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RESUMEN

La agricultura, una actividad econdémica crucial, se ve amenazada por hongos
fitopatbgenos como del género Fusarium, Rhizoctonia y Botrytis, que causan
pérdidas econémicas y alimentarias. Si bien los fungicidas sintéticos son efectivos
contra estos hongos, su uso perjudica al suelo, los ecosistemas y la salud de
agricultores y comunidades. Para abordar este desafio, la biotecnologia propone el
empleo de biosurfactantes de origen microbiano, que, ademas de ser efectivos,
presentan un enfoque mas respetuoso con el medio ambiente y la salud humana.
Los biosurfactantes tienen la capacidad para intercalarse en la membrana del
organismo y causar lisis o cambios estructurales que conduzcan a la muerte del
hongo. Ademas, son biodegradables, resisten condiciones extremas y no son
toxicos. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad antagonica de las
cepas bacterianas 2, 4, 2214 y 27853 sobre los hongos fitopatégenos Fusarium
spp., Botrytis spp. y Rhizoctonia spp., para determinar su efectividad en el control
biolégico de enfermedades causadas por estos hongos. Las cepas se cultivaron en
agar azul de metileno con aceite de soya (2%), con lo cual se comprobd que las
cepas de interés son productoras de biosurfactantes. Realizando una prueba de
indice de emulsificacion, se selecciond aquella cepa cuyos biosurfactantes
mostraron mayor eficacia en la generaciéon de una emulsion estable. Con este
resultado se realiz6 una produccion de biosurfactantes utilizando la cepa 4. Por
ualtimo, utilizando el concentrado de biosurfactantes totales, en distintas dosis, se
realizaron pruebas para estudiar la respuesta de los hongos fitopatégenos de los
géneros Fusarium, Botrytis y Rhizoctonia frente a la aplicacion de estos
compuestos. Como resultado, se obtuvo que la cepa 4 alcanza un indice de
emulsificacion del 52%, con un rendimiento de 31.6 g/L, lo cual la destaca como una
cepa competitiva en cuestion de produccion de biosurfactantes. Por otro lado,
utilizando 2 g/L de biosurfactante, el crecimiento del hongo Rhizoctonia se inhibié
en un 61.96%.



1. INTRODUCCION

La agricultura es una actividad econémica primaria de gran importancia en cada
pais. Su desarrollo enfrenta continuas dificultades, entre las que se encuentra la
presencia de fitopatdégenos, los cuales son organismos que atacan a los cultivos

antes, durante y después de la cosecha (SEMINIS, 2015).

De los diversos microorganismos fitopatbgenos que atacan a las plantas, como
pueden ser los virus, hongos, bacterias y nematodos, son los hongos el grupo que
mas enfermedades ocasiona y, por lo tanto, sobre el que mas investigacion se ha
realizado. Se sabe que mas de 8,000 especies de hongos pueden causar
enfermedades en las plantas (Carreras, 2020). Todas las plantas superiores pueden
ser infectadas y dafiadas por mas de una especie de hongo fitopatdgeno, y una
especie de hongo fitopatdgeno puede atacar a mas de una especie de planta
(Mufiiz, 2014).

Algunos géneros y especies presentan una gran capacidad de adaptacion y se
encuentran ampliamente distribuidos, mientras que otros presentan caracteristicas
de adaptacion mas limitadas. La importancia de los hongos fitopatdogenos recae en
los efectos econdmicos y en términos de seguridad alimentaria que trae consigo su
presencia en cultivos de importancia. Destacan los géneros Phytophtora, Fusarium,
Phytium, Rhizoctonia y Botrytis (Carreras, 2020).

Los tratamientos mas comunes para el control de enfermedades causadas por
hongos fitopatdgenos suelen ser fungicidas sintéticos (Mufiiz, 2014). Sin embargo,
el uso cotidiano de estos compuestos, que por sus componentes resultan
perjuiciosos, contribuye a la crisis agricola que dificulta la preservacion de los
ecosistemas, de los recursos naturales y, ademas, afecta la salud de los

agricultores, de las comunidades rurales y los consumidores urbanos (Mufiiz, 2014).



La aplicacion de fungicidas sintéticos, como aquellos con base de bromuro de
metilo, y las consecuencias que trae consigo hace necesaria la busqueda de
alternativas de solucion al problema de la presencia de hongos fitopatégenos en los
cultivos que, ademas, tengan como base el cuidado de la poblacion, del suelo y del

medio ambiente en general.

Mediante el empleo de herramientas biotecnoldgicas se plantea hacer uso de la
aplicacion de biosurfactantes, compuestos de origen microbiano y naturaleza
anfipatica que, por sus propiedades interfaciales, pueden tener un alto potencial
como inhibidores del crecimiento de diversos organismos (Serrano et al., 2007).
Gracias a su capacidad para reducir la tension superficial e interfacial, estos
compuestos con actividad transmembranal pueden intercalarse y causar lisis o
cambios estructurales que conduzcan a la muerte del fitopatégeno (Sarubbo et al.,
2022).

Las bacterias Pseudomonas aeruginosa y Bacillus subtilis han sido estudiadas en
la produccion de biosurfactantes para su aplicacion en el control bioldgico de
fitopatdgenos, arrojando resultados de gran valor (Mufiz, 2014). Los ramnolipidos
y las surfactinas, producidas por P. aeruginosa y B. subtilis, respectivamente, han
mostrado gran actividad como inhibidores del crecimiento de fitopatdgenos
importantes como Phytophthora infestans y Botrytis cinérea (Serrano et al., 2007),
bajo la premisa antes mencionada, que plantea la absorcion de las moléculas de
biosurfactante a través de la membrana del microorganismo, causando su
disolucion (Sarubbo et al., 2022).

Los biosurfactantes, ademas, presentan la ventaja afiadida, respecto a los
tensoactivos sintéticos y otros agroquimicos, de que son biodegradables, resisten
condiciones extremas de pH, salinidad y temperatura, ademas de no ser toxicos
(Fenibo, 2019). Asi, los resultados de diversas investigaciones demuestran la
idoneidad de los biosurfactantes para su aplicacion en la industria agricola. Es por

lo antes expuesto que en el presente trabajo se pretende evaluar la actividad



antifingica de biosurfactantes producidos por 4 cepas bacterianas de interés contra
hongos fitopatdgenos de los géneros Fusarium, Botrytis y Rhizoctonia, por su

impacto en cultivos de importancia econémica.



2. MARCO TEORICO

2.1 Agricultura en México.

La agricultura en México es una actividad econémica de gran importancia. México
es conocido por su rica diversidad de cultivos agricolas, con una amplia gama de
productos como el maiz, el trigo, café, tomate, chile, aguacate, mango, platano,

citricos y muchos otros (Cruz, 2021).

De acuerdo con la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacién, el sector agropecuario representd en el 2018, el 10% del Producto
Interno Bruto del pais, siendo la actividad econémica que genera mayor valor, con
un 70% del total del sector primario (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural,
2022)

La produccidn agricola de México juega un papel importante también en el comercio
agricola internacional. México es el principal pais productor de hortalizas en la
region latinoamericana y ocupa la segunda posicion en el cultivo de fruta, s6lo por
detras de Brasil (Campillo, 2023). En 2022, la inversion extranjera directa, en
términos de agricultura, supero los 22 millones de délares estadounidenses sélo en
el primer trimestre (El sector agricola en México, 2023). Entre las exportaciones
agricolas que mas generan ingresos a la economia nacional se encuentra el
aguacate, cuyo valor de exportacion alcanzé los 1, 600 millones de ddlares en el
primer trimestre de 2021. En el sector de hortalizas, las exportaciones de tomates
fueron las que mas ingresos generaron con alrededor de 1000 millones de ddlares
(Campillo, 2023).

En el caso de las importaciones, el maiz es el tipo de cereal mas demandado en

México, con un consumo per capita de mas de 330 mil kilos al afio (Campillo, 2023).

Por otro lado, en términos de seguridad alimentaria, la agricultura en México
desempefia un papel fundamental. Particularmente, el maiz es un cultivo basico y

tradicional en la dieta mexicana (Campillo, 2023). Otros cultivos, como el frijol y el
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trigo, son también esenciales para el abastecimiento de alimentos en el pais (Cruz,
2021).

2.1.1 Problemas por hongos fitopatdgenos en campos agricolas de México.

La agricultura en México enfrenta diversos desafios, entre los que se encuentra la
presencia de enfermedades, particularmente aquellas causadas por hongos
fitopatogenos. Por su capacidad de adaptacion y su amplia distribucion, los hongos
fitopatdégenos representan un gran problema para la agricultura (Carreras, 2020).
Las enfermedades causadas por hongos del género Fusarium, Botrytis vy
Rhizoctonia, originan pérdidas que ascienden a miles de millones de dolares al afio
(Carreras, 2000)

En la Tabla 1 se describen los efectos sintomaticos propios de las enfermedades
causadas por hongos de los géneros Fusarium, Botrytis y Rhizoctonia. Resalta que,
entre los cultivos afectados por los tres géneros, se encuentran el maiz, el tomate y
el frijol que, como se ha mencionado anteriormente, forman parte de los cultivos
principales en términos de economia y seguridad alimentaria, en México (Campillo,
2023).

Tabla 1. Hongos fitopatdégenos presentes en cultivos de importancia econémica.

Hongo ) N .
. ) Cultivo que afecta Dafnos causados Referencia
fitopatdgeno

_ Pudriciéon, necrosis de _
Botrytis sp. Uva, fresa, tomate. i Bi et al., 2023
tejidos.

_ _ o Pudricion de raices, tallo y
Rhizoctonia Maiz, frijol, tomate,
_ corona, manchas en los Yuan etal., 2020
sp. chile, papa.
frutos

Marchitez, amarillamiento

_ Chile, tomate, maiz, y/o necrosis de las hojas,
Fusarium sp. i ] o ] Pegg et al., 2019

frijol, platano, papa. pudricion de las raices,

dafos en los frutos.
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Fuente: elaboracion propia.

2.1.2 Uso de fungicidas en el control de hongos fitopatégenos

Los fungicidas quimicos son sustancias que matan o previenen el crecimiento de
hongos y sus esporas, con el fin de eliminar su presencia de los cultivos, evitando

el dafio e incluso muerte que pueden llegar a generar a la planta (Farm, 2020).

Las enfermedades causadas por hongos son una ocurrencia comun en las plantas
y tienen un impacto econémico significativo en el rendimiento y la calidad de muchos
cultivos, por lo que su manejo es un componente esencial de la produccién en el
sector agricola (Farm, 2020). Los fungicidas son utilizados para controlar una
enfermedad causada por hongos, durante el establecimiento y desarrollo del cultivo,
para aumentar la productividad del cultivo reduciendo las imperfecciones por
sintomas, y para mejorar la vida de almacenamiento y calidad de productos
cosechados (Farm, 2020). Es por estas razones que el uso de fungicidas toma

relevancia en el desarrollo agricola.

En México, entre los fungicidas empleados en el tratamiento de enfermedades en
los cultivos, se encuentran el oxicloruro de cobre, isotiazolin, carbendazim,
mancozeb, pentaclorofenol, tiabendazol, benzisotiazolin y clorotalonil (SENASICA,
2023).

2.1.3 Problematica del uso de fungicidas.

Si bien, los fungicidas son efectivos para combatir enfermedades causadas por
hongos en cultivos, también es importante tener en cuenta sus posibles efectos en
la salud humana. Los fungicidas como el oxicloruro de cobre, isotiazolin,
carbendazim, dimetil ditiocarbamato de potasio, pentaclorofenol, tiabendazol,
ciproconazol y clorotalonil, de uso en México (SENASICA, 2023), han sido

estudiados por sus efectos adversos en la salud humana y ambiental.
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La Tabla 2 describe diferentes fungicidas de uso comun en campos de cultivo del

pais y los dafios que ocasionan a la salud humana, segun diversas fuentes.

Tabla 2. Fungicidas de uso comun en cultivos de importancia econémica en México.

Fungicida

Cultivos en los que se

aplica

Dafos ala salud

Clorotalonil

Maiz, frijol, chile, tomate,

papa, uva, frutales

Posible carcin6geno, dafio renal.

Carbendazim

Arroz, platano, tomate.

Teratogénico, posible carcinégeno,
provoca lesiones en érganos
hematopoyéticos, disrupcion

endocrina.

Afectaciones al sistema nervioso

Pentaclorofenol  Arboles frutales central, rifones, higado y sistema
inmunoldgico.
_ ] . Posible carcindgeno,
Tiabendazol Arroz, platano, papa citricos.

genotoxicidad, dafio hepatico

Ciproconazol

Maiz, arroz, trigo, uva,

frutales, hortalizas

Falla organica, carcindgeno,
mutagénico, efectos en la

reproduccién

Mancozeb

Tomate, papa, uva, cebolla,

frutales y hortalizas

Predisposicion tumoral, trastornos
psiquiatricos, enfermedad de
Parkinson, disfuncion tiroidea y

ovérica.

Fuente: elaboracion propia

El uso de plaguicidas, como los fungicidas, no sélo genera dafios a la salud humana

(Tabla 2), sino que también tiene efecto contaminante en el suelo, agua, biota y

sedimentos a través de descargas de sustancias téxicas a los sistemas lagunares,
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via drenes, riego y lluvia, constituyendo un factor de riesgo de contaminacién para

los ecosistemas terrestres y marinos (Martinez, 2009).

En el estado de Sinaloa, se determiné el nivel de dafio genotdxico en trabajadores
agricolas ocupacionalmente expuestos a plaguicidas, mediante técnicas
citogenéticas y genéticas, y se observaron diferencias significativas en el nivel de
afectacién de la informacion genética de los grupos expuestos y no expuestos y una
correlacion entre el tiempo de exposicion a los plaguicidas y la frecuencia de dafo.
Los resultados se vinculan a la exposicion de los trabajadores a diferentes

compuestos quimicos propios de los plaguicidas (Martinez, 2009).

El uso de plaguicidas en la produccion agricola origina residuos en el ambiente
donde se aplican. La aspersion aérea de estos compuestos es una fuente frecuente
de exposicion por parte de las personas dedicadas a las practicas agricolas y de las
gue viven en comunidades vecinas de campos asperjados. Investigaciones
desarrolladas en México, muestran los efectos genotéxicos de los plaguicidas sobre
los pilotos de aeronaves asperjadoras de mezclas complejas, que
ocupacionalmente se exponen a estos productos quimicos durante su aplicacion en
los campos agricolas de Sinaloa, revelando que el dafio evaluado través del ensayo
de microndcleos, correlaciona la exposicion a éstos, como el factor principal para
los resultados de anomalias nucleares y dafios en la informacién genética (Martinez,
20009).

Por deriva, se entiende el movimiento de las gotas del plaguicida hacia un objetivo
distinto al de la aplicacion - evento que preocupa por el riesgo de causar dafio
directo o afectar la salud de animales o personas que llegan a estar en contacto con

estos (Massaro, 2013).

Aunque existe un conjunto de esfuerzos basados en buenas practicas agricolas e
inocuidad para disminuir el riesgo a la salud por exposicion a plaguicidas, contintan

utilizandose compuestos quimicos altamente peligrosos (Martinez, 2009).
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2.2 Biosurfactantes

Los biosurfactantes son compuestos biologicos de naturaleza anfipatica producidos
por una gran diversidad de microorganismos (Anton, 2005). La Figura 1 muestra la
estructura del monémero de un biosurfactante. Los restos no polares suelen ser
cadenas hidrocarbonadas, mientras que los restos polares suelen ser moléculas
catidnicas, anidnicas, no idnicas o anfoteras. Esta combinaciébn de moléculas
hidréfobas e hidrofilicas permiten que los biosurfactantes reduzcan la tensién

superficial e interfacial y formen microemulsiones (Sarubbo et al., 2022).

Parte Apolar
EE—

Parte Polar
H

Figura 1. Monémero de un biosurfactante.

2.2.1 Propiedades de los biosurfactantes

e Actividad superficial e interfacial

La dualidad polar-apolar de los biosurfactantes supone la ubicacion de estas
moléculas en la superficie o interfase de un sistema, de tal forma que su grupo polar
se encuentre rodeado de aguay su grupo apolar fuera de la misma (Martinez, 2011).
Asi se observa en la Figura 2, que muestra el acomodo de las moléculas

biosurfactantes segun la afinidad de sus componentes polares o apolares.
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Cola no polar:

L

Figura 2. Arreglo de moléculas biosurfactantes en la interfase de una mezcla

heterogénea.

La migracion de las moléculas de los biosurfactantes en la superficie se conoce
como adsorcion. La adsorcion puede deberse a efectos del grupo hidréfobo y a otros
fendmenos fisicoquimicos. Por otro lado, la penetracion de dichas moléculas hacia
el seno de la fase dispersa es conocida como absorcion (Plaza et al., 2006).

La organizacion de los monomeros de biosurfactante puede ocurrir en forma de
monocapa, como se ilustra en la Figura 2, o en forma de micelas, las cuales son
agregados mas o menos esféricos en cuyas estructuras, los extremos apolares de
las moléculas de biosurfactante se anidan en repelencia al agua, dejando en la
superficie exterior a los extremos polares en contacto con el medio acuoso (Figura
3) (Martinez, 2011).

.

Fase oleos

ase oleos

Fase acuosa
Figura 3. Estructura de una micela.
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Esta propiedad les confiere a los biosurfactantes la capacidad de disminuir la
tension superficial y/o interfacial mediante el rompimiento de las interfaces de
agua/aire y agua/aceite (Jimoh et al., 2019). Ademas, los biosurfactantes fungen
como agentes espumantes y solubilizadores, gracias a su capacidad para reducir la
viscosidad, logrando asi una mayor movilidad y transporte de compuestos
insolubles (Santos, 2017).

Se han reportado diversos biosurfactantes en la disminucion de la tension superficial
en un medio acuoso, desde los 72 mNm* hasta <30 mNm. Estos valores
dependen del compuesto que se encuentre mezclado en el medio. Un ejemplo de
esto es el glicolipido H12A, que en un medio con hexano disminuyé la tension
superficial hasta 0.57 mNm, y en un medio con decano, logré disminuir la tensién

superficial hasta 0.02 mNm-* (Brown, 1991).

La manera mas efectiva de caracterizar un biosurfactante es midiendo la fuerza de
atraccion entre las moléculas de los liquidos que componen una mezcla
heterogénea, clasificando asi el biosurfactante segun su capacidad de afectar la
tension superficial o interfacial del mismo liquido. En este sentido, la concentracion
micelar critica (CMC) se define como la concentracion minima de biosurfactante
requerida para reducir al maximo la tensién superficial (Figura 4) (Sarubbo et al.,
2022).
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Figura 4. Pasos en la reduccion de la tension superficial debido a la adicion de
biosurfactantes hasta alcanzar la concentracion micelar critica y la formacion de

micelas.

La CMC es mucho menor en biosurfactantes que en los surfactantes sintéticos. Se
han reportado valores de 0.0025% (p/v) para surfactina y 0.001% para ramnolipidos
producidos por P. aeruginosa. En el caso de la surfactina, se ha comparado su
actividad interfacial con la del surfactante sintético lauril sulfato de sodio, obteniendo
como resultado una tensién superficial de 27.9 mNm™ para una solucién de
surfactina 0.005%, mientras que para el lauril sulfato de sodio se obtuvo una tensién

de 56.5 mNm- con la misma concentracion (Brown, 1991).

e Formacién y ruptura de emulsiones

Los biosurfactantes pueden actuar como formadores de emulsiones, dispersando
una fase en otra en forma de microgotas, manteniendo también la estabilidad de las
emulsiones formadas (Roy, 2017). Es posible también lograr el proceso inverso, en
el cual se rompe la estabilidad de dichas microgotas y, por lo tanto, se rompe la

emulsién (Santos, 2017).
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e Tolerancia de temperatura, pH y salinidad

Distintos parametros ambientales, como la temperatura, el pH y la salinidad han
mostrado tener poca o nula influencia tras ser probados con la mayor parte de los
biosurfactantes conocidos (Fenibo et al., 2019). Diversos estudios respaldan la
estabilidad y la productividad de dichos biosurfactantes aln en condiciones
extremas de estos parametros (Mnif et al., 2016). La Tabla 3 muestra algunos datos
sobre los valores de temperatura, pH y salinidad a los que diferentes cepas
microbianas tienen la capacidad de producir biosurfactantes de forma estable.

Tabla 3. Rangos de temperatura, pH y salinidad para los cuales diferentes

biosurfactantes muestran efectividad (Somoza et al., 2020).

Rango de eficacia / Cepa bacteriana

Parametro Pseudomonas Candida
) Streptomyces sp )
aeruginosa sphaerica
Temperatura (°C) -20- 120 30 - 100 30 - 100
pH 2-12 3-7 2-12
Salinidad (%) 0-20 3 2-10

e Agentes adherentes/antiadherentes.

En el establecimiento de una biopelicula, un factor importante de adherencia a la
superficie por parte de los microorganismos es la hidrofobicidad de dicha superficie.
Los biosurfactantes pueden emplearse como mediadores en esta etapa, al modificar
la hidrofobicidad e influenciar la adhesion de ciertos microorganismos (Roy, 2017).
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e Baja toxicidad.

Aludiendo a su origen natural, los biosurfactantes han sido estudiados en
comparacién con surfactantes sintéticos ampliamente utilizados en la industria, lo
gue ha permitido discernir las grandes ventajas ecologicas y médicas que

implicarian el uso de estos compuestos (Rahman et al., 2008).

Las especies Rhodococcus erythropolis, Pseudomonas aeruginosa Yy
Sphingobacterium detergens, son parte de las cepas bacterianas productoras de
biosurfactantes que han sido investigadas en contraposicion a los surfactantes
guimicos, demostrando una menor citotoxicidad y menor perjuicio a érganos como
pulmones, corazén, estbmago e higado, asi como menores reacciones alergénicas,
con respecto a sus antagonistas (Mnif et al., 2016). De acuerdo con diversas
investigaciones, los biosurfactantes en general demuestran nulidad de toxicidad,
son pocos los que muestran un nivel escaso, sin embargo, la mayoria son
aprobados para su desarrollo incluso en industrias relacionadas con la salud (Fenibo
etal., 2019). Asi lo muestra la Tabla 4, para la cual la concentracién inhibitoria media
(IC50), que indica la concentracién minima a la cual una sustancia puede inhibir una
funcion bioldgica resulta ser mucho menor para el caso del dodecilsulfato sodico

(SDS) en comparacion con los biosurfactantes (Mnif et al., 2016).

Tabla 4. Valores de concentracién inhibitoria media para biosurfactantes producidos
por diferentes microorganismos. SDS: Dodecil sulfato de sodio.

Rhodococcus Pseudomonas Sphingobacterium

SDS
IC50 erythropolis aeruginosa detergens
(Hg/mL)
(Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)
Fibroblastos 117.4 57 700 46.3
Queratinocitos 70 80 1041.6 31.4

Fuente: elaboracion propia
Otros estudios han probado la interaccidon entre los biosurfactantes y organismos

vegetales, tal es el caso de Brassica oleracea, Chicoria intybus, Lactuca sativa y
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Solanum gilo, que han sido tratadas con biosurfactante producido por C. sphaerica

como bioindicador, no demostrando toxicidad (Mnif et al., 2016).

e Biodegradabilidad

A diferencia de los surfactantes sintéticos, los biosurfactantes tienen una gran
capacidad de degradacion. Reportes del compuesto tensoactivo producido por
Candida antarctica han mostrado mayor eficiencia en su degradacion, en
comparacion con, por ejemplo, alquilbencensulfonato (SCT) y dodecilsulfato sédico
(SDS) (Mnif et al., 2016). Ademas, los biosurfactantes han mostrado esta capacidad

degradativa tanto en condiciones aerdbicas como anaerdbicas (Mnif et al., 2016).

2.2.2 Clasificaciéon de los biosurfactantes

Los biosurfactantes pueden clasificarse con base en su peso molecular,

composicién quimica o tipo de microorganismo que lo produzca (Anton, 2005).

a) Clasificacion por composicién quimica

o Glicolipidos

Estan constituidos por carbohidratos, generalmente mono Yy oligosacaridos
conteniendo glucosa, galactosa, xilosa o ramnosa, unidos a cadenas de acidos
grasos saturadas e insaturadas e hidroxilos, ademéas de un grupo éter o éster. Los
ramnolipidos, trehalolipidos y soforolipidos son ejemplos de glicolipidos (Tabla 5)
(Sharma, 2016).
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Tabla 5. Descripcion de la estructura quimica de algunos tipos de glicolipidos.

Biosurfactantes

glicolipidicos

Descripcion

Estructura quimica

Ramnolipidos

Carbohidratos de

ramnosa asociados a \A/M(

acidos B-
hidroxidecandicos. El
enlace glucosidico se
establece entre el
grupo OH de los acidos
grasos

(hidroxidecandicos) vy
la ramnosa, asi como
con el grupo OH libre
de

hidroxidecandico.

otro acido

\/\/\/\/\rr OH

0O O
How
Ho |

HO Q

HO OH

0

Ramnolipido. Tomada de: Chemical

and Engineering News

Trehalolipidos

Lipidos asociados a
trehalosa, un tipo de
azucar

no reductor,

compuesto por dos
unidades monomeéricas
de glucosa conectadas
por un enlace a, a-1, 1-

glucosidico.

Lipido de trehalosa. Tomada de:

Springer International

Switzerland

Publishing
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Molécula de soforosa OAcC

unida covalentemente HO 0
HO o]
a una cadena larga de OAc 7“"3“3
L 0] 0 (CHg)ss
ini HO |
Soforolipidos ~ acidos grasos Hm Loon
hidroxilos. OH

Soforolipido. Tomada de: Springer

International Publishing Switzerland

Nota: Esta tabla presenta tres ejemplos de biosurfactantes de naturaleza
glicolipidica. Pueden observarse sus estructuras quimicas esquematizadas
(Sharma, 2016).

Estos compuestos, ramnolipidos, trehalolipidos y soforolipidos han mostrado gran
capacidad y eficacia como agentes reductores de tension superficial e interfacial
(Sharma, 2016).

e Lipopéptidos y lipoproteinas

Consisten comunmente en una gran cantidad de péptidos ciclicos unidos a acidos
grasos (Sharma, 2016). Los lipopéptidos exhiben diversas actividades biologicas
tales como actividad superficial, y anti-enzimética (Maycelly, 2014); asi pues, tienen
la capacidad de disminuir la tension superficial, ademas exhiben efectos antibioticos
significativos (Sharma, 2016), por lo que han mostrado ser de gran utilidad en la

industria petrolera, quimica y farmacéutica, entre otras (Maycelly, 2014).

El biosurfactante més importante de este tipo es la surfactina (Figura 5), producida

principalmente por Bacillus subtilis (Sharma, 2016).
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Figura 5. Estructura quimica de la surfactina.

. Acidos grasos, fosfolipidos y lipidos neutrales

Diversos microorganismos bacterianos, hongos y levaduras, son capaces de crecer
en medios hidrofobicos. Esto origina que en el procesamiento de nutrientes
produzcan gran cantidad de acidos grasos, fosfolipidos y lipidos neutros (Sharma,
2016).

o Biosurfactantes poliméricos

Los biosurfactantes poliméricos estan constituidos de una forma diversa. Los mas
estudiados son el liposan, el emulsan y las manoproteinas. De estas Ultimas se han
derivado otros tensoactivos como el biodispersan y el alasan, con gran capacidad
emulsificante (Sharma, 2016).

b) Clasificacion por peso molecular

Los biosurfactantes poseen dos dominios, uno hidrofilico y otro hidrofobico.
Moléculas como péptidos ciclicos, mono o polisacéridos y fosfatos pueden

conformar el dominio hidrofilico del compuesto, mientras que sus dominios
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hidrofébicos constan de cadenas de acidos grasos largas o cortas, o derivados de
estos (Panijiar, 2017).

o Biosurfactantes de bajo peso molecular

Son generalmente glicolipidos, lipopéptidos y fosfolipidos (Panijiar, 2017). Estos
compuestos afectan las interacciones interfaciales dadas entre sustancias acuosas
y aceites (Shah, 2016), disminuyendo la tensién superficial e interfacial. Dentro de
esta clasificacién se encuentran los ramnolipidos, trehalolipidos y soforolipidos, que
son glicolipidos, disacéaridos acilados con acidos grasos de cadena larga y acidos
grasos hidroxilos (Shah, 2016). En la Tabla 6 se muestran algunos ejemplos de

biosurfactantes de bajo peso molecular.

o Biosurfactantes de alto peso molecular

Son compuestos extracelulares, como los lipopolisacéaridos, proteinas,
lipoproteinas, polisacaridos o sus mezclas. Si bien, este tipo de biosurfactantes no

pueden disminuir eficazmente la tension superficial, tienen gran capacidad

emulsificante (Maycelly, 2014). La Tabla 6 exhibe algunos ejemplos.

Tabla 6. Clasificacion de biosurfactantes por peso molecular.

Origen microbiano Biosurfactante Referencia

Alto peso molecular

Acinetobacter

_ _ Alasan Mujumdar et al. (2019)
radioresistens
Candida lipolytica Liposan Diniz et al. (2014)
Acinetobacter o
) Biodispersan Ron y Rosenberg (2001)
calcoaceticus
Pseudomonas putida Polisacarido extracelular Bonilla et al. (2005)

24



Bajo peso molecular

Pseudomonas o )
Ramnolipidos Monteiro et al. (2007)

aeruginosa

Rhodococcus

erythropolis, Arthrobacter Lipidos de trehalosa Martinez (2011)

sp, Mycobacterium sp

Van Bogaert et al. (2011)
Acuia (2019)
Pagadoy et al. (2005)

Candida bombicola Soforolipidos

Alcanivorax borkumensis Lipidos de glucosa

Bacillus subtillis Surfactina

Nota: En esta tabla es posible observar diferentes tipos de biosurfactantes
estipulados segun su peso molecular, asi como el o los microorganismos que lo

producen (Maycelly, 2014).

c) Clasificacién por origen microbiano

Los biosurfactantes producidos por una gran diversidad de microorganismos
difieren en estructura y caracteristicas quimicas. En la Tabla 7 se detalla la
clasificaciéon de los biosurfactantes en funciéon de su microorganismo de origen
(Panijiar, 2017).

Tabla 7. Clasificacion de biosurfactantes de acuerdo con su origen microbiano.

Origen microbiano Tipo de biosurfactante Referencia
Bacterias
Pseudomonas o Jadhav et al. (2011)
_ Ramnolipidos
aeruginosa
Rhodococcus Muthusamy et al, (2008)

_ Trehalolipidos
erythropolis

Bacillus subitilis

Surfactina

Cao et al. (2009)

Bacillus subtilis

Iturina

Deng et al. (2016)
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Bacillus subtilis Fengicina Sun et al. (2019)

Bacillus subtilis _ o Joshi et al. (2016)
: : . . Liguenisina .
Bacillus licheniformis Joshi et al. (2016)
Serratia marcescens Serrawetina Lai et al. (2009)
Pseudomonas _ ) Banat et al. (2010)
Viscosina
fluorescens
Rhodotorula glutinis Lipidos polidlicos Amaral et al. (2009)
Acinetobacter Ron and Rosenberg
_ Emulsan
calcoaceticus (2001)
Acinetobacter Adetunji y Olaniran
) ] Alasan
radioresistens (2021)
Hongos
Candida batistae o Morita et al. (2008)
Soforolipidos
Trichosporon asaii Chandran y Das (2010)
Candida antérctica Manosileritritol Felse et al. (2007)
Myroides sp. Acidos biliares Saimmai et al. (2012)

Nota: Esta tabla presenta la relacion entre algunos biosurfactantes y sus

microorganismos productores. Fuente: elaboracion propia.

Los biosurfactantes también pueden clasificarse de una forma mas general de
acuerdo con su carga ionica. En este caso, los biosurfactantes aniénicos son
aquellos que contienen moléculas cargadas negativamente, con grupos como
carboxilatos, sulfonatos y fosfatos, combinadas con cadenas hidrocarbonadas
hidréfobas. Cuando estas cadenas son cortas, estos biosurfactantes son

hidrosolubles y actian en sistemas no acuosos (Maycelly, 2014).

Por otro lado, estan los biosurfactantes catiénicos, cuyas moléculas se encuentran

cargadas positivamente y asociadas a amonios (Maycelly, 2014).
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Los biosurfactantes también pueden ser idnicos o no ionicos. El primer caso define
a los agentes surfactantes que se ionizan al encontrarse en solucion; El grupo
hidré6fobo se carga positivamente, lo cual esta vinculado a propiedades como
humectacién, emulsificaciéon y formacién de espuma. En el segundo caso, los
biosurfactantes son neutros, con grupos alcoholes, azlUcares o acidos carboxilicos;

No se disocian en iones hidratados en medio acuoso (Maycelly, 2014).

Por ultimo, los biosurfactantes zwitteriénicos. Estos estan conformados por
moléculas que pueden contener cargas positivas y negativas. Estos agentes
pueden tener cierta sensibilidad a pH, comportandose como sustancias anionicas a

pHs alcalinos, y como sustancias cationicas a pH acidos (Maycelly, 2014).

2.2.3 Biosintesis de biosurfactantes bacterianos

Los biosurfactantes son producidos por una variedad de microorganismos,
secretados extracelularmente o unidos a la célula, predominantemente durante su

crecimiento en fase acuosa y sustratos inmiscibles (Lamilla, 2018).

Aunque la funcién de los biosurfactantes en células microbianas no esta
completamente entendida, se ha especulado sobre su participacion en la emulsion
de sustratos inmiscibles en agua (Lamilla, 2018). Estos compuestos también han
demostrado estar involucrados en la adhesion celular, que imparte gran estabilidad
bajo condiciones ambientales hostiles, en la desorcion de la célula para encontrar

nuevos habitats de supervivencia (Lamilla, 2018).

a) Mecanismos y factores que regulan la produccion de biosurfactantes

En la regulacion de la produccion de los biosurfactantes, operan principalmente tres
mecanismos: induccion y/o represion de la fuente de carbono, cantidad de nitrogeno
y la presencia de iones polivalentes en los cultivos. Ademas de parametros quimicos

y fisicos tales como la temperatura, pH, salinidad, agitacion y oxigenos disponible.
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Todos estos parametros interfieren en la cantidad y tipo de biosurfactante producido.
Destaca la fuente de carbono como uno de los principales factores estudiados en la

produccion de biosurfactantes (Rahman, 2008).

° Fuente de carbono

Uno de los factores mas importantes en la produccién del biosurfactante es la fuente
de carbono, por induccién o represién. En algunos casos, la adicion de sustratos
inmiscibles en agua promueve la produccion de biosurfactante (Shah, 2016). Asi se
ha descrito en diversos experimentos, donde la adicién de acidos grasos de cadena
larga, hidrocarburos o glicéridos en medio de cultivo con Rhodococcus erytropolis,

por ejemplo, indujo la sintesis de soforolipidos por dicha bacteria (Singh, 2018).

Como se observa en la Tabla 8, la glucosa, la sacarosa, el glicerol y algunos aceites
han sido estudiados como fuentes de carbono importantes en la producciéon de

biosurfactantes (Rahman, 2008).

Tabla 8. Fuentes de carbono utilizadas en la obtencion de diferentes tipos de

biosurfactantes.

Biosurfactante Microorganismo Fuente de carbono
Aceite de soya, aceite de

. Pseudomonas ) _
Ramnolipidos ) maiz, n-parafina,

aeruginosa .
glucosa, glicerol
. Rhodococcus

Trehalolipidos n-decano, n-hexadecano

erythropolis

Suero de leche, glucosa,
Soforolipidos Bacillus subtilis esteres, aceite de

canola, aceite de girasol

o _ _ Aceite de soya, glicerol,
Manosil eritritol Candida antarctica o )
acido oleico

Fuente: elaboracion propia.

28



2.2.4 Aplicaciones de los biosurfactantes

El interés por los surfactantes de origen microbiano ha aumentado de manera
constante en los ultimos afios, debido a su facilidad de obtencion y su diversidad
estructural, lo que amplia las posibilidades de diferentes aplicaciones, dado que, los
surfactantes de origen biolégico tienen varias ventajas sobre sus contrapartes
sintéticas, ya que son biodegradables y no se acumulan en el ambiente, tienen bajo
nivel de toxicidad y lo mas importante es que presentan propiedades fisicas y
guimicas (temperatura, capacidad emulsificante, tolerancia al pH y fuerza ionica)
superiores a las de los surfactantes sintéticos (Shah, 2016). Sin embargo, hacen
falta estudios para encontrar procesos eficientes de obtencién para que puedan ser
econdmicamente competitivos respecto a los surfactantes quimicos de bajo costo
(Shah, 2016). En la Tabla 9 se describen, a grandes rasgos, las aplicaciones y

funciones de diferentes biosurfactantes a lo largo de diversas industrias.

Tabla 9. Ejemplos de aplicaciones y funciones de algunos tipos de biosurfactantes

en diversas industrias.

Biosurfactante Industria Aplicacion Funcién

Recuperacion de

Mejorar la petréleo y
recuperacion de liberacién de crudo
Petrolera )
emulsiones atrapado en los
o generadas capilares de las
Ramnolipidos
rocas

_ o Movilizacion de
Biorremediacion . _
toxicos adsorbidos
de suelos ]
_ . _ a las particulas del
Medio ambiental contaminados _
suelo mediante
por metales e _ y
) biodegradacion y
hidrocarburos o
emulsificacion de
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estos

Accion de
Agricola Control biologico pesticidas y
herbicidas
Antimicrobianos,
o Agentes o
Farmacéutica o antivirales y
terapéuticos o
antifingicos
Surfactina Tratamiento de Biodegradacion y
aguas residuales emulsificacion de
Petrolera .
y derrames de contaminantes del
crudo suelo
Emulsificacion y
. . Ingrediente con consistencia en
Alimentaria _ _
formulaciones alimentos
preparados
Soforolipidos Emulsionantes,
espumantes,
o Productos de .
Farmacéutica formacion de
salud y belleza )
vesiculas, agentes
humectantes
Inhibicion de la
. Agente formacion de
Lunasan Cosmetica _ ) o
antiadhesivo biofilms en
superficies
o o Agentes Antimicrobianos,
Succinoil-Trehalosa  Farmacéutica

terapéuticos

antivirales,
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antifingicos,

inmunomoduladores

Pintura, papel,
_ o Agente humectante,
. o textil, ceramica,
Heteropolisacaridos Otras espesantes,
detergentes,
o entre otros
mineria

Fuente: elaboracién propia.

2.2.5 Biosurfactantes en control biol6gico de hongos fitopatdégenos

Los biosurfactantes constituyen una herramienta muy eficaz contra una amplia
variedad de fitopatdégenos. Asi, los organismos microbianos productores de estos
biotensoactivos se posicionan como alternativas ante los compuestos sintéticos

para su aplicacion en la industria agricola (Singh, 2018).

. Surfactinas

Las surfactinas, generalmente producidas por bacterias del género Bacillus (B.
subtilis, B. spizizenii), logran disminuir la tensién superficial y actian como
excelentes detergentes y emulsionantes. Estas propiedades las capacita para
actuar como fuertes desestabilizantes de membranas bioldgicas, como las que

podrian constituir a diversos organismos fitopatdogenos (Krishnan et al., 2019).

o Ramnolipidos

Diversos estudios han demostrado la actividad antimicrobiana de los ramnolipidos.
Como antifungicos, los ramnolipidos han sido probados contra especies
devastadoras de plantas, como Botrytis spp., Rhizoctonia spp., Phytium spp.,
Phytophtora spp. y Plasmopara spp., ademas de Mucor miehei y Neurospora crassa
(Malakar & Deka, 2021).
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Los ramnolipidos han demostrado ser eficientes en sistemas vegetales in vivo. Tal
es el caso de la planta de pimienta, tratada con estos biotensoactivos contra la
enfermedad causada por el hongo Phytophthora capsici, asi como la prevencién
ante la infeccién por Colletotrichum orbiculare en la planta de pepino (Adetunji et al.,
2022).

Otros estudios también han encontrado que las mezclas de estos biosurfactantes
con otros compuestos como adyuvantes, por ejemplo, la siringomicina, es eficiente

contra agentes patogénicos y oportunistas (Nalini et al., 2023).

La Tabla 10 describe las propiedades antifungicas de diferentes tipos de

biosurfactantes.

Tabla 10. Reportes de actividad antifungica de diferentes biosurfactantes sobre

hongos fitopatégenos diversos.

_ . Hongo
Origeny tipode . G, .
) fitopatdgeno que Inhibicion (%) Referencia
biosurfactante
controla
Wickerhamomyces ]
Aspergillus sp, Fernandes et al.
anomalus _ >95%
o Fusarium sp. (2020)
(lipopéptido)
Pseudomonas _
. Fusarium Borah et al.,
aeruginosa S >90%
verticillioides (2016)

(ramnolipidos)

Bacillus subtilis ) ) o _
o Fusarium solani  Hasta 78% in vivo Mnif et al. (2015)
(lipopéptido)

Bacillus subtilis
(iturinas, Colletotrichum o )
o . Dato cualitativo ~ Kim et al. (2010)
fengicinas y gloeosporoides

surfactinas)
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Pseudomonas )
Phytophthora o Martinez et al.
fluorescens _ 60% in vitro
. infestans (2007)
(ramnolipidos)

Fuente: elaboracion propia.

La principal forma de accion de los biosurfactantes contra fitopatdgenos formadores
de zoosporas es la lisis directa de dichas zoosporas a través de su intercalamiento
en la membrana plasmatica (Nalini et al., 2023). Otros estudios han mostrado que
los biosurfactantes también tienen la capacidad de reducir el crecimiento del micelio
de hongos como Phytium myriotylum y Botritis cinerea. Asi se sabe que los efectos
adversos de los biotensoactivos sobre organismos fitopatégenos persisten ain en

aguellos protegidos por una pared celular (Nalini et al., 2023).

3. JUSTIFICACION

La agricultura es una de las actividades econdmicas con mayor relevancia en
México. Es el sector productivo mas importante desde el punto de vista econémico,
social y ambiental. La agricultura es la base importante para el desarrollo del pais,
funcionando como una herramienta que ayuda a fomentar la seguridad alimentaria
(En México existen cerca de 200 productos agricolas que son cultivados dentro del
pais, entre los que destacan, por su importancia en el consumo y la generacion de

divisas, el maiz, frijol, sorgo, cafia de azlcar, tomate y chile (Shah, 2016).

Un problema importante que enfrentan los campos mexicanos es la presencia de
hongos de los géneros Fusarium, Rhizoctonia y Botrytis, que figuran entre los
fitopatbgenos mas notables por su concurrencia en los cultivos de chile, frijol y
tomate (Serrano, 2017). El manejo de dichas plagas suele efectuarse con la
aplicacion de fungicidas con base, por ejemplo, de azoxistrobin, carbendazim,
clorotalonil y/o sulfato de cobre pentahidratado, compuestos considerados

citotoxicos, de efectos aun desconocidos, en su mayoria, y altamente recalcitrantes
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(Muhfiz, 2014). Asi, el uso intensivo de agrotoxicos de este tipo genera una alta
vulnerabilidad socioambiental y dispone una crisis agricola cuyos estragos
comienzan a ser tangibles (Carreras, 2020). Por esta razon, el presente trabajo se
centra en la aplicacién innovadora de biosurfactantes, los cuales son moléculas
anfipaticas producidas por diversos microorganismos, que, por sus diversas
propiedades, pero sobre todo por su capacidad para disminuir la tension superficial,
podrian intercalarse en la membrana de los hongos fitopatdgenos aun en sus
distintas etapas de desarrollo, causando dafios importantes en las moléculas que la
componen, hasta su disolucion (SEMINIS, 2020). Con el aprovechamiento de las
propiedades de los biosurfactantes, es posible innovar en el control biologico de
enfermedades causadas por hongos fitopatdogenos, como lo son Fusarium, Botrytis
y Rhizoctonia, ofreciendo una alternativa que provea beneficios en diferentes
niveles: control biolégico, salud humana y vitalidad del suelo.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General:

Evaluar la eficacia de los biosurfactantes bacterianos en el control biolégico de
enfermedades fungicas de relevancia agricola, a través de pruebas de actividad

antagonica frente a hongos fitopatdgenos.

4.2 Objetivos Especificos:

e Caracterizar la produccién de biosurfactantes por las cepas bacterianas
2214, 2 y 4 en cinéticas en medio liquido, mediante la determinacion del

indice de emulsificacion.

e Comparar la actividad antagonica in vitro de biosurfactantes bacterianos
frente a hongos fitopatdbgenos de los géneros Fusarium, Botrytis y
Rhizoctonia.
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5. HIPOTESIS

Los biosurfactantes generados por una cepa bacteriana que exhibe un rendimiento
competitivo y un alto indice de emulsificacién, se plantea que tienen la capacidad
de suprimir el desarrollo de hongos fitopatdgenos pertenecientes a los géneros
Fusarium spp., Botrytis spp. y Rhizoctonia spp.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 0rigen de las cepas bacterianas productoras de biosurfactantes

Las cepas bacterianas 2 y 4 fueron aisladas del efluente de un biorreactor de
procesamiento de residuos agricolas. Las cepas 2214y ATCC 27853 Pseudomonas
aeruginosa, fueron obtenidas comercialmente por el Dr. Arnoldo Wong Villarreal de
la Universidad Tecnoldgica de la Selva, y el Dr. Gustavo Yafiez Ocampo, de la

Universidad Autbnoma del Estado de México, respectivamente.

6.2 Reactivacion del cepario

Las cepas bacterianas 2, 4, 2214 y 27853 fueron cultivadas en agar nutritivo y
posteriormente incubadas a una temperatura de 30 °C. Después de un periodo de

incubacién de 3 dias, se pudo apreciar un significativo crecimiento microbiano.
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6.3 Confirmacion de produccion de biosurfactantes

Las cepas bacterianas 2, 4, 2214 y 27853 se cultivaron en agar azul de metileno
suplementado con aceite de soya al 2%. El calcio y el azul de metileno en la
composiciéon de este agar forman parte de una reaccién anidnica con el
biosurfactante, producto de la cual se forma blanco de metilo, que es posible
observar como un anillo blanco alrededor de las colonias bacterianas productoras
de biosurfactantes. Los cultivos se incubaron a 30 °C durante 4 dias. Se observo
crecimiento microbiano y se confirmé la produccion de biosurfactantes por las cuatro

cepas bacterianas.

6.4 Cinéticas de crecimiento y produccion de biosurfactantes

Se preparé medio liquido peptona de caseina y levadura (PY) en matraces de 25
mL, previamente tratados con HCI 2.5 M, para la generacion del in6culo. Se
cultivaron las cepas 2, 4, 2214 y 27853, inoculando al 1% y se incubaron a 30 °C
por 12 horas. Posteriormente, por cada cepa, se colectaron 10 mL del cultivo y se
centrifugaron a 2500 rpm durante 15 minutos. Se descart6é el sobrenadante y se
agregaron 10 mL de solucion salina estéril (0.8%), para centrifugar nuevamente.
Este paso se repitio. Finalmente, se tomaron 2.5 mL de esta solucion y se midio la
densidad optica a 600 nm. Mediante diluciones, se ajusté la concentracion de

biomasa de las cuatro cepas a 0.2 UA. Esto se llamé indculo.

Las cepas bacterianas 2, 4, 2214 y 27853 se cultivaron en medio de sales minerales

suplementado con aceite de soya al 2% (Figura 6), utilizando el inéculo.
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Figura 6. Cultivos de las diferentes cepas estudiadas durante la cinética

microbiana.

Los cultivos se incubaron a 30 °C durante 15 dias, monitoreando los parametros
Densidad 6ptica de la biomasa e indice de emulsificacion en los dias 0, 2, 4, 8y 186,
como se describe:

a) Densidad o6ptica de la biomasa

Por cada cepa, se colectaron 2.5 mL del cultivo y se midi6 la absorbancia de la
biomasa por densidad 6ptica a 600 nm.

b) indice de Emulsificacion 24 h (IE24).

Por cada cepa, se colectaron 2 mL del cultivo y se centrifugaron a 2500 rpm durante
15 minutos. El sobrenadante libre de células (SLC) se depositdé en un tubo de
ensayo previamente tratado con HCI 2.5 M, con 2 mL de aceite de soya. Asi, cada
tubo contenia el 50% de SLC y el 50% de aceite de soya como fuente hidrofébica.
Los tubos se agitaron en vortex durante 1 minuto y se permitieron reposar durante
24 h. Posteriormente, se midio la altura de la emulsion generada, y se desarrollo el
calculo segun la férmula:
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1E24 = HE x 100
" HT

Donde:
IE24: indice/Porcentaje de emulsion a las 24 horas.
HE'" Altura de la emulsion

HT: Altura total de la soluciéon

Se utilizaron dodecil sulfato de sodio (SDS) al 0.2% y agua destilada como controles

positivo y negativo, respectivamente.

Para esta parte experimental, se realizaron 3 repeticiones experimentales, con 2

réplicas.

6.5Produccién de biosurfactantes totales por precipitacion acida.

Siguiendo los pasos del procedimiento anterior para generar el indculo, se cultivaron
las cepas 2, 4, 2214 y 27853 en medio de sales minerales suplementado con aceite
de soya y con glicerol al 2%, como fuentes de carbono, por separado, en matraces

de 500 mL previamente tratados con HCI 2.5 M (Figura 7).

Los cultivos se incubaron a 30 °C durante 20 dias. Posteriormente, se centrifugo la
totalidad del cultivo, por cada cepa, a 2500 rpm durante 25 minutos (Figura 7). El
SLC de cada cultivo se acidificé a pH 2 utilizando HCI [6 M] y se permitié reposar
durante 12 h a 4 °C. El SLC se ajusté a pH 7 empleando NaOH [6 M]. Finalmente,
el SLC se evaporo en estufa a 105 °C durante 5 dias, con lo cual, se obtuvieron
muestras semi-solidas conteniendo al biosurfactante (Figura 7).
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Figura 7. Cultivos bacterianos para la produccion de biosurfactantes (izquierda);
Sobrenadante libre de células (medio); Concentrado final de biosurfactantes

totales (derecha).

Siguiendo el procedimiento anterior y con base en observaciones de rendimiento
con cada fuente de carbono y cada cepa, se realizd una nueva produccion de
biosurfactantes utilizando la cepa 4, con la finalidad de obtener muestra suficiente

para el desarrollo de las pruebas de actividad antagonica.

6.6 Pruebas de actividad antagonica contra los hongos fitopatdégenos Fusarium,

Rhizoctonia y Botrytis.

Con base en los resultados de rendimiento de la produccion de biosurfactantes, se
preparé agar papa dextrosa suplementado con el biosurfactante producido por la
cepa 4 considerando las dosis: 0 g/L (testigo), 1 g/L, 1.5 g/L y 2 g/L. Los medios de
cultivo suplementados se inocularon con los hongos fitopatégenos de los géneros
Fusarium spp., Rhizoctonia spp. y Botrytis spp., y se incubaron a 28 °C durante 7

dias, monitoreando el crecimiento de los microorganismos cada 24 h.
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Para determinar el porcentaje de inhibicion se midié el didmetro del crecimiento

micelial de cada hongo, por cada dosis y se realizaron calculos como se describe:

% —DPx 100
T DT

Donde:
I%: Porcentaje de inhibicion
DP: Diametro del crecimiento del hongo en prueba

DT: Diametro del crecimiento del hongo en testigo

El disefio experimental implico la realizacion de 4 réplicas por cada dosis, en 3

repeticiones experimentales.

6.7 Analisis estadistico

Los datos recopilados y del desarrollo de las pruebas de actividad antagdnica fueron
sometidos a andlisis estadistico mediante el método de analisis de varianza
(ANOVA de dos vias). Las diferencias significativas entre los tratamientos se
basaron en las medias y se calcularon utilizando la prueba de LSD (diferencia
minima significativa) con un nivel de significancia de P < 0.05, utilizando el software

Statgraphics Centurion.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1Prueba cualitativa de la produccién de biosurfactantes en agar azul de

metileno y aceite de soya al 2%.

Con el cultivo de las cepas 2, 4, 2214 y 27853 en agar azul de metileno
suplementado con aceite de soya al 2%, se observo en la Tabla 11 que las cuatro
cepas de interés son productoras de biosurfactantes—Es posible observar el
crecimiento de las distintas cepas bacterianas, y es notoria la presencia de un halo

blanco alrededor de las colonias.

Tabla 11. Prueba cualitativa de la produccion de biosurfactantes en agar azul de
metileno suplementado con aceite de soya al 2%, por las cepas bacterianas 2, 4,
2214y 27853.

Cepa

Imagen

El agar azul de metileno suplementado con aceite de soya al 2%, es un medio de
cultivo selectivo y diferencial, esto quiere decir que, a través de sus componentes,
este medio de cultivo es capaz de inhibir y/o favorecer el crecimiento de ciertos

microorganismos, como las bacterias productoras de biosurfactantes, vy
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proporcionar caracteristicas distintivas, permitiendo su identificacion (Liu et al.,
2013).

Con el objetivo de identificar bacterias productoras de biosurfactantes, en particular
ramnolipidos, es crucial destacar que estos compuestos poseen una estructura
molecular que incluye un grupo de &cido carboxilico, otorgandoles una carga

negativa en soluciones acuosas.

Asi, con la presencia de grupos carboxilato (-COO-) en la estructura del ramnolipido,

el compuesto puede ionizarse en solucion acuosa (Jiang et al., 2020).

La relevancia de lo mencionado radica en que la metodologia empleada en esta
fase experimental se fundamenta en la caracteristica del ramnolipido como un
tensioactivo anidnico. Los tensioactivos anionicos en soluciones acuosas pueden
ser determinados mediante la formacion de un par iénico insoluble con varias
sustancias cationicas, por ejemplo, sales metalicas inorganicas, aminas solubles,
colorantes basicos y tensioactivos cationicos (Fischer, 1967). Asi lo demuestran
Siegmund y Wagner (1991), estandarizando la técnica que permite evidenciar el
crecimiento de bacterias productoras de biosurfactantes a través de su cultivo en

agar azul de metileno, suplementado con diferentes compuestos catiénicos.

En el caso del presente trabajo, el agar azul de metileno se prepar6 utilizando CacClz,
una sal metalica de carga catidnica, que en presencia de ramnolipidos, los cuales
tienen carga anionica, genera una reaccion de precipitacion tras la ionizacion de
estos compuestos, que es posible observar como el halo blanco alrededor de la
colonia bacteriana productora de biosurfactantes (Tabla 11) (Siegmund y Wagner,
1991). Con esto, es posible afirmar que las cepas bacterianas 2, 4, 2214 y 27853

son productoras de biosurfactantes.

7.2 Cinéticas de crecimiento y produccién de biosurfactantes

Los resultados de las cinéticas de crecimiento y produccion de biosurfactantes,

pueden observarse en las Figuras 8 y 9. Las cuatro cepas bacterianas de estudio
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mostraron un crecimiento microbiano tipico. La fase exponencial comienza a los 2
dias y finaliza a los 5 dias de incubacion, momento en el cual las bacterias entran

en la fase estacionaria.
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Figura 8. Crecimiento de las cepas 2, 4, 2214 y 27853, durante 16 dias.

El indice de emulsificacién (Figura 9) obtenido para cada cepa de estudio durante
16 dias, alcanza porcentajes de emulsién que oscilan en el 40%. La cepa 4 destaca,
ya que alcanza el porcentaje de emulsion mas alto, en comparacién con el resto de

las cepas, alcanzando su valor mas alto alrededor del 50% (Figura 9).
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Figura 9. indice de emulsificacion de las cepas 2, 4, 2214 y 27853, durante 16
dias.

El indice de emulsificacion (IE24), como se muestra en la Figura 10, representa una
medida cuantitativa que evalGa la habilidad de un biosurfactante para crear una
emulsion estable en un periodo de 24 horas entre dos liquidos que generalmente
no se mezclan, como agua y aceite. Esta métrica proporciona una via indirecta para
determinar la capacidad de un microorganismo en la produccion de biosurfactantes,

tal como se ha indicado previamente (Ribeiro et al., 2020).

¥

Figura 10. Prueba de indice de emulsificacion con el sobrenadante libre de células

de las diferentes cepas bacterianas de interés.
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La cepa 4, al final de la cinética, obtuvo un IE24 del 52% (Figura 9), esto indicaria
gue produjo una mayor cantidad de biosurfactantes, en comparacion con las cepas
2,2214y 27853.

El porcentaje de emulsion alcanzado por las cuatro cepas de estudio muestra una
tendencia similar a lo largo de la fase exponencial. Es conocido que, durante esta
fase, la poblacion microbiana experimenta un crecimiento exponencial y la tasa de
crecimiento celular es maxima (Christian, 2023). Las células, al estar en su fase de
crecimiento activo, buscan aprovechar los nutrientes del medio, que, en este caso,
para la fuente de carbono, al encontrarse de forma inmiscible en solucion acuosa,
es decir, no accesible en su totalidad, fomenta la produccion de biosurfactantes por
parte de las cepas bacterianas, a fin de utilizar el aceite de soya como fuente de

carbono y continuar con su crecimiento (Singh, 2018).

Bagheri (2022) y Gharaei-Fathabad (2011), aluden a que la produccién de
biosurfactantes no esta ligada al crecimiento microbiano, sino que se trata de un
metabolito secundario, incrementando considerablemente su producciéon durante la
fase estacionaria. Respecto a esto, la Figura 8 muestra el comienzo de la fase
estacionaria a partir del dia 5, y al analizar esta informacién en conjunto con la
Figura 9, se observa que el porcentaje de emulsion aumenta considerablemente

con el avance de esta etapa en la cinética.

Seria posible decir entonces que, de acuerdo con diversos autores, la produccion
de ramnolipidos, si bien es fundamental para el crecimiento microbiano éptimo en
un medio con fuente de carbono inaccesible, y esto se denota al observar el
aumento en el porcentaje de emulsion durante los primeros 4 dias, a partir del dia
5 el porcentaje de emulsion incrementa de forma notoria en el caso de la cepa 4,
indicando que el sobrenadante libre de células obtenido de este cultivo contiene una
mayor cantidad de biosurfactantes. Dichos biosurfactantes estarian siendo

producidos como metabolitos secundarios (Bagheri, 2022 y Rahman et al., 2003).
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En un estudio realizado por Castillo (2022) se determin6 que los biosurfactantes
obtenidos de la produccion por Bacillus subtilis estarian siendo producto del
metabolismo primario, en acuerdo también con lo reportado por Vaz et al. (2012) y
De Andrade y Pastore (2016). Esto contrasté con lo reportado por Kluge et al. (1988)
quien postula que la surfactina de B. subtilis, por ejemplo, es producida durante la
fase exponencial. Adicionalmente, Rahman et al. (2003) describe a la surfactina
producida por B. subtilis como un compuesto con propiedades antimicrobianas y por
tanto como un producto del metabolismo secundario, es decir, que se produce
durante la fase estacionaria. Estas observaciones podrian ser debidas a las altas
concentraciones del biosurfactante alcanzadas al final de la etapa exponencial de
crecimiento (Castillo, 2022). Por otro lado, la atribucion de propiedades
antimicrobianas al biosurfactante producido por B. subtilis, deriva de que es capaz
de fluidizar la membrana microbiana causando lisis y muerte celular y a que impide
la formacion de biopeliculas de otros microorganismos (Seydlova, 2008, Rautela et
al.,, 2014 y Liu et al., 2019).

Se conoce que las bacterias producen biosurfactantes por varias razones, entre las
gue cuales estan: 1) Obtener nutrientes, aumentando la solubilidad de compuestos
insolubles en agua, facilitando su absorcién y utilizacion por parte de las bacterias;
2) Defensa y competencia, ya que los biosurfactantes pueden alterar la tension
superficial de su entorno, lo que dificulta la adherencia y colonizaciéon de otras
bacterias; asimismo, 3) Movilidad y adherencia, aprovechando la misma propiedad
de disminucion de la tension superficial gracias a la accion de los biosurfactantes,
las bacterias adquieren mayor movilidad a través de medios acuosos (Adetunji,
2021).

Al considerar los roles naturales de los biosurfactantes, es importante enfatizar que
son producidos por una amplia variedad de microorganismos diversos y tienen
estructuras quimicas y propiedades de superficie muy diferentes. Por lo tanto, es

razonable suponer que diferentes grupos de biosurfactantes tienen diferentes roles

46



naturales en el crecimiento de los microorganismos productores (Markande et al.,
2021).

Asi pues, la regulacion de la produccién de biosurfactantes se ha investigado a nivel
molecular, para el caso de los ramnolipidos, que son producidos mayormente por
bacterias como Pseudomonas aeruginosa. En estas bacterias, se ha demostrado
qgue la produccion de biosurfactantes es inducida por sefiales moleculares

relacionadas con el Quorum sensing, esto, de acuerdo con Banat (2019).

Segun lo reportado por Brint y Ohman (1995), asi como Pearson (1997), la
produccion de biosurfactantes se encuentra mediada por el Quorum sensing. El
Quorum sensing se activa en las bacterias para regular diversos procesos biolégicos
en respuesta a la densidad de poblacion microbiana (Miller y Bassler, 2001). En el
caso de la produccion de ramnolipidos, se activaria para coordinar la produccion y
liberacion de estos compuestos surfactantes cuando hay una alta concentracion de

células bacterianas en el entorno (Sharma, 2021).

El Quorum sensing permite que las bacterias detecten y respondan a las sefiales
guimicas producidas por ellas mismas o por otras bacterias de la misma especie
(Miller y Bassler, 2001). En el caso de los ramnolipidos, el sistema regulador RhIR-
Rhll, que forma parte del Quorum sensing, desempeiia un papel crucial en la

activacion de la produccién de estos compuestos (Sharma, 2021).

Ya que la producciéon de ramnolipidos esta asociada con diversas funciones
bacterianas, como la formacion de biofilms, la virulencia y la competencia con otras
especies bacterianas, estos compuestos ayudan a las bacterias a colonizar
superficies, a movilizar moléculas hidrofébicas y a regular la adhesion y separacién

de las células bacterianas (Revathi et al., 2022).

Como ya se ha mencionado anteriormente, en el presente trabajo las distintas cepas

bacterianas fueron cultivadas en medio de sales minerales suplementado con aceite
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de soya al 2%, como Unica fuente de carbono. Este compuesto es inmiscible en el
agua, por lo que, aun encontrandose en agitacion constante, el aceite de soya no
se encontraba soluble en el medio, disminuyendo asi su disponibilidad para
aprovechamiento de las bacterias. Bajo esta condicion, se conduciria a que las
cepas bacterianas produjeran biosurfactante con la finalidad de acceder a la fuente

de carbono y continuar reproduciéndose (Revathi et al., 2022).

Ahora bien, aunque los biosurfactantes son producidos por un gran namero de
microorganismos Yy son claramente significativos en muchos aspectos del
crecimiento, es dificil generalizar sobre sus roles en la fisiologia microbiana
(Meghana et al., 2022). En el caso de los ramnolipidos, son considerados
exoproductos asociados a la virulencia de P. aeruginosa, ya que su produccion se
lleva a cabo y se regula en correlacion con otros factores de virulencia (Soberén et
al., 2020).

Es interesante notar que las cepas 2, 2214 y 27853, de acuerdo con la Figura 9,
muestran un comportamiento similar respecto a su indice de emulsificacion. Por otro
lado, la cepa 4 muestra porcentajes mas elevados, sobre todo a partir del dia 8 de
incubacioén. Las cepas bacterianas pueden diferenciarse debido a mutaciones en su
material genético que pueden ocurrir de manera natural o por exposicion a
diferentes agentes, como antibitticos, radiacion o productos quimicos (Habibi,
2013). Estas mutaciones pueden afectar la expresion de ciertos genes en la
bacteria, lo que puede llevar a diferencias en su comportamiento y caracteristicas.
Por estas razones, las cepas bacterianas pueden presentar diferentes niveles de
virulencia, resistencia a antibiéticos y otros factores que pueden afectar su

capacidad para causar enfermedades (Habibi, 2013).

La Figura 9 describe el indice de emulsificacion obtenido por las cepas 2, 4, 2214 y
27853, durante 16 dias. Se observan porcentajes de emulsiéon similares alcanzados
entre una cepa y otra, desde el dia 0 hasta el dia 4. A partir del dia 8, es notorio un

incremento en el porcentaje de emulsion alcanzado por la cepa 4. Este incremento
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se mantiene hasta el dia 16, indicando que la cepa 4 tiene un mayor alcance en el

indice de emulsificacion, con respecto a las cepas 2, 2214 y 27853.

El indice de emulsificacion es una medida cuantitativa de la capacidad de un
compuesto, en este caso los biosurfactantes, para formar una emulsion estable
entre dos liquidos que normalmente no se mezclan, como agua y aceite (Ribeiro et
al., 2020).

Podria decirse que, a mayor indice de emulsificacion, el compuesto emulsificante
posee una mayor capacidad de disrupcién de la bicapa que se forma por la polaridad
de los compuestos presentes en la mezcla (Ribeiro et al., 2020). Esto es de gran
Importancia, pues acuerdo con los fines que se busque aplicar el compuesto
emulsificante, en este caso los biosurfactantes, el mayor porcentaje de emulsion

conllevaria a un resultado mas eficaz en su aplicacion.

La cepa 4 demostré tener una tendencia hacia una mayor capacidad emulsificante,
de acuerdo con lo observado en la Figura 9. Esto seria atribuible a una mayor
produccion en cantidad de biosurfactantes, lo cual sucede a partir del dia 6 de la
cinética, donde seria posible afirmar que las cepas bacterianas entraron en etapa
de latencia, para lo cual fue necesaria la secrecion de estos compuestos con fines
de supervivencia (Singh, 2018). Asi se observa en las Figuras 8 y 9, donde se
muestra el crecimiento de la biomasa, al tiempo que se producen biosurfactantes,

por cada cepa.

La cepa 4, que presenta un indice de emulsificacion superior en comparacion con
las cepas 2, 2214 y 27853, exhibe una tendencia hacia una mayor eficiencia en la
produccion de biosurfactantes. Esto se refleja en su indice de emulsificacién mas
alto, como se muestra en la Figura 9. En consecuencia, se puede llegar a una
conclusion parcial de que esta cepa demuestra una mayor capacidad y eficacia en

la produccién de biosurfactantes.
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7.3 Produccién de biosurfactantes totales por precipitacion acida.

Una reaccion de precipitacion es un proceso quimico que ocurre cuando dos
sustancias se combinan en un medio acuoso y generan un producto que no es
soluble en el agua. Estas reacciones se caracterizan por la formacion de un sdlido,
conocido como "precipitado”, que se separa del liquido circundante. En su mayoria,
las reacciones de precipitacion involucran compuestos ionicos, como se describe
en la fuente de Khan Academy (2015).

Hay dos puntos claves en una reaccion de precipitacion:

1. Los reactivos se han disuelto en el disolvente, por lo que existen como iones
en solucion.
2. Los reactivos se combinan para formar una especie insoluble en agua, por lo

gue se forma un precipitado.

Este es el fundamento de la técnica empleada en este trabajo para la obtencion de
biosurfactantes totales, producidos por las cepas bacterianas de interés que, como
se ha descrito en secciones anteriores, se cultivaron en medio de sales minerales,
por lo que los biosurfactantes producidos se encontrarian disueltos en el agua

destilada propia del medio de cultivo.

Es importante recordar que los ramnolipidos tienen una estructura molecular que
incluye un grupo de acido carboxilico que les confiere una carga negativa en
solucion acuosa. Asi, con la presencia de grupos carboxilato (-COO-) en la
estructura del ramnolipido, el compuesto puede ionizarse en solucién acuosa (Jiang
et al., 2020).

Lo anterior es importante ya que el ensayo utilizado en esta parte experimental se
basa, precisamente, en la propiedad del ramnolipido de ser un tensioactivo anionico.
Los tensioactivos anidnicos en soluciones acuosas pueden ser determinados
mediante la formacion de un par iénico insoluble con varias sustancias cationicas,

por ejemplo, sales metélicas inorganicas, aminas solubles, colorantes basicos y
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tensioactivos catidnicos (Fischer, 1967). En este trabajo, la reaccion de precipitacion
se efectud utilizando HCI, en el cual el hidrogeno esta parcialmente cargado
positivamente y el cloro estd parcialmente cargado negativamente. Esto es
importante, ya que al adicionar este compuesto en disolucion con los
biosurfactantes, se generaria una reaccion anién-catién entre los iones solubles, de
manera que se formé el precipitado y, con esto, después de evaporar el liquido del
medio de cultivo, se obtuvo el concentrado de los biosurfactantes totales (Figura
11).

b - ad
Figura 11. Concentrado de biosurfactantes totales.
Tras realizar la extraccion de biosurfactantes totales por la técnica de precipitacion
acida, el rendimiento obtenido para los biosurfactantes producidos por las cepas de
interés se describe en la Tabla 12, que muestra los valores totales de gramos de
biosurfactante por cada litro de medio de cultivo.

Tabla 12. Rendimiento en la produccion de biosurfactantes totales por las cepas
bacterianas de interés con diferentes fuentes de carbono.

Rendimiento (g/L)
Cepa Aceite de _
Glicerol
soya
2 0.59 14.71
4 3.92 31.6
2214 1.09 15.23
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27853 1.45 16.73

Se observa que las cepas de interés 2, 4, 2214 y 27853, obtuvieron distintos
rendimientos. Los biosurfactantes producidos por las cepas 2, 2214y 27853 oscilan
entre los 1.5y 1.5 g/L, y entre los 14 y 16 g/L con aceite de soya y con glicerol,
respectivamente, mientras que la cepa 4 destaca con una produccion de 3.92 g/L y

31.6 g/L con las mismas fuentes de carbono, a los 30 dias de incubacion.

El rendimiento, en el contexto de la produccion de metabolitos por bacterias, se
refiere a la cantidad de metabolito producido por unidad de tiempo o de biomasa
(Mukherjee et al., 2008). Es una medida de la eficiencia de la produccién y se
expresa generalmente en términos de concentracion o volumen del metabolito
producido. Esta medida es importante para evaluar la eficiencia de un proceso de
produccion de metabolitos y para optimizar las condiciones de cultivo con el fin de

aumentar la produccion (Mukherjee et al., 2008).

El rendimiento de un metabolito producido por una bacteria puede estar influenciado
por una serie de factores, como la genética de la bacteria, el medio y condiciones
de cultivo, la sefalizacion celular bajo condiciones de estrés, el metabolismo
intermedio. Estos factores pueden interactuar entre si y su influencia en el
rendimiento de un metabolito puede variar dependiendo del sistema bacteriano y
del metabolito especifico que se esté estudiando, en este caso, biosurfactantes
(Déziel et al., 1996).

Para la produccion de biosurfactantes, destaca la fuente de carbono como uno de
los factores principales, al ser necesaria para el crecimiento microbiano y la sintesis
de compuestos tensioactivos, la fuente de carbono es el sustrato para la produccién
del tensioactivo. Algunas fuentes de carbono pueden ser facilmente utilizadas por
los microorganismos en mayor o menor grado, lo que promueve un crecimiento mas
acelerado con una mayor produccion de biosurfactantes (Ray et al., 2022). En el
caso de este experimento con las cepas 2, 4, 2214 y 27853, las fuentes de carbono
utilizadas fueron aceite de soya y glicerol, ambas sustancias insolubles en el agua

destilada del medio de cultivo liquido. Al encontrarse inaccesibles, la supervivencia
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de las bacterias llevaria a la produccion de biosurfactantes, con el objetivo de
solubilizar el aceite de soya o el glicerol y hacerlo mas accesible para procesarlo
(Ribeiro et al., 2020).

Diferentes estudios se han llevado a cabo sobre la produccién de biosurfactantes
por parte de distintos organismos utilizando diferentes fuentes de carbono. Los mas
comunes son las investigaciones realizadas con Pseudomonas aeruginosa. Segun
Liu et al. (2017), el uso de glucosa como fuente de carbono genera un rendimiento
de produccion de biosurfactante variado, al igual que el glicerol, como fuente de
carbono. Por otro lado, en el caso de utilizar aceites vegetales, como el aceite de
oliva, el rendimiento se encuentra entre los 6.9 g/L y los 13.3 g/L, dependiendo de
las condiciones de cultivo. Para lo estudiado por Tellez (2007), los valores obtenidos
para glucosa y glicerol son considerablemente inferiores, aunque la producciéon de
este Ultimo es mayor. La produccion de biosurfactante por parte de Klebsiella
pneumoniae, por ejemplo, aumenta al utilizar glicerol, en vez de glucosa (Nwaguma,
Chikere y Okpokwasili, 2016). En el caso del crecimiento con aceite de oliva la
produccion fue optima, generando un rendimiento en el rango esperado de 6.9 a
13.3 g/L, de acuerdo con Téllez (2007).

En este trabajo, se utilizo glicerol como fuente de carbono, con base en estudios
previos como el de Somoza (2016), donde se profundiza en el rendimiento de la
produccion de biosurfactantes utilizando diferentes fuentes de carbono, y
respondiendo a la tendencia de los resultados obtenidos con el ensayo de indice de
emulsificacion y los valores de rendimiento totales de la produccion de

biosurfactantes.

Las diferencias en el rendimiento de los biosurfactantes producidos por las cepas
de interés son notorias (Tabla 12). Seria dificil hacer atribuibles estas diferencias a
algun parametro particular puesto que, como ya se ha mencionado, son diversos
los factores que influyen en la produccion de un metabolito (Déziel et al., 1996). Ya
gue el tratamiento para la produccion de biosurfactantes, para cada cepa, se realizé

de forma igualitaria, es decir, todas las cepas se incubaron en las mismas
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condiciones de temperatura y agitacion, podria suponerse que las diferencias de
rendimiento entre una cepa y otra, pero muy particularmente, entre la cepa 4 y el

resto de las cepas bacterianas, se debe a caracteristicas genéticas propias.

7.4Pruebas de actividad antagénica contra los hongos fitopatdgenos Fusarium
spp., Rhizoctonia spp. y Botrytis spp.

Los resultados obtenidos del desarrollo de las pruebas de actividad antagonica
contra los hongos fitopatégenos de los géneros Fusarium spp., Rhizoctonia spp. y
Botrytis spp., se describen en la Tabla 13, que muestra el porcentaje de inhibicion
logrado por el biosurfactante en dilucion, de acuerdo con las dosis correspondientes,
para cada hongo fitopatdégeno en estudio.

Tabla 13. Porcentaje de inhibicién del biosurfactante producido por la cepa 4, en
hongos fitopatdogenos de los géneros Botrytis spp., Fusarium spp. y Rhizoctonia

spp. T: Testigo

Hongo Porcentaje de inhibicion segun las dosis (%).
fitopatégeno T (0 g/L) 1g/L 1.5 g/L 2 g/L
Botrytis sp 0 0.24 0.24 0.25
Fusarium sp 0 4.36 6.01 7.08
Rhizoctonia
sp 0 31.26 34.76 61.96

Se observd para los hongos Fusarium spp. y Botrytis spp., un porcentaje de
inhibicién escaso (Tabla 13), en comparacién con el porcentaje alcanzado para el
hongo fitopatdgeno Rhizoctonia spp., en cuyo caso el porcentaje se eleva. Es

posible notar, también, que el porcentaje de inhibicion aumenta en funcion de la
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dosis de biosurfactante, siendo mayor con la dosis 2 g/L. Estas afirmaciones se
respaldan con lo analizado en la Tabla 14, donde se observa que existen diferencias

significativas entre las dosis aplicadas para los diferentes hongos.

Tabla 14. Inhibicion promedio y desviacion estandar de Fusarium spp. y Rhizoctonia
spp. con distintas dosis de biosurfactante en dos intervalos distintos. Bt: Testigo (0
g/L); B1: 1 g/L; B1.5: 1.5 ¢/L; B2: 2 g/L.

Dosis
3 dias F Valorde P 7 dias F Valor de
P

Fusarium

Bt

B1 3.40+2.73° 6.9 0.003 436+1.08° 3091 0.001

B1.5 4.39+3.18% 6.0 + 0.69%°

B2 7.32+291° 7.07 +£2.14°
Rhizoctonia

Bt

B1 29.42 +1.01° 1135.7 0.001 31.26 +083° 817.65 0.001

B1.5  55.71+1.29° 34.75 +1.28"

B2 32.54 + 2.54° 61.95 + 3.65°

Las letras diferentes sefialan diferencias estadisticamente significativas. F = valor critico
de Fisher, P = probabilidad. Prueba de LSD con p < 0.001.

La Tabla 14 muestra la variacion en los porcentajes de inhibicion alcanzados en
funcion de la dosis aplicada, segun lo determinado en el experimento. De acuerdo
con lo observado, para los hongos Fusarium spp. y Rhizoctonia spp., puede
rechazarse la hipétesis nula que establece que el biosurfactante no tiene efecto
inhibitorio en el crecimiento de estos hongos. Destaca la interaccion con Rhizoctonia
spp., que arroja porcentajes de inhibicion por encima del 50%. Asi se observa en la
Figura 12, donde se presenta el descenso en el crecimiento radial del hongo

Rhizoctonia spp., segun aumenta la dosis de biosurfactante.
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T(Og/L) lg/L »115 Q/L 29/L :

Figura 12. Inhibicion del crecimiento de Rhizoctonia spp. con la aplicacion del

biosurfactante en diferentes dosis. T: Testigo.

La membrana es una de las estructuras vegetativas mas importantes de un hongo,
ya que, ademas de proteger a la célula fangica, juega un papel esencial en la
reproduccion y diseminacién del hongo. Con esto, cualquier dafio a la integridad de

la membrana es de importancia para la patogenicidad del hongo (Borah, 2016).

Las células fungicas contienen en su membrana un componente llamado ergosterol,
rodeado por una pared celular compuesta de quitina. La pared celular de los hongos
es una estructura con gran plasticidad, que da la forma a la célula, controla la
permeabilidad celular y protege a la célula de los cambios osmoéticos (Zaragoza,
2018). Ademas de estas importantes funciones, constituye el lugar de interaccion
con el medio externo, localizandose en ella las adhesinas y un gran namero de
receptores que, tras su activacion, desencadenaran una compleja cascada de

sefiales en el interior de la célula (Zaragoza, 2018).

Dada su localizacién en el exterior de la célula, la pared es el primer lugar de
interaccion con el hospedador, jugando un papel muy importante en el desarrollo de

la accion patogena fangica (Ponton, 2008).

La pared celular es una estructura esencial para los hongos y su eliminacién o los
defectos en su formacion tienen efectos profundos en el crecimiento y la morfologia
de la célula fungica, pudiendo causar la muerte celular por lisis. Su contenido de
quitina varia segun la fase morfologica del hongo y esta en funcion de cada tipo de

hongo (Zaragoza, 2018).
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Por otro lado, la pared contiene lipidos, proteinas y carbohidratos, de los cuales
destaca el glucano, que es el polisacéarido estructural mas importante de la pared y
representa el 50-60% del peso seco de esta estructura. La mayoria de los polimeros
de glucano estan compuestos de unidades de glucosa con uniones 3-1,3 (65-90%),
aungue también hay glucanos con enlaces 3-1,6, 3-1,4, -1,3 y -1,4. El 3-1,3-D-
glucano es el componente estructural mas importante de la pared, al que se unen
covalentemente otros componentes de esta estructura. El 3-1,3-D-glucano se
sintetiza por un complejo de enzimas situado en la membrana plasmatica,
denominadas glucano sintetasas. Estas enzimas catalizan la formacion de cadenas
lineales de glucano compuestas por aproximadamente 1,500 residuos de glucosa
unidos por enlaces 3-1,3. En estas cadenas, cada 40-50 residuos de glucosa se
unen nuevas unidades de glucosa por enlaces 3-1,3 para dar lugar a una estructura
ramificada. Estas ramificaciones pueden unirse a otros glucanos, a la quitina o a las
manoproteinas, proporcionando a la pared una gran resistencia mecanica esencial

para mantener la integridad celular (Pontén, 2008).

Esto es importante, ya que, en algunos estudios como en el de Pontén (2008), al
inhibir la actividad de las enzimas glucano sintetasa con la aplicacion de
equinocandinas, un tipo de lipopéptido, se inhibe la formacion del 3-1,3-D-glucano
y produce, segun el tipo de hongo, un efecto fungicida o fungistético.

En el caso de los biosurfactantes, se plantea que, si bien estos pueden tener
interaccion con estructuras de la membrana fungica y de esta forma impedir la
progresion de cascadas de sefializacion importantes para la integridad del hongo,
tal como lo describe Devendra (2010) y aludiendo a su relacion con el fenébmeno de
Quorum sensing, el supuesto mas relevante para sustentar la accion de los
biosurfactantes sobre los hongos es aquella que resalta la capacidad de estos
compuestos para intercalarse en la membrana de los organismos y causar su

disrupcion.
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De acuerdo con Shen et al. (2010), los biosurfactantes actian como sustancias

desestabilizadoras de membranas, lo que causaria la lisis celular del organismo, de

la misma forma que sucede con el fendbmeno de hemdlisis. En acuerdo con esto,

Borah (2016), reporta efectos inhibitorios contra hongos del género Fusarium (Tabla

15) aludiendo al dafio causado por los ramnolipidos que, por su naturaleza aniénica

conduce a la disrupcién de la membrana fosfolipidica.

En los resultados de diversos estudios, como los que ejemplifica la Tabla 15, se ha

encontrado la capacidad de diferentes biosurfactantes para hacer frente a diversos

tipos de hongos fitopatdgenos.

Tabla 15. Porcentaje de inhibicion de diversos hongos fitopatégenos por la accion

de diferentes tipos de biosurfactantes.

Hongos
Biosurfactante fitopatdogenos Inhibicién (%) Referencia
gue inhibe
Fusarium sp 50 Mnif (2015)
Lipopépido
Rhizoctonia sp 50 Cortés (2021)
. Fusarium
Ramnolipidos o 50 Borah (2016)
verticillioides
Colletotrichum )
o 42.8 Goswami (2019)
gloeosporioides
Sclerotinia _
. 41.2 Goswami (2019)
sclerotiorum
Lipopeptidos Corynespora )
3 33.8 Goswami (2019)
cassiicola
Fusarium )
29.9 Goswami (2019)

verticillioides
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Fusarium )
22.9 Goswami (2019)
oxysporum

Como se muestra en la Tabla 15, diferentes tipos de biosurfactantes han mostrado
efectos inhibitorios frente a una diversidad de hongos fitopatdgenos. Es el caso de
los lipopéptidos, que son mayormente conocidos por su capacidad para
permeabilizar membranas. Gracias a esta capacidad, pueden inducir la formacion
de poros en la bicapa lipidica, desestabilizando la membrana y su permeabilidad, lo
gue causaria una inestabilidad que conduciria a la muerte del hongo fitopatégeno
(Goswami, 2019). Seria posible sustentar que, para los resultados obtenidos en este
trabajo, la interaccion entre los biosurfactantes y la membrana fungica es clave en

la inhibicién del crecimiento de los hongos fitopatégenos.
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. CONCLUSIONES

Las cepas bacterianas 2, 4 y 2214 producen biosurfactantes con

rendimientos que tienden a ser distintos entre una cepa y otra.

La cepa 4 mostré porcentajes de emulsidn totales mas altos que las cepas 2
y 2214, por lo que esta cepa produciria una mayor cantidad de
biosurfactantes, esto es mas evidente con los valores de rendimiento
obtenidos de la produccién de biosurfactantes, en cuyo caso, el rendimiento
total de la cepa 4 es mayor a los valores totales de rendimiento de las cepas
2y 2214,

Los biosurfactantes producidos por la cepa 4 tienen efectos inhibitorios sobre
el crecimiento in vitro de los hongos Fusarium y Rhizoctonia. De acuerdo con
lo observado, la dosis méas alta, 2 g/L, tiene un efecto mayor sobre el

crecimiento de los hongos.

Los biosurfactantes producidos por la cepa 4 no mostraron inhibir el

crecimiento del hongo Botrytis con ninguna de las dosis probadas.
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