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RESUMEN

Dentro del género Burkholderia existe una amplia gama de especies capaces de producir
una gran diversidad de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana y antifingica.
Se han reportado varios compuestos como pirrolnitrina, occidiofungina, burkholdines,
fenazina entre otros, que desatacan por tener actividad antifungica contra hongos
fitopatdgenos que afectan a cultivos de importancia econémica como café, maiz, frijol,
jitomate, etc. En el presente trabajo se analizé la cepa GB99 aislada de la rizosfera de
maguey (Agave sp.) perteneciente al cepario del grupo Burkholderia sensu lato, para
evaluar la capacidad antifungica frente a F. solani de los metabolitos secundarios
producidos a partir de dos fuentes de carbono Xilosa 3% y Fructosa 2%. La técnica de medio
envenenando sdlido-liquido demostré que los metabolitos secundarios producidos en
ambas fuentes de carbono tienen efecto fungistatico en porcentajes de 30-50% a partir de
medio sélido y efecto fungicida en porcentajes de 30-50% a partir de medio liquido, ademas
de afectar al hongo a nivel macro-microscépico presentando estructuras de esporodoquios,
produccién de fusarubina y estructuras de globo asociadas a la presencia de dos posibles
antifdngicos pirrolnitrina y occidiofungina. También se evalud la viabilidad de esporas de
los metabolitos secundarios producidos en ambas fuentes de carbono, destacando los
porcentajes de 30-50% en medio sélido con el mayor nimero de esporas no viables y de
igual manera en medio liquido.

Para corroborar que en efecto los antifungicos pirrolnitrina y occidiofungina se encuentren
a nivel del genoma de la cepa GB99, se realizé el analisis bioinformatico conformado por la
secuenciacion, ensamble del genoma, andlisis de calidad del ensamble, busqueda Blastn de
los genes biosintéticos, alineamiento global, busqueda de conservaciéon de dominios y mapa
de los genes biosintéticos. Como parte de los resultados, se corroboro que la cepa GB99
tiene presente los genes biosintéticos con los dominios conservados para la produccién del
antifungico occidiofungina. Sin embargo, para asegurar de que la cepa GB99 realmente es
capaz de producir este antifungico, se llevé a cabo la extraccién y concentracidon general de
los metabolitos secundarios obtenidos a partir de la fuente de carbono Xilosa 3%, donde se
observé que la resina Amberlita XAD-16 es util para la adsorcion de estos. Posteriormente
se concentrd por rotavapor para realizar la deteccién cualitativa mediante TLC (Thin-Layer
Chromatography), observando que posiblemente este antifungico puede ser polar o
moderadamente polar y concuerda con el antagonismo obtenido en la bioautografia contra
F. solani. La deteccidn cuantitativa fue realizada mediante HPLC-Masas con las masas ya
reportadas por Gu et al,2009, donde en efecto se detectaron las occidiofunginas A, B, Cy
D, las cuales fueron evaluadas en conjunto mediante la técnica de difusién de pozos y en
efecto presenta antagonismo frente a F. solani. Concluyendo que la cepa GB99 tiene los
genes biosintéticos del antifungico occidiofungina y es capaz de producirlo, a partir de
fuente de carbono Xilosa 3%.
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1. INTRODUCCION

El cultivo de café es de gran relevancia econdmica y social a nivel mundial, siendo una de
las principales materias primas en el mercado global y fundamental para las economias de
muchos paises en desarrollo, donde proporciona empleo a millones de personas en la
produccién, procesamiento y comercializacion. Segun la Organizacién Internacional del
Café, la produccion total de todos los paises exportadores fue de 8,88 millones de toneladas
de café verde en la cosecha de café 2015/2016, las exportaciones totales en ese afo
alcanzaron los 6,71 millones de toneladas, por un valor aproximado de 17 700 millones de
ddlares (Avelino et al., 2018). Dentro del cultivo del café se maneja hoy en dia dos especies
principales de café C. arabica (Arabiga) ocupa el primer lugar, representando el 63,5% de
las exportaciones en el afio cafetero 2015/2016 y la segunda especie es Coffea
canephora (Robusta), que representa casi el 36.5% de la produccién mundial en el mismo
afio de cosecha de café (Avelino et al., 2018).

Por otro lado, la importancia del cultivo de café en México radica principalmente en su
produccién, empleando a mds de 500 mil productores de 15 entidades federativas y 480
municipios. La produccién mexicana de café cereza fue en promedio de 899 mil toneladas
en el periodo 2017-2021. Para el aio del 2022, los tres estados principales en produccion
de café cerezo fueron Chiapas con 111,528 ton, Puebla 106,992 ton y Veracruz 106,846 ton,
los cuales aportan 30.3%, 29.1% y 29.0% (SIAP, 2022). Respectivamente, Puebla reporta el
mayor incremento con 29 mil 678 toneladas mas, en relacién con lo obtenido a la
produccién obtenida en el afio del 2019-2020 (SIAP, 2022). Asimismo, la produccidén de café
tiene un papel crucial en la economia local dentro del Estado de Puebla, generando ingresos
significativos para los pequefos productores y sus familias.

Actualmente, existen 54 municipios productores de café en el Estado de Puebla, de los
cuales diez de ellos destacan por su valor de produccidn y extensién de tierras cultivadas y
gue, a su vez, son los pilares de la industria cafetalera poblana, contribuyendo
significativamente al éxito de la regién (SIAP, 2024): Xicotepec 7,201.40 ha, Zihuateutla
6,303.60 ha, Cuetzalan del Progreso 5,177 ha, Hueytamalco 4,806 ha, Jalpan 3,636 ha,
Jopala 3,606 ha, Tlacuilotepec 3,324 ha, San Sebastian Tlacotepec 2,905 ha, Tlaola 2,180 ha
y Tlaxco 2,040.50 ha. Ademas, la produccion de café contribuye a la preservacion de
ecosistemas y la biodiversidad en la region, ya que muchas plantaciones se manejan de
manera sostenible y bajo sombra.

Sin embargo, el cultivo de café estd expuesto a muchas plagas y enfermedades que suelen
estar asociadas al bajo rendimiento del cultivo y no obstante a la pérdida econdmica del
agricultor. Existe una gran diversidad de fitopatdégenos que pueden atacar a este cultivo,
dentro de ellos encontramos una gran diversidad de hongos fitopatdégenos que son capaces
de invadir desde raiz, tallo, flor y fruto como se muestra en la siguiente Tabla 1.
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Tabla 1. Fitopatogenos principales que afectan el cultivo del café.

Hongo fitopatégeno

Sintomas

Referencia

Hemileia vastatrix

Aparicion de manchas de color amarillo-naranja o
rojo-anaranjado en el envés de la hoja, que van
aumentando de tamafio gradualmente, esto por
el desarrollo de uredosporas. Estas ultimas son
las estructuras en cargadas de la supervivencia e
infeccidn del hongo y pueden causar hasta un 60
% de defoliacion.

bibliografica

Vidal-Martinez,
2021.

Fusarium solani,
Fusarium oxyspirum

Causan la marchitez y pudricidon de las raices,
afectando severamente la salud y productividad
del café.

AL-Faifi, 2022.

Colletotrichum spp.

Causante de la antracnosis o enfermedad de la
cereza del café, afectando los frutos y reduciendo
la calidad del grano.

AL-Faifi, 2022.

Cercospora coffeicola

Las manchas se presentan en ambas caras (hazy
envés) y son redondas, con un didmetro
aproximado de 1-3 mm. Tienen un centro blanco
grisaceo, rodeado por un anillo marginal
uniforme de color rojizo o marrén. En los frutos,
el pergamino se mancha y la pulpa se adhiere a
los granos, causando deformidad en la almendra.

Vidal-Martinez,
2021.

Mycena citricolor

Las hojas de café son la principal estructura
afectada, presentando manchas circulares de
color pardo rojizo que rodean de un halo
amarillento, que contrastan con las areas verdes
de la superficie de la hoja. Esta condicién causa
defoliacion, lo que disminuye la capacidad
fotosintética de la planta, y afecta su desarrollo y
produccion.

Vidal-Martinez,
2021.

Phoma spp. Los tallos se encogen, dando lugar a arrugas | Leyva-Mir, 2019.
longitudinales. Las puntas de las hojas se tornan
amarillas o, mas a menudo, adquieren un color
bronce cobrizo.
Rhizoctonia solani Provoca la enfermedad del colapso del café,

afectando las raices y el cuello de la planta, lo que
conduce a la marchitez y muerte de plantas
jévenes.

Sudha et al., 2020.

Armillaria mellea

Es causante de la pudricién de la raiz, afectando
severamente el sistema radicular, lo que debilita
la planta y provoca la muerte de plantas adultas.

Zewdie et al., 2020.

Verticillium spp.

Es responsable de la marchitez, afectando el
sistema vascular de la planta, lo que causa
marchitez y muerte regresiva.

Jepkoech et al.,
2021.

12




Botrytis cinerea Causa la podredumbre gris, afectando
principalmente los frutos y las flores, lo que | Alvarado-Ambriz,
reduce la calidad y el rendimiento de la cosecha. | 2020.

Los fitopatdgenos de mayor importancia presentes en este cultivo son H. vastatrix y F.
solani, el primero se caracteriza por generar pérdidas hasta en un 50 % en el ciclo productivo
2011-2012 (Monroy et al., 2019). El segundo se caracteriza por generar pérdidas hasta del
40% en el rendimiento de este cultivo (Gonzalez et al., 2020). Para controlar dichas
enfermedades, se han utilizado desde aplicaciones agroquimicas, métodos culturales,
métodos fisicos y control bioldgico, esta ultima estrategia ha tenido una relevancia
importante debido al uso de microorganismos o sus metabolitos que son enemigos
naturales de estos fitopatdégenos y no impactan de manera negativa en el ecosistema
(Carredn et al., 2007). Dentro del control bioldgico, se ha estudiado el género Burkholderia
spp., por su capacidad para producir metabolitos secundarios con efecto antimicrobiano y
controlar los hongos fitopatdgenos que afectan al cultivo del café (Bach et al., 2021).

2. ANTECEDENTES

2.1 Fitopatogeno Fusarium solani

Fusarium solani es un hongo fitopatdgeno que causa diversas enfermedades en una amplia
gama de plantas, particularmente problematico en cultivos debido a su capacidad para
sobrevivir en el suelo y atacar las raices de las plantas, causando marchitez y podredumbre
radicular. Se han registrado unas 20 especies, entre ellas F. stilboides, F. xylarioides, F.
oxysporum y F. solani aisladas a partir de especimenes de café en el Herbario del Instituto
Micoldgico Internacional (Flood y Brayford, 1997). La especie patégena en cultivo de café
de importancia econémica es F. Solani, este produce pudricion seca de la raiz y marchitez
del cafeto (Serani et al., 2007).

A nivel morfolégico, este hongo se caracteriza por tener un micelio blanquecino a café, sus
conidios son de dos tipos: microconidios y macroconidios. Los microconidios son pequefios,

unicelulares y de forma ovalada, estos se forman en el micelio aéreo a partir de
monofialides o polifidlides, pero no en el esporodoquio, se pueden ver aislados, en masas
o en cadenas (Salas-Tigrero, 2022). Mientras que los macroconidios son mas grandes,
multicelulares de forma fusiforme con extremos puntiagudos y puede formar una
estructura especializada llamada esporodoquio, como también en monofialides, polifidlides
y en el micelio aéreo. Los esporodoquios son masas de conidiéforos cortos y estrechamente
ramificados que nacen directamente de una marafia de hifas (Salas-Tigrero, 2022). Ademas,
este hongo produce clamidosporas, que son células resistentes de paredes gruesas,
generalmente de forma esférica o eliptica, que le permiten sobrevivir en condiciones
adversas como se observa en la Fig. 1.
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Figural.  Caracteristicas microscopicas de F. solani.
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El ciclo de vida de F. solani comienza con la germinacion de sus esporas en presencia de
condiciones favorables de humedad y temperatura ademds de la presencia de restos
vegetales. Una vez germinadas las macroconidias, comienza a desarrollarse el micelio el
cual invade los tejidos de la planta huésped principalmente migrando hacia el xilema y
floema, causando necrosis y descomposicién de las raices (Ali et al., 2023). Los mecanismos
gue desencadenan la aparicidon de los sintomas en ambos casos pueden deberse a la
obstruccion del sistema vascular de la planta o bien a la produccién de toxinas por parte del
fitopatdogeno y a medida que la infeccidn progresa, el hongo produce esporas adicionales
gue pueden dispersarse a través del suelo y el agua, infectando nuevas plantas. Sin
embargo, las clamidosporas permiten que el hongo sobreviva en el suelo durante periodos
desfavorables, reactivandose cuando las condiciones mejoran como se observa en la Fig. 2.
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Figura 2. Ciclo de vida de F. solani.
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Esta enfermedad se caracteriza por debilitar a las plantas al atacar sus raices, reduciendo la
absorcién de nutrientes y agua, lo que resulta en un crecimiento pobre, clorosis de las hojas
y eventualmente la muerte de la planta. La infeccidon puede propagarse rapidamente en
condiciones de alta humedad y suelos mal drenados, provocando pérdidas significativas en
la produccion del cultivo (Berruezo, 2018). Sin embargo, se ha reportado que F. solani, se
encuentra entre los fitopatdgenos principales que causan problemas en el rendimiento del
cultivo de café, ocasionando bajo rendimiento y sobre todo pérdidas econémicas para el
agricultor (Gamboa-Becerra 2021).

2.2 Burkholderia sensu lato

El grupo Burkholderia sensu lato ha sido sujeto a un analisis exhaustivo, conduciendo a la
divisién de siete géneros: Burkholderia sensu stricto, Paraburkholderia, Caballeronia,
Robbsia, Mycetohabitans, Tricnikia y Pararobbsia. Dentro de estos géneros existen algunas
especies patdgenas oportunistas de humanos, animales, plantas y también algunas especies
gue son promotoras benéficas en plantas, encontrandose a nivel de la rizosfera, donde
establecen una relacion beneficiosa (Coenye y Vandamme., 2003; Depoorter et al., 2016).
El género Burkholderia pertenece al subfilo de las B-proteobacterias, se caracteriza
morfoldgicamente por ser bacilos Gram negativos, aerobios, rectos o ligeramente curvados,
con extremos redondeados y generalmente moviles por tener flagelos polares, ademas
presentan oxidasa y catalasa positivos. Las diferentes especies de este género son capaces
de crecer en presencia de escasa fuente de carbono, debido a la acumulacién de granulos
poli-B-hidroxibutirato (PHB) que utilizan como material de reserva energética (Palleroni et
al., 2015).
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También se han reportado analisis de pangenomas de Burkholderia sensu lato, Burkholderia
sensu stricto y del complejo de Burkholderia cepacia (Bcc). Las especies pertenecientes a
Burkholderia sensu stricto poseen una estructura gendmicainusual formada por
multiples replicones, mientras que los demas genomas estan compuestos por dos o tres
cromosomas. Para el caso de las especies de Bcc, poseen un cromosoma adicional que
puede no ser esencial y considerarse un megapldsmido que codifica genes relacionados con
la virulencia, el metabolismo secundario y otras funciones accesorias (Jiayuanjia y Shi-En lu,
2023).

En el caso de Burkholderia sensu lato, los tamafos gendmicos oscilan entre 3,28
Mb (Mycetohabitans endofungorum) y 11,5 Mb (Paraburkholderia hospital) (Bach et al.,
2021). Esta amplia variacion en el tamafio del genoma podria estar relacionada, al menos
en parte, con su notable versatilidad metabdlica. Sin embargo, en un analisis pangendmico
que incluyd nueve cepas endofiticas y treinta y tres cepas tipo, se identificd un pangenoma
extenso y “abierto”, lo que sugiere que las cepas del género Burkholderia poseen una alta
capacidad adaptativa. No se encontraron diferencias significativas entre los genes
accesorios y unicos de las cepas endofiticas, lo que indica que estas comparten
caracteristicas comunes a nivel genético general (Jiayuanjia y Shi-En lu, 2023). Al comparar
2506 genes centrales y 6183 genes accesorios de las cepas endofiticas con la base de datos
de cepas tipo Burkholderia, se identificaron 224 genes asociados al comportamiento
endofitico (Jiayuanjia y Shi-En lu, 2023).

Existe una diversidad significativa de especies clasificadas tanto perjudiciales como
beneficiosas que viven asociadas con la rizosfera de la mayoria de los cultivos agricolas.
Actualmente existe alrededor de 100 especies con una amplia distribucién en diversos
nichos ecolégicos, donde se ha descrito la importancia relacionada a la versatilidad y la
capacidad que tiene el género Burkholderia para desarrollarse en numerosos habitats y
estilos de vida diferentes (Barrera-Galicia 2021).

Sin embargo, estudios filogendmicos realizados entre los diferentes géneros, condujeron a
encontrar especies dentro del género Burkholderia spp., consideradas como benéficas en
plantas, debido a que son capaces de producir metabolitos secundarios que promueven el
crecimiento nodular, pueden fijar nitrégeno en simbiosis con las leguminosas y controlar el
crecimiento de microorganismos fitopatdgenos, a través de la produccién de metabolitos
secundarios con actividad antimicrobiana y antifingica que podrian explotarse como
inoculantes agricolas, agentes de biocontrol o biorremediacién (Bach et al., 2022). También,
se les reconoce por ser organismos multifacéticos que son ecoldgica y metabdlicamente
diversos, es decir, tiene potencial terapéutico y biotecnoldgico (Kunakom et al., 2019).

A pesar de ello, existen diversos enfoques novedosos en la caracterizacidon microbiana que
pueden ayudar a explorar el exometaboloma en gran parte inexplorado de estos
importantes microorganismos de la rizosfera, es decir, la exploracidn a nivel quimico para
la identificacién de los metabolitos secundarios producidos que se sabe son secretados en
una amplia gama, por ejemplo, cepalicina, pirrolnitrina, componentes del complejo
xilocandina, occidiofungina y ornibactina que son activos contra patdgenos fungicos de
plantas transmitidos por el suelo (Barrera-Galicia 2021).
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Figura 3. Géneros validos actuales de Burkholderia sensu lato y las especies mas estudiadas para
la produccion de metabolitos secundarios.
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Estos metabolitos secundarios se generan en el sistema metabdlico de la bacteria, donde
se sintetizan a partir de sustratos que se originan en el metabolismo primario, aunque no
son esenciales ni importantes como fuentes de energia o sustancias de reserva, confieren a
las bacterias una ventaja de supervivencia antagdnica, mejorando su competencia en
ambientes como el suelo y la rizosfera vegetal (Mishra y Arora 2018). Hasta ahora, se han
estudiado en profundidad dos metabolitos secundarios: la pirrolnitrina y la occidiofungina
producidos por B. contaminas, B. cepacia y B. pyrrocinia. Se han identificado dos rutas
metabdlicas para su sintesis, una a partir de la degradacién del triptéfano y otra a través del
grupo de sintasas peptidicas no ribosomales. No obstante, se han descrito un total de
treinta y ocho metabolitos secundarios producidos por Burkhodelderia spp., de los cuales
veintiuno tienen bioactividad, afectando directamente a hongos, bacterias y oomicetes
(Bach et al., 2021), como se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Metabolitos secundarios producidos por diversas especies del género

Burkholderia.

Metabolito Actividad Especie

secundario

Bacteriocinas Inhiben el alargamiento de Ila | B. cenocepacia BCO425
transcripcion. B. pseudomallei

Bactobolina Efecto antitumoral. B. pseudomallei
Bloqueo de sintesis de proteina B. thailandesis
ribosomal L2 50S.

Betulinano Estudio en aplicaciones terapéuticas B. pseudomallei

relacionadas a enfermedades de
inflamatorias.

B. thailandesis

Acido bongkrekico Inhibidor de cadena respiratoria B. gladioli
mitocondrial.
Dicetopiperazinas Efecto citotoxico en las células. B. cepacia

Gladiolina (Lagriene)

Se dirige a la ARN polimerasa,
inhibiendo el alargamiento de la
transcripcion.

B. gladioli BCC0238

Gladiofungina
(Gladiostatina)

Actividad antitumoral.

B. gladioli HKI0739

Lagriamida Actividad antifungica. Burkholderia sp. Lv-StB
Lipopéptidos Actividad antifingica y antioomicetes. | B. gladioli, B. cepacia,
Interfieren con la membrana celular. B. cenocepacia, B.
pyrrocinia, B.
ambifaria, B.
catarinensis.
Fenazinas Desencadenan la formacién de | B. cepacia ATCC25416,
compuestos reactivos de oxigeno B. glumae

(ROS).

Fenilpirroles

Actividad antifungica.
Inhibicién del sistema respiratorio de
transporte de electrones.

B. pyrrocinia

Polienos Actividad contra patégenos Gram B. ambifaria, B.
negativos multirresistentes. gladioli, B.
multivorans, B.
thailandesis.
Poliinos Actividad antimicrobiana. B. cepacia, B. gladioli,
B. caryophylli.
Pyochelin Actividad antimicrobiana y B. seminalis
antifungica.
Pirazoles Actividad antimicrobiana y | B. plantarii, B. glumae.
antitumoral.
Quinolonas Interviene en la generacidn de energia B. thailandesis.

a nivel de membrana.
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Ramnolipidos e Relacionado con membrana, Burkholderia spp.
citotoxicidad, motilidad, etc.
Sulfazecina e Dificulta la reticulacion de los B. ubonensis
peptidoglicanos.
Sirbactinas e Actividad antifiingica y antitumoral. B. mallei,
B.pseudomallei, B.
cepacia.
Toxoflavina e Actividad antimicrobiana, antifingica. | B. glumae, B. gladioli.
Troponoloides e Actividad antimicrobiana e inhiben las | B. glumae, B. plantarii.
metaloproteasas.
Sinapigladidsido e Actividad antimicrobiana y B. gladioli.
antifungica.
Volatiles e Actividad antimicrobiana y B. pyrrocinia, B.
antifungica. ambifaria, P. tropica.

Fuente: Bach et al., 2022.

2.3 Medidas de control para hongos fitopatdogenos del cultivo de café

Se ha llegado a aplicar diferentes MIPES (Manejo Integral de Plagas y Enfermedades) que
se aplican en el cultivo de café, con el objetivo tanto de prevenir y minorizar la presencia de
los hongos fitopatdgenos que atacan a este cultivo. Dentro de estos podemos encontrar
tres clasificaciones que son: control cultural, control quimico y control biolégico. Iniciando
con el control cultural, se basa en practicas culturales que juegan un papel crucial en la
reduccion de la incidencia y severidad de las enfermedades fungicas. Estas incluyen podas
regulares para mejorar la circulacion del aire, reducir la humedad, el uso de sombra para
mantener un microclima estable, y el manejo adecuado del drenaje para evitar el
encharcamiento del suelo. Las practicas no solo disminuyen la presencia de enfermedades,
sino que también promueven la salud general de las plantas (Leyva-Mir, 2019). El monitoreo
constante, el diagnéstico preciso y la vigilancia regular permiten detectar tempranamente
los brotes de enfermedades y aplicar las medidas de control adecuadas antes de que las
infecciones se propaguen. Ademas, la investigacidn cientifica ha fomentado la integracion
de tecnologias modernas como el uso de sistemas de informaciéon geogréfica (SIG) y
sensores especializados, especialmente para el diagndstico de enfermedades en hojas de
café. Estas tecnologias mejoran significativamente la capacidad de monitoreo y la gestion
de datos, facilitando la toma de decisiones informadas y oportunas (Benavides et al., 2013).

Consecutivamente, tenemos el control quimico, el cual estd basado en el uso de
agroquimicos clasificados como fungicidas que reprimen el desarrollo del hongo
fitopatdégeno como: endosulfan, oxicloruro de cobre, hidroxido de sodio, caldo bordalés y
Benomil. Entre los fungicidas mas utilizados se encuentran el mancozeb, el clorotalonil, el
cobre y el tebuconazol, estos productos son efectivos para controlar hongos como Hemileia
vastatrix, causante de la roya del café, y Fusarium solani, que provoca la podredumbre
radicular (Benavides et al., 2013). Los fungicidas sintéticos ofrecen ventajas como una
accién rdpida y un amplio espectro de control, sin embargo, su uso también presenta
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limitaciones significativas. La eficacia de estos productos puede verse comprometida por la
aparicioén de resistencias en los patégenos debido al uso continuado y excesivo. Ademas, el
control quimico no aborda las causas subyacentes de las enfermedades, lo que puede
resultar en una dependencia constante de estos productos, causando el impacto ambiental
negativo, incluyendo la contaminacidn del suelo y del agua, y los riesgos para la salud
humana y la biodiversidad (Cermeli et al., 2018).

Por ultimo, tenemos el control bioldgico, que implica el uso de microorganismos
antagonistas como bacterias y hongos para manejar las enfermedades fungicas. Existen
microorganismos como Trichoderma spp., Bacillus spp. y Pseudomonas spp. han mostrado
eficacia en el control de patdgenos del café. También tenemos el uso de los metabolitos
secundarios producidos por los mismos microorganismos que funcionan como fungicidas,
entre ellos encontramos B. subitilis, B. thuringiensis, Calcarisporium sp., Lecanicillum spp.,
Paenibacillus lentimorbus y Trichoderma spp. los cuales han demostrado ser capaces de
inhibir el crecimiento radial de a F. solani en un 42% (Escobar et al., 2004). Estos agentes
de control biolégico actuan a través de varios mecanismos, incluyendo la antibiosis, donde
producen compuestos que inhiben o matan a los patégenos; la competencia, donde los
antagonistas compiten con los patégenos por espacio y nutrientes; y la induccion de
resistencia, donde estimulan las defensas naturales de la planta huésped (Hernandez et al.,
2019).

Un ejemplo de control biolégico exitoso en el cultivo de café es el uso de Trichoderma
harzianum, que ha demostrado ser efectivo contra F. solani. En estudios de campo, la
aplicacion de Trichoderma harzianum ha reducido significativamente la incidencia de la
podredumbre radicular, mejorando la salud de las plantas y aumentando los rendimientos
de las cosechas. Estos resultados subrayan el potencial del control biolégico como una
herramienta sostenible y eficaz en el manejo de enfermedades flngicas en el café (Vidal-
Martinez, 2021).

Sin embargo, se ha estudiado el uso de los metabolitos secundarios producidos por las
especies del género Burkholderia. Diversos estudios realizados en nuestro grupo de
investigacién por Antonio-Flores (2015), Vega-Aguilar (2015) Cervantes-Alvarez (2016) y
Jiménez-Gdmez (2019) analizaron 46 cepas del grupo Burkholderia sensu lato, las cuales
fueron aisladas de la rizosfera de plantas como maiz, pino, bromelia, ajo, chile canario, mora
azul, helecho, maguey, orquideas, alcatraz y café provenientes de cinco regiones diferentes
del estado de Puebla. En estos estudios se evalud la capacidad para inhibir el crecimiento
de los hongos fitopatdgenos que afectan el cultivo del café. Entre las 46 cepas asiladas, la
cepa GB99 destaco por inhibir el crecimiento radial de F. solani en un 49 %, de acuerdo con
ensayos de antagonismo in vitro realizados utilizando técnicas de cultivos duales o de doble
capa (Jiménez-Gémez 2019).

Esto hallazgo sugiere que la bacteria puede producir metabolitos secundarios incluso en
ausencia de los hongos fitopatdgenos y que es capaz de daiiar la pared celular del hongo F.
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solani, observandose estructuras globulares dentro de las hifas del hongo que sugieren la
acumulacién de quitina (Jiménez-Gémez, 2019). Este fendmeno indica la posible presencia
de antifungicos especificos como pirrolnitrina y occidiofungina, asi como el potencial de
produccién de otros compuestos antifingicos como fenazina, glidobactina, toxoflavina y
pioluterina (Parra-Gonzalez et al., 2009; Tenorio-Salgado et al., 2013).

3. JUSTIFICACION

El cultivo de café es de gran importancia para los productores de México, constituyendo
una parte esencial de su sustento econdmico tanto en términos de exportacion como de
importacion. El cambio climatico global ha incrementado la incidencia de enfermedades
causadas por hongos fitopatégenos en este cultivo, generando pérdidas econdmicas
importantes en su rentabilidad. La investigacién en esta area busca desarrollar y evaluar
nuevas estrategias enfocadas al control bioldgico de estas enfermedades. Actualmente, los
cafeticultores recurren al uso de agroquimicos, lo que incrementa los costos de produccién
y provoca efectos nocivos en la salud de los mismos productores, ademas de causar dafos
al medio ambiente, como la degradacién y contaminaciéon del suelo, la contaminacién del
agua subterrdnea y la pérdida de flora y fauna beneficiosa.

En el presente trabajo se investigara la actividad antifungica de los metabolitos secundarios
producidos por la cepa GB99, con el objetivo de proponer una alternativa de control
bioldgico que beneficie la rentabilidad de los cafeticultores. Se busca que estos metabolitos
sean de facil aplicacién, no alteren los nichos ecoldgicos de la rizosfera de las plantas de
café y resulten eficientes en la reduccién del dafio causado por hongos fitopatdgenos.

4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar la actividad antagdnica de manera in vitro utilizando los metabolitos secundarios
producidos por la cepa Burkholderia sp. GB99 frente a hongos fitopatégenos que afectan el
cultivo del café.
4.2 OBIJETIVOS PARTICULARES
e Evaluar in vitro la capacidad antagdnica producida por la cepa GB99 contra F.
solani.
e Realizar un analisis bioinformatico de los genes biosintéticos de los antifungicos
occidiofungina y pirrolnitrina en el genoma de la cepa GB99.
e Establecer un método para extraer, concentrar detectar e identificar los
antifungicos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Obtencion de metabolitos secundarios producidos por la cepa GB99

Se utilizo el aislado GB99 perteneciente a la coleccién de 46 cepas del grupo Burkholderia
sensu lato, la cual se encontraba en conservacion en glicerol al 30% y almacenada a -80°C.
La reactivacion fue realizada en medio NB modificado y medio PCAT (Jiménez-Gédmez, 2019)
en sélido-liquido para comprobar su viabilidad y pureza. Una vez comprobada la viabilidad
de los cultivos, se prepararon los pre-indculos ajustandose a una densidad 6ptica de 0.05
abs a 600 nm. Para ello se tomd 3 ml del pre-inoculo y se inocularon en 200 ml de medio
MM?9 adicionado con fuente de carbono Xilosa 3% y Fructosa 2% por separado, su
incubacion fue durante 72 h/30°C.

Posteriormente los medios de cultivo se dejaron a bafio Maria a 96 °C/30min y se centrifugo
tres veces (4.500 x g, 30 minutos), para obtener un medio libre de células bacterianas no
vivas. Una vez obtenido el medio libre de células, se recuperé el sobrenadante donde estan
los presuntos metabolitos secundarios. Estd suspension de almacend a 4 °C para su uso en
las pruebas de antagonismo por el método de medio envenenado. Este método consiste en
exponer al hongo fitopatdgeno a los metabolitos secundarios producidos por la cepa GB99,
con el fin de observar un comportamiento fungistatico o fungicida.

5.2 Evaluar in vitro la capacidad antagénica de los metabolitos secundarios
producidos por la cepa GB99 contra Fusarium solani.

Para evaluar in vitro la capacidad antagdnica de los metabolitos secundarios, se utilizé el
método de medio envenenado tanto sélido como liquido (Alburqueque-Andrade, 2018). En
el caso del medio envenenado sdlido, se preparé un medio PDA al que se le afiadieron
metabolitos secundarios obtenidos previamente a partir de fuente de carbono Xilosa 3% y
Fructosa 2%, en porcentajes de 10, 30 y 50% por separado, y con tres repeticiones para cada
tratamiento. Después de agregar los metabolitos, se vertié el medio en placas, se dejé
solidificar y se inoculé un disco de 0.7 mm de didmetro el cual contenia agar y micelio
vegetativo del hongo F. solani con un crecimiento de siete dias con una concentracion de
esporas de 5.25 x 10°. Las placas se incubaron por siete dias a 25 + 2 °C en condiciones de
oscuridad. Finalmente, se evaluo la inhibicion del crecimiento del diametro, la viabilidad de
esporas, y se realizaron observaciones macro y microscopicas de las afectaciones al micelio.

Para el medio envenado liquido, se prepard un caldo LB modificado al que se le agregaron
metabolitos obtenidos de las fuentes de carbono Xilosa al 3% y Fructosa al 2% en
porcentajes de 30 y 50%, por separado, con cinco repeticiones cada uno. Cada matraz fue
inoculado con 100 pl de una suspensién de esporas con una concentracién de 2.8x
10%esporas, y se incubaron durante cinco dias en agitacién (60 rpm) a 25 + 2 °C. Finalmente,
se evaluaron el peso fresco y seco del micelio, la viabilidad de esporas, y observaciones
microscopicas de las afectaciones del micelio.
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5.3 Prueba de viabilidad de esporas a partir de método de medio envenenado sélido-
liquido
En el medio envenenado sdlido (se preparé un medio PDA al cual se le afadieron
metabolitos secundarios obtenidos previamente a partir de fuentes de carbono: xilosa 3%
y fructosa 2%. Estos metabolitos fueron evaluados por separado en concentraciones del
10%, 30% y 50%. De esta forma, se analizaron los efectos de los metabolitos derivados de
xilosa y fructosa sobre la viabilidad de las esporas. Se seleccionaron las placas que
mostraban afectaciones al micelio de cada uno de los porcentajes de 10, 30 y 50%.
Posteriormente, se realizé un corte con una duya de 0.07 mm de diametro, el cual se coloco
en una solucién twin al 0.1% y se sometid a agitacién en un “Vdértex” durante 10 minutos.
A continuacién, se tomé una alicuota de 100 pl y se mezclé en un tubo eppendorf con 100
ul de colorante Azul de Evans (Wang et al., 2021). Las muestras se incubaron durante 24,
48, 72 y 96 h, tomando una alicuota de 10 pl a las 48 h para realizar un conteo de esporas
viables y no viables (Wang et al., 2021) en 32 campos, por triplicado, utilizando un
microscopio dptico a 40X.

En el caso del medio envenenado liquido se preparé un medio LB modificado al que se le
afiadieron metabolitos secundarios obtenidos previamente a partir de fuentes de carbono
xilosa 3% vy fructosa 2%, en porcentajes de 10, 30 y 50% por separado), evaludndose los
metabolitos de cada por separado. Se tomé directamente una alicuota de 100 ul de los
porcentajes de 30 y 50%, la cual se mezcld con 100 ul de colorante Azul de Evans (Wang et
al., 2021) en un tubo eppendorf. Las muestras fueron incubadas durante 24, 48, 72 y 96 h,
tomando una alicuota de 10 pl a las 48 h para realizar un conteo de esporas viables y no
viables en 32 campos por triplicado, leidos a 40 X en microscopio éptico.

5.4 Analisis estadistico aplicado para evaluar el porcentaje de inhibicion del didametro
y prueba de viabilidad de esporas.

Las pruebas estadisticas del porcentaje de inhibicién del didmetro, halo de inhibicidn, y el
numero de esporas viables y no viables se realiz6 mediante un ANOVA de una via utilizando
el programa Graph-Pad Prism versién 9.0.

5.5 Secuenciacion del genoma de la cepa GB99 y andlisis de calidad de las secuencias.
La extraccion de ADN de la cepa GB99 fue realizada por Jiménez-Gémez utilizando un kit
de extraccion Promega y la pureza del ADN se corrobord mediante electroforesis. La calidad
y concentracidn de la muestra se determinaron con un espectrofotdmetro Nano Drop 2000
(Thermo Scientific). La muestra de ADN gendmico obtenida presenté una absorbancia
adecuada para ser procesada en el laboratorio Humanizing Genomics Macrogen vy
secuenciada mediante la técnica de MiSeq ILLUMINA. Una vez obtenida las secuencias en
formato fastq se procedid a su analisis de calidad utilizando el programa FastQC, que genera
diversas métricas que nos indican la calidad de las secuencias.
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5.6 Realizacion de diversos ensambles, manejo de su calidad y anotacion del genoma

de la cepa GB99.

Como se menciond anteriormente, una vez analizadas las secuencias y confirmada su buena
calidad, se procedid a realizar cinco ensambles diferentes a partir del uso de programas
VELVET, SPADES vy la plataforma BV-BRC. El objetivo fue obtener el menor nimero de contig
posible y N50. Para ello, se utilizaron los parametros de ensamble que se muestran en la
Tabla 3. Posteriormente, se analizo la calidad de cada ensamble con el programa QUAST
(Quality Assessment Tool for genoma Assemblies). La anotacion del genoma se llevé a cabo
utilizdndola plataforma RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology), utilizando el
archivo gbff para el andlisis posterior de los genes biosintético de los antifingicos
pirrlonitrina y occidiofungina.

NO. DE
ENSAMBLES

PROGRAMA

PARAMETROS

-K: K-MERO, -T: THREADS,
COV: COBERTURA

Tabla 3. Parametros de los diferentes ensambles realizados.

FUENTE

1 SPADES -K=21,33,39 PC UBUNTU
(SPADES 1) -T=8
2 SPADES -K=21,33,39,41,43,49 PC UBUNTU
(SPADES 2) -T=10
3 SPADES GENERADOS PC UBUNTU
AUTOMATICAMENTE POR EL
(SPADES 3) PROGRAMA:
-K=21,33,55,77
-T=10
4 VELVET OP-H-G OBTENIDOS A PARTIR DE PC UBUNTU
VELVET OPTIMISER:
(VELVET G)
-K=81
COV=164
5 BV-BRC (METASPADES) TRIM READS BEFORE Centro de recursos de
. ASSEMBLY: TRUE bioinformatica
(GB99_contings) CONTIG GTH: 300 bacteriana y viral (BV-
MIN CONTIG LENGTH: BRC), https://www.bv-
MIN. CONTING COVERAGE: 5 bre.org/
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5.7 Busqueda de los genes biosintéticos de los antifungicos pirrolnitrina y
occidiofungina en el genoma de la cepa GB99.
Para identificar los genes biosintéticos de los antiflngicos pirrlonitrina y occidiofungina en
el genoma de la cepa GB99, se llevd a cabo una busqueda BlastN y BlastP, mediante el
programa de XY Plot Viewer modificado (Pedraza-Pérez, 2018), donde se utilizé el archivo
FASTA generado del ensamblaje de mayor calidad, denominado “SPADES3”. Se empleo
como secuencias de referencia (query) los genomas de B. contaminans (NC_008392), B.
ambifaria (NC_EU938698.5) y B. pyrrocinia (NC_AF161186), reportados en la plataforma de
NCBI.

Se investigaron las rutas metabdlicas y los genes implicados los genes biosintéticos de los
antifungicos pirrolnitrina y ocidiofungina. En la plataforma KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes), se encontré reportada la ruta metabdlica del antifungico
pirrolnitrina, que inicia en la biosintesis del triptéfano. Esta ruta involucra cuatro genes:
prnA (tryptophan 7-halogenase), prnB (monodechloroaminopyrrolnitrin synthase), prnC
(monodechloroaminopyrrolnitrin halogenase) y prnD (aminopyrrolnitrin oxigenase) ver
Anexos 3. La plataforma también proporciona informacidn sobre las especies del género
Burkholderia que tienen a ruta completa, por lo que se tomd como query las secuencias de
B. pyrrocinia (NC_AF161186) y B. cepacia ATTC25416.

Para el antifungico occidiofungina, a pesar de no encontrar la ruta metabdlica en la
plataforma KEGG, se referencié en el articulo de Gu et al.,, 2011, que describe Ia
participaciéon de diecisiete genes en total: cinco genes de sintasas peptidicas no ribosomales
(NRPS), dos genes de regulacién tipo LuxR, y diez genes de transporte (ver Anexo 3 para la
ruta metabdlica). Se tomaron como query las secuencias de B. contaminans (NC_008392),
B. ambifaria (NC_EU938698.5) y B. pyrrocinia (NC_AF161186).

5.8 Alineamiento global y busqueda de dominios mediante la plataforma de SMART
PROTEIN de los genes biosintéticos del antiflingico occidiofungina.
Se utilizo el programa de Bioetdit para realizar el alineamiento global por pairwise entre las
secuencias de las query B. contaminans (NC_008392), B. ambifaria (NC_EU938698.5) y B.
pyrrocinia (NC_AF161186) con las secuencias extraidas de la anotacién del genoma de la
cepa GB99 de los genes biosintéticos del antifungico occidiofungina. Posteriormente,
utilizando las secuencias obtenidas de la anotacién, se buscaron los dominios
pertenecientes a los genes de biosintesis, regulacién y transporte del antifungico
occidiofungina, empleando la plataforma SMART PROTEIN.
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5.9 Construccion del mapa de los genes biosintéticos del antifingico
occidiofungina.
Se utilizo el programa Power Point para construir el mapa de los genes biosintéticos del
antifungico occidiofungina. Este mapa incluye informacién sobre el tamafo, orientacién y
funcién de cada uno de los genes involucrados en la biosintesis, regulacion y transporte.

5.10 Extraccién y concentracién de los metabolitos secundarios producidos por la

cepa GB99.

La obtencién de los metabolitos secundarios se realizé siguiendo la misma metodologia
descrita en el apartado 5.1. Para la extraccidon de los metabolitos secundarios, se utilizé el
método de Jiménez-Gomez 2023. Los metabolitos secundarios fueron expuestos a la resina
Amberlita XAD-16 durante 24 h. Luego, se llevé a cabo una desorcién en metanol al 50% y
un lavado con acetato de etilo. Posteriormente se concentrd la muestra por rotavapor
durante 5 minutos a 100 °C. Finalmente, se dejé evaporar en bloque térmico a 40 °C durante
72h, y la muestra resultante se re-suspendié en metanol puro y se filtré para su andlisis por
cromatografia acoplada a espectrometria de masas.

5.11 Deteccidon cualitativa de los antifiingicos producidos por la cepa GB99
mediante TLC (Thin-Layer Chromatography).
Para la deteccidn cualitativa, se prepararon bajo campana de extraccidn cuatro sistemas de
solventes diferentes, segln lo citado por Gu, et a/,2009; Dudnik, et al., 2012; Choi, et al.,
2018; Jun, et al, 2018; Xu, et al., 202; Lee, et al., 2017. El sistema uno consistid en
cloroformo: metanol: agua en una relacion de 60:16:2; el sistema dos, cloroformo: metanol:
agua en una relacién 30:30:2; el sistema tres, cloroformo: etanol: agua en una relacion
20:60:2; y el sistema cuatro, acetato de etilo: metanol en una relacidn 2:1. Posteriormente,
se colocaron en una placa de TLC cinco muestras proporcionadas por Jiménez- Gédmez
(2023): A= Rotavapor, B= Re suspensidn en agua, C= Re suspensién en metanol 50%, D=
Metabolitos secundarios y F= Re suspension en etanol 50%.

Las placas se sometieron a los cuatro sistemas de solventes mencionados hasta que
alcanzaron el frente de corrimiento. Luego, se revelaron bajo UV para medir la distancia de
corrida y calcular el (Factor de retencién). Se aplicéd el mismo procedimiento de solventes
y muestras para la placa de TC, seguida de bioautografia. Las placas de TLC Para ellos se
colocaron las placas de TLC se colocaron en cajas Petri estériles, y se vertio medio PDA semi
sélido con 100 pl del hongo F. solani crecido con 48 h en medio LB modificado. Finalmente,
se dejo gelificar y se incubaron a 24 + 2°C en oscuridad por 48 h para observar el
antagonismo.
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5.12 Deteccion cuantitativa del antifungico occidiofungina mediante analisis
cromatografico HPLC-Masas.
Para la deteccidn cuantitativa del antifungico occidiofungina, se prepararon dos muestras.
La primera muestra se obtuvo siguiendo la metodologia de obtencién de metabolitos
secundarios de la cepa GB99 descrita en el apartado 5.1, luego se extrajo y concentré como
se indica en el apartado 5.10. La segunda muestra también se obtuvo segun la metodologia
descrita anteriormente y se dejo en resina (como se detalla en el apartado 5.10).
Posteriormente, se concentré utilizando nitrégeno liquido durante 18 h y se pasé por
carbdn grafito comercial.

Una vez obtenidas las muestras, se llevaron al andlisis cromatografico en un equipo HPLC
Agilent Technologies 1260 con inyector automatico y dos detectores: un detector UV-vis de
arreglo de diodos (DAD) y el detector de masas QqQ-ToF, que consta de un espectrometro
de masas con fuente de ionizacion por electrospray (ESI) y un triple quadrupolo (QgQ) en
serie con un tubo de tiempo de vuelo (ToF). Se utilizé una columna Zorbax Eclipse Plus, 3.5
pum, 100 x 4.6 mm, con un flujo de 1ml/min a una temperatura de 35°C, empleando una
fase movil conformada por A: H,0 + 0.1% acido férmico; B: ACN + 0.1% acido férmico.

5.13 Recoleccion y concentracidn del antifiingico occidiofungina.

Las occidiofunginas A, B, Cy D se recolectaron a partir de las masas ionizadas detectadas
(1200.5994, 1216.5943, 1234.5605 y 1249.56, respectivamente), ubicando los picos
correspondientes denominandolos como “fraccién 2”. Con un tiempo de retencién de 4-8
minutos, se realizé la recoleccidén durante un periodo de 10 h. Posteriormente, se concentrd
utilizando rotavapor de la marca Witeg, operando a una temperatura de 45-60°C a 45 rpm.
Se dejé evaporar en un bloque térmico a 40 °C durante 96 h y se re-suspendié en metanol
al 50% para realizar ensayos de antagonismo y concentracién minina fungicida.

5.14 Ensayo de antagonismo mediante la técnica de difusion de pozos del
antifungico occidiofungina.
Se utilizé el método de difusién de pozos (Jiménez-Goémez, 2019), para evaluar el
antagonismo del antifungico occidiofungina frente a F. solani. Se preparé un medio LB sin
sal semisdlido con 7.5 % de agar, al cual se le agregaron 50 ul del hongo F. solani por cada
20 ml de medio, asegurando que el hongo quedara inmerso en el agar. El medio se dejo
gelificar a temperatura ambiente.

Una vez solidificado, se realizaron pozos en la superficie del agar con ayuda de un
sacabocados de 5 mm de didmetro. En cada uno de los pozos se colocaron 100 pl del
antifungico occidiofungina re-suspendida en metanol al 50%., Como control, se agregé la
fase mévil de manera similar. Se dejé reposar por 12 horas para permitir la difusion del
liquido en el agar, y luego se incubaron a 25 + 2 °C durante 48 h. Finalmente, se midieron
los halos inhibicidn con un vernier.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Evaluar in vitro la capacidad antagénica producida por la cepa GB99 contra F. solani.

A.

Método envenenado sélido

A continuacion, tenemos los resultados a partir de medio envenenado sdlido. Estos indican
que los metabolitos obtenidos a partir de fuente de Xilosa al 3% y de Fructosa al 2% generan
un efecto fungistatico frente a F. solani, ya que permite el crecimiento retardado del hongo.

En la figura 4, se muestran los resultados de los tratamientos con metabolitos obtenidos de
fuente de carbono xilosa al 3% (A), los cuales lograron una inhibicién del didmetro del
micelio de entre 70-80% en los tratamientos con concentraciones del 30% y 50%, evaluados
al séptimo dia. En comparacién, con los metabolitos obtenidos de la fuente de carbono
Fructosa al 2% (B) mostraron una inhibicién del del didmetro del micelio del 50-60% en los
mismos tratamientos también evaluados en el séptimo dia. Se corroboré que el mayor
efecto fungistatico de estos metabolitos secundarios sobre el hongo se produce en ambos
casos con en el tratamiento al 50%.
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Porcentaje de inhibicion del crecimiento del didmetro de F. solani por método de medio
envenenado sélido, A) Metabolitos obtenidos por fuente de Xilosa 3%, B) Metabolitos
obtenidos por fuente de Fructosa 2%. El andlisis se realizd6 mediante ANOVA de una
via (p>0.0001). Cada barra representa la media (n=3), con barras de error estandar de

la media.

Sin embargo, F. solani presencio cambios morfolégicos de igual manera a partir de los
porcentajes de 30 y 50% de los metabolitos obtenidos en ambas fuentes de carbono
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utilizadas. Presentando pigmentos de color café oscuro en el micelio responsable de la
produccién de compuestos ROS (Compuestos reactivos de oxigeno), halos de color naranja
alrededor del micelio y un crecimiento radial no uniforme a comparacion de nuestro control
que presenta un micelio amarillo claro, crecimiento radial uniforme con anillos
determinados y sin pigmentaciones.

Estos cambios en F. solani se pueden asociar al estrés sometido por el conjunto de estos
metabolitos secundarios producidos por la cepa GB99 como se observa en la Fig. 5.

CONTROL 10%

30% 50%

A)

Dia 2

Dia7

B)

Dia 2

Dia 7

Figura5.  Antagonismo de F. solani por método de medio envenenado sélido a 10, 30, 50% maés el
control. A) Metabolitos obtenidos por fuente de Xilosa 3%, B) Metabolitos obtenidos
por fuente de Fructosa 2%.

A nivel macroscépico, el micelio aéreo de F. solani mostré exudados de color rojizo y
esporodoquios con una apariencia viscosa de color rosa-crema. Al observar estas
estructuras bajo microscopio dptico con objetivo de 40X, se identificaron Unicamente
macro y micro conidias. En comparacién, el control, mostré un micelio blanco y algodonoso,
como se observa en la figura 6.
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Figura 6. A) Control, B) Presencia de Fusarrubina, C) Estructura de esporodoquio y D)
Estructuras de macro y micro conidias, bajo observacion microscopica a objetivo de 40
X de la estructura de esporodoquio.

A) B)
30




Figura 7. A) Control, con hifas desarrolladas con normalidad, sin afectacion. B) y C) Presencia
de estructuras de globo asociadas a dafio estructural.

Los metabolitos obtenidos a partir de fuente de xilosa al 3%, tienen mayor porcentaje de
inhibicién del diametro del micelio a comparacion de aquellos obtenidos con fuente de
fructosa al 2%. Esto sugiere que la xilosa podria actuar como una fuente de carbono
involucrada directamente en la sintesis de metabolitos secundarios con actividad
antifingica y/o antimicrobiana significativa. Estudios previos han demostrado que la xilosa
participa directamente en la sintesis de compuestos antifungicos, como la occidiofungina y
sus variantes, los cuales tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de hongos
fitopatdgenos (Gu et al., 2011).

Por otra parte, estos metabolitos secundarios obtenidos de ambas fuentes son capaces de
causar estrés en F. solani, mostrando anomalias morfolégicas como la coloracién de
presencia de pigmentacion oscura y la aparicién de halos naranjas alrededor del micelio
asociados con la producciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS). Ademas, la apariencia
viscosa del micelio aéreo relacionado con las estructuras de esporodoquios (Marquez-
Fernandez, 2020) lo cual indica una alteracién en la reproduccion de F. solani, es decir, no
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se observd la fase de esporulacion del hongo, pero si los esporodoquios que albergan macro
y microconidios viables, todo esto relacionado a un mecanismo de supervivencia. También
se observé la produccion del pigmento rojo conocido como “fusarrubina” (Kristensen et al.,
2021), que se asocia a mecanismos de defensa del hongo en respuesta a factores de estrés
como temperatura extrema, salinidad, agroquimicos, metabolitos secundarios de otros
microorganismos, etc. Las observaciones microscépicas revelaron ademas anormalidades
en la estructura de las hifas, donde se observaron estructuras de globo. Estas se encuentran
asociadas a mecanismos de estrés inducido por metabolitos secundarios que tienen accién
en la membrana de la hifa y que en respuesta de defense genera una sobre produccién de
quitina aumentando el tamafio y dando una estructura inflada (Jiménez-Gémez, 2019;
Tenorio-Salgado et al., 2013). Los resultados obtenidos mediante el método de medio
envenenado sdlido indican que los metabolitos secundarios obtenidos ejercen un efecto
fungistatico, limitando el crecimiento del hongo, afectando su fase de esporulacién, e
induciendo mecanismos de defensa como la producciéon de fusarrubina y compuestos
reactivos de oxigeno en F. solani.

B. Método envenenado liquido

Los resultados estudiados en medio envenenado liquido indican que los metabolitos
obtenidos a partir de fuente de Xilosa al 3% y de Fructosa al 2% generan un efecto fungicida
frente a F. solani, ya que inhiben por completo el crecimiento del hongo. Para corroborar el
desarrollo del micelio, se evaluaron tanto el peso fresco como el peso seco. En el caso del
peso fresco, se registraron valores por debajo de 1 gramo, que se atribuyen al medio LB
junto con los metabolitos y el indculo que el papel arroz (utilizado como filtro) es capaz de
retener. Sin embargo, el peso seco resultd ser cero gramos, lo que confirma que no hay
desarrollo de micelio en los porcentajes de 30% y 50% con los metabolitos secundarios de
ambas fuentes de carbono, tal como se muestra en las Figuras 8 y 9.
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Peso fresco

o)

Peso fresco

D)

Figura 8.

Peso seco

Peso seco

s 0

Peso fresco y peso seco obtenido de medio envenenado, A-C) Metabolitos secundarios,
30% y 50% Fuente Xilosa 3%, C-D) Metabolitos secundarios., 30%-50% Fuente
Fructosa 2%. El andlisis se realizd mediante ANOVA de una via (p>0.0005).
Cada barra representa la media (n=4), con barras de error estandar de la media.
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Figura 9. Antagonismo en medio liquido por método de medio envenenado, A) Control, B) 30%,
C) 50% metabolitos obtenidos en fuente de Xilosa 3%, D) 30%, E) 50% metabolitos
obtenidos en fuente de Fructosa 2%o.

También se realizé una observacién microscdpica de los cultivos con porcentajes de 30% y
50% en ambas fuentes de carbono. Se puede observar que no hay desarrollo de micelio ni
presencia de macro y micro-conidios, en contraste con el control. Sin embargo, se detectd
la presencia de esporas deformadas, que, en lugar de conservar su estructura ovalada, no
lograron retener el colorante Azul de Evans (Wang et al., 2021), lo cual indica que no son
viable, como se observa en la Fig. 10. Estos hallazgos confirman que los metabolitos, al estar
en contacto directo con las esporas, impiden su germinacion y el desarrollo micelial del
hongo.
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A)

Figura 10.

Antagonismo en medio liquido por método de medio envenenado, A) Control, B) 30%,
C) 50% metabolitos obtenidos a partir de fuente de Xilosa 3% y Fructosa 2%, las
esporas viables retienen el colorante y las esporas no viables se observan traslucidas.
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El resultado mas importante en este experimento es la capacidad fungicida de los
metabolitos secundarios producidos por la cepa GB99, utilizando xilosa al 3% y fructosa al
2% como fuentes de carbono. Se observo una inhibicidn total del crecimiento micelial de F.
solani, confirmada por la ausencia de peso seco, con resultados de cero gramos en los
tratamientos con concentraciones del 30% y 50%, lo cual evidencia la ausencia de
crecimiento fungico. Sin embargo, otro aspecto relevante es la diferencia entre los efectos
fungicidas observados en el medio envenenado liquido y los efectos fungistaticos en el
medio envenenado sélido, mientras que en el medio liquido se logra una inhibicién total
del desarrollo micelial, en el medio sélido solo se observa un efecto fungistatico, que retrasa
el crecimiento del hongo en lugar de detenerlo por completo.

Es importante destacar que en el medio liquido estdn en mayor contacto con las esporas
que el efecto de estos metabolitos en medio liquido le permite estar en mayor contacto con
las esporas del hongo a diferencia del medio sélido. Esto se confirmé mediante
observaciones microscépicas, donde se detectaron esporas deformadas, sin retencion del
colorante Azul de Evan, un marcador de viabilidad y sin desarrollo micelial en contraste con
el control. Se conoce que existen metabolitos como: burkholdines, cepacidina A, B,
pirrolnitrina, occidiofungina y xilocandina, que son capaces de degradar la membrana
fungica de mediante mecanismos de estrés oxidativo, desporalizaciéon de la membrana,
entre otros (Jiménez-Gédmez, 2019). Estos hallazgos sugieren la hipdtesis de que la cepa
GB99 podria producir alguno de estos compuestos fungicidas.

C. Prueba de viabilidad de esporas a partir de método de medio envenenado sélido-
liquido

Para confirmar el efecto fungistatico y fungicida observado en los experimentos de medio
envenenado sdlido y liquido, se realizd una prueba de viabilidad de esporas, contando las
esporas viables y no viables en estos ensayos. En el medio envenenado sdélido, el mayor
numero de esporas viables se encontro en el control y en el tratamiento al 10%, en
comparacion con los tratamientos al 30 y 50%. Sin embargo, en el conteo de esporas no
viables, los porcentajes del 30 y 50 destacaron en comparacion con el control y el 10%. Esto
sugiere, que a los metabolitos secundarios obtenidos de Xilosa 3% y Fructosa al 2% validan
el efecto fungistatico, como se observa en la figura 11. en comparacién con el medio
envenenado liquido, se puede observar que la mayor cantidad de esporas viables es en el
control y la mayor cantidad de esporas no viables son los tratamientos del 30 y 50% en los
metabolitos producidos por ambas fuentes de carbono como se observa en la figura 12 y
13.
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Figura 11. A) Conteo de esporas viables, B) Conteo de esporas no viables, a partir de metabolitos

obtenidos por fuente de Xilosa 3% en medio envenenado solido, C) Conteo de esporas
viables, D) Conteo de esporas no viables, a partir de metabolitos obtenidos por fuente
de Fructosa 2% en medio envenenado sdlido. ANOVA de una via (p>0.0001).
Cada barra representa la media (n=30), con barras de error estandar de la media.
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Figura 12.
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(p>0.0001). Cada barra representa la media (n=30), con barras de error estandar de la
media.
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Figura 13. C) Conteo de esporas viables, D) Conteo de esporas no viables, a partir de metabolitos
obtenidos por fuente de Fructosa 2% en medio envenenado liquido. ANOVA de una
via (p>0.0001). Cada barra representa la media (n=30), con barras de error estandar
de la media.

Los resultados de las pruebas de viabilidad de esporas respaldan la observacion de que
los metabolitos tienen un efecto fungistatico en el medio sélido y fungicida en el medio
liquido. Es importante destacar que el uso del Azul de Evans como marcador de
viabilidad resulté fundamental en este experimento, ya permite distinguir entre esporas
viables, que retienen el colorante, y esporas no viables, que se observan translucidas.
Este hallazgo coincide con la deformidad estructural de las esporas causada por la accion
de estos metabolitos, lo que refuerza su efectividad en la inhibicion del crecimiento de
Fusarium solani.

6.2 Realizar un analisis bioinformatico de los genes biosintéticos de los antifingicos
occidiofungina y pirrolnitrina en el genoma de la cepa GB99”.

A. Secuenciacion del genoma de la cepa GB99 y analisis de calidad de las secuencias.

Los datos obtenidos de los resultados de la secuenciacidon del genoma incluyen el nimero
total de lecturas (reads), el total de pares de bases y el contenido de GC% (guanina y
citocina), entre otros parametros de calidad. Las secuencias muestran un alto contenido de
GC%, lo cual se detalla en el Anexo 6.

El andlisis de calidad se realiz6 mediante el programa FastQC, el grafico de calidad de
secuencia por base indica que todas las bases se encuentran dentro de la zona verde, que
corresponde a una alta calidad (>28) (Ver Anexo 6). Ademas, se distingue un decaimiento
de la sefial a medida que avanza la secuenciacion, asociado a la disminucidn de la senal
fluorescente.

Adicionalmente, se generaron graficos de calidad asociados a las celdas de flujo,
puntuaciones de calidad por secuencia, contenido de GC por secuencia, distribucién de
tamafios de los fragmentos de la secuenciacion, grado de duplicacién para cada secuencia,
secuencias sobrerrepresentadas y adaptadores presentes, los cuales se detallan en el Anexo
1. Dado que las secuencias obtenidas son de alta calidad, se procedié a realizar el
ensamblaje del genoma de la cepa GB99.
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B. Realizacion de diversos ensambles, manejo de su calidad y anotacion del genoma
de la cepa GB99.

Entre los cinco ensambles realizados utilizando diferentes programas y una plataforma, los
mas exitosos, con el menor numero de contig fueron el ensamble denominado “GB99” con
103 contig y “SPADES 3” con 227 contig, como se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Resultados de los diferentes ensambles realizados.

NO. DE PROGRAMA NUMERO N50 TAMANO FUENTE
ENSAMBLES DE CONTIG Pares de DEL

bases ENSAMBLE
Pares de
bases
1 SPADES (SPADES 1) 583 PC UBUNTU
4267505,5 | 8535011

2 SPADES (SPADES 2) 538 PC UBUNTU
4404628 8809256

3 SPADES (SPADES 3) 227 PC UBUNTU
373362 8763169

4 VELVET OP-H-G 602 PC UBUNTU
(VELVET G) 4346060,5 | 8692121
5 BV-BRC 103 PAGINA:
(METASPADES) 4346060,5 | 8692121 | https://www.bv-
(GB99_conting) brc.org/
(Oldson RM., et
al, 2022)

También, se calcularon el valor de N50 y el tamafio del ensamble. La calidad de los ensambles se
analizé con el programa QUAST, determinando que “SPADES 3” presentaba los mejores
parametros de ensamble, considerando el nimero de contig, N50, N90 y longitud de contig,
los cuales estan resaltados en colores que varian de color morado a lila como se observa en
la Fig. 17.

Para la busqueda de los genes biosintéticos de los antifungicos pirrolnitrina y
occidiofungina, se selecciond el ensamble “SPADADES 3”, debido a que presentd los
resultados de mejor calidad. La anotacion del genoma se realizd utilizando el programa
PROKKA vy la plataforma RAST, los cuales permitieron identificar los marcos de lectura
abiertos tomando como referencia los genomas del género Burkholderia. Estos andlisis
generaron una serie de diferentes archivos (ver Anexo 2) que se utilizan en el analisis
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posterior para identificar los genes relacionados con los genes biosintéticos de los
antifdngicos mencionados.

C. Busqueda de los genes biosintéticos de los antifungicos pirrolnitrina y
occidiofungina en el genoma de la cepa GB99.

Los datos obtenidos incluyeron la ubicacion de los genes, porcentaje de identidad,
porcentaje de cobertura, E-value y Bit-score. Los resultados para el antifungico pirrolnitrina
indican que los genes biosintéticos no estan presentes en la cepa GB99. Esto se debe a que
los pardmetros obtenidos no alcanzaron los umbrales esperados: los porcentajes de
identidad no llegaron al 80%, el E-value no fue de 0.0 o cercano a e-100, y el Bit-score no
correspondié al tamano del gen. Ademas, el gen prnB no arrojé resultados, y no todas las
coberturas superaron el 80%, como se muestra en la tabla 5. En el caso de las secuencias
de ADN vy proteinas (ver Anexo 4) se requiere que todos los pardmetros sean adecuados
para confirmar la presencia de los genes biosintéticos.

Tabla 5. Resultados obtenidos de la busqueda realizada en BLASTn de los genes
biosintéticos del antifingico pirrolnitrina a partir de secuencias query de B. cepaciay
B. pyrrocinia.

Comparacion de los genes biosintéticos de pirrolnitrina en GB99 con B. cepacia query

SUBJECT TAMANO % % E-VALUE BIT-SCORE
DEL GEN IDENTIDAD | COBERTURA
PRN A CONTING 2 538 45.455 6.15 0.046 34.7
PRN B Cero resultados de busqueda
PRN C CONTING 6 566 25.000 34.63 0.014 36.6
PRN D CONTING 5 370 23.822 100.00 2.29%e-16 79.3

Comparacion de los genes biosintéticos de pirrolnitrina en GB99 B. pyrrocinia query

SUBJECT TAMANO % % E-VALUE BIT-SCORE
DEL GEN IDENTIDAD COBERTURA
PRN A CONTING 2 537 48.148 5 0.080 33.9
PRN B Cero resultados de busqueda
PRN C CONTING 4 566 24.599 33 0.043 35.0
PRN D CONTING 5 373 25.348 81 2.57e-18 85.1
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En el caso del antifungico occidiofungina, se logré identificar todos los genes en la misma
ubicacidén, con datos que cumplen los pardmetros aceptables. Se obtuvieron porcentajes de
identidad al 80%, un E-value de 0.0 o inferior a e-100, un Bit-score acorde al tamafio del
gen, y todas las coberturas del 80%, como se observa en la tabla 6. Esta tabla presenta los
datos organizados por rangos, desde el gen mas pequefio al mas grande, y viceversa para
los demas parametros, en el contexto de las, secuencias de ADN. En Anexo 5 proporciona
un desglose detallado de los datos correspondientes a cada gen de las secuencias de ADN y
proteina. Por lo tanto, se puede asegurar que los genes biosintéticos del antifungico
occidiofungina estd presente en la cepa GB99.

Tabla 6. Resultados obtenidos de la busqueda realizada en BLASTn de los genes
biosintéticos del antifingico occidiofungina a partir de secuencias query de B.
contaminans, B. ambifaria y B. pyrrocinia.

Query vs Subject Tamaino del % Identidad % E-value Bit-score
GB99 gen Cobertura
B. CONTING | 657-13418 89.911- 98.9- 100 0.0 687- 19560
contaminans 9 95.324
vs GB99
B. ambifaria | CONTING | 657- 13437 90.038- 96.2- 100 0.0 720-21264
vs GB99 9 96.549
B. pyrrocinia | CONTING | 657- 13395 90.417- 98.3- 100 0.0 659- 20844
vs GB99 9 97.371

D. Alineamiento global y busqueda de dominios mediante la plataforma de SMART
PROTEIN de los genes biosintéticos del antifugico occidiofungina.

Se realizé el alineamiento global de los genes biosintéticos para corroborar la similitud entre
los genes de la cepa GB99 y los de las especies B. contaminans (NC_008392), B. ambifaria
(NC_EU938698.5) y B. pyrrocinia (NC_AF161186), respecto a las query agrupandolos segun
su funcidn. En la tabla 7 se presentan: A) Genes de biosintesis, B) Genes de regulacion y C)
Genes de transporte.

En el inciso A) se puede observar que en la mayoria de los alineamientos con cada quey
presentan porcentajes de similitud en el rango del 47-50%. En el inciso B), se nota que el
“gen 2” muestra altos los porcentajes de similitud del 45-48% con respecto las tres query.
Finalmente, en el inciso C) los porcentajes varian entre 18-50% entre las tres query,
destacando que el “gen 1” no estd presente en B. pyrrocinia.
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Dado que la mayoria de los porcentajes de similitud se encuentran en torno al 80% (excepto
en los “genes 2 y 3”), no es posible asegurar que los genes biosintéticos de la cepa GB99 se
conserven en comparacion con las secuencias query.

Tabla 7. Resultados obtenidos del alineamiento global de los genes biosintéticos, A)
Genes de biosintesis, B) Genes de regulacion y C) Genes de transporte.

Genes de Porcentaje de identidad del
biosintesis

alineamiento global

Genes de Porcentaje de identidad del
Tamafio transporte alineamiento global
GB99 vs B. GB99vsB. | GB99vsB. Funcién
contaminans ambifaria pyrrocinia "
Pares de GB99vsB. | GB99vsB.  GBY9ys B, | 1omane Funcién
bases contaminans ambifaria pyrrocinia Pares de
GEN7 49.63 49.52 49.09 9595 NRPS bases
GEN & 50.19 49.30 50.14 9066 NRPS GEN1 42.52 43.61 NO 1749 FADl—linked
PRESENTE oxidase
GEN 9 50.41 48.35 50.04 3921 NRPS domain
protein
GEN 11 47.26 47.03 49.00 13410 Hybrid GEN 4 46.96 45.02 46.44 1704 Cyclic peptide
NRPS- transporter
BKS GEN 5 42.53 42.27 45.83 483 Hypothetic
GEN 13 45.81 48.85 47.53 4428 NRPS protein
GEN & 38.40 38.73 46.65 657 Glycosyl
transferase
Genes de Porcentaje de identidad del
regulacién ) i GEN 10 48.80 47.29 47.32 3324 Hydrolase
alineamiento global
GEN 12 49.27 50.35 48.23 987 Flavin-
dependent
GBYOvsD. | GB99vsB. | GB9Ovsd. | MM pncien monevEens
contaminans ambifaria rracinia
i Ly Pares de GEN 14 42.19 45.68 41.68 1371 Halogenase
bases
GEN 15 33.26 48.28 49.05 951 Transaminase
GEN 2 94.06 94.50 23.09 822 LuxR-
Type GEN 16 33.26 37.24 48.69 720 Epimerase
regulator GEN17 18.78 45.86 43.92 987 Thicesterase
GEN 3 45.15 48.45 47.42 801 LuxR-
Type
regulator

No obstante, se procedid a realizar la busqueda de dominios de los genes biosintéticos en
la plataforma de SMART PROTEIN para verificar que los diecisiete genes que lo constituyen
conservan los dominios fundamentales para llevar a cabo sus funciones. En el caso de los
genes de biosintesis, se considerd la presencia de los dominios basicos que pertenecen a la
sintesis de péptidos no ribosomales, que incluyen adenilacion, tiolacidon, condensacion y
tioesterasa. Es crucial confirmar la conservacion de estos dominios para asegurar que el
cluster puede llevar a cabo la sintesis del antifungico occidiofungina.

Para el caso de los genes de regulacion y transporte, se realizé una busqueda general debido
a la falta de conocimiento sobre si comparten los mismos dominios que los presentes en la
cepa GB99 en comparacién con las query, y para observar si los porcentajes de
alineamientos superan el 80% de similitud.
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En cuanto a los genes de biosintesis, se encontrd que comparten los dominios bdasicos y
algunos dominios accesorios. Sin embargo, para el “gen 8” tenemos que B. contaminans no
presenta el dominio de PKS-PP (policétido sintasa), como se observa en la Fig.18. Esto indica
que la cepa GB99, al conservar los dominios basicos y tener dominios accesorios, posee una
mayor versatilidad para producir compuestos con una amplia diversidad estructural a partir
de las sintasas peptidicas no ribosomales, ademas, de sintetizar la occidiofungina. Asi
mismo, los porcentajes de alineamiento global se encuentran en un rango de 87-98%,
excepcion para el dominio Acyl transferasa presente en el “gen 11”, que mostré un 34% con
respecto a la query B. contaminans.

Para el caso de los genes de regulacion estan presentes en todas las query y en la cepa GB99

con altos porcentajes de alineamiento como se observa en la Fig 19.
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Figura 14. Resultados de la busqueda de conservacion de dominios de los genes de biosintesis con
su respectivo porcentaje de alineamiento, donde cada icono representa a la cepa GB99

y las query.
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I GB9 @ B.contaminans

v B pyrrocinia

REGULADORES
GEN2 DOMINIO Lux R
CEPA ] @ A
% ALINEAMIENTO DE CCD 95 100 98
GEN 3 DOMINIO Lux R
CEPA ] @ A
% ALINEAMIENTO DE CCD 93 97 95

Figura 15. Resultados de la busqueda de conservacion de dominios de los genes de regulacion con
su respectivo porcentaje de alineamiento, donde cada icono representa a la cepa GB99

y las query.

En los genes de transporte podemos observar que la query B. pyrrocinia no tiene el “gen 1”
correspondiente a un FAD-linked oxidase domain protein. Ademas, B. contaminans
presenta un bajo porcentaje de similitud del 37% en el dominio Chol en el “gen 1”. Por otro
lado, los demds dominios correspondientes a los otros genes se encuentran conservados
con altos porcentajes de alineamiento en un rango de 83-100%, como se observa en la Fig.
20. Estos resultados indican que los genes biosintéticos se encuentran conservado
comparado con las query y que las variaciones que encontradas en los dominios de los genes
nos permiten conocer que tan versatil es la cepa GB99 para producir los cuatro tipos de

occidiofunginas: A, B, Cy D, reportadas por Gu et al., 2011.
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Bl GBY @ B.contaminans A B.ambifaria

>k B. pyrrocinia

GEN1 Dominio FAD Dominio Chol
cepa m | @ | A m | @
% ALINEAMIENTO DE CCD 83 97 37 96
GEN 4 DOMINIO ABC MEMBANA DOMINIO AAA
CEPA m| ® | A % m| ® | A X%
% ALINEAMIENTO DE CCD 94 95 94 93 96 93
GENS Dominio diiraxl
CEPA - . A *
% ALINEAMIENTO DE CCD ‘ 77 79 ‘ 81
GEN 6 Dominio Glycosil Transferasa
CEPA - . A *
% ALINEAMIENTO DE CCD | 93 | 95 | 93
GEN 10 Dominio Lactamasa_B
CEPA - ‘ A *
% ALINEAMIENTO DE CCD | 94 | 98 | 96
GEN 12 Bac luciferasa PS-DH PKS-KR PKS-PP
cEPA O A ¥ m0 Akmo A ¥ m0 A X
% ALINEAMIENTO DE CCD 96__ 98 97 88__ 90_ 93 894_ 97 99 97__99 95
GEN 14 Dominio TauD
CEPA - . A *
% ALINEAMIENTO DE CCD 89 92 96
GEN 15 Dominio Aminotransferasa
ceon ] () A *
% ALINEAMIENTO DE CCD ‘ 93 ‘ 96 ‘ 94
GEN 16 Dominio Epimerasa
. O A *
% ALINEAMIENTO DE CCD | 98 | 98 | 100
GEN 17 Dominio Abhydrolasa
CEPA - . ‘ *
% ALINEAMIENTO DE CCD | 87 | 92 | 93

Figura 16. Resultados de la busqueda de conservacion de dominios de los genes de transporte con
su respectivo porcentaje de alineamiento, donde cada icono representa a la cepa GB99
y las query.
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E. Construccion del mapa de los genes biosintéticos del antifingico occidiofungina.

Se construyd el mapa de los genes biosintéticos contemplando la cepa GB99, B.
contaminans, B. ambifaria y B. pyrrocinia, para observar posibles cambios en tamafio y
orientacion. En la Fig. 21 se muestra que en efecto en cuanto al tamafio no varian, pero que
B. pyrrocinia no tiene el “gen 1”, la cepa GB99 no tiene el “gen 18”, lo que nos aproxima a
que existe variabilidad en la produccion del antifungico. Ademas, el “gen 2”
correspondiente al regulador tipo LuxR y el “gen 16” presenta diferente orientacion en
comparacion las query. Esto implica la necesidad de realizar un andlisis de las regiones
intergénicas para identificar posibles diferencias entre ellas.
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Figura 17. Mapa de los genes biosintético del antifingico occidiofungina de la cepa GB99 y las
Burkholderias utilizadas como query.

Los resultados obtenidos por la secuencia de Macrogen indican una alta calidad de las
secuencias, con valores superiores a Q28 y un contenido elevado de GC%. Esto fue
corroborado mediante la herramienta FastQ, que permitié verificar la ausencia de
secuencias sobrerepresentadas y asegurar la correcta eliminacion de adaptadores utilizados
en la secuenciacién, confirmando asi la precision en la identificacion y anotacion de los
genes biosintéticos, lo cual es esencial para la fiabilidad en los ensambles posteriores.
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En cuanto a la comparacién de los diferentes ensambles, el andlisis sugiere que el ensamble
“SPADES 3” es el mas adecuado, basado en los pardametros obtenidos como N50, nimero
de contigs y longitud de los contigs evaluados con el programa QUAST. Esta herramienta
asegura la calidad del ensamblaje minimizando errores en la identificacion de genes
biosintéticos.

La busqueda de los genes biosintéticos para los antifingicos occidiofungina y pirrolnitrina
muestra resultados relevantes. Los valores de identidad por debajo del 80%, coberturas
menores al 80%, E-values bajos y Bit-scores no coincidentes con el tamafio del gen sugieren
la ausencia de genes para pirrolnitrina. En contraste, los genes biosintéticos necesarios para
producir occidiofungina estan presentes, con valores de identidad dentro del 80%,
coberturas alrededor del 80%, E-value de 0.0 y Bit-score adecuado, lo que confirma la
similitud de las secuencias encontradas con las secuencias reportadas. Sin embargo, el
alineamiento global mostré variabilidad en los genes de la cepa GB99 respecto a las de B.
ambifaria, B. pyrrocinia y B. contaminans, lo que sugiere diferencias en genes de regulacion
y transporte que podrian influir en la sintesis de variantes de occidiofungina.

Los resultados de la busqueda de los genes biosintéticos de los antifungicos occidiofungina
y pirrolnitrina, es un punto crucial para aproximarnos que estos puedan estar presentes de
manera completa y que puedan ser producidos por la cepa GB99. Los valores de porcentaje
de identidad debajo del 80%, Cobertura menor del 80%, E-value menores a 0.0 y Bit-score
no correspondiente al tamano de cada gen, esto nos indican la ausencia de los genes
biosintéticos para el antifungico pirrolnitrina. En comparacion, de los valores obtenidos del
porcentaje de identidad dentro del 80%, Cobertura dentro del 80%, E-value del 0.0 y Bit-
score correspondiente al tamaifo de cada gen, indican que la cepa GB99 tiene los genes
biosintéticos para producir el antifingico occidiofungina, estos parametros nos permiten
asegurar la presencia de estos genes biosintéticos y la similitud que pueden tener las
secuencias encontradas con respecto a las secuencias reportadas. Sin embargo, en el
alineamiento global realizado, se muestra que los genes de la cepa GB99 tienen variabilidad
con los deB. ambifaria, B. pyrrociniay B. contaminans, este analisis permite
comprender como las diferencias en los genes de regulacidn y transporte pueden afectar la
capacidad de la cepa GB99 para sintetizar diferentes variantes de occidiofungina.

El andlisis de conservacién de dominios basicos de genes relacionados con la biosintesis,
regulacién y transporte indica que la cepa GB99 conserva dominios fundamentales
(adenilacién, condensacidn, tiolacién) para la sintesis de péptidos no ribosomales, ademas
de ciertos dominios accesorios. La ausencia del dominio PKS-PP en B. contaminans apunta
a una posible mayor versatilidad de la cepa GB99 en la produccidn de compuestos
antifungicos. Estas diferencias estructurales son clave para entender la capacidad
biosintética comparativa y cdmo la conservacion de ciertos dominios es crucial para la
sintesis de metabolitos secundarios con actividad antifungica.
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Por lo cual, el andlisis de conservacion de dominios bdasicos para los genes de biosintesis,
regulacién y transporte, nos indican que la cepa GB99 conserva los dominios base
(adenilacién, condensacién, tiolacion) para la sintesis de péptidos no ribosomales,
incluyendo aquellos dominios accesorios, también se identificé la ausencia del dominio PKS-
PP en B. contaminans lo que sugiere que la cepa GB99 podria tener una mayor versatilidad
en la produccién de compuestos antifungicos. Esta diferencia estructural es importante
para entender la capacidad biosintética comparada entre las cepas y cdmo la conservacién
de ciertos dominios puede ser critica para la sintesis de metabolitos secundarios con
funcion antifingica.

La construccién del mapa de genes biosintéticos muestra que los genes de la cepa GB99
estdn completos y organizados para la produccién de occidiofungina. Sin embargo, la
orientaciéon divergente de genes especificos, como el "gen 2" (regulacién) y el "gen 17"
(transporte), respecto a las secuencias de referencia, sugiere posibles variaciones en la
expresion o regulacion de la biosintesis del antifungico. Este hallazgo plantea interrogantes
para futuras investigaciones sobre cdmo estas variaciones estructurales podrian afectar la
sintesis y efectividad de occidiofungina.

Los resultados de la construcciéon del mapa de los genes biosintéticos muestran que los
genes de la cepa GB99 estdn completos y bien organizados para la produccién de
occidiofungina. Sin embargo, la diferencia en la orientacién de algunos genes, como el "gen
2" (regulacidén) y el "gen 17" (transporte), respecto a las querys, sugiere una posible
variacién en la expresién o regulacion de la biosintesis del antifingico.

inalmente, la conservacion de dominios en genes biosintéticos, reguladores y
transportadores en la cepa GB99 respalda su capacidad para producir distintas variantes de
occidiofungina (A, B, Cy D), lo que subraya su potencial en aplicaciones biotecnoldgicas,
especificamente en la produccién de antifungicos para el control de patégenos en cultivos.

Este hallazgo abre la puerta a futuras investigaciones para comprender cdmo estas
variaciones estructurales pueden influir en la sintesis y eficacia de la sintesis de la
occidiofungina. A pesar de ello, la conservacion de dominios en los genes biosintéticos,
reguladores y transportadores respalda la capacidad de la cepa GB99 para producir las
diferentes variantes de occidiofungina (A, B, Cy D). Esto es particularmente importante para
discutir el potencial de esta cepa en aplicaciones biotecnolégicas, como la produccién de
antifungicos para el control de patdgenos en cultivos.
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6.3 Establecer un método para extraer, concentrar, detectar e identificar los
antifungicos.

A. Extraccidn y concentracion de los metabolitos secundarios producidos por la cepa
GB99.
Para la extraccidon y concentracion de los metabolitos secundarios, nuevamente estos

fueron producidos por la cepa GB99 en fuente de Xilosa al 3% con medio MM9, se
inactivaron y se centrifugo para obtener el medio libre de células. Posteriormente se realizd
la extraccion por medio de la resina Amberlita XAD-16 donde se obtuvo un extracto de color
amarillo el cual se llevé a concentrar en rotavapor hasta obtener 5 ml de muestra cémo se
observa en la Fig. 22. Por ultimo, estos 5ml se repartieron en tubos eppendor de 1 ml, se
llevaron a evaporacion en termoblock y se resuspendié en metanol 50%, etanol 50% y agua,
estas muestras se utilizaron la para deteccion cualitativa de los antifungicos por TLC.

B)

A)

Figura 18. A) Muestra obtenida por la concentracién por rotavapor, B) Muestras totalmente secas
para llevar a resuspension.

B. Deteccidn de los antifliingicos producidos por la cepa GB99 mediante TLC (Thin-
Layer Chromatography).
Las muestras obtenidas de la concentracidn y que se resuspendieron, fueron rotuladas de

la siguiente manera: A) Muestra concentrada por Rotavapor, B) Resuspensiéon en agua, C)
Resuspension en metanol 50%, D) Metabolitos secundarios obtenidos por centrifugacion y
F) Resuspensiéon en etanol 50%. Estas fueron sometidas a cuatro sistemas de solventes:
sistema uno conformado por cloroformo: metanol: agua en una relacidon de 60:16:2; el
sistema dos cloroformo: metanol: agua en una relacién 30:30:2; el sistema tres, cloroformo:
etanol: agua en una relacion 20:60:2; y el sistema cuatro, acetato de etilo: metanol en una
relacion 2:1. Como podemos observar en la Fig. 23, el sistema cuatro fue el que mejor
separo las muestras A), B), C), D) y F) con base a su polaridad, es decir, se observa la
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separacion en la zona polar, moderadamente polar y no polar en comparacién de los
sistemas uno, dos y tres.

Con respecto a la bioautografia como se observa en la Fig. 24, en el sistema uno todas las
muestras presentan antagonismo, destacando la F) con mayor area de inhibicién. En el
sistema dos, las muestras A), B), C) y F) presentan antagonismo y la D) no, sin embargo, la
muestra F) destaca nuevamente con mayor area de inhibicién. En el sistema tres, las
muestras A), B), C) y F) presentan antagonismo y la D) no, sin embargo, la muestra A)
destaca con mayor area de inhibicidn. Por ultimo, en el sistema cuatro las muestras A), B),
C) y F) presentan antagonismo y la D) no, sin embargo, la muestra F) destaca nuevamente
con mayor area de inhibicidn.

El método de extraccién por resina y concentracién por rotavapor nos permitid separar la
mayor parte de los metabolitos secundarios que pueda producir la cepa GB99, ademas de
estos se encontraron en la zona polar, moderadamente polar y no polar, donde destaco la
zona polar y moderadamente polar con la mayor area de antagonismo contra F. solani.
Existe la posibilidad de que la occidiofungina se encuentre en la zona polar y/o
moderadamente polar, basdandonos en el sistema cuatro de acetato de etilo: metanol, con
respecto a los antecedentes reportados por Lemtukei et al., 2017 donde ellos utilizaron un
sistema de acetato de etilo: tolueno en una relacion de 2:1 y hacen alusién a que la
occidiofungina se encuentre en la zona polar.
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A)

Origen

Figura 19.

B)

Origen e ——————

Origen

-

Deteccion de los antifingicos producidos por la cepa GB99 mediante TLC utilizando
las cinco muestras preparadas con los siguientes sistemas: A) Sistema uno, B) Sistema
dos, C) Sistema tres y D) Sistema cuatro se sefiala con flechas roja la separacion en cada
zona.
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Q)

D)

Figura

20. Bioautografia realizada en los siguientes sistemas A) Sistema uno, B) Sistema dos, C)
Sistema tres y D) Sistema cuatro, destacando en cada uno con una flecha roja los que
presentaron mayor area de antagonismo.

C. Deteccion del antifungico occidiofungina mediante analisis cromatografico HPLC-
Masas.

Se detectaron los espectros de masas de tres occidiofunginas (A, B y C), utilizando las
referencias reportadas por Gu et a/,2009 y Prihatna et al., 2009. Como se muestra en la
Tabla 7, se identificaron los espectros de masas con picos bien definidos para cada una de
las occidiofunginas, junto con sus respectivos tiempos de retencién, masas ionizadas y
concentracion de 102 de cada compuesto. Las occidiofunginas B y C comparten el mismo
tiempo de retencién; sin embargo, a nivel estructural, |la diferencia radica en la presencia
de un radical OH en la occidiofungina B, y un H en la occiodiofungina C en el anillo de
aminodcidos. Ademas, se detectaron las cuatro occidiofunginas: A, B, C y D, como se
muestra en la Tabla 8, con picos igualmente definidos, tiempo de retencidn, masa ionizada
y una concentracion mayor, alcanzando 1068.
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Tabla 7. Espectro de masas de la occidiofungina A, B, C y D de la primera muestra.
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Tabla 8. Espectro de masas de la occidiofungina A, B, C y D de la segunda muestra.
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Occidiofungina D
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D. Recoleccion y concentracidn del antifiingico occidiofungina.

Al observar que se obtuvo mejor espectro de masas y alta concentracién en la deteccion de
las cuatro occidiofunginas a partir de la segunda muestra, se llevd a cabo la recoleccién del
minuto 4 al 8. Esta se realizé directamente en el equipo durante 10 h, se obtuvo un volumen
final de aproximadamente 50 ml. Después se llevé a concentrar por rotavapor hasta que
dejara de condensar la separacion y de ello se recuperd aproximadamente 20 ml. Por
ultimo, se dejaron 3 ml repartidos en tubos eppendor para dejar evaporar completo la
muestra y se resuspendido en metanol al 50% para utilizar en los siguientes ensayos de
antagonismo.

E. Ensayo de antagonismo mediante la técnica de difusion de pozos del antifliingico
occidiofungina.

Para llevar a cabo el antagonismo mediante la técnica de difusién de pozos, se utilizaron las
siguientes muestras: “Fraccion 1l” resuspendia con metanol al 50% donde se encuentran las
cuatro occidiofunginas, GB99 producto de la produccion de los metabolitos y separados por
centrifugacién, “M052"” que fue separada por nitréogeno y concentrada mediante grafito de
carbon comercial y nuestro control con agua estéril. Después de las 48 h de incubacién, se
procedio a realizar la medicion del halo de inhibicidn, en la Fig. 25 podemos observar que
nuestro control no presenta halos de inhibicién, la muestra “M052” fue la que obtuvo
mayor halo de inhibicién con un promedio de 26.55 mm, seguido de las muestras GB99 con
19 mm y Fraccién Il con 17.8 mm halo de inhibicién. Sin embargo, la muestra “Fraccién I1I”
no se diluyo por completo en metanol al 50%, lo que nos lleva a establecer la hipotesis de
si al diluirla por completo, esta podria tener halos de inhibicién mas grandes o similares a
la muestra “M052” y cabe resaltar que, mediante este ensayo las cuatro occidiofunginas
recolectadas presentan antagonismo contra F. solani.
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Figura 21. Antagonismo por método de difusion de pozos, A) Control, B) M052, C) GB99 y D)
Fraccion I1.

El uso de la resina Amberlita XAD-16 para la extraccién de metabolitos secundarios y del
rotavapor para concentrar las muestras a 5 ml fueron aspectos clave en este experimento.
La resina permitié la adsorcidn de la mayoria de los metabolitos sin afectar su polaridad,
separandolos eficazmente del resto de componentes del medio MM9. Posteriormente, se
realizé la desorcién y concentracion mediante rotavapor, permitiendo reducir el volumen
de la muestra a 5 ml y separar los solventes de forma eficiente sin alterar los metabolitos,
lo cual fue fundamental para los ensayos posteriores.

De manera similar, los resultados del TLC (cromatografia en capa fina) mostraron una
separacion efectiva de los metabolitos utilizando distintos sistemas de solventes. El sistema
4 (acetato de etilo: metanol) destacd en la separacion de compuestos polares,
moderadamente polares y no polares, proporcionando una clara diferenciacién de las
muestras bajo luz UV. La bioautografia reveld actividad antifungica en la mayoria de las
muestras (A, B, Cy F) en los sistemas 1, 2, 3y 4, siendo la muestra F la que presenté la mayor
area de inhibicion, lo que sugiere que los metabolitos en esta fraccidn son solubles en etanol
al 50%. Ademas, estas muestras de inhibicién se encuentran en las zonas polar y
moderadamente polar, apoyando estudios previos (Lemtukei et al., 2017) que ubican la
occidiofungina en esta zona, lo cual refuerza la hipdtesis de su presencia en el area de
inhibicién.

La deteccion de las cuatro variantes de occidiofungina mediante HPLC-Masas, con picos
bien definidos, tiempos de retencidn y concentraciones elevadas (hasta 108), confirma la
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presencia de estos compuestos en la cepa GB99. Los andlisis bioinformaticos también
indicaron que la cepa GB99 contiene los genes biosintéticos y es capaz de producir
occidiofungina, incluidas las cuatro variantes (A, B, Cy D), gracias a la presencia de dominios
accesorios que permiten la variacién en radicales OH, H y Cl a nivel estructural. La
recoleccion de compuestos durante 10 horas y su concentracion a 20 ml demuestra la
eficacia de los métodos empleados para recuperar metabolitos en cantidades adecuadas
para pruebas posteriores.

El método de separacidn por nitrégeno y concentracion mediante grafito comercial
permitid obtener resultados superiores en la técnica de difusidn en pozos. La muestra
"M052" mostré el mayor halo de inhibicion (26.55 mm), seguida de "GB99" (19 mm) y la
"Fracciéon 1" (17.8 mm). Esto indica que los metabolitos en su conjunto tienen un mayor
efecto antagdnico en comparacion con la "Fraccion II". Aunque la "Fraccién 11" representa
la recoleccidn de las cuatro variantes de occidiofungina y no se disolvié completamente en
metanol al 50%, mostré una actividad antagdnica comparable a la muestra "GB99". Estos
resultados sugieren la necesidad de realizar pruebas de solubilidad adicionales para
confirmar el antagonismo de la "Fraccion II" y evaluar la implicacion de metabolitos polares
producidos por la cepa GB99, incluyendo la occidiofungina, en la inhibicién de F. solani.

Estos hallazgos destacan el potencial de la occidiofungina producida por la cepa GB99 como
un potente agente antifungico, asi como la capacidad de sus metabolitos secundarios para
actuar como agentes de biocontrol al inhibir el crecimiento micelial y afectar la viabilidad
de las esporas de F. solani. Sin embargo, es necesario investigar la estabilidad y vida util de
estos metabolitos, asi como la occidiofungina, para garantizar su efectividad como
biofungicidas en aplicaciones agricolas futuras y el control de enfermedades fungicas en
distintos cultivos.

En relacion con el uso de la resina Amberlita XAD-16 para la extraccion de metabolitos
secundarios y el uso del rotavapor para concentrar las muestras a 5 ml son aspectos
clave. Esta resina no afecto la polaridad de los metabolitos secundarios y llevo a cabo la
adsorcién de la mayoria de ellos, permitiendo separarlos por polaridad del resto de los
componentes del medio MM9 que posiblemente pueden estar presentes. Posteriormente,
se llevd a cabo la desorcion y la concentracidon por rotavapor, este punto clave nos hizo
posible concentrar la muestra hasta obtener un volumen de 5ml y separa los solventes con
eficacia sin alterar los metabolitos secundarios, para poder utilizarlos en los ensayos
posteriores.

Similarmente los resultados del TLC mostraron una separacion efectiva de los metabolitos
obtenidos de la manera descrita anteriormente y en distintos sistemas de solventes. El
sistema 4 (acetato de etilo: metanol) mostré la mejor separacién de los metabolitos en
zonas polares, moderadamente polares y no polares proporcionando la mejor separacién
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de las muestras de manera visible bajo luz UV a diferencia de los demas sistemas. Cabe
afiadir que la bioautografia revelé que la mayoria de las muestras (A, B, Cy F) presentaron
actividad antifungica en los sistemas 1, 2, 3 y 4, destacando la muestra F con mayor area de
inhibicién. Asi mismo, esta muestra F) nos lleva a la hipdtesis de que los metabolitos
secundarios son solubles en etanol al 50%. Por otra parte, estas muestras que mostraron
inhibicidn se encuentran dentro de la zona polar y moderadamente polar, asociado segun
con los estudios realizados por Lemtukei et al. (2017), que sugieren que la occidiofungina
se localiza en la zona polar y que existe la hipdtesis de que la occidiofungina se encuentre
dentro de esta area de inhibicidén con respecto a los resultados observados.

Por otro lado, la deteccién de las cuatro occidiofunginas mediante HPLC-Masas, con picos
definidos, tiempos de retencion y concentraciones elevadas (hasta 10°), es un hallazgo
crucial que confirma la presencia de estos compuestos en la cepa GB99. Sobre todo que los
resultados bioinformaticos nos aproximaron con seguridad de que en efecto la cepa GB99
tiene los genes biosintéticos y que es capaz de producir la occidiofungina, ademds de
observar los dominios accesorios presentes, relacionados con los genes biosintéticos, y que
nos sefiala la versatilidad que tiene la cepa GB99 para producir los cuatro tipos de
occidiofungina (A, B, Cy D), asociado particularmente en la variacién de los radicales OH, H
y Cl a nivel estructural de esta variantes. No obstante, la recoleccién de los compuestos
durante 10 horas y su concentracion hasta 20 ml resalta la efectividad de los métodos
empleados para recuperar los metabolitos en cantidades suficientes para ensayos
posteriores.

El método de separacion por nitréogeno y concentracion mediante grafito comercial nos
permitié obtener mejores resultados observados en la técnica de difusién de pozos. Donde
se muestran que la muestra “M052” presenta el mayor halo de inhibicién (26.55 mm),
seguida de la muestra “GB99” (19 mm) y la “Fraccién 1I” (17.8 mm). Lo que indica que los
metabolitos en conjunto tienen mayor efecto antagdnico a comparacion de la “Fraccion 11”
y sobre todo que este método de separacion mejora la captacion de estos. Sin embargo, la
“Fraccion 11” que representa la recoleccidn de los cuatro tipos de occidiofungina y aunque
la muestra no se diluyo completamente en metanol al 50%, nos muestra una actividad
antagdnica similar a la muestra “GB99”. Lo que conduce a la hipdtesis de realizar ensayos
de solubilidad para repetir nuevamente este experimento que arroje un resultado mas
certero sobre el antagonismo de la muestra “Fraccién II” y reforzar que los metabolitos de
naturaleza polar producidos por la cepa GB99 incluyendo la occidiofungina, estén
implicados en el antagonismo contra F. solani.

Estos hallazgos obtenidos, confirman el potencial de la occidiofungina producida por la cepa
GB99 como un potente agente antifungico, al igual que poder utilizar los metabolitos
secundarios producidos por la cepa GB99 como agentes de biocontrol efectivo por la
capacidad que tienen de inhibir el crecimiento micelial y afectar la viabilidad de las esporas
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de F. solani. Sin embargo, aun falta por explorar la vida de anaquel y la estabilidad de estos
metabolitos mds la occidiofungina para su aplicacién en campo en un futuro, lo que conlleva
poder garantizar su efecto biofungicida contra enfermedades fungicas en diversos cultivos.

J. PERSPECTTV AS

Las perspectivas que se plantean en este trabajo son:

Analizar las regiones intergénicas de los dos genes con diferente orientacién
mediante herramientas bioinformaticas.

Corroborar la ruta metabdlica del antifungico occidiofungina mediante mutagénesis
dirigida de los genes de sintesis y/o reguladores.

Mejorar la optimizacién de los métodos de extraccién y concentracidn para obtener
una mejor recuperacion y actividad de los metabolitos secundarios.

Mejorar la solubilidad de la occidiofungina con respecto al uso de solventes polares
como el metanol al 50% para incrementar el drea de inhibicidn en los ensayos de
antagonismo.
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3. Contenido por secuencia

Sequernce content across all bases
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5. Contenido de N por base
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7. Niveles de secuencias duplicadas
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Anexo 2: Extension producto de Prokka y RAST

Extension Descripcion

gff Anotacion maestra en formato GFF3, contiene las
secuencias y anotaciones.

.gbk Es el archivo estandar en Genbank, deriva de .gff.

fna Archivo FASTA de nucledtidos de las secuencias
contigs de entrada.

faa Archivo FASTA de proteinas de las secuencias CDS
traducidas.

ffn Archivo FASTA de nucledtidos de todas las
transcripciones predichas.

.sqn Archivo ASN1 con formato “Sequin” para enviar a

Genbank. Necesita ser editado para establecer la
taxonomia, autores, publicaciones relacionadas, etc.
correctas.

fsa Archivo FASTA de nucledtido de las secuencias
contigs, usadas por “tbl2asn” para crear el archivo
.sqn. Muy similar al archivo .fna pero con las
etiquetas Sequin en las lineas de descripcion de la

secuencia.
FUENTE: Pizano-Sosa, 2023.
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Anexo 3: ruta metabdlica de los antiflingicos: A) Pirrolnitirna, B) Occidiofungina
A) Ruta metabdlica de pirrolnitrina.

La ruta inicia en la biosintesis del triptéfano, en la cual participan cuatro genes denominados prnA:
tryptophan 7-halogenase, prnB: monodechloroaminopyrrolnitrin synthase, prnC:
monodechloroaminopyrrolnitrin halogenase y PrnD: aminopyrrolnitrin oxigenase, para la sintesis
de la pirrolnitrina.
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FUENTE: Plataforma KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes sitio
web:https://www.kegg.jp ).
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B) Ruta metabdlica de occidiofungina

La ruta comienza con la accion de los genes que codifican las policétido sintasas (PKS),
cetoreductasa, aminotransferasa, monooxigenasa y deshidratasa, los cuales participan en la
formacién de una cadena de acido graso denominada NAA, que actla como precursor para la
sintesis del anillo de aminoacidos. Para la formacidn de este anillo intervienen los genes que
codifican las sintetasas peptidicas no ribosomales (NRPS), encargadas de sintetizar cada uno de los
aminodacidos, formar una cadena vy, posteriormente, permitir la accion de la tioesterasa, que cortay
cicla la cadena. Finalmente, la xilosa se afiade mediante la accién de la glicosiltransferasa. Es
importante sefalar que para la incorporacién de los diferentes grupos hidroxilo, hidrégeno y cloro
en la occidiofungina, participan los genes halogenasa e hidrolasa.

& ©
NRMRPS -PKS
(Ocfd) (OcfH)
@ -

I Hydroxylase Ser NRPS-PKS Deh(;g;?Bt?se*
(OcfG) (OcfH)

' . @@@ Hydroxy Fatty Amino Acid

F

\, Monooxygenase*
BHY,{ NRPS (Octl)

®

(OcfF)
@@@@ Hydroxy Fatty Amino Acid
\. 1 PKS-aminotransferass
Aminotransferase > DABA NRPS (OcfH)
(OcfL) Gly (OcfE) )
Hydroxy Fatty Acid
DCIOSSS PKS-ketorsductsse
ASI"I/% NRPS {D':ﬂ_”
Ser (OcfD) Keto Acid

@@@@@@@ LPKS—ketosynthase

(OcfH)
l Thioesterase

(OcfN and OcfD) Epimerase ﬁ
Xvilose ‘__{gcf_ﬂﬂ_)_

Glycosyl transferase* Inicio de la ruta
{OcfC) metabdlica

&

alogenase”
(Ocik)

77



Anexo 4: resultados de la busqueda Thlastp del cluster biosintético del antiflingico pirrolnitrina a
partir de query B. cepacia y B. pyrrocinia. Busqueda a partir de secuencias de proteina.

QUERY
B. cepacia

SUBJECT EVALUE BIT-SCORE

Tamafio de
la proteina

% IDENT % cobertura

PrnA NODE_2 45.455 6.1 537 0.046 34.7
PrnB CERO RESULTADOS DE BUSQUEDA

PrnC NODE_6 25 34.6 566 0.014 36.6
PrnD NODE_5 23.822 97.6 373 2.29e-16 79.3

QUERY
B. pyrrocinia

SUBIJECT

% IDENT

% cobertura

Tamanio de
la proteina

EVALUE

BIT-SCORE

PrnA NODE_2 48.148 5 538 0.080 33.9
PrnB CERO RESULTADOS DE BUSQUEDA

PrnC NODE_4 24.599 33 566 0.043 35
PrnD NODE_5 25.348 97 370 2.57e-18 85.1
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Anexo 5: resultados de la busqueda blastn del cluster biosintético del antifiingico occidiofungina.
Busqueda a partir de secuencias de proteinas.

A) Query B. contaminans

QUERY SUBJECT % IDENT % Tamaiio de EVALUE BIT-SCORE
cobertura la proteina
Gen 01 NODE_9 93.590 99,7 391 0.0 672
Gen 02 NODE_9 88.603 99,6 273 1.83e-137 426
Occi03 NODE_9 85.135 100,0 296 5.48e-138 428
Gen 04 NODE_9 91.711 100,0 567 0.0 1033
Gen 05 NODE_9 85.625 100,0 160 1.49e-87 277
Gen 06 NODE_9 94.037 100,0 218 1.53-e123 383
Gen 07 NODE_9 89.585 99,6 3164 0.0 5378
Gen 08 NODE_9 89.355 99,9 3021 0.0 5025
Gen 09 NODE_9 92.337 99,9 1306 0.0 2303
Gen 10 NODE_9 94.238 100,0 538 0.0 1066
Gen 11 NODE_9 91.747 100,0 4469 0.0 7675
Gen 12 NODE_9 93.496 100,0 1107 0.0 1889
Gen 13 NODE_9 91.051 100,0 1475 0.0 2565
Gen 14 NODE_9 89.881 97,6 328 0.0 598
Gen 15 NODE_9 91.886 100,0 456 0.0 864
Gen 16 NODE_9 96.519 100,0 316 0.0 637
Gen 17 NODE_9 87.029 100,0 239 4.75e-124 385

B) Query B. ambifaria
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SUBJECT % IDENT % Tamafio de la EVALUE BIT-SCORE
cobertura proteina
Gen 01 NODE_9 96.564 100,0 582 0.0 1085
Gen 02 NODE_9 91.815 98,9 284 6.02e-149 459
Occi03 NODE_9 84.797 100,0 296 3.5e-156 480
Gen 04 NODE_9 94.533 100,0 567 0.0 979
Gen 05 NODE_9 85.795 99,4 177 2.26e-100 315
Gen 06 NODE_9 95.413 100,0 218 7.00e-126 390
Gen 07 NODE_9 93.593 99,7 3176 0.0 5575
Gen 08 NODE_9 94.069 100,0 3018 0.0 5292
Gen 09 NODE_9 94.244 99,9 1304 00 2411
Gen 10 NODE_9 95.725 100,0 538 0.0 1075
Gen 11 NODE_9 94.351 100,0 4478 0.0 7727
Gen 12 NODE_9 96.477 100,0 1107 0.0 1931
Gen 13 NODE_9 94.166 100,0 1474 0.0 2683
Gen 14 NODE_9 93.750 98,8 332 0.0 621
Gen 15 NODE_9 95.175 100,0 456 0.0 892
Gen 16 NODE_9 97.368 100,0 342 0.0 697
Gen 17 NODE_9 91.103 100,0 281 1.21e-157 484
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C) Query B. pyrrocinia

QUERY SUBJECT Tamanodela % IDENT % cobertura EVALUE BIT-SCORE
proteina

Gen 01

Gen 02 NODE_9 301 89.86 99,6 2.75e-150 462
Occi03 NODE_9 566 85.570 99,0 1.65e-137 427
Gen 04 NODE_9 159 92.240 99,8 0.0 1019
Gen 05 NODE_9 218 82.390 100,0 2.43e-86 273
Gen 06 NODE_9 3165 94.037 100,0 4.66e-118 367
Gen 07 NODE_9 3022 91.693 99,6 0.0 5494
Gen 08 NODE_9 1304 91.113 99,8 0.0 5233
Gen 09 NODE_9 538 93.707 99,9 00 2371
Gen 10 NODE_9 4467 96.468 100,0 0.0 1082
Gen 11 NODE_9 1107 92.995 100,0 0.0 7874
Gen 12 NODE_9 1467 96.296 100,0 0.0 1968
Gen 13 NODE_9 328 94.233 99,5 0.0 2674
Gen 14 NODE_9 436 94.940 97,6 0.0 625
Gen 15 NODE_9 316 93.807 100,0 0.0 843
Gen 16 NODE_9 239 98.101 100,0 0.0 647
Gen 17 NODE_9 270 92.887 100,0 6.77e-145 445
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Busqueda a partir de secuencias de ADN

A) Query B. contaminans

QUERY SUBJECT TAMANO % IDENT % E-VALUE BIT-SCORE
DEL GEN COBERTURA

Gen 01 CONTING 9 1175 93.590 99.6 0.0 1170
Gen 02 CONTING 9 825 94.061 100.0 0.0 1263
Occi03 CONTING 9 891 90.909 100.0 0.0 1242
Gen 04 CONTING 9 1704 90.317 100.0 0.0 2329
Gen 05 CONTING 9 483 91.511 100.0 0.0 687
Gen 06 CONTING 9 657 92.998 100.0 0.0 978
Gen 07 CONTING 9 9537 90.731 100.0 0.0 13243
Gen 08 CONTING 9 9136 91.055 99.4 0.0 12689
Gen 09 CONTING 9 3921 92.910 100.0 0.0 5818
Gen 10 CONTING 9 1617 94.929 100.0 0.0 2547
Gen 11 CONTING 9 13418 92.346 100.0 0.0 19560
Gen 12 CONTING 9 3324 92.629 100.0 0.0 4890
Gen 13 CONTING 9 4432 92.193 100.0 0.0 6430
Gen 14 CONTING 9 1011 89.911 100.0 0.0 1377
Gen 15 CONTING 9 1371 91.758 100.0 0.0 1963
Gen 16 CONTING 9 951 95.324 98.9 0.0 1499
Gen 17 CONTING 9 720 91.528 100.0 0.0 1023

B) Query B. ambifaria

TAMANO DEL % %
COBERTURA

SUBIJECT E-VALUE BIT-SCORE

GEN IDENTIDAD

Gen 01 CONTING 9 1819 96.569 96,2 0.0 2884
Gen 02 CONTING 9 855 94.842 99,8 0.0 1342
Occi03 CONTING 9 891 91.246 100.0 0.0 1256
Gen 04 CONTING 9 1704 92.723 100.0 0.0 2515
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Gen 05 CONTING 9 534 90.038 99.6 0.0 720

Gen 06 CONTING 9 657 96.651 100.0 0.0 1086
Gen 07 CONTING 9 9555 94.736 100.0 0.0 14989
Gen 08 CONTING 9 9057 94.954 100.0 0.0 14282
Gen 09 CONTING 9 3915 94.762 100.0 00 6134
Gen 10 CONTING 9 1617 95.795 100.0 0.0 2610
Gen 11 CONTING 9 13437 95.052 100.0 0.0 21264
Gen 12 CONTING 9 3324 96.450 100.0 0.0 5463
Gen 13 CONTING 9 4425 95.232 100.0 0.0 7029
Gen 14 CONTING 9 1011 93.571 100.0 0.0 1537
Gen 15 CONTING 9 1371 94.311 100.0 0.0 2122
Gen 16 CONTING 9 1029 96.307 100.0 0.0 1685
Gen 17 CONTING 9 846 93.609 99.9 0.0 1281

C) Query B. pyrrocinia

SUBJECT TAMANO % % E-VALUE BIT-SCORE
DEL GEN IDENTIDAD COBERTURA

Gen 01

Gen 02 CONTING 891 89.956 98.3 0.0 1229
9

Occi03 CONTING 1704 91.138 100 0.0 2390
9

Gen 04 CONTING 480 90.417 100 0.0 659
9
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Gen 05 CONTING 657 94.825 100 0.0 1032
9

Gen 06 CONTING 9537 93.279 100 0.0 14336
9

Gen 07 CONTING 9054 92.338 99.7 0.0 13272
9

Gen 08 CONTING 3915 94.738 100 0.0 6132
9

Gen 09 CONTING 1617 96.289 100 0.0 2646
9

Gen 10 CONTING 13395 94.482 99.9 0.0 20844
9

Gen 11 CONTING 3324 95.487 100 0.0 5319
9

Gen 12 CONTING 4425 95.458 100 0.0 7084
9

Gen 13 CONTING 1011 93.472 100 0.0 1543
9

Gen 14 CONTING 1307 94.644 100 0.0 2042
9

Gen 15 CONTING 951 97.371 100 0.0 1602
9

Gen 16 CONTING 720 95.000 100 0.0 1137
9

Anexo 6: Resultado de la secuenciacion y analisis de calidad.
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% macrogen
Raw Data Statistics
« The total number of bases, reads, GC (%). Q20 (%). and Q30 (%) are calculated for the 2 samples.
For example, in 2022GB94A sample, 22,485,980 reads are produced, and total read bases are 3.4 Gbp.
The GC content (%) is 66.7% and Q30 is 92.4%.
* Raw Data
Sample ID Total bases(bp) Total reads GC(%) AT(%) Q20(%) Q30(%)
2022GB94A 3,395,382,980 22,485,980 66.7 333 96.9 92.4
2022GB99A 3,313,550,342 21,944,042 66.9 331 96.9 925

- Sample ID : Sample name.
- Total bases(bp) : Total number of bases sequenced.
- Total reads : Total number of reads. For illumina paired-end sequencing, this value refers to the sum of read1 and read2.
- GC(%) : Ratio of GC content.
- AT(%) : Ratio of AT content.
Q20(%) : Ratio of bases that have phred quality score of over 20.

- Q30(%) : Ratio of bases that have phred quality score of over 30.

Datos obtenidos de la secuenciacion del genoma de la cepa GB99.

A) B)
@Per base sequence quality @Per base sequence quality
Quality scores across all basos '_s;nq:r {llumena 1.8 D’[‘OCI'IE;_' \Juahty scores across all bases {Sam;ﬂr {llumina 1.8 sncudmg)

36
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el
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26
24

22 22

0 20

18 18
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14 14

Gréfico de calidad de secuencia por base de la cepa GB99. Proporciona la distribucion
de las puntuaciones de calidad en cada posicion a lo largo de todas las lecturas. El eje
Y proporciona las puntuaciones de calidad, mientras que el eje X representa la posicion
en la lectura. El codigo de colores del grafico denota los rangos de puntajes de calidad,
diferenciando los valores considerados como altos. A) Secuencia FASTALl y B)
Secuencia FASTA 2.

Anexo 7: andlisis de calidad de los diferentes ensambles realizados.
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08 June 2023, Thursday, 13:16:12
View in Icarus contig browser
All statistics are based on contigs of size >= 500 bp, unless otherwise noted (e.g., "# contigs (>= 0 bp)" and "Total length (>= 0 bp)" include all contigs).

-_— | Show heatmap
Worst Median Best

Statistics without reference SPADES1 SPADES2 SPADES3 VELVETG GB99__contigs

# contigs 91 97 70 410 82
# contigs (>= 0 bp) 538 583 227 602 103
# contigs (>= 1000 bp) 81 85 58 359 77
# contigs (>= 5000 bp) 61 65 43 268 57
# contigs (>= 10000 bp) 56 61 41 221 52
# contigs (>= 25000 bp) 48 S3 37 117 44
# contigs (>= S0000 bp) 43 47 34 47 39

Largest contig 632658 720244 746724 182311 746 660

Total length 8717091 8708425 8728568 8725419
Total length (>= 0 bp) 8809256 8782058 8763 169 8731868 8734001
Total length (>= 1000 bp) 8710709 8700190 8720858 8721249
Total length (>= 5000 bp) 8674801 8663216 8 693 284 8418677 8 683 589
Total length (>= 10000 bp) 8637735 8635951 8073551 8649625
Total length (>= 25000 bp) 8472456 8471178 6302 161 8483619
Total length (>= 50000 bp) 8299727 8269787 3 829 681 8320547
N50 264082 189 169 314911 314857
N9O 72024 71981 73438
auN 291 344 267 541 400631 349742
LSO 11 13 8 9

L90 36 41 26 32

GC (%) 66.43 66.44 66.43 66.43
Mismatches

# N's per 100 kbp o o o o o

# N's o] 0 0 (e} (o]

Resultados del analisis de calidad de los diferentes ensambles realizados, destacando el
ensamble “SPADES 3”. Los datos de mejor calidad se muestran en color morado,
mientras que los de peor calidad estan resaltados en rojo.
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Anexo 8: Reconocimientos de la participacion en cartel en el congreso y asistencia al

Sociedad Mexicana
Siotecnal

CONGRESO NACIONAL Aniversario

DE BIOTECNOLOGIA Y BIOINGENIERIA
Senevere 2023

LA SOCIEDAD MEXICANA DE BIOTECNOLOGIA Y BIOINGENIERIA

EXTIENDE LA CONSTANCIA A:

Ruiz Andrade Grisel, Marin Cevada Vianey, Jiménez Gémez Irma Indira, Miguel Castafeda Lucio

Por su participacion en la sesion de carteles con el trabajo: =

ANTAGONISMO IN VITRO POR METODO DE MEDIO ENVENENADO A PARTIR DE ANTIFUNGICOS™
OBTENIDOS DE PARABURKHOLDERIA SPP GB99. CONTRA FUSARIUM SOLANI

| Ixtapa Zihuatanejo, Gro, a 11 - 15 de septiembre del 2023

97 Yo /3
20 ).

{OJA DR. LUIS FLORES COTERA
PRESIDENTE DEL CONGRESO

curso.

La Benemérita Universidad Autdnoma de Puebla

Através del Instituto de Ciencias (ICUAP)
otorga la presente

CONSTANCIA

A: Grisel Ruiz Andrade

Por haber concluido de manera satisfactoria el Seminario
Fundamentos de Espectrometria de Masas

Aplicadas a la Investigacion e Industria Quimica 2023
Realizado del 04 al 08 de diciembre de 2023
Con una duracion de 30 horas

“Pensar bien, para vivir mejor”
H. Puebla de Z., a 19 de fgbrero de 2024

Registro:

DGEC-BUAP-CQ- ICUAP - UNAM-P | Sem. - 045 / 2023
Folio: 15, Foja 219

Del libro de Registros 01/24

Dr. 0s Contreras Cruz
DirectgrG4neral de Educacion Continua
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