los broles estres

5 con los exracios de solucion gmortiguadara pH 4 ce io misma
manera, Butterlaar v cols. {1992}, con ef uso de eficilores Gicticos, especificomente
exbracto crudo de Aspergius mger, lograron un incremento de 357 en la produccion de

“"thiofena” comparade con el conirol.

Los resuifados con las células v brotes de 5 gueredoroensis mostraron un

comporlamiento sisrilor en cuanlo @ las pruebas de esirés, pues ianto en céluios como en

brates se observd un incremento en fo produccidn de substoncias con aclividad™

anfimicrobiona por sarfe de aquelios a fos que se les aplico el esliés, sin embargo, los
brotes presentoron mayor actividod que los cslulos. En éste trabajo se esperaba que los

célulos presentoran moyor aclividod por el hecho de eslar bojo un esliés exira, pues e
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eslar en {orma indiferenciada es yo un foclor eslresante pora los células, sin emborgo, no *
fué asi, pero euste o posibilidad de que los compuestas can actividad antimicrobiong se
fiberaran af medio de cultivo como ya ha sido reportodo anteriormente por Mathes (1983),
Compbell y cols. (1964) y Knhanna y Siabo (1368},

La bacleria mas suceptible a los diferentes {ipos de exiraclos como se puede
observar en las tablas 1y 4 de la seccion de resultados, Tué £ cosi Khanna y cols. en
1971 reporiaron actividad ontimicrobiana en medios de cultivo y extraclos de callo de 10
diferenies especies y sefialon tambien que £ co/” fué la bacterio més suceptible de 4
bacterias probadas. S aweus presentd suceptibilidad baja conlra lodos los extracios,
haciendo referencia o lo suceplibilidod presentada por S aureus, Salinos {1993) sefials
que ésta bocleria presentaba mayor suceptibilidad especificamente con &l exiraclo de
acido sulfirico de 4 especies de caclacens prabadas, entre ellas los especiss usades en

' 1

el presenie trabaje, unc explicacidn de ol diferencic, es que muy posisiemsnte, hubc
errores de manipulacion durante la exiraccidn, pues praciscmente cuondo se estgben
realizando Jus extracciones en uno de los ensayos del presente irabojo se lweo &l enor ds
no neuiralizar el exirgcio de acido subirico onles de aplicerio ¢ los plocos, o cug!
provocé halos muy grondes corparables con los reporiados por Saiinos {15433, Por oire

pare, 4 rmzogenes presento una inhibicion espectacular con el extraclos de solucibn

armorliguadora pH 4 tanio pare exiraclos estresados como parg no estresados de ins 2

!

especies, sin dejor dz sefialer ¢! incremento en el lamafio dz ios halos provocados po

las exiractos estresados (Figura 2}, eslo dig luger a que se realizaran ias pruchos con fos
soluciones ulilizadas para la elaboracion de los extractos (contrgles) en donde se encontra
que el omortiguador pH 4 por st solo provocaba halos iquates v en ocasicnes mayares 6
los provocados con los exiracios al iqual que el medio fiquido 322 que provocoba ung
inhibicion irreqular y difusa de Smm contra 4 s4zogenss, 1o cual propicit la reglizacion

de nuevas pruebas, éstas con medio liquido MS con cada una de los reguladores de

crecimiento ulilizados para la elaboracian de los medios pues en el principio se pensd que
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éslos eran lo causa de la inhibicisn. En la Tabla 8 se mueslra como ni el medie ni fos
requladores de crecimienlo provocaban lal inhibicion, descartondo ésta posibilidad, se
pensd entonces en lg sofucion amortiguodora como nueva oHemcﬂvm por lo gue se reolizd
lo prueba con el medio MS con cada uno de los reguladores de crecimiento y o cado uno
de éslos se les agregh un volumen igual de solucion amortiquadora pH 4. En lo tablo 8 de
lo seccion de resullados se muestran nuevamente los halos especlaculares los cuales
hosto entonces se sabia provocados por la solucion amortiquadora.

' Tomando como base ésle resultado fa Gnica alternative paro encontrar o causa
da la inhibicion erq el pH, por lo que se preparoron los amorliquadores desde pH 3.6
hasta 5.8, {éste uttimo correspondiente ol pH de los medios de cultivo} con Is que
entonces se pudo asequrar que el causonte de lo inhibcion conita 4 7Azogenss ué el pH
y que a menor pH =ra mayor la inhibicion y conforme oumenio el pH hosio el rohgo
aproximado o pH 6 g ihibicion endia a ser mas conslante, pues en los resullados de o
labla 10 en las cudles se probé el medio con amortiquoder pH 4 v el gmortiquador pH 9
no se observd uno variocion ton grande en lo inhibicion, lo cual concuerda con o
descripcisn hechg por Buchonon y Gibbons ( ’.974‘) quisnes repartaron parg ésla bocleria
un pH dplimg de crecimiento enre 6 v 9 lo cual confirma los resultodos oblenidos.

ts importante lombien sefalar que fos axiractos de solucion amorliquadara pH
4 provocabo holos ¢e inhibicion menores a los que provocaba lo solucian amorliquadoro
por si sola condra A wogenes, posiblemente porque el malerial vegelol incrementataba
el pH, lo cual provecaba una disminucian en el lamafic de los halos de inhibician. {Ver
tablas 3,5, 6y 7). sin embargo, con los exiraclos de brotes estresados con NeCl el
cual muy posiblemente jueqa un papel como elicitor, el iamofio de los halos se vig
favorecido. De igual formo Eiler y cols. (1987). cuondo ensoyaron lg respuesto de cultivos
celutares de Aapaver sommerum y Cathorenitus rosews ulilizondo ung preparqcion de
Dotyts camg eliciter, obiuvieron una acurmilacion de 6.6mq/q pesa seco del compuesto

flamado “Sanguinaring” con A sommferum y con (L roseus  y el elicitor A
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aphomgermatm - reportaron que 4 fineas celulares respondieron a g acumulacion de

“riplaming” y una linea celular respondid o la acumulacion de varios afcaloides.

Los problemas a los que se enfrenta éste fipo de investigaciones son de arden

génelico, fisiologico y bioquimica, por lo que se recomienda realizar pruebas confirmativas

como pueden ser lo identificacion de los componentes constitutivos de la planta, para

posteriormente defeclar los compuestos responsobles de lo occion ontimicrasiona por porie
de la planta [la accion anliséplica de éslos compuestos esla presenie en elapas
deferminadas del crecimiento de las planias y a veces como mecanismo de defensa
contra el medio ambiente. (Harborne 1985)], v entonces si probar eficitores para poder asi

oblener cantidades moyores de éstos compuestos.
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CONCLUSIONES

Los broles y cévlos de S querelmoensss. producidos # wiro conlienen substancias
que inhibien el crecimiento de las bocterios £ cod S aureus y A rhizogenes.
2. Los broles de /. smmcirs contienen substancias que inhiben el crecimiento de £ cod,
3, Lo produccion ce substancics con aclvidad antimicrobiana por parte de los cactdceas

se ve fovorecida en ios exiracios de broles v células estresadas.

;

4. Lo solucion cmoriiguodoro pH 4 y en general los wariaciones de pH afecion

directament de lo baclena A rhizogenes,
5. los extractos con solucion emortiquadora pH 4 fueron los mds efeciivos conira las 3

boclerios empleadas. orincipaimenie confra 4 rbogenss

6. Los broles y c ios cactéceas producidas 7 wiro representan ung alfemativg
viaole para lo obtencian de substoncios con aciividad anlimicrobiana,

7. En exlraclos crudos es frecuente encontrar variaciones en la actividad onlimicsobiana,
por fo fonlo es negesgno deieclar vy purificar de los subsioncios responsobles de la

inhbician,
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Vi APENDICE

Medio Murashige y Skoog (1362) adicionada con las vilaminas L-2 (Phillips y Collins, 1975)

para fa produccion de brotes multiples .

Sol. Stock

MS Mayores

MS Menores

CaCh

FeS04

Vilamings L-2
Socarosa

Actdo naflolenacélico
&~furluril aminopuring
Agar

pH

+Esterilizar en auloclave.

Salucion Slock de elementos Mayares M3

Compuesto
NH4NG3
KNQ3
MqS04+7H20
KH2P04

sEsterilizar en autoclave.

Setucion Slock de elementos menores M5
H3B03

MnSQ4+H20

2S04+ 7H20

Kl

No2MoQ4+2Hz0

CuS04+5H20

CoCi2vgH20

+ [slentlizar en auloclave.

"
10mi
5mi
22ml
10mi
10mi
30qr
0.02mq
5.00mg
Bqr
58 +/- 0.5

ar/l

175.0

190.0
370
17.0

1.24 g/l
3.38 qr/!
212 g/l
166 maq/!
50 mg/I

5 mg/!

5 mg/!
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Solucidn Stack Vitomings L-2

Thiaming 200 mq/|
pyridoxing 50 mg/!
Inositol 25 g/

No se esteriliza. Se quarda en refrigeracion para use inmediato, o se congelo para conservar
por mas liempo.

Solucion Stock de Cloruro de Colcio : ,
CaChy 20 gt/
sEsterilizar en culoclave

Solucidn Stock de FesEDTA

FaS04+7H20 2.784 i/t
Na2EDTA 2,724 a1
sEsterilizar en auloclove.

Medio Murashige y Skoog {1962} scicionado con tas vilaminas -2 (Philiips y Collirs, 1979},

modificado por Claylon v cals,, 1650,

US Mayares 10 mi/!
M3 Menores 5 mi/l
Colh2 2 /!
FestDTA _ 10 ml/i
Vilaminas 10 ml/l
Sacarosa 30 g/t
Acido 24-dicloro-

fenoxiacélico (2,4-D) 3 mo/l
Acido naflalenscético (ANA) 2 mg/!
5—furfurtl aminopuring (Ki) 2 g/
Agar 8 qr/l
pH 58 +/- 05

stslerilizar en autoclove.
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Medio de cultivo Tripticaseina Soya Agar (TSA Marca Bioxén)

YMB

Wild type hipervirent sirain LBA 9402 grows on YMB medium ot 20-28'C
K2HPO4 0.5qr/1

MgS04 0.2qr/1

NaCl 0.1qr/1

Mannilol 10.0gr/!

Exiracto de levadura 0.4qr/1
Rifampicina 50mg/!

pH 7

Agar 15gr/1

Para o soluciones asi como pora todes fos medio se utilizd agua destilada como solvente.

Solucion de Cloruro de Sodio of 0.9%
Solucién  de hidrgxido de sodio 0.IN
Acido sulidrico ol 1.5%
Solecton amorliguadora pH 4.0

prepraracion ;

Se preparan dos soluciones stock

A: {0.2M solucion de acido aciico ( 11,55 ml. en 1000mi.}]

B: [0.2M salucion de acelato de sodio { 16.4 gr. en 1000ml}]
se midieron de monera exacta y mezcioron 41 ml de Ay 9mi de B (Gonzdlez y Pefisiozg,
1981).
Solucion emorliguadora oH 8.9

preparacian:

Se prepararon dos soluciones stack

A [0.2M solucion de carbongio de sodio anhidra ( 21.2 gr. en 1000mi}]

B: [0.2M solucion de bicarbonaio de sodio { 16.8 qr. en '\OOOrni)]

\981)‘
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