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I. INTRODUCCION

A nivel mundial la agricultura es uno de los pilares para sostener la necesidad basica
de alimentacion, asi como para el desarrollo econdomico de muchos paises
agroindustriales. Sin embargo, esta practica se ve limitada o disminuida
principalmente por patégenos causantes de enfermedades (fitopatdgenos), las
cuales son combatidas tradicionalmente por métodos quimicos que, ademas de
presentar residualidad y toxicidad en el ambiente, afectan la salud humana y
generan resistencia de los agentes patdgenos tras su uso excesivo. Dicha
resistencia provoca el aumento en la dosificacion y, por lo tanto, el alza gradual en
los costos de produccion de alimentos (Rios et al., 2021; Santra & Banerjee, 2025).

Las infecciones bacterianas impactan sustancialmente la sostenibilidad de las
practicas agricolas en todo el mundo, lo que puede conducir a consecuencias
negativas (Khan et al., 2023). De las bacterias fitopatdbgenas conocidas, cerca del
95% son del grupo de las gramnegativas y solo el 5% pertenecen a las bacterias
grampositivas (Khan et al., 2023). Uno de los aspectos muy relacionado con el
proceso de infeccion bacteriana en plantas, lo constituye el sistema de
comunicacién mediante quorum sensing (QS), sistema mediado por acil homoserina
lactonas (AHL) que participan en regular la expresion de factores de virulencia que
permiten establecer interacciones con el huésped y que aparezcan los sintomas de
la enfermedad (Anandan & Vittal, 2025).

Pectobacterium carotovorum (Pcc) es uno de los patégenos mas importantes de los
tubérculos, en especial de la papa, porque genera pérdidas econdmicas que han
sido estimadas entre 50 y 100 millones de ddlares anuales a nivel mundial.
Adicionalmente, puede ser patdgeno de hortalizas de las cuales causa perdidas de
entre el 15 y 30% de las cosechas (Anandan & Vittal, 2025). La bacteria se
encuentra naturalmente en el suelo y puede sobrevivir en él de dos semanas a seis
meses, dependiendo de condiciones ambientales como la humedad, el pH y la
temperatura; este ultimo factor puede determinar qué tipo de organismo predomina
en una lesion (Chandrashekar et al., 2022; Guerrero et al., 2021). De manera similar,
Pseudomonas syringae es un patogeno vegetal capaz de causar grandes pérdidas
economicas por causar la enfermedad del tizon bacteriano en plantas ornamentales
y en plantas importantes en la agricultura como el jitomate, el kiwi y varias
leguminosas, en las cuales provoca muerte celular con colapso tisular (Grenz et al.,
2024). Otros de los sintomas que causa P. syringae son los afiublos florales, brotes
latentes muertos, manchas foliares necréticas, venas y peciolos foliares
decolorados y/o ennegrecidos, manchas y ampollas en el fruto, muerte regresiva de
las puntas de los brotes y cancros del tallo (Cérdova et al., 2023).
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. ANTECEDENTES

Los crecientes problemas de calentamiento global, la interferencia antropogénica,
la introduccion de variedades de alto rendimiento y la aplicaciéon de agroquimicos
(fertilizantes, pesticidas, herbicidas) han provocado la disminucion de la
productividad agricola y estrés bidtico causado por hongos y bacterias patdégenas
(Santra & Banerjee, 2025).

Los microorganismos fitopatdégenos tienen impactos perjudiciales en la produccion
de cultivos, asi como en la estabilidad econdmica y politica de los paises.
Actualmente se busca reemplazar el uso de antibidticos debido a la creciente
preocupacion de induccion de la propagacion de genes de resistencia a los
antibidticos (Nguyen et al., 2024).

Las Actinobacterias son un filo bacteriano que se estudia de manera activa para el
control biolégico debido a que estas bacterias que se han encontrado en agua,
suelos y ambientes extremos con alta salinidad, con hiperacidez, zonas volcanicas,
etc., han sido reportadas como enddfitas en diversos taxones de plantas (Santra &
Banerjee, 2025)., ademas el género Streptomyces es conocido por su produccién
de una diversidad de metabolitos de uso farmacéutico (Jahan et al., 2025).

En estudios realizados por Evangelista-Martinez et al. (2022), se evidencia que
ciertas especies de Streptomyces son capaces de producir moléculas térmicamente
estables, que pueden inhibir el crecimiento de bacterias y hongos patégenos para
el ser humano, asi como para las plantas. En dicho estudio se demostré que los
metabolitos de la cepa CACIS-1.16CA tiene efectos inhibidores contra Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus pumilus 'y
Pectobacterium carotovorum. Vale la pena resaltar que, en otra evaluacion, el
exudado liquido producido y acumulado en las colonias de Streptomyces sp. AGS-
58 tuvo un efecto inhibidor en la germinacién de esporas de Colletotrichum spp.,
ademas de ejercer un efecto protector sobre los frutos de mango Ataulfo,
controlando el dafo causado por L. theobromae (Evangelista-Martinez et al., 2022).

De manera similar se demostré la eficacia de cepas de Streptomyces spp. como
agentes de biocontrol in vitro e in planta contra Pectobacterium carotovorum
(Maenaka et al., 2020), la cepa Streptomyces rochei aislada de aguas marinas,
inhibié el crecimiento de Ralstonia solanacearum, Pectobacterium carotovorum y
Pectobacterium atrosepticum e identificaron el compuesto bioactivo como acido
palmitico mediante cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas
(LC-MS) y resonancia magnética nuclear (RMN) (Elhalag et al., 2025).

El estudio de Thakur & Yadav (2023), demostrd que la cepa de Streptomyces sp.
AB-11 termotolerante y halotolerante, es productora de sideréforos que aumentan
el peso fresco, el contenido relativo de agua, el numero de brotes, la ramificacién
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de la raiz y el numero de pelos radicales de las plantulas de garbanzo y es un
prometedor agente de biocontrol contra los patdgenos de las plantas Pseudomonas
syringae y Xanthomonas campestris. Las actinomicinas X2y D de Streptomyces sp.
RM-32 inhiben la produccién de pioverdina en Pseudomonas chirorii, la cual es
responsable de la adquisicién de hierro y la virulencia de diversas especies de
Pseudomonas (Maenaka et al., 2020).

Cassanelli et al. (2024) introduce un enfoque poco convencional al estudiar las
adaptaciones de Streptomyces presentes en la filosfera del tomate para activar el
sistema de defensa de la planta a nivel transcripcional para la defensa contra
Pseudomonas syringae pv. tomato.

Ademas, se ha registrado la efectividad de especies de Streptomyces para el
biocontrol de diversos patdogenos vegetales (ver cuadro 1). Por ejemplo, la cepa
Streptomyces sp. JCK-8055 es efectivo para controlar el marchitamiento bacteriano
del tomate y el fuego bacteriano del manzano producido por E. amylovora debido a
la produccion de aureotricina y tiolutina (Nguyen et al., 2024); la cepa de
Streptomyces sp. reportada por Rashid et al. (2025) demostré la efectividad para
controlar a Colletotrichum acutatum, demostrando su capacidad de hacer simbiosis
con microorganismos no relacionados, en este caso el hongo no toxigénico
Aspergillus fumigatus para inhibir en un 100% al patdégeno vegetal y la cepa
Streptomyces lateritius se presentd como un agente de biocontrol contra
Phytophthora sojae, ademas de secretar proteasas, celulasas y sideroforos (Liu et
al., 2025).

Cuadro 1. Antibidticos producidos por cepas de Streptomyces, utilizados en el tratamiento de
enfermedades causadas por patégenos vegetales. Tomado de (Harir et al., 2018)

Enfermedad Cepa de Streptomyces Antibidtico producido
Mancha de trigo S. malaysiensis Malayamicina
Enfermedades de
la raiz del S. griseus Faeriefungin
esparrago
Amplia gama de
enfermedades de S. griseochromogenes Blasticidina S
las plantas
Roya parda fiel S. hygroscopicus Gopalamicina
trigo
El marchitamiento S. padanus Fungicromina
de la col
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E dad de | Nigerici
nfermedad de las S. violaceusniger YCED9 geticina y

plantulas de pasto guanidilfungina A
Tizon del pimient .
12N AL PITIETIO o b imidus Acido fenilacético
por Phytophthora
Tizon del pimiento ) . e
S. violaceusniger Tubercidina
por Phytophthora

S. melanosporofaciens EF-76 y
FP-54

Mildiu polvoroso  Streptoverticillium rimofaciens Mildiomicina
Mildiu polvoroso

Sarna de la patata Geldanamicina

del pepino Streptomycessp. KNF2047 Neopeptina Ay B
E dad del .
nfe,rme aa ae S. kasugaensis Kasugamicina
tizon del arroz
Tizon de la vaina , , ..
S. cacaoi var. asoensis Polioxina By D
del arroz
Podredumbre de
la raiz del S. hygroscopicus Geldanamicina

guisante geldanus
Tizon de la vaina S. hygroscopicus var. Limoneus

lidamici
del arroz N.° T-7545 Validamicina

Si bien, la investigacion sobre Streptomyces se ha enfocado en el biocontrol de
enfermedades del suelo debido a su funcibn como colonizador del suelo, la
presencia en la filosfera es rara vez estudiada y permite el estudio para su uso en
la proteccién de los cultivos de patdégenos aéreos (Cassanelli et al., 2024).

Aunado a esto, de acuerdo con el analisis metagendmico realizado por Gangola et
al. (2023), el género Actinobacteria esta presente en suelos enriquecidos con
pesticidas y resalta la oportunidad de la aplicaciéon de microorganismos autoctonos
presentes en ambientes contaminados para la biorremediacién y el desarrollo de
estrategias sustentables para el manejo de enfermedades en la produccién agricola.

Finalmente, estos microorganismos proporcionan una solucion ecolégica y de bajo
costo para mejorar la produccion de cultivos (Jahan et al., 2025).
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lIl. JUSTIFICACION

La utilizacion de compuestos quimicos para erradicar malezas, insectos y
microorganismos patdégenos genera problemas de contaminacion ambiental y
efectos secundarios para los seres humanos expuestos a estas sustancias, tales
como intoxicaciones y enfermedades a nivel cutaneo y respiratorio. Particularmente,
el glifosato es un herbicida que representa un riesgo abidtico para la aparicion de
enfermedades infecciosas diversos tejidos de las plantas de interés agricola y
ornamental debido a la disminucién de nutrientes disponibles para éstas, asi como
la disminucion de la poblacion de la rizosfera y la filosfera circundante.
Probablemente, el glifosato al provocar daios tisulares en las plantas sea un factor
adicional que aumenta la virulencia de los patégenos y se favorezca su entrada.

Las bacterias patdégenas vegetales en agricultura causan la disminucion del
rendimiento de los cultivos y, por consiguiente, grandes pérdidas econdmicas
anuales. La bacteria Pectobacterium carotovorum es la principal causante de la
podredumbre blanda de la papa ya que macera los componentes del tejido vegetal,
ademas de infectar a una gran variedad de otras especies vegetales. Por su parte,
Pseudomonas syringae es el agente causal del tizon de halo en diversas
leguminosas, entre las que destaca el frijol, por ser base de la dieta mexicana.

En los ultimos afios, diversas investigaciones estan enfocadas en estudiar el control
biolégico o también conocido como biocontrol de especies fitopatégenas, que
consiste en utilizar microorganismos vivos o sus metabolitos para combatir la
infeccion y propagacion. Se pretende suprimir la densidad de la poblacion e
impactar en un organismo plaga especifico, haciéndolo menos abundante o dafino.
Ademas, se ha comprobado que el biocontrol no solo es benéfico por su accién
antimicrobiana, sino que favorece la biosfera circundante y la nutricion vegetal.

El grupo de bacterias del género Streptomyces es de gran interés debido a su
capacidad de adaptarse a diferentes ambientes, incluso en condiciones extremas,
asi como porque producen metabolitos secundarios para su supervivencia (Alam et
al., 2022). Estos metabolitos secundarios son estudiados en diversas areas entre
las que destacan la farmacéutica, agricultura y los biocombustibles. En este sentido,
se ha encontrado que este género bacteriano produce compuestos que inhiben el
crecimiento de hongos y bacterias patdégenas tanto para el ser humano como para
especies vegetales de interés agricola.

Este trabajo de investigacion se enfoca en la utilizacion de especies de
Streptomyces o sus metabolitos como agentes de biocontrol contra los
fitopatdégenos P. carotovorumy P. syringae. Por lo tanto, el estudio propone que las
cepas de Streptomyces aisladas de suelos contaminados con glifosato, habitantes
nativos adaptados a estas condiciones podrian producir metabolitos secundarios
bioactivos utiles para el biocontrol.
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V. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antibacteriana de las bacterias Streptomyces tolerantes al
glifosato contra las bacterias fitopatégenas Pectobacterium carotovorum 'y
Pseudomonas syringae.

o

OBJETIVQOS ESPECIFICOS

. Seleccionar cepas de Streptomyces tolerantes al glifosato productoras de

metabolitos bioactivos contra Pectobacterium carotovorum y Pseudomonas
syringae.

Seleccionar el medio de cultivo adecuado para la biosintesis de metabolitos
bioactivos contra fitopatdgenos.

Realizar una fermentaciéon en estado liquido para la obtencion de los
metabolitos bioactivos y evaluar su actividad antibacteriana.

Identificar la fraccidon de el/los extractos con actividad bioldgica.

Caracterizar mediante métodos analiticos la fraccidn bioactiva.

Identificar molecularmente a la cepa productora de metabolitos
antibacterianos mediante la secuenciacion del gen ribosomal 16S.
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V. MARCO TEORICO
PATOGENQOS VEGETALES

Las bacterias fitopatdgenas infectan a una amplia gama de especies vegetales
hospedantes, reduciendo el rendimiento y la calidad de la produccion agricola.
Dafan casi el 10% de la produccién alimentaria mundial, causando pérdidas
econdmicas sustanciales e incluso amenazando la seguridad alimentaria (Anandan
& Vittal, 2025; Thakur & Yadav, 2023).

Pectobacterium carotovorum (Pc) y Pseudomonas syringae (Ps) son bacterias
fitopatogenas oportunistas que entran a los vegetales principalmente a través de
aberturas naturales, en el caso de Ps, y principalmente a través de dainos tisulares.

La pierna negra y la podredumbre blanda del tubérculo, causadas por la
familia Pectobacteriaceae, representan amenazas significativas para la produccion
de papa, impactando tanto al sector de la papa para semilla como al de la papa para
consumo (Oulghazi et al., 2025). El control de Pc se realiza con agentes quimicos
como bactericidas a base de cobre y antibioticos, sin embargo, muchos de ellos no
son eficientes para su control, ademas existe la creciente necesidad de obtener
alimentos mas seguros y minimizar el uso de estos quimicos (Oulghazi et al., 2025).

Pseudomonas syringae causa infecciones en casi todas las especies de cultivos
agricolas de interés econdmico, incluyendo frutas de hueso, frutas de pepita, otros
hospedadores lefiosos, cultivos y gramineas, causando grandes pérdidas
economicas. El control de Ps se basa en compuestos quimicos a base de cobre y
antibioticos, sin embargo, se ha detectado la aparicion de resistencia bacteriana a
estos compuestos, y se ha limitado el uso de estas estrategias, incluso combinadas
(Cordova et al., 2023; Xin et al., 2018).

Pectobacterium carotovorum

El género Pectobacterium (antes conocido como Erwinia), que pertenece a la familia
Pectobacteriacae, esta integrado por bacterias Gramnegativas, patégenas de
diversas plantas a las cuales les ocasionan la enfermedad conocida como “pudricién
blanda”, que posteriormente se convierte en la enfermedad de “pierna negra” por su
efecto necrétrofo. Pectobacterium carotovotum es la especie mas representativa del
grupo que se encuentra normalmente en el suelo y entra a la planta principalmente
a través de heridas causadas por dafios mecanicos y dafos causados por insectos
(Doolotkeldieva et al., 2016; Chandrashekar et al., 2022).

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc) es un fitopatdgeno
altamente destructivo conocido por su capacidad para descomponer rapidamente
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las paredes celulares de las plantas (Almasoudi et al., 2024). Es capaz de infectar
a una gran variedad de hospedadores como tubérculos (ej. Papa y rabanos),
cactaceas (ej. Neobuxbaumia tetetzo, conocido como tetecho), jitomate, zanahoria,
chiles, entre otros (Mejia-Sanchez et al., 2018; Chandrashekar et al., 2022).

Esta bacteria es considerada como un patdégeno oportunista sobre todo porque es
capaz de vivir dentro del tejido vegetal sin causar sintomas hasta que la alta
humedad, la baja concentracién de oxigeno y los dafos tisulares reducen la
resistencia de la planta y favorecen el crecimiento bacteriano (Doolotkeldieva et al.,
2016). En la comunicacion entre el patdogeno y la planta, la pectina, que es un
componente de la pared celular vegetal, es utilizado como fuente de carbono
provocando que se induzca la expresion de genes de virulencia que son importantes
para que se pueda dar el desarrollo de la enfermedad. Es relevante mencionar que
la molécula del quérum sensing (QS) producido por el patégeno, acil homoserina
lactona (AHL), actia como regulador transcripcional de genes de virulencia que
afectan la expresion genética en Pectobacterium (Charkowski, 2009).

Adicionalmente, las especies del género producen un coctel de enzimas hidroliticas
que degradan la pared celular vegetal (PCWDE, por sus siglas en inglés) que
incluyen pectinasas (Pel), poligalacturonasas (Peh), celulasas (Cel), hemicelulasas,
xilanasas y proteasas (Prt), todas contribuyendo en la maceracion del tejido y la
podredumbre blanda que generalmente se acompafia de mal olor (Chandrashekar
et al., 2022).

Las PCWDE se secretan principalmente a través del sistema de secrecion tipo |l
(T2SS), aunque las bacterias de podredumbre blanda también secretan proteinas
que promueven la muerte de las células vegetales a través de sistemas de secrecion
tipo Il (T3SS), como la proteina inductora de necrosis (Nip) y la proteina efectora
DspE. Por otra parte, la bacteria favorece la resistencia a la enfermedad debido a
que los oligogalacturonidos (OG) liberados por la accién de los PCWDE
desencadenan la respuesta inmune de la planta, la induccion de la expresiéon de
genes de defensa y la sintesis de varios compuestos defensivos (Figura 1). Sin
embargo, en la fase temprana de la enfermedad, Pectobacterium es capaz de
disminuir la produccién de PCWDE y asi minimizar la generacion de patrones
moleculares asociados al dafio (DAMP, por sus siglas en inglés) (Davidsson et al.,
2013).
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Figura 1. Interaccién entre la bacteria Pectobacterium y las células vegetales en donde se muestra
que la virulencia depende de la maceracion del tejido vegetal a través de la accion de los PCWDE
secretados por los sistemas tipo | (T1) y tipo 1l (T2). La muerte celular vegetal es promovida por la
accion de toxinas como Nip y el efector DspE, que se secreta a través del sistema de secrecion tipo
Il (T3). El sistema de secrecion tipo IV (T4) y el sistema de secrecion tipo VI (T6) pueden contribuir
a la virulencia, pero aun no esta clara su participacion. Por otro lado, los patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMP, por sus siglas en inglés) conservados y los patrones moleculares
asociados a dafos (DAMP, por sus siglas en inglés) contribuyen a la resistencia de la enfermedad
debido a la activacion del sistema inmune de la planta. Tomado de Davidsson et al., (2013).

Pseudomonas syringae

Pseudomonas syringae (P. syringae) es una bacteria Gramnegativa distribuida
globalmente, que forma un complejo de especies monofilético con 13 filogrupos,
(Grenz et al., 2024). Este es uno de los patégenos vegetales mas comunes en la
filosfera, causando enfermedades en una amplia variedad de plantas a las cuales
ingresa a través de heridas o aberturas naturales como los estomas, multiplicandose
dentro del apoplasto, es decir, el patégeno se deposita dentro de los espacios
intercelulares de los tejidos fotosintéticos (Xin et al., 2018; Grenz et al., 2024). Esta
bacteria tiene dos fases de crecimiento interconectadas: la fase epifita, cuando las
bacterias viven en la superficie de los tejidos de la planta, generalmente las partes
aéreas como hojas, tallos, flores y frutos; y la fase endofitica, cuando las bacterias
entran en el tejido vegetal y colonizan el espacio intercelular del apoplasto (Cérdova
et al., 2023).

La eficacia y eficiencia en la infeccion se basa en tres pasos clave de propagacion
y colonizacion (Figura 2), que ocurre en los siguientes pasos:(1) el desplazamiento
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entre plantas a través del ciclo del agua, que les permite propagarse a nuevos
hospedadores y encontrar nuevas fuentes de nutrientes; (2) la localizacién de
entradas a los tejidos internos del hospedador y la modificacion del apoplasto para
facilitar la adquisicion de nutrientes y agua; y (3) la modulacion de las vias
inmunitarias del hospedador para promover la colonizacién mediante la inyeccion
de proteinas efectoras en el citoplasma de las células hospedadoras (Silva-Sanzana
et al., 2022).

Figura 2. Estrategias para la infeccion de Pseudomonas syringae que incluye a) el movimiento de
planta a planta, requiriendo vectores como insectos, b)la disrupcion del huésped utilizando entradas
naturales como estomas y heridas para penetrar el apoplasto e inducir un ambiente acuoso para
promover el crecimiento bacteriano, y c) la supresién de las defensas del huésped al producir un
inyectosoma que transloca los efectores directamente al citoplasma que bloquea la cascada de
sefalizacion posterior al reconocimiento de PAMP y altera la estructura del citoesqueleto. Tomado
de Silva-Sanzana et al. (2022).

P. syringae ataca a las plantas utilizando una variedad de factores de virulencia,
incluyendo proteinas efectoras, AvrE y HopM1, que se translocan a la célula vegetal
a través del sistema de secrecion de tipo Il (T3SS), toxinas de moléculas pequefias,
exopolisacaridos, enzimas que degradan la pared celular y hormonas vegetales (Xin
et al., 2018). En el apoplasto actuan las proteinas efectoras AvrE y HopM1, que se
dirigen a proteinas hospedadoras conservadas para establecer un entorno acuoso
esencial para la supervivencia bacteriana (Grenz et al., 2024).
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La toxina lipopeptidica ciclica siringomicina es una molécula anfifilica que forma
poros permeables a los iones en las membranas celulares vegetales alterando la
homeostasis idnica y causando necrosis tisular en plantas con y sin flores. Ademas,
la siringomicina exhibe propiedades biosurfactantes que facilitan la propagacion del
patogeno (Grenz et al., 2024).

La inmunidad desencadenada por patrones (PTI, por sus siglas en inglés) es
originada por la union de patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMP, por
sus siglas en inglés) a los receptores de reconocimiento de patrones (PRR, por sus
siglas en inglés) localizados en la membrana celular vegetal. La supresion de la PTI
es efectuada a través de un sistema de secrecion tipo Il (T3SS) por el cual se
permite la inyeccion de proteinas efectoras al citoplasma como AvrPto, AvrPtoB,
HopB1 y HopF2 que bloquean la cascada de sefalizacion aguas abajo del
reconocimiento de PAMP, los efectores HopW1, HopG1 y HopZ1a, alteran el
citoesqueleto y, por lo tanto, se interrumpen procesos clave de las células vegetales
asociados con la division, el crecimiento, el transporte de vesiculas, las respuestas
de defensa e incluso la regulacion de la apertura estomatica (Xin et al., 2018; Silva-
Sanzana et al., 2022; Grenz et al., 2024).

P. syringae representa un reto actual al igual que muchas otras especies del género
Pseudomonas, debido a la aparicion de cepas multirresistentes a los tratamientos
basados en formulaciones quimicas, que se han vuelto resistentes como
consecuencia del proceso de transferencia horizontal de genes entre bacterias
(Cordova et al., 2023).

SUSCEPTIBILIDAD DE LAS PLANTAS A LOS
MICROORGANISMOS  FITOPATOGENOS POR EL USO
CONTINUO DE LOS AGROQUIMICOS EN LOS CAMPOS DE
CULTIVO

En la agricultura moderna se utilizan fertilizantes, pesticidas, fungicidas, herbicidas
e insecticidas para satisfacer las necesidades nutricionales de los cultivos,
principalmente para aumentar la productividad. Estas practicas han contribuido
significativamente a la degradacion ambiental y la contaminacién en diversos
sistemas acuaticos y terrestres (Beyari, 2024; Chaudhary et al., 2024).

Aunado a esto, de los pesticidas y herbicidas utilizados en agricultura, como el
glifosato, aproximadamente solo el 0,1% alcanzan los objetivos previstos, y se
espera que el resto permanezca en la cadena alimentaria y el medio ambiente
durante un periodo mas prolongado (Chaudhary et al., 2024).
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En la agricultura convencional, las plantas conocidas como malezas son
consideradas indeseables ya que compiten con los cultivos por la luz solar y los
nutrientes del suelo, impactando de manera significativa en el rendimiento de los
productos agricolas, (Fernandez-Pena, 2023).

En la década de 1970 se descubre la aplicacion de glifosato como herbicida. El
principal mecanismo de accion del glifosato es como antagonista de la enzima 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) de la via del acido shikimico, la cual
es responsable de la biosintesis de aminoacidos y otros compuestos aromaticos en
plantas, bacterias y algunos hongos (Gonzalez-Moscoso et al., 2023). Como se
muestra en la Figura 3 el glifosato compite por el sitio de union con el segundo
sustrato (PEP). El resultado de la aplicacion de glifosato provoca la supresion de la
sintesis de proteinas necesarias y metabolitos secundarios, ademas, obstaculiza
las vias de energia vital en plantas y microorganismos del suelo (Zhan et al., 2018).

Sobre esta misma via, se ha estudiado que el glifosato actua por quelacion del Mn?*,
un cofactor para la enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato (EPSP) sintasa (Johal &
Huber, 2009). El glifosato como agente quelante de cationes metalicos divalentes,
reduce la absorcion y translocacion de nutrientes en los cultivos, ya que son
cofactores esenciales en muchos procesos bioldgicos de las plantas (Fernandez-
Pefia et al., 2023; Gonzalez-Moscoso et al., 2023).
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Figura 3. Accion antagonista del glifosato en la via del acido shikimico. En las plantas, la enzima
cataliza la transferencia de la fraccion enolpiruvoilo del fosfoenolpiruvato (PEP) al grupo 5'-hidroxilo
del shikimato-3-fosfato (S3P) con la liberacién concomitante de fosfato inorganico (Pi) (Griffin et al.,
2021).

Ante la exposicion a herbicidas a base de glifosato, la composicion de la comunidad
bacteriana del suelo sufre cambios adaptativos que favorecen la prevalencia de
especies tolerantes al glifosato, con efectos potenciales en la capacidad o eficiencia
de la microbiota del suelo para completar los ciclos del Carbono, Nitrégeno y
Fosforo (Gonzalez & Fuentes, 2022).
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Esto puede aumentar la incidencia de muchas enfermedades como resultado del
estado nutricional reducido de la planta y puede afectar negativamente a muchos
microorganismos beneficiosos del suelo, afiadiendo que las lesiones en el tejido
radical ocasionadas por el herbicida favorecen el ingreso de fitopatdégenos, lo que
va acompanado de cambios en los exudados, que a su vez alteran la microbiota
rizosférica y las propiedades fisicoquimicas del suelo (Rivera et al., 2019). Por lo
que progresivamente disminuye el valor nutrimental de los suelos y el estado
nutricional de los agrocultivos (Gonzéalez & Fuentes, 2022; Klatyik et al., 2023).

Asi mismo, el uso prolongado de glifosato puede aumentar la gravedad de varias
enfermedades al afectar a los cuatro componentes interactuantes del "diamante de
las enfermedades de las plantas" (ver Figura 4) que comprende la planta, los
entornos abidticos y bidticos y el patégeno (Johal & Huber, 2009).

El crecimiento reducido, las defensas deterioradas, la absorcidén y translocacion
deficientes de nutrientes y la fisiologia alterada de las plantas por el glifosato pueden
afectar la susceptibilidad o tolerancia a varias enfermedades. La quelacion de
nutrientes por glifosato en la planta y el suelo puede hacer que esos nutrientes sean
inmoviles y no estén disponibles para el uso o la absorcion de la planta, mientras
que la toxicidad para los organismos sinérgicos y beneficiosos esenciales del suelo
reduce aun mas la disponibilidad de nutrientes que son criticos para la defensa
fisioloégica de una planta en la enfermedad (Johal & Huber, 2009).

Vigor, etapa de crecimiento,
exudados radiculares

PLANTA

RESISTENCIA SUSCEFTIBILIDAD

SUFICIENCIADE
NUTRIENTES

SALUD

+ Cantidad . TIEMPO ¢ Materia organica
+ Actividad PATOGENO « » AMBIENTE °* pH

+  Virulencia AB|OT|CO & DISpOn‘IbIlldad
denutrientes

RIZOSFERA

Oxidantes, reductores, mineralizantes,
competidaores, antaganistas, sinergistas,
control biolégico

Figura 4. Los cuatro factores principales que interactian y que influyen en la disponibilidad de
nutrientes y las enfermedades que se ven afectadas por el glifosato. Recuperado de Johal and Huber
(2009).

15 | Pagina



En su estudio, Palberg et al. (2024), proponen que el glifosato puede dafiar a los
componentes de la filosfera que previenen la infeccién independientemente del
estado de resistencia al glifosato del huésped. Por lo tanto, el dafio causado por el
glifosato se extiende en la filosfera y la rizosfera.

En general, se han propuesto varias hipotesis en torno al aumento de la incidencia
de enfermedades infecciosas en las plantas después de la aplicacion de glifosato,
entre ellas: (a) la exposicion de patdogenos al glifosato predispone al agente
infeccioso a productos quimicos sintéticos exdgenos que aumentan la virulencia y
la resistencia a los agroquimicos, (b) el glifosato puede proporcionar una fuente de
carbono alternativa para los patogenos, y (c) la muerte inducida por glifosato de
malezas problematicas que actuan como reservorios para ciertos fitopatégenos
causa aumentos repentinos en la densidad de colonias de campo durante la
descomposicion (Palberg et al., 2024).

Es necesario considerar que los microorganismos del suelo que desempefian un
papel decisivo en la regulacion de los ciclos de nutrientes al degradar la materia
organica propiciando la disponibilidad y asimilaciéon de nutrientes esenciales para
las plantas, disminuyen significativamente por la aplicaciéon de glifosato y su
retencion en el suelo. Por lo que, Meenakshi et al. (2024) dice que la seleccién de
muestras ambientales tiene un impacto significativo en la eficacia de aislar
cantidades significativas de un determinado microorganismo, por lo tanto, tiene
sentido estudiar actinomicetos de suelos agricolas en los que se usa glifosato como
tratamiento herbicida, dado que solo estaran presentes aquellos microorganismos
que toleran la exposicion a dicho herbicida.

Debido al gran problema que representa la aplicacion de glifosato para generar
susceptibilidad a enfermedades infecciosas, se hace necesario buscar
microorganismos nativos que toleren el estrés ambiental en el que se encuentran
para producir metabolitos secundarios inhibidores de fitopatégenos.

ACTINOBACTERIAS

El filo Actinobacteria se divide en seis clases de bacterias Grampositivas las cuales
son: Actinobacteria, Acidimicrobiia, Coriobacteriia, Nitriliruptoria, Rubrobacteria y
Thermoleophilia. Un gran numero de especies son bacterias filamentosas con un
alto contenido de guanina mas citosina (G+C) en sus genomas en relacion con otros
filos de bacterias, que presentan un tamano promedio de genoma de mas de 5
megabases (Mb) (Lewin et al., 2016).

Las actinobacterias habitan diversos ambientes del suelo y acuaticos (por
ejemplo, especies de Streptomyces, Micromonospora, Rhodococcus y Salinispora),
algunos son simbiontes de plantas (por ejemplo, Frankia spp.), existen patégenos
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de plantas o] animales (por ejemplo, especies
de Corynebacterium, Mycobacterium o Nocardia) o comensales gastrointestinales
(por ejemplo, Bifidobacterium spp.) (Barka et al., 2016).

Fisioldgica y ecolégicamente, la mayoria de las actinobacterias son aerobias, con
habitos como heterétrofas o quimioautotréficas, no obstante, la mayoria son
quimioheterotrofas y capaces de utilizar una amplia variedad de fuentes
nutricionales, incluidos polisacaridos complejos, proteinas, grasas, lipidos,
hidrocarburos, entre otras fuentes de carbono y nitrégeno (Lewin et al., 2016; Barka
et al., 2016). Asimismo, estas bacterias han sido identificados como contribuyentes
clave en los ciclos biogeoquimicos debido a su diversa fisiologia y flexibilidad
metabdlica (Meenakshi et al., 2024). Otra caracteristica del filo es la de ser
generalmente bacterias mesofilas, con un crecimiento éptimo a temperaturas entre
25 y 30°C. Sin embargo, hay géneros termdfilos capaces de crecer entre los 50-
60°C. Estas bacterias crecen mejor a un pH entre 6 y 9, con un crecimiento maximo
alrededor de la neutralidad, aunque se han aislado algunas cepas de Streptomyces
de suelos acidos (pH 3,5) (Barka et al., 2016; Jangra et al., 2025). Las
actinobacterias son la fuente predominante de antibiéticos, antifungicos y otros
compuestos bioactivos, que en general se describen como metabolitos bioactivos
(Singh, 2022). Otro de los rasgos de este grupo es la produccion de fitohormonas,
tales como las auxinas, que favorecen el desarrollo de las plantas y por ello también
se les considera como bacterias promotoras del crecimiento vegetal (Reyes et al.,
2015; Jangra et al., 2025).

Por lo general, este grupo bacteriano esta presente en densidades del orden de
10% a 10° células por gramo de suelo y las poblaciones del suelo estan dominadas
por el género Streptomyces, que representa mas del 95% de las especies aisladas
del suelo. Asimismo, algunas especies pueden formar asociacion con hongos
micorricicos y una variedad de familias de plantas. A esta asociacion se le conoce
con el término de actinorriza y consiste en la infeccion de las raices de la planta
formando nddulos que favorecen el estado nutricional del hospedero (Reyes et al.,
2015). Estudios previos sugieren que las actinobacterias y las especies de
Streptomyces, en particular, son taxones importantes en los suelos para la
supresion de enfermedades y la promocidn del crecimiento vegetal (Choudoir et al.,
2019).

GENERO Streptomyces

Dentro del filo Actinobacteria, el género Streptomyces es conocido por su prolifica
produccion de metabolitos secundarios y otros compuestos bioactivos (Choudoir et
al.,, 2019; Jahan et al.,, 2025). Esto debido a que los estreptomicetos tienen
significativamente mas genes biosintéticos de metabolitos secundarios (smBGC) y
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enzimas activas de carbohidratos (CAZimas) que muchas de otras especies de
actinobacterias (Nikolaidis et al., 2023). Los genomas de los estreptomicetos
comprenden un cromosoma de un tamafo que varia de 6 a 12 Mb, codificando de
5300 a 11 000 proteinas (Nikolaidis et al., 2023).

El ciclo de vida del micelio multicelular Streptomyces (Figura 5) comienza con la
germinacién de una espora que crece para formar hifas vegetativas (Barka et al.,
2016). Este habito de crecimiento, junto con las actividades de abundantes enzimas
hidroliticas extracelulares, les ayuda a acceder a los nutrientes atrapados en los
polimeros insolubles del suelo y, a medida que el micelio del sustrato se vuelve
limitado por nutrientes, comienza la produccién de antibidticos y otros metabolitos
secundarios; asi como la formacion de ramas aéreas reproductivas, que son al
menos parcialmente parasitas en el micelio del que emergen. Las hifas aéreas
forman compartimentos de punta aseptados que a menudo contienen muchas
decenas de copias del genoma. Cuando dicho compartimento deja de crecer,
experimenta una septacion multiple sincronica para dar una cadena de
compartimentos de esporas unigendémicos (Chater & Chandra, 2006).

Es necesario destacar que las especies de Streptomyces que se encuentran en el
suelo o asociadas con las plantas coexisten en un entorno competitivo donde los
recursos y el espacio son limitados (Nguyen et al., 2024).

El estudio del paisaje genético de Streptomyces realizado por Nikolaidis et al. (2023)
demostré la capacidad del género para una rapida adaptacion a entornos muy
diversos y menciona que es probable que el género Streptomyces muestre un alto
nivel de plasticidad gendmica que involucra aquellos elementos que desempefian
un papel clave en las adaptaciones rapidas en diversos ambientes.
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Figura 5. Representaciéon esquematica del ciclo de vida de Streptomyces. El género Streptomyces
tiene un estilo de vida predominantemente micelial, reproduciéndose principalmente mediante
esporas asexuales que se producen por la septacion de las hifas aéreas como respuesta a
condiciones desfavorables. Una vez que se encuentran en un ambiente propicio para su desarrollo,
dicha espora germina y comienza el desarrollo micelial. Modificado de Barka et al., (2016).

METABOLISMO SECUNDARIO DEL GENERO Streptomyces Y SUS
CLUSTER DE GENES BIOSINTETICOS

Es indispensable diferenciar los términos y explicar que, entre los metabolitos
microbianos, los primarios, como el etanol, el acido lactico y los aminoacidos, son
necesarios para su crecimiento, multiplicacion, reproduccion y desarrollo. En
cambio, los metabolitos microbianos secundarios, como los pigmentos y los
antibioticos, mejoran sus procesos metabolicos, defensa y comunicacion (Singh,
2022). Por lo tanto, el metabolismo primario se encarga de producir todas las
sustancias basicas y necesarias para el crecimiento de la bacteria, mientras que el
metabolismo secundario es accesorio para sintetizar moléculas que favorecen la
supervivencia en condiciones de deficiencia de nutrientes.

La produccion de metabolitos secundarios esta asociada a la diferenciacion
morfolégica (Harir et al., 2018). Dado que la germinacidén de una espora ocurre en
respuesta a nutrientes solubles, el crecimiento micelial rapido y temprano explota
los nutrientes solubles. Solo cuando estos nutrientes se han agotado, se exportan
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enzimas para la degradacion de nutrientes insolubles. En este momento, a medida
que los nutrientes facilmente asimilables comienzan a agotarse, se forma el micelio
aéreo a partir de la lisis parcial del micelio vegetativo. Tiene sentido que los
antibidticos se secreten al mismo tiempo, para proteger los materiales vegetales
solubilizados contra otros microorganismos que podrian avanzar hacia adentro y
competir con el micelio. Esto podria incluso considerarse como una estrategia de
emboscada, en la que los posibles predadores que buscan nutrientes constituyen
una nutricién potencial adicional: una nocion llamada "atraccion fatal", (Chater,
2006; Barka et al., 2016; Harir et al., 2018).

Por lo que, la privacién de nutrientes y el consiguiente cese del crecimiento son los
principales desencadenantes del inicio de la produccion de antibidticos (Barka et al.,
2016).

Los antibidticos producidos por el género Streptomyces se agrupan de acuerdo con
sus caracteristicas de estructura quimica en ansamisinas, macrolidos,
aminoglucodsidos, tetraciclinas, antraciclinas y B-lactamicos (Harir et al., 2018). Las
vias implicadas en la produccién de metabolitos secundarios son: la via peptidica,
la via de la policétido sintasa (PKS), la via de la policétido sintasa no ribosémica
(NRPS), la via hibrida (sintética de policétidos no ribosémicos), la via del shikimato,
la via sintética de B-lactamas y la via de los carbohidratos (Harir et al., 2018).

En medicina, agricultura y biorremediacion los Streptomyces tienen numerosos
beneficios potenciales claros, como fuentes de nuevos antibiéticos, antifungicos,
agentes anticancerigenos y otros metabolitos secundarios que podrian usarse en
medicina o para mejorar el crecimiento de las plantas y la resistencia a las
enfermedades (Chater, 2006; Devi et al., 2023; Choudoir et al., 2019).

Por lo tanto, en este estudio se pretende evaluar si los actinomicetos aislados de
suelos agricolas tratados con glifosato son capaces de producir metabolitos
secundarios con actividad antibacteriana contra los dos fitopatdgenos de
importancia agricola y econdmica, P. carotovorumy P. syringae.
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VI. HIPOTESIS

Las cepas del género Streptomyces aisladas a partir de suelos contaminados por el
herbicida glifosato, producen metabolitos bioactivos capaces de inhibir el
crecimiento de las bacterias fitopatogenas Pectobacterium carotovorum vy
Pseudomonas syringae.
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VIl. MATERIAL Y METODOS

El proyecto se realizé en 6 etapas que se describen en la Figura 6:

1. Reactivacion de cepas conservadas en criogenia.

2. Preseleccion de cepas con actividad antibacteriana.

3. Evaluacion de la produccion de los compuestos antibacterianos por el método
de fermentacién liquida.

4. Caracterizacion:
a) Actividad bioldgica: cinética de produccion de metabolitos antimicrobianos.
b) Fisica: Efecto de la Temperatura
c) Quimica: Cromatografia de capa fina (TLC), barrido espectral y

espectrometria de masas.
5. ldentificacion molecular y analisis filogenético.
6. Analisis estadistico.
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Figura 6. Disefio experimental para el desarrollo del proyecto de investigacion.

REACTIVACION DE ESTREPTOMICETOS CONSERVADOS EN CONGELACION

Para la busqueda de cepas con actividad antimicrobiana, se tomaron las esporas
de 35 cepas de bacterias del banco de Germoplasma del Centro de Investigacion y
Asistencia en Tecnologia del Estado de Jalisco (CIATEJ), conservadas a -20 °C en
glicerol 20% (p/v). Estas cepas fueron seleccionadas porque previamente habian
demostrado ser capaces de tolerar diferentes concentraciones de glifosato, que son
concentraciones empleadas en los campos agricolas.

El primer paso realizado consisti6 en descongelar las esporas a temperatura
ambiente (25°C) y en condiciones de esterilidad, dispersar 10 pl de esporas por
estria cruzada en cajas Petri con medio agar ISP 2 (Proyecto Internacional de
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Streptomyces 2) y medio agar ISP 3 (Proyecto Internacional de Streptomyces 3).
Finalmente, las cajas Petri se incubaron a 29 °C por 7 — 14 dias. Se corrobor6 con
la morfologia macroscépica y microscépica de las cepas viables que correspondian
al género Streptomyces.

Posteriormente, para conservar las esporas de las cepas de los estreptomicetos
reactivados se agregd 1 ml de dH20 estéril a la placa Petri con la cepa esporulando
y con la ayuda de un asa Digralsky se removieron las esporas. La suspension de
esporas se recupero en un microtubo y se agrego glicerol estéril para alcanzar el
15% de concentracion final. Los tubos se guardaron en congelacion a -22°C hasta
su uso. Todo el procedimiento se realizé en condiciones de esterilidad.

1. RESELECCION DE ESTREPTOMICETOS CON ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA MEDIANTE EL METODO DE DIFUSION

Para evaluar la actividad antagonica de las bacterias Streptomyces, se inocularon
100 pl de las suspensiones bacterianas de Pectobacterium carotovorum (Pc) y
Pseudomonas syringae (Ps) con una turbidez de 0.5 en la escala McFarland,
preparadas a partir de cultivos de 18-24 horas creciendo en medio agar nutritivo
(AN) y King B (AKB), respectivamente.

Posteriormente, a partir de cultivos de Streptomyces mantenidos en crecimiento en
medio IPS 2 por 7 dias, se prepararon discos de agar de 9 mm de diametro tomados
alrededor de las colonias y se colocaron cuidadosamente sobre las cajas Petri
preparadas como se describid previamente. Finalmente, las cajas Petri se
mantuvieron a 29°C por 24 horas para observar el desarrollo de halos de inhibicion
del crecimiento bacteriano, que fueron medidas con un vernier digital. Todos los
experimentos se realizaron por triplicado. El procedimiento realizado se observa en
la Figura 7.
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Cultivo de 18 cepas de actinomicetos
tolerantes a glifosato en ISP-3

Pseudomonas syringae
Incubar a 29°C por 24 h.

Figura 7. Inhibicién del crecimiento bacteriano mediante el método de difusién en disco de agar.
Cada disco de agar se tomé de una placa Petri con un cultivo en crecimiento de las cepas de
Streptomyces y se transfirieron a una placa Petri inoculada con las bacterias Pectobacterium
carotovotum y Pseudomonas syringae. Creado en https://BioRender.com

Se calculd el porcentaje de inhibicidn relativo con la Formula 1, el cual sirvié para
seleccionar a la cepa productora de metabolitos bioactivos:

Formula 1. Porcentaje de inhibicidn (PI) relativo.

PI(%) = (M

DI )*100

Donde:
DI: Diametro del halo de inhibicion (mm)
Dd: Diametro del del disco de agar (mm)
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2.1. EFECTO DEL MEDIO DE CULTIVO SOBRE LA PRODUCCION
DE LOS METABOLITOS CON ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Se anadieron 80 ul de la suspension de esporas de Streptomyces sp. cepa G63 a
matraces Erlenmeyer de 250 ml que contenian en su interior un resorte de acero
inoxidable y 30 ml de los siguientes medios de cultivo: caldo nutritivo (CN), caldo
papa dextrosa (PDB), medio liquido ISP2 y medio liquido ISP3. Posteriormente, los
matraces se mantuvieron en agitacion a 150 rpm/29°C por 7 dias.

Después del periodo de incubacion, los cultivos se transfirieron a tubos Falcon
estériles y se centrifugaron a 6000 rpm/ 4°C por 10 minutos para separar las células.
Finalmente, los sobrenadantes se colectaron y transfirieron a tubos Falcén estériles
para obtener extractos libres de células (EBs).

El procedimiento experimental se observa en la Figura 8.
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Figura 8. Proceso de fermentacion liquida y obtencion de extractos liquidos. Creado en
https://BioRender.com
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2. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LOS EBs CONTRA
Pectobacterium carotovorumY Pseudomaonas syringae

Los sobrenadantes libres de células previamente obtenidos se emplearon para
evaluar la actividad antibacteriana y determinar el medio de cultivo con la mayor
produccion de los compuestos con actividad antibacteriana. Las placas Petri
inoculadas con las bacterias se prepararon como se describié previamente, una vez
que se absorbid la suspension de bacterias se realizaron pozos de 9 mm de
diametro. En cada pozo se afadieron 50 pl de cada EB y se incubaron a 29°C por
24 horas. El ensayo para la inhibicion de cada fitopatégeno se realizé por triplicado.
El procedimiento experimental se realizé de acuerdo con lo mostrado en la Figura
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Figura 9. Ensayo de inhibicién de los extractos de la cepa contra Pectobacterium carotovotum y
Pseudomonas syringae. Creado en https://BioRender.com

Los halos de inhibicion generadas se midieron con un Vernier digital y se calculé el
porcentaje de inhibicidn relativo con la formula 1.
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3. CARACTERIZACION DEL EB PRODUCIDO POR Streptomyces
sp G63

CINETICA DE PRODUCCION DE METABOLITOS
BIOACTIVOS DE Streptomyces sp. G63

Para examinar la fase de crecimiento en la que comienza la produccién de
metabolitos secundarios inhibidores de bacterias, se realizé una curva de
crecimiento que correlacioné el tiempo del cultivo en relacion con la formacién del
halo de inhibicion con cada bacteria fitopatogena

En dos matraces Erlenmeyer con 30 ml de medio de cultivo liquido ISP3 se
inocularon 80 ul de esporas de la cepa Streptomyces sp. G63, manteniendo un
matraz con medio de cultivo estéril como control. Los matraces se incubaron en un
agitador orbital a 150 rpm/ 29°C durante 7 dias, recolectando muestras de 1.5 ml a
diferentes tiempos. Cada muestra fue centrifugada a 13 000 rpm/ 4°C por 10
minutos, seguida de esterilizacion usando filtros estériles de 0.22 um. De manera
paralela, se caracterizaron los sobrenadantes (SN) mediante un barrido espectral
en un espectrofotometro UV-Vis en un intervalo de longitudes de onda de 200 nm a
800 nm.
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Figura 10. Evaluacion del efecto de la temperatura sobre la actividad antibacteriana. Creado en
https://BioRender.com

El ensayo de cinética de produccion de metabolitos se realizé por duplicado y con
cada sobrenadante obtenido se determiné el Pl de cada bacteria fitopatégena por
triplicado mediante la técnica de difusién en pozos como se describié previamente
(Figura 10). El porcentaje de inhibicién se calcul6é de acuerdo con la formula 1.
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EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA ESTABILIDAD
DEL EXTRACTO LIBRE DE CELULAS (EB)

Se evalud el efecto de temperaturas altas sobre la actividad inhibitoria del extracto
libre de células (EB) para lo cual se empled el extracto obtenido del medio ISP 3 en
alicuotas depositadas en microtubos de 1.5 ml. Estos tubos se sumergieron en un
bafo de agua a 90°C exponiéndolos a diferentes tiempos: 0, 3, 5 y 10 minutos. El
efecto de la temperatura sobre la actividad inhibitoria del EB se determiné mediante
experimentos de difusion en placa Petri con ambas bacterias patogenas. El
experimento se realizo por triplicado.

CARACTERIZACION QUIMICA

a) CARACTERIZACION DEL EB MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE
MASAS
La caracterizacion por espectrometria de masas permite conocer el patron de
fragmentacién de una estructura quimica para su correspondiente analisis e
interpretacion. En este proyecto se utilizé con la finalidad de identificar compuestos
quimicos que inhiban el crecimiento bacteriano de los fitopatégenos.

Las condiciones que se aplicaron para el analisis son la energia de ionizacion de
70eV y una temperatura de 220 °C para la correcta sublimacién de los compuestos
ionizables.

Una vez que se obtuvieron los espectros de masas de los productos de
fermentacién liquida que presentaron mayor porcentaje de inhibicién contra ambos
fitopatdogenos, se realiz6 un analisis comparativo con los correspondientes
resultados espectrométricos del medio de cultivo liquido estéril y sin inéculo de
Streptomyces y un compuesto de referencia que es la solucién de estreptomicina
10 pg/ul de SigmaAldrich ®.

Es necesario destacar que esta es una técnica de analisis instrumental destructiva,
ya que tienen lugar procesos fisicos y quimicos originados por el bombardeo de
atomos, por lo que la muestra utilizada no se recuperd. Sin embargo, es crucial
resaltar que se ocupan para el analisis de masas cantidades muy pequenas de
muestra (1mg).

En el espectro de masas, la presencia e intensidad de las sefiales de determinados
iones es funcion de la estructura quimica del compuesto en cuestién. Los iones son
identificables a partir de su masa y abundancia isotopica. Con esta informacion es
posible conocer, definir y concluir las posibles estructuras quimicas responsables
de la actividad antimicrobiana de los extractos o cultivos trabajados.
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4. IDENTIFICACION MOLECULAR Y ANALISIS FILOGENETICO
a) PURIFICACION DE DNA

Se inocularon 3 ml de medio caldo ISP1 con 30 ul de esporas de la cepa G63,
manteniéndola a 150 rpm/29°C por 72 horas. Las células en crecimiento se
centrifugaron a 4700 rpm/4° por 10 minutos. El botdn de células se resuspendié con
1 ml de tampdn Tris-EDTA 10 mM:10mM en un vortex y enseguida se repitio el
procedimiento para quitar el exceso de medio de cultivo. Las células se
resuspendieron en 300 pl de lisozima (1 mg/ml) dejando incubar a 37°C/ hasta 20
minutos y posteriormente se centrifugaron las células a 13 000 rpm/ 2 minutos. La
lisis celular y la purificacion de ADN gendmico se concluyé utilizando el GenElute
BacterialGenomic DNA kit (SigmaAldrich®) y el DNA gendmico purificado se
conservo en congelacion a -18°C hasta su uso (Figura 12).
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Figura 11. Protocolo de extraccion de DNA gendmico de bacterias Streptomyces tolerantes al
herbicida glifosato. Creado en https://BioRender.com
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b) IDENTIFICACION MOLECULAR DE G63 MEDIANTE LA
AMPLIFICACION DEL GEN RIBOSOMAL rRNA 16S.

La identidad del aislado se determiné mediante el analisis de la secuencia parcial
del gen ARNr 16S. Para la amplificacion del gen 16S las condiciones de PCR se
implementaron utilizando la Platinum Tag DNA polimerasa y los oligonucleotidos
fD1 (5' CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3') y rD1 (5
CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC 3') (Weisburg et al., 1991). El
fragmento amplificado se verifico directamente mediante la determinacion de la
secuencia de nucleotidos de ambas cadenas en Macrogen (Seul, Corea). Las
secuencias se ensamblaron y recortaron utilizando CLC Main Workbench v.6
(QIAGEN®). Las secuencias obtenidas se analizaron por homologia con el
programa BLASTN Suite contra la base de datos Nucleotide de secuencias de ARNr
16S (bacterias y arqueas) del National Center for Biotechnology Information, NCBI,
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Se seleccionaron las secuencias con un porcentaje
de homologia entre 94 y 98 % y se realizé un alineamiento multiple de secuencias
con ClustalQ (v.2.1), configurado para la maxima precision. Tras el alineamiento, se
eliminaron las regiones ambiguas con Gblocks (v.0.91b). El analisis filogenético se
realizd en Phylogeny.fr (http://www.phylogeny.fr). El arbol filogenético se
reconstruyd con el programa MEGA version 12 (Kumar S, Stecher G, Suleski M,
Sanderford M, Sharma S, and Tamura K 2024).

5. ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron las pruebas estadisticas utilizando el software libre Past4.03, donde
se utilizé la prueba ANOVA de una via para analizar las diferencias en la inhibicién
bacteriana entre diferentes tratamientos contra fitopatégenos, asumiendo
normalidad en los datos. Y para evaluar la variacién en la produccion de metabolitos
bioactivos a lo largo del tiempo, se aplico la prueba ANOVA de medidas repetidas,
bajo los supuestos de normalidad y homogeneidad de variaciones a lo largo del
tiempo, para determinar si existen cambios significativos en la produccion del
metabolito con respecto al tiempo.

31 | Pagina



VIII. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En la agricultura las comunidades del suelo estan expuestas a mezclas complejas
de contaminantes quimicos, y sus interacciones y efectos acumulativos en las redes
ecologicas del suelo si bien son muy estudiados, aun son poco conocidos. Por lo
tanto, es indispensable buscar alternativas sostenibles a base de microorganismos
que toleren las condiciones estresantes a las que se enfrentan. Usar los metabolitos
de microorganismos funcionales de accién rapida podria ayudar a limitar los efectos
invasivos de la manipulacion del microbioma como el desequilibrio de la
homeostasis microbiana que posteriormente podria alterar el equilibrio ecologico.

Los patdégenos vegetales como Pectobacterium carotovorum y Pseudomonas
syringae, son parte de los patdgenos bacterianos oportunistas que afectan
actualmente a los cultivos agricolas causando la enfermedad de la podredumbre
blanda y el tizén bacteriano respectivamente (Miller et al., 2022). Estas bacterias
dependen de la capacidad de entrada, superacion de la respuesta del hospedador
y efectuar la enfermedad para infectar a las plantas.

Las bacterias Streptomyces son especies ubicuas en el suelo que utilizan su
maquinaria metabdlica para funciones como maximizar la absorcién de nutrientes
hasta la produccion de compuestos que ayudan a la asociacion con plantas en
forma de promocién de su crecimiento y la supresién de enfermedades segun los
estudios de Khan et al. (2023) y Shepherdson et al. (2022).

1. REACTIVACION DE LAS CEPAS DE Streptomyces
TOLERANTES A GLIFOSATO

La presencia de glifosato y herbicidas a base de glifosato en diversos entornos como
el suelo, el agua y las aguas residuales, donde las concentraciones de antibioticos
son tipicamente bajas, puede aumentar la presion selectiva donde se inhiben las
bacterias sensibles a glifosato y a antibidticos y solo sobreviven y proliferan las
cepas tolerantes (Zerrouki et al., 2024)

En este sentido, la funcion principal de las esporas de Streptomyces es
salvaguardar la informacién genética durante condiciones desfavorables y, en
consecuencia, difundirla en nuevos nichos (Bobek et al., 2017).

Las esporas tomadas de 30 cepas de actinomicetos del banco Germoplasma del
CIATEJ fueron obtenidas del muestreo en un campo con estrés abidtico inducido
por la aplicacion recurrente de glifosato, de las cuales se obtuvieron un total de 18
cepas viables después de 14 dias en crecimiento en agar medio ISP-3 (Cuadro 2),
que fueron clasificadas como Streptomyces sp. debido a su morfologia
macroscopica con la presencia de pseudomicelio y microscépica con el hallazgo de
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estructuras de micelio con pseudohifas delgadas enredadas, dando una apariencia
peluda.

Cuadro 2. Crecimiento y seleccion de las cepas tolerantes a diferentes concentraciones de glifosato,
el simbolo (+) cepa indica que la cepa fue viable, y el simbolo (-) cepa inviable indica que no lo fue.

Cepa Viabilidad Cepa Viabilidad Cepa Viabilida
d
G14 + G46 + G56 +
G26 - G47 - G59 +
G27 + G438 - G61 -
G29 + G49 + G62
G40 - G50 - G63 +
G41 + G51 + G64 -
G42 - G52 - G65 +
G43 + G53 + G67 -
G44 + G54 - G70 +
G45 + G55 - G71

2. BUSQUEDA DE CEPAS PRODUCTORAS DE METABOLITOS
ANTIBACTERIANGS

Las cepas viables de Streptomyces sp., inhibieron el crecimiento de los patégenos
vegetales, Pectobacterium carotovorum (Pc) y Pseudomonas syringae (Ps). El
analisis estadistico ANOVA de un factor con p=0.05 concluy6 que hay diferencias
significativas en los diferentes tratamientos. Se reveld a quince de los aislamientos
de las cepas de Streptomyces sp. que producen metabolitos antimicrobianos
efectivos en la inhibicién del crecimiento de Pc, siendo la cepa G27, G49, G53, G59
y G63 las que generaron un porcentaje de inhibicion mayor que el resto,
73.61,73.26, 72.82, 72.97 y 75.42 % respectivamente (figura 13). En la figura 14,
cinco cepas inhibieron el crecimiento de Ps, las cepas G45, G46 y G56 inhibieron a
ambos patdégenos en un porcentaje menor al 45%, la cepa G29 inhibié a ambos
patdgenos en proporcion desigual, >65% contra Pc y >45% contra Ps. Por otro lado
la cepa G63 presento el porcentaje de inhibicidn mas destacable con 81.8% contra
Ps. Como resultado y teniendo en cuenta como criterios de seleccién el mayor
porcentaje de inhibicidén (Pl) y la inhibicion del crecimiento bacteriano para ambos
fitopatdgenos vegetales, se selecciond a la cepa de Streptomices sp. G63 para las
evaluaciones posteriores.
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Figura 12. Inhibicion del crecimiento de Pectobaterium carotovorum por Streptomyces spp. a)
Formacion de halos de inhibicién mediante discos de agar con micelio de las diferentes cepas de
Streptomyces viables. b) Porcentaje de Inhibicion de cada cepa de Streptomyces sp. El ANOVA a
p= 0.05 muestra diferencias estadisticas significativas.
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Figura 13. Inhibicion del crecimiento de Pseudomonas syringae, por Streptomyces sp., a) Formacion
de halos de inhibicion mediante discos de agar con micelio de las diferentes cepas de Streptomyces
viable, b) Porcentaje de inhibicion de cada cepa de Streptomyces sp. EIl ANOVA a p=0.05 muestra
diferencias estadisticamente significativas.

Los metabolitos producidos por la cepa G63 en medio ISP-3 se compararon con
antibidticos de uso comun en agricultura contra patdégenos vegetales (gentamicina
10 mg/ml y estreptomicina 20 mg/ml) como referencia a la inhibicion del crecimiento
de los fitopatégenos de interés, figura 15 y 16. Los metabolitos de la cepa G63
mostraron un mayor porcentaje de inhibicién (X =70.94%) contra Pectobacterium
carotovorum que los tres antibiéticos de referencia (amikacina 67.17%, gentamicina
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68.48% y estreptomicina 66.41%). Sin embargo, el antibidtico de referencia
amikacina (30 mg/ml) generd porcentajes de inhibicidon superiores contra
Pseudomonas syringae (X=76.06%), este antibiotico semisintético no es utilizado en
la agricultura y su uso solo esta indicado para infecciones en humanos graves, es
decir, contra bacterias farmacorresistentes, por lo que su introduccién en agricultura
podria desencadenar la aparicion de genes de resistencia transferibles a través de
la cadena alimentaria. Por otro lado, la concentracion usada de los antibidticos de
referencia es mayor a la usada en promedio en agricultura: estreptomicina 0.96 g/L
(ANASAC, n.d.) y gentamicina 0.46 g/L (SummitAgro, n.d.), ya que la concentracion
depende del cultivo y el microorganismo al que va dirigido.
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Figura 14. Tratamiento de Pseudomonas syringae con antibiéticos conocidos y el extracto G63. A)
Halos de inhibicién generados en cada uno de los tratamientos, b) Distribucion de los porcentajes de
inhibicién (%) producidos por cada tratamiento. El estadistico ANOVA de un factor a p=0.05 muestra
diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 15. Tratamiento de Pectobacterium carotovorum con antibiéticos conocidos y el extracto G63.
A) Halos de inhibicion generados en cada uno de los tratamientos, b) Distribucion de los porcentajes
de inhibicion (%) producidos por cada tratamiento. El estadistico ANOVA de un factor a p=0.05
muestra diferencias estadisticamente significativas.

3. EFECTO DEL MEDIO DE CULTIVO EN LA PRODUCCION DE
METABOLITOS ACTIVOS DE LA CEPA G633

En el ensayo se determiné que el medio de cultivo ISP-3 es en el que se favorece
la produccién de metabolitos secundarios por parte de la cepa de Streptomyces sp.
G63 contra las bacterias fitopatdgenas de interés, ya que se obtuvieron mayores Pl
en el tratamiento contra ambos fitopatogenos, 71.18% P. syringae y 76.52% P.
carotovorum. En la figura 17, se destaca que la cepa G63 produce metabolitos
bioactivos que inhiben el crecimiento bacteriano de Ps en todos los medios de
cultivo probados, sin embargo, los mayores porcentajes de inhibicién fueron
generados por el crecimiento de la cepa en el medio ISP-2 e ISP-3 (68.93% y
71.18% respectivamente). Por otro lado, la figura 18 muestra que los medios de
cultivo PDA, ISP-2 e ISP-3 son adecuados para la producciéon de metabolitos
bioactivos contra el Pc.
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Figura 16. Los metabolitos de Streptomyces sp G63 difundidos en los medios de cultivo, agar
nutritivo, papa- dextrosa, ISP-2 e ISP-3 fueron los tratamientos contra el fitopatdgeno P. syringae. El
estadistico ANOVA de un factor, con p=0.05 demuestra que hay una diferencia significativa en la
inhibicién con los diferentes tratamientos y el grafico muestra que los medios de cultivo ISP-2 e ISP-
3 son los que favorecen en mayor medida la produccion de metabolitos bioactivos contra P. syringae.
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Figura 17. Los metabolitos de Streptomyces G63 difundidos en los medios de cultivo, agar nutritivo,
papa- dextrosa, ISP-2 e ISP-3 fueron los tratamientos contra el fitopatdgeno P. carotovorum. El
estadistico ANOVA de un factor con p=0.05 demuestra que hay una diferencia significativa en la
inhibicién con los diferentes tratamientos. El grafico muestra que el medio de cultivo ISP-2 e ISP-3
son los que favorecen en mayor medida la produccion de metabolitos bioactivos contra P.
carotovorum.
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En la figura 19, se presenta en A) dos productos de fermentacidn que contienen
metabolitos que inhiben el crecimiento de P. carotovotum, ISP-2 con un Pl de
60.72% e ISP-3 con 78.53%, y en B) se muestra solo el producto de fermentacién
en medio liquido ISP-3 con un Pl de 70.75%, es eficaz en el tratamiento contra P.
syringae. Por lo tanto, se determiné la eficiencia del producto de fermentacion de
Streptomyces sp. G63 en medio liquido ISP-3, favoreciendo la produccion y difusiéon
de metabolitos secundarios bioactivos al ambiente acuoso para ser usado contra
los fitopatdgenos de interés.

Figura 18. Evaluacién de los productos de fermentacion liquida de la cepa de Streptomyces sp. G63
en cuatro diferentes medios de cultivo liquido. A) corresponde a la inhibicién del crecimiento de
Pectobacterium carotovorum, y en B) la inhibicién del crecimiento de Pseudomonas syringae.

En el cuadro 3 se resumen los resultados de la seleccion del medio adecuado para
la produccion de metabolitos secundarios bioactivos producidos por Streptomyces
sp. G63 contra los fitopatdégenos de estudio (figura 12-18), donde se observa que
la produccién de metabolitos bioactivos es dependiente del medio de cultivo, lo que
afecta su espectro de accion y la efectividad contra los fitopatégenos.

En agar nutritivo (AN) se producen compuestos antimicrobianos contra Ps, pero no
contra Pc. En agar papa-dextrosa se producen compuestos contra Pc
mayoritariamente. En agar ISP-2 se generan compuestos que inhiben de manera
similar a ambos patégenos vegetales. Destacando que los compuestos producidos
en los medios de cultivo anteriores no se producen o no son estables en medio
liquido, limitando la observacion de un efecto bioldgico.

Agregando a lo anterior, el medio ISP-3 resulto ser mas efectivo para la produccion
de metabolitos bioactivos sin alterar su respuesta contra ambos fitopatégenos en
condiciones de cultivo solido y liquido.
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Cuadro 3. Evaluacion de los compuestos de Streptomyces sp. G63 que se difunden al medio ISP-3
con respecto a antibiéticos de referencia.

Porcentaje de inhibicién (%)
Nombre de los
fitopatégenos AN| PDA| ISP2| 1ISP3| CN| PDB| CISP-2| CISP-3| AMK| GEN| STP
Pectobacterium
carolovorum -| 62.94] 74.03| 76.52 - -| 60.73| 78.54|67.27|68.48| 66.41
Pseudomonas
syringae 19.73| 26.05| 68.93] 71.19 - - -| 70.76| 76.06| 62.88| 73.80

AMK= amikacina, GEN= gentamicina, STP= estreptomicina
(-)=sin actividad, C]: lainhibicion de la muestra excede al del antibicticos de referencia, D = lainhibicion de la
muestra es similar a la de los antibi6ticos de referencia

Es importante destacar que la fuente de carbono en el medio de cultivo representa
una sefal reguladora que activa o reprime las vias de biosintesis de antibioticos, asi
como en qué medida se hace. La evidencia reporta que en primer lugar la glucosa,
seguida del glicerol (figura 20), como fuente de carbono es priorizada para el
metabolismo primario y reprime la produccion de antibidticos induciendo el
mecanismo de “represion catabdlica por carbono”, (CCR, por sus siglas en inglés)
(Sanchez et al., 2010; Barka et al., 2016). De este modo el medio de cultivo nutritivo,
papa-dextrosa e ISP-2 simulan un ambiente rico en nutrientes solubles que contiene
como fuente de carbono a la dextrosa (glucosa), la cual induce la CCR y a medida
que se agotan los nutrientes activan la via de sefializacion de la N-acetilglucosamina
(GlcNAc) derivada de la pared celular como sefal de estrés nutricional y da lugar al
inicio del metabolismo secundario, en particular, para la produccion de antibidticos.
Por lo que a pesar de que la glucosa reprime la biosintesis de antibiéticos, a medida
que se agota, el estreptomiceto utiliza los recursos disponibles para generar una
respuesta de defensa ante el posible ataque de otros microorganismos.

OH OH

HO HO OH

2 = OH

Figura 19. Estructuras quimicas de a) dextrosa y b) glicerol.

Por otro lado, se ha descrito que las fuentes de carbono complejas favorecen el
crecimiento sostenido y el inicio del metabolismo secundario, debido a su
metabolismo quimioheterétrofo que permite hidrolizar polisacaridos complejos y
macromoléculas naturales (Barka et al., 2016).
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El medio ISP-3 se compone de avena y de acuerdo con los componentes
nutricionales de la avena, cuadro 4, el mayor componente nutricional proviene de
los carbohidratos aportados por el almidén, que mediante el tratamiento térmico por
hervido para la solubilizacion del agar y la esterilizacidn por vapor a alta temperatura
(autoclave) del medio de cultivo tanto sélido como liquido, rompe los granulos de
avena y aumenta la capacidad de union y absorcion de agua, lo cual modifica las
cadenas moleculares del almiddén, haciendo que las cadenas cortas de amilosa
(figura 21) proliferen en una estructura mas organizada mejorando la gelatinizacion
y la susceptibilidad a la hidrolisis enzimatica (Rostamabadi et al., 2022). Por lo tanto,
el tratamiento hidrotérmico de la avena es necesario para la conversién de
nutrientes necesarios para el desarrollo de Streptomyces sp. G63 por enzimas, por
ejemplo, amilasas, proteasas, lipasas, etc (Jangra et al., 2025).

OH OH OH

OH OH OH
OH n
OH OH OH

Figura 20. Estructura quimica de las cadenas de amilosa.

Cuadro 4. Componentes nutricionales de la avena en peso seco. Recuperado de Rasane et al.
(2013).

Componente de la Disponibilidad en la avena

avena
Almidén 60%
Proteinas Total: 11-17%
80% globulinas
15% prolaminas
5-6% glutelinas
1-12% albumina
Lipidos 5-9%
Fibra dietética 2.3-8.5% B-glucano
Fitoquimicos a  -tocotrienoles 'y a-
tocoferoles
Minerales traza 0.54% calcio
0.047% hierro
Vitaminas 0.001% riboflavina
0.032% niacina
0.001% triptéfano
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Dicho de otra manera, la avena no contiene glucosa libre, sino que ésta se
encuentra en forma amilosa, asi como en forma de betaglucanos ($-glucanos) que
son moléculas de glucosa unidas por enlaces glucosidicos (12> 3) y (12> 4),
principalmente enlaces (1> 4) y son reconocidos por ser fibras solubles, figura 21,
que aportan una fuente de carbono adecuada para las bacterias, los prebidticos
(None Vaishnavi & None Mamta, 2024). Cabe destacar que la proteina de la avena
tiene un perfil rico en ciertos aminoacidos esenciales como la glutamina, la lisina y
la treonina, y es mas baja en prolina en comparacion con otros granos de cereales.

HO

p-1.3 B-1,4

Figura 21. Estructura quimica de los betaglucanos, donde se destaca la naturaleza de los enlaces
glucosidicos.

Ademas, se genera un efecto sinérgico contra los patdgenos vegetales dado por los
compuestos bioactivos producto de la fermentacién y compuestos organicos

volatiles (VOC, por sus siglas en inglés) producidos por la cepa G63, que son
moléculas que forman parte del quorum sensing, asi como antibiéticos y fungicidas.

4. CARACTERIZACION

4.1. RESULTADOS DE LA ACUMULACION DE COMPUESTOS
BIOACTIVOS VS TIEMPO Y BARRIDO ESPECTRAL

Tras realizar la cinética de produccion de metabolitos se confirmé que los
antibiodticos se producen durante la fase tardia del crecimiento (Alam et al., 2022) a
través de diferentes pasos de diversas vias enzimaticas.

Se determiné que existe una diferencia significativa en la producciéon de metabolitos
secundarios con actividad inhibitoria, siendo entre las 24 y 40 horas de fermentacién
cuando da comienzo la produccién de metabolitos secundarios bioactivos contra los
fitopatdogenos de interés (ANOVA de medias repetidas p=0.05).
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Simultaneamente, en la cinética de produccion de metabolitos secundarios se
encontré que en los tiempos correspondientes al inicio y término del metabolismo
secundario se establecen picos maximos con longitud de onda de 335 a 344 nm.
Considerando una distribucion normal y al realizar el estadistico ANOVA de un
factor con p=0.05 se demuestra que hay una diferencia significativa en la produccion
de metabolitos secundarios del matraz A y el matraz B, pudiendo asi demostrar que
a las 94 horas de incubacion se obtiene la longitud maxima de absorcion,
correlacionado con una produccion maxima de metabolitos antimicrobianos. Los
datos se resumen en el cuadro 5.

Cuadro 5. Evaluacién de la produccion de metabolitos secundarios bioactivos contra P. carotovorum
y P. syringae.

Porcentaje de inhibicion (%)

Tle(:;po Pectobacterium Pseud'omonas (2‘0:2: ;g Tr:)
carotovorum syringae
C () 0 0 220
16 0 0 229
24 0 0 306
40 81.40097 66.96098 335
48 82.46965 69.13375 338
64 82.85572 71.40876 340
88 83.36407 72.44589 343
94 83.51238 73.3615 344
160 82.81908 71.23073 343
168 83.11905 71.14445 341

A medida que los componentes funcionales de la avena son consumidos por el
estreptomiceto, entre las 24 y 40 horas tras el inicio de la fermentacion sumergida,
da inicio el metabolismo secundario que genera compuestos que no son necesarios
para el desarrollo y multiplicacién, pero les proporcionan una ventaja competitiva en
comparacion con otros microorganismos, debido principalmente a que estos
metabolitos ayudan en su proteccion y limitan la competencia por nutrientes,
ademas de que les permiten la comunicacién activa (quorum sensing) con otras
especies (Alam et al., 2022).

En este sentido y a medida que se acumulan los compuestos bioactivos, el maximo
de actividad inhibitoria contra los fitopatdgenos se encuentra a las 94 horas tras el
inicio del crecimiento bacteriano, ademas de que mediante el analisis
espectrofotométrico de la mezcla de compuestos producidos por el metabolismo de
Streptomyces sp. G63 en un medio acuoso se reveld una banda de absorcion
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distintiva en la region cercana al UV-visible, con una longitud de onda maxima de
absorcion (4,,5,) de 344 nm.

Se infiere que el compuesto que aporta mayoritariamente a obtener la longitud de
absorcidon maxima de 344 nm se puede atribuir a compuestos con grupos quimicos
cromoforos como el acido indol-3-acético reportado como un promotor de
crecimiento vegetal (PCV) y ciertos antibioticos como las tetraciclinas producidos
por diferentes cepas de Streptomyces.

4.2. EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA ESTABILIDAD
DEL EB

Tras la evaluacion de la inhibicidon bacteriana contra los fitopatégenos de interés del
extracto obtenidos después del tratamiento térmico se determiné que los
metabolitos secundarios bioactivos mantienen su actividad inhibitoria, por lo que,
las especies quimicas con actividad antibacteriana son estables a temperatura de
90°C, véase figura 23.

Figura 22. El extracto obtenido tras la fermentacion liquida en medio ISP-3 se sometié a una
temperatura de 90°C durante 0, 2, 5y 10 minutos. Considerando una distribuciéon normal y al realizar
el estadistico ANOVA de un factor con p=0.05, A) no hay una diferencia significativa en la inhibicion
con los diferentes tratamientos contra Pc y B) demuestra que hay una diferencia significativa en la
inhibicién con los diferentes tratamientos contra Ps.

Las tasas de degradacién en matriz acuosa sugieren que a partir de los 100°C los
antibidticos tienden a degradarse en el siguiente orden: B-lactamicos = tetraciclinas
(mas termolabiles) > lincomicina > anfenicoles > sulfonamidas > oxfendazol >
levamisol (mas termoestable) basados en métodos de cromatografia liquida y
pruebas de actividad microbiolégica (Tian et al., 2017).
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Finalmente, al analizar la estabilidad térmica del extracto obtenido a 90°C, se revelo
que el extracto pierde efectividad contra P. syringae pero no contra P. carotovorum
después de la exposicion de mas de 5 minutos. Tal resultado sugiere que la
inhibicion contra P. syringae es resultado de la sinergia entre al menos dos
compuestos bioactivos, de los cuales uno no es termoestable a 90°C perdiendo su
estructura quimica y, por ende, su actividad inhibitoria.

4.3. ANALISIS DEL EXTRACTO BIOACTIVO MEDIANTE
ESPECTROMETRIA DE MASAS

4.3.1.ANALISIS POR IMPACTO ELECTRONICO

La estreptomicina se eligi6 como antibiético de referencia para este ensayo, ya que,
tras compararse con el extracto libre de células (EB) proveniente de una
fermentacién de 7 dias en medio ISP-3, demostré generar porcentajes de inhibicion
analogos a los de dicho extracto (cuadro 3).

La técnica de ionizacion de baja resolucién y el modo de ionizacién conocido como
impacto electrénico, IE, es utilizado para llevar a cabo la ionizacion y fragmentacion
de la muestra, permitiendo conocer los pesos moleculares de las especies idnicas
generadas.

El analisis instrumental por espectrometria de masas reveld la presencia de sefales
con relacion masa/carga (m/z) atribuibles a uno de los compuestos bioactivos en el
EB, que es la estreptomicina. La asignacién es soportada respecto al analisis
comparativo del patron de fragmentacion obtenido para la estreptomicina
SigmaAldrich ® (figura 24) y para el EB (figura 25), donde se presenta la misma
senal distintiva del fragmento iénico mas estable conocida como pico base con un
valor de 244 m/z, aunado a las senales de los fragmentos iénicos con m/z de 40,
64, 185 y 303, los cuales son caracteristicos del patron de fragmentacion de la
estreptomicina. Ademas, se logran observar fragmentos no identificables que se
registran con valores de m/z de 85, 144, 149,159, 257, 285 y 370. Estas sefiales
sugieren la presencia de otros compuestos presentes en la muestra, un analisis
instrumental cromatografico se propone para solventar la identificacion.
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Figura 23. EM-IE del antibidtico estreptomicina Sigma Aldrich. En el patron de fragmentacion (71,
134, 185, 244 y 303 m/z) se presenta como sefal distintiva el pico base con un valor de 244 m/z,
procedente de la fragmentacion de la molécula completa con formula condensada C21H39012N7.
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Figura 24. Patron de fragmentacion de las especies quimicas ionizables por el método de ionizacién
de impacto electrénico del extracto 4 (Espectro de masas-Impacto electrénico EM-IE). Se observa
el pico base en un valor de m/z de 244, que corresponde a la especie ionizada mas estable y
atribuible a una de las sefales mas significativas de la fragmentacion de estreptomicina. (Ademas
se observan las sefales complementarias de estreptomicina y sefiales de otros compuestos a
identificar, con valor de 40, 64, 85, 103, 104,145, 149, 159, 187, 303 y 370 m/z).

14.4. DENTIFICACION DE LA ESTREPTOMICINA COMO EL COMPUESTO
PRODUCIDO POR LA CEPA G63

Con la finalidad de interpretar los espectros de masas, se propuso una via de
fragmentacién para ubicar los posibles fragmentos idnicos con su férmula
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condensada y valor de m/z que se originan de la ionizacion de estreptomicina (figura
26) y del acido indol-3-acético (figura 26).

ESTREPTOMICINA
Formula molecular: C21H39N7012

miz: 581.5800 Formula molecular: CgH,;NzO,
- - miz: 245.2630
+ H
0 OH
NH, /ZHZ
o
% ;“ N NH
N NH 2
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e
HO NH OH N\ OH
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Ha NH2 Wiz
HoN HoN
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NH2
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CH
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Figura 25. Via de fragmentacion idnica propuesta para la molécula de estreptomicina que presenta
las especies quimicas energéticamente mas estables respecto al tiempo.

Por otro lado, en la figura 27 se presentan los fragmentos i6nicos con m/z de 130 y
44 que sugieren la presencia de acido indol-3-acético (AlIA) en el EB, segun el
registro espectral del National Institute of Standards and Technology (NIST) y el del
National Institute of Advanced Industrial Science and Technology (Japan).
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Figura 26. EM-IE del extracto 4 (EB). En el patrén de fragmentacién a medida que los compuestos
presentes en la muestra se subliman, se presenta como sefal distintiva el pico base con un valor de
244 m/z, procedente de la especie ionizada mas estable de la estreptomicina. Asi mismo se
presentan los fragmentos i6nicos con m/z de 130 y 44, sefales caracteristicas del acido indol-3-
acético (Indoleacetic Acid, 2025), y otros fragmentos ionicos a identificar, con valor de 97, 122, 208,
214, 257, 285 m/z.

La auxina conocida como acido indol-3-acético (AlA) es una fitohormona que influye
en la division celular, elongacion, diferenciacion y desarrollo del fruto, asi como en
la expansion de las paredes celulares de las raices de las plantas, afectando la
arquitectura de la raiz, la absorcion de nutrientes y la resistencia a varios estreses
abidticos como la sequia, la salinidad y la toxicidad de metales pesados, mejorando
la resiliencia de las plantas (Etesami & Glick, 2024). Se ha detectado AlIA en
diferentes cepas de Streptomyces sp. (Dias et al., 2017; Myo et al., 2019) que
promueven el crecimiento vegetal, acompafiados de VOC, mencionando la
importancia de las cepas de Streptomyces como elementos de la rizosfera,
formando la asociacion actinorriza.

Considerando que el medio de cultivo es adecuado para la sintesis de AIA ya que
contiene triptéfano, el cual es el aminoacido precursor de las vias mas comunes de
sintesis de AlA de acuerdo con Etesami and Glick (2024), y al observar la presencia
de mas de una especie quimica ionizable, se encontr6 el patron de fragmentacion
del AlA que se muestra en la figura 28. El patréon de fragmentacion indica que el
fragmento iénico mas estable corresponde a una m/z de 130 y su naturaleza
quimica que demuestra en la figura 29, dicho fragmento se encuentra en el espectro
de masas presentado en la figura 26.
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Figura 27. Patrén de fragmentacion producido por la técnica de espectrometria de masas con la
técnica de ionizacion electronica a 120°Cy 70 eV, del acido indol-3-acético. Los datos del "Integrated
Spectral Data Base System of Organic Compounds" se obtuvieron del National Institute of Advanced
Industrial Science and Technology (Japan) ID WMSNW9602 (87-51-4 Mass Spectrum | CAS
SciFinder, n.d.).
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Figura 28. Propuesta de la fragmentacion de la molécula de acido indol-3-acético tras el impacto
electréonico, donde la serie de fragmentaciones quimicamente mas favorecidas son presentadas
junto con su férmula quimica y relacion masa-carga (m/z).

Con la finalidad de enriquecer y complementar la informacion que respalda la
presencia de estreptomicina y anfotericina en las muestras analizadas por
espectrometria de masas (MS-EI), se realizd un analisis cromatografico de liquidos
en un equipo acoplado a masas (HPLC-QToF-MS) con la intencién de separar los
diversos compuestos presentes en las muestras obtenidas y lograr el espectro de
masas de las muestras de interés que a continuacion se describen.
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Los analisis realizados mostraron un cromatograma de iones totales generados que
se observa en el espectro de la figura 30 donde se tiene la presencia de alrededor
de 14 compuestos que se observan a diferentes tiempos de retencion. De la
coleccién de iones totales se realizé la extraccion del ion de interés, dando como
resultado el cromatograma mostrado en la figura 31, que presenta un cumulo de
sefales que son indicativo de la presencia del ion molecular de interés, por ello se
elige uno de los picos mas intensos para obtener el espectro de masas, figura 32,
que presenta la masa exacta del ion molecular correspondiente a estreptomicina
[M+H]* [C21H40N70O12]*, masa tedrica= 582.27349, masa experimental=582.2720.

x10 & + TIC Scan M114-r004.d

1.5 1

0___|MKJ'*«___._,_,-"J
1 2 3

N L N
]
'.‘Jl.'aJ,U,jL f__JL/ —
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 29. Cromatograma total de iones (TIC, por sus siglas en inglés) obtenido de la muestra que
contiene los productos de fermentacion.
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Figura 30. Cromatograma del ion extraido con masa de 582.2729, a partir del cromatograma total de
iones (TIC).
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Figura 31. Espectro de masas obtenido del pico mas intenso del cromatograma del ion extraido.

Del cromatograma total de iones (figura 30) se obtuvo el cromatograma del ion
extraido correspondiente a anfotericina (figura 33), del cual se eligié una de las
sefales mas intensas para generar el espectro de masas correspondiente (figura
34), el cual presenté la masa exacta del ion molecular correspondiente a anfotericina
[M+H]* [C47H73NO17]*, masa tedrica= 924.49568, masa experimental=924.4341.

x10 2 + EIC(924.4951) Scan M114-r004.d Smooth

1.5

0.5 |
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Figura 32. Cromatograma del ion con masa de 924.4951 correspondiente a la anfotericina B, extraido
del cromatograma total.
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Figura 33. Espectro de masas del ion molecular, m/z de 924.4341, correspondiente a la anfotericina.

En conclusidn, de los estudios realizados por espectrometria de masas y
cromatografia de liquidos acoplado a masas se evidencia la presencia de los
compuestos: estreptomicina, anfotericina B y acido indol-3-acético.

La asociacion de la produccion de estreptomicina y anfotericina B por la cepa de
Streptomyces sp. G63 es soportada por el analisis instrumental, sin embargo, es
probable que dentro del producto de fermentacidn se obtenga una estructura
quimica modificada y térmicamente estable de la estreptomicina, debido a que los
estudios avalan que el sulfato de estreptomicina comercial es estable a 37°C y a
partir de 65°C pierde el 50% de efectividad (Kassem, 2025). Por otro lado, se puede
inferir el efecto sinérgico de los antibidticos producidos por la cepa debido a que la
anfotericina B no sufre cambios quimicos ni pierde estabilidad en medio acuoso a
137 °C, sino que prevalece y a 447 °C se descompone completamente y se volatiliza
(Lubkowski et al., 1989).
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5. EXTRACCION DE ADN GENOMICO DE LAS CEPAS
REACTIVADAS

En total se obtuvieron 18 cepas de Streptomyces sp. viables, de las cuales se
extrajo satisfactoriamente DNA gendémico con el protocolo de extraccion modificado
del Plant/fungi DNA isolation kit descrito previamente, figura 34.

.. G14 G27 G29 G41 G4A3 G444 G455 Gas

by — — —

G51 G53 G56 G59 G62 G63 G65 G70

[ '—H~—--"—.'

-

Figura 34. Electroforesis de gDNA unido al tinte Sybr safe en gel de agarosa al 1.5%. Se extrajo
exitosamente gDNA de las 18 cepas viables seleccionadas inicialmente. Especialmente el gDNA de
la cepa de Streptomyces sp. G63 se obtuvo integro para el procesamiento siguiente.

A partir de la secuencia parcial del gen de ARNr 16S (~1430 nucleétidos) del aislado
de Streptomyces sp. G63 (figura 35), se recibieron y analizaron los datos en formato
de texto y PDF de la secuenciacion por el método de Sanger.
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Figura 35. Fragmento amplificado por PCR del gen ribosomal rRNA 16S de Streptomyces sp. G63
A) amplicon de aproximadamente 1430 pb, y B) marcador de peso molecular de 1kb.

Se determind el uso exclusivo de la secuencia ACT13_1100R.ab1 correspondiente
a la secuencia obtenida a partir del cebador reverse para realizar el analisis
filogenético. La decision se sustenta a partir de la evaluacién de la calidad de los
electroferogramas, donde en la figura 36 se observan picos mal espaciados, picos
dobles y con mala resolucién a través de todo el electroferograma. Por otro lado, la
figura 37 muestra que la secuencia obtenida a partir del cebador reverse contiene
considerablemente menos errores debido a que se muestran picos espaciados
uniformemente y se pueden eliminar manualmente los fragmentos iniciales y finales
en los que la resolucién no es buena.
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Figura 36. Electroferograma obtenido a partir del cebador forward. Se observan diferentes errores
en las senales que interfieren con la obtencién de una secuencia consenso.

54 | Pagina



Order No: HC01353822 File: ACT13_1100R.abl Run Ended: 2025/11/10 20:3:52 Signal G:179 A:184 C:452 T:216
Sample: ACT13_1100R Lane: 7 Base spacing: 16.07117 1036 bases in 12629 scans Page 1 of 2
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Figura 37. Electroferograma obtenido a partir de la secuencia dada por el cebador reverse. Se
observa que a partir del nucleétido 60 hasta el nucleétido 930 se obtiene una resolucion en los picos
de calidad para la obtencion de la secuencia nucleotidica del gen de ARNr 16S.

Por lo tanto, la secuencia parcial del gen de ARNr 16S aislada de la cepa G63 fue
refinada ACT13_1100R.ab1 y analizada por homologia en BLAST, donde mostr6
una similitud 98.03% con Streptomyces mangrovi strain HA11110 (NR_137262.1) y
de 97.78% con Streptomyces fenghuangensis strain GIMN4.003 (NR_117502.1),
con un porcentaje de gaps menor a 2%.
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Se seleccionaron arbitrariamente 18 secuencias de cepas con similitud a la
secuencia de ACT13_1100R.ab1 para el alineamiento en CLUSTAL OMEGA, que
requirié de convertir la secuencia ACT13_1100R.ab1 en su reverso complementario
en Sequence Manipulation Suite (Stothard P., 2000). La alineacion dio como
resultado la matriz de porcentaje de identidad mostrado en la figura 38, la cual
indica cual es la similitud entre cada secuencia analizada, entre las cuales la cepa
de interés tiene un porcentaje de identidad maximo de 98.39% con Streptomyces
mangrovi strain HA11110 (NR_137262.1) y minimo 89.13% con Streptomyces
abyssalis strain YIM M 10400 (NR_109175.1).

Matriz de Porcentaje de Identidad - creado por Clustal2.1

1: NR_@44534.1 100.88 98.31 96.67 94.97 96.24 96.47 96.58 96.58 96.47 96.12 95.39 95.53 95.64 95.64 91.84 93.93 97.13 97.26 97.13
2: MR_112843.1 98.31 1@@.e@ 98.57 95.23 96.69 97.15 97.84 97.84 96.92 96.81 96.58 95.79 95.98 95.990 90.48 94.98 98.35 98.35 98.35
3: NR_109175.1 96.67 98.57 100.0@ 93.62 96.12 96.47 96.35 96.35 96.24 95.990 94.61 94.29 94.48 94.49 89.13 93.37 96.63 96.839 96.63
4: NR_132613.1 94.97 95.23 93.62 188.80 94.67 95.81 95.24 95.24 95.12 94.56 94.31 93.31 93.42 93.42 99.49 93.71 96.13 95.89 96.26
5: MR_115771.1 96.24 96.69 96.12 94.67 100.8@8 97.64 97.86 97.86 97.75 97.18 97.75 96.27 96.38 96.38 92.34 96.01 98.86 98.61 98.86
6: NR_145593.1 96.47 97.15 96.47 95.91 97.64 10@.e@ 99.77 99.77 99.66 98.87 98.54 96.15 96.27 96.27 91.78 96.35 98.1@ 98.35 98.1@
7: NR_117958.1 96.58 97.84 96.35 95.24 97.86 99.77 100.88 108.00 99.89 98.76 98.42 96.27 96.38 96.38 91.89 96.47 98.35 98.35 98.35
8: NR_041141.1 96.58 97.84 96.35 95.24 97.86 99.77 100.8@ 10@.00 99.89 98.76 98.42 96.27 96.38 96.38 91.89 96.47 98.35 98.35 98.35
9: NR_©43723.1 96.47 96.92 96.24 95.12 97.75 99.66 99.89 99.39 100.0@ 98.85 98.31 96.15 96.27 96.27 91.78 96.35 98.22 98.23 98.22
10: NR_112328.1 96.12 96.81 95.98 94.56 97.18 98.87 98.76 98.76 98.65 108.80 99.18 95.93 96.84 96.84 91.78 96.58 97.84 97.97 97.84
11: NR_112419.1 95.39 96.58 94.61 94.31 97.75 98.54 98.42 98.42 98.31 99.10 100.88 95.68 95.79 95.79 91.72 96.87 97.89 97.77 97.89
12: NR_148293.1 95.53 95.79 94,29 93.31 96.27 96.15 96.27 96.27 96.15 95.93 95.68 100.00 99.45 99.45 94.86 94.75 93.01 98.14 93.01
13: NR_189644.1 95.64 95.99 94.48 93.42 96.38 96.27 96.38 96.38 96.27 96.84 95.79 99.45 100.88 99.56 94.86 94.86 98.81 98.14 98.01
14: NR_043838.1 95.64 95.98 94.48 93.42 96.38 96.27 96.38 96.38 96.27 96.04 95.79 99.45 99.56 108.00 94.86 94.86 98.01 98.14 98.01
15: H25111@-011 Ie1l ACT13_11e@@R.abl 91.84 9@.40 89.13 9@.49 92.34 91.78 91.89 91.89 91.78 91.78 91.72 94.36 94.86 94.36 100.00 92.60 98.26 98.39 98.26
16: NR_118279.1 93.93 94.98 93.37 93.71 96.81 96.35 96.47 96.47 96.35 96.58 96.87 94.75 94.86 94.86 92.68 100.00 98.26 98.82 98.26'
17: NR_©440813.1 97.13 98.35 96.63 96.13 98.86 98.1@ 98.35 98.35 98.22 97.84 97.89 98.01 98.81 98.01 98.26 98.26 100.88 99.50 99.75
18: NR_137262.1 97.26 98.35 96.8% 95.89 98.61 98.35 98.35 98.35 98.23 97.97 97.77 98.14 98.14 98.14 98.39 98.02 99.50 100.80 99.75
19: NR_117502.1 97.13 98.35 96.63 96.26 98.86 98.1@ 98.35 98.35 98.22 97.84 97.89 98.81 98.81 98.81 98.26 98.26 99.75 99.75 100.08

Figura 38. Matriz de porcentaje de identidad, obtenido de ClustalOmega.

El estudio de las relaciones evolutivas entre las diferentes secuencias del gen rRNA
16S alineadas dio lugar al arbol filogenético de la cepa de Streptomyces sp. G63
(figura 39).

Las diferencias entre los porcentajes de similitud dados por BLASTN, ClustalOmega
y el arbol filogenético dado por Phylogeny.fr se debe a que, este ultimo programa
elimina regiones ambiguas y mal alineadas con Gbloks y usa el método maxima
verosimilitud para construir el arbol filogenético.

Asi, finalmente se concluye que la cepa de Streptomyces sp. G63 puede ser una
cepa no reportada hasta el momento debido a que el porcentaje de identidad no es
mayor a 99% con cepas registradas en el portal del NCBI y la cual es parte de un
mismo nodo junto con las cepas Streptomyces xiaopingdaonensis strain DUT 180
(NR_148293.1), Streptomyces halophytocola strain KLBMP 1284 (NR_109644.1) y
Streptomyces sulphureus strain NRRL B-1627 (NR_043838.1), que han sido
aisladas principalmente de sedimentos marinos con alta salinidad. Sin embargo, es
necesario realizar mas estudios para asegurar la hipotesis sugerida.
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Figura 39. Arbol filogenético de la cepa Streptomyces sp. G63 obtenido de Phylogeny.fry
reconstruido en MEGA version 12.
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IX. CONCLUSION

La cepa G63 fue seleccionada como la mas prometedora a partir de un conjunto
inicial de cepas del género Streptomyces sp. De las 15 cepas que mostraron
inhibicion contra Pectobacterium carotovorum y las 5 cepas que inhibieron a
Pseudomonas syringae, la cepa de Streptomyces sp. G63 se destacd por generar
el mayor porcentaje de inhibicidn contra ambos patdgenos vegetales.

Asimismo, los experimentos permitieron identificar que el medio de cultivo ISP-3
favorece la produccion de metabolitos secundarios debido a que proporciona como
fuente de carbono a moléculas complejas (amilosa y B-glucanos) que permiten el
crecimiento y el metabolismo secundario de la bacteria.

En conjunto con lo anterior, se estimé que Streptomyces sp. G63 secreta
compuestos bioactivos entre las 24 y 40 horas tras el inicio de su incubacion,
como producto de su metabolismo secundario. De estos compuestos, se
identificaron mediante técnicas instrumentales (espectrofotometria UV-Vis, MS-IE,
HPLC-QToF-MS) a las moléculas bioactivas: estreptomicina y anfotericina B. A
través de SM-EI se determiné la presencia de estreptomicina, por otro lado, HPLC-
QToF-MS permitio la identificacion de estreptomicina y anfotericina B a partir de la
separacion, seleccién y deteccién de iones con el peso molecular correspondiente
a cada molécula dentro del extracto obtenido.

Se sugiere la sinergia de los compuestos bioactivos para producir el efecto inhibidor
que perdura después del tratamiento con calor a 90 °C, entre los cuales se pudo
identificar en la literatura la termo-estabilidad en el siguiente orden: anfotericina B >
estreptomicina y un analogo de la estreptomicina del cual no se dedujo la estructura
quimica con estabilidad térmica intermedia.

Ademas, los ensayos permitieron detectar la presencia de la molécula bioactiva
acido indol-3-acético, la cual podria sintetizarse a partir del triptéfano proveniente
del medio de cultivo a base de avena y es reportado como un promotor de
crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés) y un mensajero quimico para
establecer la comunicacién entre plantas y microorganismos simbidticos vy
patdgenos.

Finalmente, la nueva cepa Streptomyces sp. G63, perteneciente al nodo de cepas
de Streptomyces halo tolerantes, aislada a partir de suelos contaminados con
glifosato es productora de los antibi6ticos estreptomicina y anfotericina B, ademas
de combatir el estrés abidtico con la producciéon de acido indol-3-acético.
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X. PERSPECTIVAS

Los Streptomyces que han ganado popularidad por su capacidad para degradar
pesticidas quimicos dafiinos debido a su capacidad metabdlica, lo que lleva a su
uso en biorremediacion (Bensouici et al., 2025; Jangra et al., 2025).

Como perspectiva futura, se plantea el analisis del perfil metabolémico de las cepas
de Streptomyces sp. extremofilos resistentes a altas concentraciones de glifosato
con el objetivo de dilucidar las rutas biosintéticas involucradas en la produccion de
metabolitos de interés agricola con potencial antimicrobiano y promotor de
crecimiento vegetal. Para ello se contempa el empleo de técnicas analiticas
avanzadas, tales como la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC-MS), que permitan la caracterizacion estructural precisa de dichos
compuestos. Asimismo, se contempla que investigaciones futuras exploren el
potencial de aplicabilidad en el sector agricola mediante pruebas en plantas a nivel
laboratorio y campo.

Por otro lado, queda abierta la posibilidad de que trabajos futuros exploren la
actividad biorremediadora a partir de la degradacién de glifosato principalmente
mediante la sintesis de enzimas que rompen el enlace carbono -fosforo (C-P), es
decir, C-P liasas. Tal como diversos autores se han dado a la tarea de analizar las
vias metabdlicas por las que esto puede ser posible (Martin & Liras, 2021; Rossi et
al., 2021; Klatyik et al., 2023).
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Xl.  ANEXOS

Preparacion de Agar Nutritivo (AN)

1. Disolver 23g de medio deshidratado en un litro de agua destilada.
2. Mezclar y calentar a ebullicion durante 1-2 minutos hasta disolver.
3. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

COMPONENTES DEL AN

PEPTONA 5.0 g/L
EXTRACTO DE CARNE 3.0g/L
AGAR 15.0 g/L

Preparacion de Agar papa-dextrosa (PDA)

1. Disolver 39g de medio deshidratado en un litro de agua destilada.
2. Mezclar y calentar a ebullicién durante 1-2 minutos hasta disolver.
3. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

COMPONENTES DEL PDA

INFUSION DE PAPA 4.0 g/L
DEXTROSA 20.0 g/L
AGAR . 15.0gL

Preparacion del medio del International Streptomyces Projet numero 2 (ISP-2)

1. Pesar cada componente del medio.

2. Disolver los componentes del medio deshidratado en un litro de agua destilada.
3. Mezclar y calentar a ebullicion durante 1-2 minutos hasta disolver.
4.

Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

COMPONENTES DEL ISP-2

EXTRACTO DE LEVADURA 4.0 g/L
EXTRACTO DE MALTA \ 10.0 g/L
DEXTROSA . 409lL
AGAR | 20.0g/L

Preparacion del medio del International Streptomyces Projet numero 3 (ISP-3)

1. Pesar cada componente del medio.
Disolver los componentes del medio deshidratado en un litro de agua destilada.

2.
3. Mezclar y calentar a ebullicién durante 1-2 minutos hasta disolver.
4. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

COMPONENTES DEL ISP-3
AVENA BLANCA MOLIDA 20.0 g/L
AGAR 18.0 g/L
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Preparacion de Agar King B (AKB)

1. Disolver 38g de medio deshidratado en un litro de agua destilada.
2. Anadir 10 ml de glicerol.

3. Mezclar y calentar a ebullicion durante 1-2 minutos hasta disolver.
4. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

COMPONENTES DEL AKB

PEPTONA . 20.09/L
SULFATO DE MAGNESIO . 159lL
HIDROGENOFOSFATO DIPOTASICO \ 1.5g/L
AGAR . 1509/

Preparacion de buffer de corrimiento TBE 1X

1. Preparar 100 ml de solucion de hidréxido de sodio NaOH, 10 M. Se disuelven
40 g de NaOH en 50 ml de dH20 y se afora a 100 ml con dH20.

2. Preparar 100 ml de solucién de acido etilendiaminotetraacético EDTA 0.5M,
pH=8.0. Se disuelven 18.61 g de sal disddica de EDTA en 80 ml de dH20
ajustando el pH a 80 con NaOH 10M, cuando se haya disuelto
completamente aforar a 100 ml con dH20.

PREPARACION DE TBE 5x

TRIZMA BASE . 549
Acipo BO6RICO . 2759
EDTA0.5M, PH=8.0 ‘ 20 mi

3. Finalmente se prepara buffer TBE 1X diluyendo 100 ml de buffer TBE 5X en
400 ml de dH20.

Preparacion del gel de agarosa al 1.5%

4. Para preparar 30 ml de gel de agarosa al 1.5% se pesan 0.45 g de agarosa
y se afiaden a 30 ml de TBE 1x.

5. Calentar en microondas por aproximadamente 40 segundos hasta la
disolucidén completa de la agarosa.

6. Esperar a que la temperatura disminuya poco y verter el gel liquido sobre el
soporte del gel con los peines situados en la ranura deseada (superior y/o
central).

7. Esperar a que el gel clarifique y solidifique completamente.

Preparacion de una electroforesis.
1. Sumergir el gel en el tampon dentro de la camara de electroforesis en la
direccién correcta y retire el peine cuidando de no estropear los pozos.
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2. Colocar la muestra en los pocillos en el orden deseado mezclados con un
volumen adecuado de buffer de carga.

3. Cerrar la tapa de seguridad de la camara y conectar los cables a la fuente de
corriente.

4. Una vez que se haya completado la electroforesis, retirar el gel y el soporte
de la cdmara de electroforesis.

5. Teiir el gel con una solucion de Sybr safe (1 yl/ 10 ml de TBE 1X) durante
10-15 minutos.

6. Visualizar el gDNA en un fotodocumentador UV-vis.

Resultados del ensayo de actividad biolégica contra los fitopatégenos de los
extractos obtenidos de la cinética de produccion de compuestos bioactivos

Pectobacterium carotovorum

Figura 40. Evaluacion de la produccién de metabolitos secundarios bioactivos contra Pectobacterium
carotovorum en diferentes tiempos.

Pseudomonas syringae

Figura 41. Evaluacion de la produccién de metabolitos secundarios bioactivos contra Pseudomonas
syringae en diferentes tiempos.
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Cinética de produccion de metabolitos secundarios
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Figura 42. Evaluacion de la produccion de metabolitos secundarios en diferentes tiempos de toma
de muestra, por espectrofotometria UV-Vis. Se muestra que a las 24 horas inicia la produccion de
compuestos quimicos que contienen grupos croméforos diferenciables en dos picos que
posteriormente resultan en una mayor absorbancia haciéndolos indiferenciables unos de otros.
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DEFINICIONES

Agroquimico: Se entiende como cualquier sustancia o mezcla de sustancias
naturales o sintéticas utilizado para prevenir, eliminar y/o controlar cualquier plaga,
enfermedad o maleza en la actividad agricola.

Auxina: una clase de compuestos que influyen en el desarrollo vegetal como
hormonas que estimulan el crecimiento de las plantas y estan involucradas en varios
procesos fisioldgicos dentro de las plantas.

Biocontrol: se refiere al uso de compuestos biolégicos, a menudo derivados de la
fermentacion microbiana, como alternativa a los pesticidas quimicos,
proporcionando beneficios como menores riesgos para la salud humana, minima
contaminacion ecologica y menor desarrollo de resistencia a los insectos.

Componente funcional: compuestos y nutrientes especificos que se encuentran en
el grano de avena y que contribuyen a sus beneficios para la salud y propiedades
funcionales.

Compuestos bioactivos: sustancias que reaccionan biolégicamente y estimulan una
respuesta en el tejido vivo, lo que indica su actividad biolégica. Estos compuestos
pueden extraerse y purificarse para diversas aplicaciones biotecnoldgicas y
farmacéuticas, y son reconocidos por sus posibles beneficios para mejorar el
bienestar humano.

Fitopatdégeno: Un patégeno se define como un microorganismo infeccioso que
puede causar patologia o la muerte del huésped, en este caso, especies vegetales.

Metabolitos secundarios: compuestos no esenciales producidos por organismos
que confieren una ventaja selectiva, que abarca funciones como el antagonismo
téxico, la senalizacidon, la diferenciacion celular o la adaptacion a nichos
nutricionales.

Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal: PGPR por sus siglas en inglés,
son un grupo de bacterias del suelo de vida libre que mejoran directa o
indirectamente el crecimiento de las plantas.
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