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ABSTRACT

This doctoral thesis focuses on the search for alternatives for the management of rice
crop phytopathogens through the use of rhizobacteria, by obtaining bioactive substances.
Initially, strain S13B3, isolated from the rhizosphere of rice crops, was selected for its
capacity to generate bioactive extracts with inhibition percentages above 50% against
Burkholderia glumae. In general, S13B3 showed greater activity in its extracts, emerging
as a strain that can respond adequately to changes in culture conditions (substrate) for
the generation of bioactive substances. It was observed that disaccharide-type sugars
such as maltose generate an increase in the bioactivity of the metabolites produced by
S13B3, however, rice flour is a better substrate for the production of bioactive extracts
with Clsp 1.8 and 1.2 times lower compared to glucose and maltose, respectively, showing
the potential of this carbon source to generate bioactive substances. On the other hand,
the organic nitrogen sources favored the obtaining of crude extracts with higher activity.
the yeast extract with the extracts, which allowed strain S13B3 to generate the crude
extracts with higher activity during the tests carried out. Similarly, the Erythrina edulis flour
showed a similar behavior limiting the in vitro growth of B. glumae, generating Clso of 0.27

mg/mL on average.

Subsequently, the optimization process allowed determining that rice flour generates
crude extracts with higher activity, represented in small Clsos values, showing a 1.71-fold
decrease compared to those obtained before optimization, while yeast extract and
Erythrina edulis flour increase these values. Finally, an approximation of the metabolites
responsible for the bioactivity of the extracts obtained was made using nuclear magnetic
resonance (NMR) and high performance liquid chromatography-mass spectrometry
(HRLC-MS) techniques, which allowed establishing that the chemical nature of the
majority compound in the bioactive fraction is an indole derivative, where optimization
allowed obtaining the ideal conditions for strain S13B3 to generate a greater production
of this type of bioactive metabolites. In addition to the above, genomic analysis revealed
that strain S13B3 presents a similarity with Enterobacter cloacae and genes responsible

for the biosynthesis of metabolites associated with the promotion of plant growth, such as
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siderophores, tryptophan, as well as phosphate and potassium solubilization, were
detected. Similarly, groups of genes associated with the biosynthesis of secondary
metabolites such as thiopeptides, non-ribosomal peptides (NRPS), siberophores, aryl
polyenes and hybrids of polyketides and non-ribosomal peptides were detected.

In conclusion, this Doctoral Thesis provides a look at the possibilities offered by the

microbiota of rice soils and also opens the door to understanding the possible role of
substances generated by this type of microorganisms in soil ecology.
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RESUMEN

Esta tesis doctoral se centra en la busqueda de alternativas para el manejo de
fitopatdogenos del cultivo del arroz mediante el uso de rizobacteria, mediante la obtencion
de sustancias bioactivas. Inicialmente, se seleccion6 la cepa S13B3, aislada de la
rizosfera de cultivos de arroz, por su capacidad de generar extractos bioactivos con
porcentajes de inhibicién por encima del 50% frente a Burkholderia glumae. En general
S13B3 mostrdé una mayor actividad en sus extractos, perfilandose como una cepa que
puede responder de manera adecuada a los cambios de condiciones de cultivo (sustrato)
para la generacion de sustancias bioactivas. Se observl que azucares tipo disacaridos
como la maltosa generan un incremento en la bioactividad de los metabolitos producidos
por S13B3, sin embargo, la harina de arroz es un mejor sustrato para la produccion de
extractos bioactivos con Clsp 1,8 y 1,2 veces mas bajas frente a la glucosa y la maltosa,
respectivamente, mostrando el potencial de esta fuente de carbono para generar
sustancias bioactivas. Por otra parte, las fuentes de nitrégeno organicas favorecieron la
obtencion de extractos crudos con mayor actividad. el extracto de levadura con los
extractos, la cual permitid que la cepa S13B3 generara los extractos crudos con mayor
actividad durante los ensayos realizados. Del mismo modo, la harina de chachafruto
presentdé un comportamiento similar limitando el crecimiento in vitro de B. glumae,

generando Clso de 0,27 mg/mL en promedio.

Sucesivamente, el proceso de optimizacion permitid determinar que la harina de arroz
genera extractos crudos con mayor actividad, representadas en valores de Clsos
pequefias, mostrando una disminucién de 1,71 veces comparada con las obtenidas antes
de la optimizacién, mientras que el extracto de levadura y la harina de chachafruto
aumentan dichos valores. Finalmente, se realizé una aproximacion de los metabolitos
responsables de la bioactividad de los extractos obtenidos empleando técnicas de
resonancia magnética nuclear (RMN) y cromatografia liquida acoplada a masas de alta
resolucion (HRLC-MS), que permitieron establecer que la naturaleza quimica del
compuesto mayoritario en la fraccion bioactiva es un derivado inddlico, donde la

optimizacién permitié obtener las condiciones ideales para que la cepa S13B3 genere

VIiI



una mayor produccion de este tipo de metabolitos bioactivos. Sumado a lo anterior, el
analisis genomico reveld6 que la cepa S13B3 presenta una cercania con la cepa
Enterobacter cloacae y se detectaron genes responsables de la biosintesis de
metabolitos asociados a la promocion del crecimiento de plantas, tales como sideréforos,
triptéfano, asi como la solubilizacion de fosfato y potasio. Del mismo modo, se detectaron
grupos de genes asociados a la biosintesis de metabolitos secundarios como tiopéptidos,
péptidos no ribosomales (NRPS), siberoforos, polienos de arilo e hibridos de policétidos

y péptidos no ribosomales.

En conclusién, esta Tesis Doctoral proporciona una mirada a las posibilidades ofrecidas
por la microbiota de suelos arroceros y también abre la puerta para entender el posible
rol de las sustancias generadas por este tipo de microorganismos en la ecologia del

suelo.



RESUM

Aquesta tesi doctoral se centra en la cerca d'alternatives per al maneig de fitopatdogens
del cultiu de l'arros mitjangant I'is de rizobacteri, mitjancant I'obtencié de substancies
bioactives. Inicialment, es va seleccionar la soca S13B3, aillada de la rizosfera de cultius
d'arros, per la seva capacitat de generar extractes bioactius amb percentatges d'inhibicié
per sobre del 50% davant de Burkholderia glumae. En general, els extractes de la soca
S13B3 varen mostrar la major activitat, perfilant-se com una soca que pot respondre de
manera adequada als canvis de condicions de cultiu (substrat) per a la generacié de
substancies bioactives. Es va observar que sucres tipus disacarids com la maltosa
generen un increment en la bioactivitat dels metabolits produits per S13B3, pero, la farina
d'arros és un substrat millor per a la producci6 d'extractes bioactius amb Clso 1,8 i 1,2
vegades menors que els obtinguts amb glucosa i maltosa, respectivament, mostrant el
potencial d'aquesta font de carboni per generar substancies bioactives. D'altra banda, les
fonts de nitrogen organiques van afavorir I'obtencié d'extractes crus amb més activitat.
Aixi I'extracte de llevat va permetre que la soca S13B3 generés els extractes crus amb
més activitat durant els assaigs realitzats. De la mateixa manera, la farina de xachafruto
va presentar un comportament similar limitant el creixement in vitro de B. glumae,

generant Clso de 0,27 mg/mL de mitjana.

Per altra banda, el procés d'optimitzacié va permetre determinar que la farina d'arros
genera extractes crus amb més activitat, representades en valors de CI50 petites,
mostrant una disminucié de 1,71 vegades comparada amb les obtingudes abans de
I'optimitzacio, mentre que l'extracte de llevat i la farina de xafruit augmenten aquests
valors. Finalment, es va realitzar una aproximacid als metabolits responsables de la
bioactivitat dels extractes obtinguts emprant técniques de ressonancia magnética nuclear
(RMN) i cromatografia liquida acoblada a masses d'alta resolucié (HRLC-MS), que van
permetre establir que la naturalesa quimica del compost majoritari en la fraccio bioactiva
€s un derivat indolic, on l'optimitzacié va permetre obtenir les condicions ideals perque la
soca S13B3 generi una produccié més gran d'aquest tipus de metabdlits bioactius. Sumat

a aixo, I'analisi genomica va revelar que la soca S13B3 presenta una proximitat amb la
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soca Enterobacter cloacae i es van detectar gens responsables de la biosintesi de
metabolits associats a la promocié del creixement de plantes, com ara siderofors,
triptofan, aixi com la solubilitzacié de fosfat i potassi. De la mateixa manera, es van
detectar grups de gens associats a la biosintesi de metabolits secundaris com ara
tiopeptids, peptids no ribosomals (NRPS), siberofors, poliens d'aril i hibrids de policetids

i peptids no ribosomals.

A manera de conclusié, aquesta Tesi Doctoral proporciona informacio valuosa sobre les
possibilitats ofertes per la microbiota de sols arrossers i també obre la porta per entendre
el possible rol de les substancies generades per aquest tipus de microorganismes a

I'ecologia del sol.
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1 INTRODUCCION

En Colombia el cultivo de arroz es el tercer producto agricola en extension, detras del
café y el maiz (Chica, Tirado, & Barreto, 2016; Espinal, Martinez, & Ortiz, 2005); es un
reglon importante en la produccion agricola nacional y un generador de empleo en el
sector rural (Perfetti, Herndndez, Leibovich, & Balcdzar, 2013). Historicamente el
Departamento del Tolima ha sido uno de los principales productores de arroz, con unos
rendimientos por encima de la media nacional, siendo la actividad agricola mas
importante en la region (Dane - Fedearroz, 2018). No obstante, el inadecuado uso de
agroquimicos para el manejo de enfermedades en el cultivo y la presion de seleccion
sobre cepas resistentes se manifiesta en brotes de patdgenos por temporadas, afectando
este agro-ecosistema y disminuyendo su productividad (Castilla et al., 2010; El Euch et
al., 2018; Rais, Shakeel, Hafeez, & Hassan, 2016; Zhou et al., 2012).

Las enfermedades ocasionadas por microorganismos patégenos en el cultivo de arroz
se traducen en bajos rendimientos, granos de mala calidad y por consiguiente pérdidas
econdmicas para los agricultores (A. Ali et al., 2009; Chung et al., 2002; Ebbole, 2007;
Ham, Melanson, & Rush, 2011; Showkat, Murtaza, Laila, & Ali, 2012; Xiao, Li, Wei, Wu,
& Xie, 2010; Zeng, Ji, Ma, Li, & Yang, 2011). Sumado a que los cultivos estan muy
domesticados, ha favorecido la aparicion de patdégenos que evolucionan de forma rapida
(McDonald & Stukenbrock, 2016) u ocurre un desplazamiento de nicho influido por
variaciones climaticas y aplicaciones dirigidas al control del patégeno inicial, generando
condiciones para el surgimiento de otro patégeno con una carga de in6culo en el suelo

mayor (Echeverri, 2016).

Burkholderia glumae ha emergido como un problema creciente en los Ultimos afios. Este
fitopatdgeno genera la enfermedad conocida como el afiublo bacterial de la panicula del
arroz; se caracteriza por sintomas como la pudricién de semillas y plantulas, reduccion
de peso de granos, vaneamiento de la panicula (Devescovi et al., 2007; Nandakumar et

al., 2009). La enfermedad ha causado pérdidas hasta del 75% del rendimiento en



Colombia (Fory et al., 2014), siendo ademas una “enfermedad silenciosa”, dado que los
sintomas se presentan en dos etapas importantes, a nivel de la plantula y hacia el final
del ciclo de cultivo en el estadio de la floracion y el llenado del grano, pero durante las
restantes etapas del cultivo las plantas son asintométicas y pueden pasar
desapercibidas, aun manteniendo un inoculo de la bacteria durante todo el ciclo (Pedraza
Herrera, 2016).

En el departamento del Tolima, se han presentado alertas fitosanitarias generadas por
B. glumae, que condujeron a declarar la cuarentena a predios infectados y extender dicha
alerta al resto de predios a nivel nacional (ICA, 2009). Son pocas las moléculas capaces
controlar el patdgeno, lo que hace que la problemética sea mayor, pues tratamientos a
base de acido oxilinico, han sido restringidos en varios paises productores y se han
reportado cepas de B. glumae resistentes a este compuesto (Zhou-qi, Bo, Guan-lin, Bin,
& Shi-wen, 2016). La busqueda de moléculas que puedan tener un control efectivo sobre
este tipo de patégeno genera gran interés y profundizar esfuerzos en la bisqueda de
estrategias que puedan ser incluidos dentro programas de manejo integrado, derivaria
en alternativas amigables con el ambiente y efectivas en la proteccién de los cultivos.
Una fuente de dichas moléculas podria ser la rizobacterias que han mostrado una gran
capacidad de producir metabolitos bioactivos (Ando et al.,, 2022), que pueden ser
empleados para desarrollar productos que aporten en planes de manejo integrado de

enfermedades.

Las rizobacterias han mostrado tener un efecto positivo en el crecimiento sobre las
plantas y propiciar diferentes eventos como la fijacibn de nitrégeno, producir
fitohormonas, sideroforos, antibiéticos, inducir resistencia sistémica, entre otros (Bach &
Diaz, 2008; Sierra & Moreno-Sarmiento, 2008; Trujillo, Diaz, Hernandez, & Heydrich,
2007). La adaptabilidad de los microorganismos es bien conocida, asi como su
capacidad para producir una gran diversidad de sustancias bioactivas bajo condiciones
de cultivo. Incluso la modificacion de estas condiciones se considera como un factor a
explotar para la generacion de un mayor nimero de compuestos bioactivos (Bhandari,

Nautiyal, & Sharma, 2020). Esas caracteristicas hacen a las rizobacterias una fuente



promisoria de compuestos con una diversidad quimica amplia, que puede integrarse en

planes de manejo de integrado de plagas.

Diversos estudios han mostrado que variaciones en la fuente de carbono, nitrégeno,
sales, agitacion, pH, temperatura, entre otros, pueden modular la expresion de genes
asociados a la biosintesis de metabolitos de interés (Ndlovu, Rautenbach, Khan, & Khan,
2017; Podlesny et al., 2017; Ruiz et al., 2010; Strieker, Tanovi¢, & Marahiel, 2010; Wu et
al., 2018). Dichas condiciones, podrian desencadenar la activacion de rutas metabdlicas
cripticas o silenciadas dedicadas a la produccidon de metabolitos que no se han
expresado en condiciones de cultivo iniciales (Bertrand et al., 2013; Scherlach &
Hertweck, 2006). Aqui, el empleo de herramientas estadisticas como las metodologias
de superficie de respuestas, permiten evaluar un nimero considerable de parametros y
llegar a conclusiones de forma eficiente, consiguiendo vislumbrar qué condiciones de
cultivo inciden o desencadenan la biosintesis de moléculas con diferentes actividades
biolégicas (Grahovac, Grahovac, Dodi¢, Baji¢, & Balaz, 2014; Sharmila, Nidhi, &
Muthukumaran, 2013).






2 MARCO TEORICO

El suelo es una matriz compleja, heterogénea, que contiene la mayor diversidad
microbiana del planeta. Hongos, bacterias, actinomicetos, protozoos y algas son los
principales actores en ese mundo bajo nuestros pies. Las bacterias son los organismos
mas comunes en el suelo, alrededor del 95%, y se conoce que cada gramo de suelo
alberga entre 10® y 10° de células (Glick, 2012). Dentro de ese enorme mundo
subterraneo, la rizésfera es descrita como el area alrededor de una raiz de la planta que

esta habitada por una poblacion Unica de microorganismos (Hiltner, 1904).

Los microorganismos en la rizosfera se aprovechan de los exudados (metabolitos, iones,
polisacaridos, acidos organicos, etc.) liberados por la planta a través de las raices como
nutrientes (Kennedy, 1999). De hecho, las bacterias que se alojan alrededor de las raices
de las plantas son mas versatiles para transformar, movilizar y solubilizar los nutrientes
en comparacién al resto del suelo (bulk soil) (Ahemad & Kibret, 2014; Hayat, Ali, Amara,
Khalid, & Ahmed, 2010). Por lo tanto, las bacterias son las fuerza dominante en el
reciclaje de los nutrientes del suelo y, por consiguiente, son cruciales para la fertilidad
del suelo (Glick, 2012).

Dichas bacterias cercanas a las raices, son llamadas rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR), término acufiado por Kloepper and Schroth (1978). Estas
bacterias han mostrado tener un efecto positivo en el crecimiento sobre las plantas,
ademas de incrementar sus defensas frente a patdégenos. Las PGPR sobresalen en el
subgrupo de microorganismos asociados a las plantas, capaces de ofrecer una solucién
a los problemas ambientales causados por la agricultura intensiva tradicional, y varios
autores han informado la eficacia de productos elaborados a partir de esto
microorganismos en el control de enfermedades que afectan a cultivos anuales y
perennes. Se ha demostrado la actividad antagénica de bacterias de los géneros

Bacillus, Pseudomonas, Serratia, Erwinia y Streptomyces (Zarandi et al., 2009).
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Adicionalmente, estudios realizados con microorganismos del suelo han revelado la
capacidad de producir una enorme variedad de sustancias activas, que incluso pueden
estar codificados en genes cripticos que puede no expresarse en condiciones de
laboratorio (Liang Chen, Shi, Heng, Wang, & Bian, 2019; S.-S. Choi et al., 2018; Z. Li,
Song, Yi, & Kuipers, 2020; K. Liu, Newman, Mclnroy, Hu, & Kloepper, 2017; Scherlach &
Hertweck, 2009). Debido a la dinamica del mismo suelo, los microorganismos se ven
obligados a disponer de una maquinara genética capaz de hacer frente a los retos que
se puedan presentar, dichos metabolitos juegan un papel importante en la ecologia

microbiana (Barea, Pozo, Azcon, & Azcon-Aguilar, 2005).

En este sentido, los metabolitos secundarios bacterianos se originan a partir de unas
pocas clases de compuestos claramente definidos a través de sus correspondientes vias
biosintéticas, pero para cada clase de compuesto, una variaciéon de los componentes
basicos, los mecanismos enzimaticos y algunos pasos de ajustes pueden conducir a una
variedad extremadamente diversa de estructuras quimicas (Tyc, Song, Dickschat, Vos,
& Garbeva, 2016). Seguidamente, se hace una corta descripcion sobre rol de los
microorganismos de la rizésfera y su potencial como generadores de sustancias
bioactivas, asi como también se resaltan algunos de los principales mecanismos de

obtencién de dichas sustancias.

2.1 RIZOSFERA

La rizésfera, es una zona ecoldgica vital Unica del suelo, que esta altamente enriquecida
con nutrientes obtenidos de las raices de las plantas por medio de la rizodeposicion con
la ayuda de rizobacterias (Prashar, Kapoor, & Sachdeva, 2014). Lo anterior se atribuye
a que las plantas exudan ~5 a ~30% del carbono fijjado a través de las raices,
generalmente en forma de compuesto de bajo peso molecular como aminoacidos,
azucares, acidos organicos y fenoles; asi como compuesto de mayor peso molecular

como mucilagos (polisacaridos viscosos) y proteinas. Esta cantidad varia en funcion de



la especie vegetal, la edad del cultivo y los factores de estrés biotico y abidtica a la que
esta sometida (Glick, 2015).

Desde que se definio la rizosfera, el concepto se ha refinado muchas veces para incluir
el volumen del suelo influenciado por la raiz y partes de los tejidos de la raiz, asi como
el suelo que rodea la raiz en el que las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas han
sido modificadas por el crecimiento y la actividad de la raiz. La rizosfera ha sido
ampliamente dividida en tres zonas. La endorrizésfera incluye porciones de la corteza y
endodermis, en la que los microbios y cationes que pueden ocupar el "espacio libre"
entre las células (espacio apoplastico). El rizoplano es la zona medial directamente
adyacente a la raiz incluyendo la epidermis de la raiz y mucilago. La zona mas externa
es la ectorizosfera que se extiende desde el rizoplano hasta el suelo no rizosférico. Como
era de esperar debido a la complejidad y la diversidad de los sistemas de radiculares de
las plantas, la rizésfera no es una region de tamafio definible o forma, pero en su lugar,
se compone de un gradiente en propiedades quimicas, biologicas y fisicas que cambian
tanto radial como longitudinalmente a lo largo de la raiz (Choudhary et al., 2018; McNear
Jr, 2013).

2.2 RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO VEGETAL (PGPR)

Las PGPR sobresalen en el subgrupo de microorganismos asociados a plantas, capaces
de ofrecer una solucion a los problemas ambientales causados por la agricultura
intensiva tradicional, y varios autores han informado la eficacia de productos elaborados
a partir de estos microorganismos en el control de enfermedades que afectan a cultivos
anuales y perennes (Ghyselinck et al., 2013; Granada et al., 2011; Rais et al., 2016;
Spence et al., 2014; Zarandi et al., 2009). Gray y Smith (2005) han demostrado que las
asociaciones de las PGPR varian en el grado de proximidad bacteriana a la raiz y la
intimidad de la asociacion. En general, éstas pueden separarse en extracelulares
(ePGPR), que existen en la rizésfera, en el rizoplano, o en los espacios entre las células

de la corteza de la raiz, e intracelulares (iPGPR), que existen en el interior de las células



de la raiz, generalmente en estructuras nodulares especializadas (Ahemad & Kibret,
2014; Figueiredo, Seldin, de Araujo, & Mariano, 2011).

Las PGPR pueden afectar el crecimiento de las plantas y conferir tolerancia a la salinidad,
a la sequia, a metales pesados y resistencia a patdgenos por mecanismos directos e
indirectos (A. Kumar, Patel, Meena, & Ramteke, 2019). Los mecanismos directos
comprenden sustancias sintetizadas por las bacterias que ayudan en la toma de
nutrientes del medio. Eventos como la fijacion de nitrdgeno atmosférico; solubilizacién
de minerales como fosforo, potasio, azufre; mineralizacion de compuesto organicos;
produccion de sideréforos que secuestran micronutrientes como el hierro y produccion
de fitohormonas (auxinas, citoquinina, giberilinas, ACC desaminasa) (Ahemad & Kibret,
2014; Liang Chen et al., 2019; Choudhary et al., 2018; Glick, 2015; Gray & Smith, 2005;
Solanki et al., 2014). Por otra parte, los mecanismos indirectos involucran la produccion
de sustancias bioactivas que impiden el crecimiento de microorganismos patdégenos que
pueden causar dafio a la planta. Lo anterior implica la biosintesis de enzimas liticas como
las quitinasas, celulasas, $-1,3-glucanasas, proteasas y lipasas, que degradan la pared
celular de hongos fitopatdgenos. Los sideroforos generan deficiencia de elementos como
el hierro para patégenos. La competencia entre patdbgenos y no patdégenos puede limitar
la incidencia y severidad de la enfermedad. Por ultimo, la resistencia sistémica inducida
(RSI) que ocurre cuando las plantas activan sus mecanismos de defensa en respuesta
a la infeccién por un patdgeno (Ahemad & Kibret, 2014; Glick, 2012, 2015; Gond, Bergen,
Torres, & White Jr, 2015; Hayat et al., 2010; H. Li et al., 2017; Melnick, Suarez, Bailey, &
Backman, 2011; Singh, Jha, & Jha, 2017). Adicionalmente, la biosintesis de metabolitos
de tipo antibiético son uno de los mecanismos (indirectos) mas efectivos en la
proliferacion de fitopatdégenos (Lucas et al., 2009; Nakkeeran, Fernando, & Siddiqui,
2006; Rais et al., 2016; Shilev, 2013).

2.3 METABOLITOS SECUNDARIOS DE PGPR

Como se ha mencionado anteriormente, la capacidad de las PGPR de generar

metabolitos con caracteristicas antibiéticas frente a fitopatégenos, tanto in vitro como en



campo, ha sido reconocida por diversos autores (de Oliveira et al., 2011; Lucas et al.,
2009; Spago et al., 2014; Yarzabal & Chica, 2019). Sin embargo el rol que estos
metabolitos desempefian no es uno, su funcién puede ser multipropésito y es evidente
qgue los miembros del suelo rizosférico intercambian compuestos de sefial que son
eficaces a bajas concentraciones, de modo que se entiende ahora que las exohormonas
interorganismos, de hecho, interrelacionadas, desempefian un papel crucial en el control
del crecimiento, la composicion y el desarrollo de las plantas, incluidas las de cultivo de
las que dependemos como fuentes de alimentos (D. Smith, Praslickova, & llangumaran,
2015).

Estos metabolitos tienen una polaridad que los hace solubles en agua. Actlan a
distancias mas cortas, pero por lo general exhiben mas actividades biolégicas como
toxinas o antibidticos, como consecuencia de su alto grado de funcionalizacién (Tyc et
al., 2016). Entre los grupos de metabolitos producidos por las bacterias se encuentran la
bacteriosinas, los péptidos no ribosomales (Nonribosomal Peptides (NRPs)), Policétidos
(Poliketides (PKS)), compuestos hibridos PKS-NRPs, entre otros. Asimismo,
compuestos volatiles han sido reportados por su efecto como sefializadores y su
importancia en la interaccion planta-microorganismo (Audrain, Farag, Ryu, & Ghigo,
2015; Tyc et al., 2016).

2.3.1 Bacteriocinas (Bacteriocins).

Son péptidos antimicrobianos sintetizados ribosomalmente, que pueden tener actividad
frente a otros microorganismos, bien sean de la misma especie o contra otros géneros
(amplio espectro) (Cotter, Hill, & Ross, 2005; Grady, MacDonald, Liu, Richman, & Yuan,
2016).

Se ha planteado la hipotesis que la produccion de bacteriocinas es una estrategia para
controlar las bacterias competidoras en la busqueda de nutrientes y el espacio en un
nicho ambiental. Por lo tanto, no sorprende que se haya estimado que mas del 99% de
las bacterias producen al menos una bacteriocina (Riley & Wertz, 2002) que puede

ayudarles a influir en la dinamica de la poblacion circundante, tanto a nivel de poblacion



como de comunidad. Muchas bacteriocinas son comunmente producidas en la rizosfera
por las bacterias del suelo y son importantes para la proteccion de las plantas (Tyc et al.,
2016).

A este grupo de metabolitos pertenecen los péptidos sintetizados en el ribosoma y
después de la traducciéon modificados (Ribosomally synthesized and post-translational
modified peptides (RiPPs)), son los péptidos activos méas estudiados y distribuidos (Z. Li
et al., 2020). Investigaciones han mostrado que la PGPR Pseudomonas chlororaphis 30-
84 genera bacteriocinas de tipo R-tailocinas, las cuales permiten a la bacteria ser mas
competitiva en la colonizacion de la rizésfera. Los hallazgos sugieren que una pérdida
en la produccion de alguna de las R-tailocins da lugar a una disminuciéon de la
persistencia de esta cepa en la rizésfera del trigo cuando compite con la microflora nativa
pero no con el suelo no rizosférico (bulk soli) (Dorosky, Pierson, & Pierson, 2018).
Adicionalmente, se ha reportado que moléculas como la Thuricin 17 estimula el
crecimiento de plantas dicotiledéneas C3 (soya) y monocotiledoneas C4 (maiz) (K. D.
Lee et al., 2009), genera un efecto de antibiosis frente a patdégenos, incide en los niveles
hormonales de Arabidopsis y la soya (aumento del &cido indol acético (AIA) y acido
salicilico (AS)) y causa profundas alteraciones en el proteoma (grandes aumentos de las
proteinas relacionadas con la energia) (Subramanian, Souleimanov, & Smith, 2016).
Finalmente, con el empleo de metodologias como genome mining se han reportado
grupos de genes (Biosynthetic gene clusters) de bacteriocinas asociadas a PGPR vy el
potencial que podrian tener estos organismos en la obtenciéon de nuevas moléculas (Z.

Li et al., 2020). En la figura 2-1 se presenta una clasificacion de algunas bacteriocinas.
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Kuipers, 2016).

2.3.2 Péptidos no ribosomales (Nonribosomal peptides (NRP)).

Los NRP son productos naturales provenientes usualmente de microorganismos como
bacterias y hongos, ensamblados por las enzimas no ribosomales sintetasas

(Nonribosomal Peptide Synthetases NRPSs). Dichas enzimas, a diferencia de los

ribosomas, son independientes del ARN mensajero.

Cada enzima no ribosomal sintetasa puede sintetizar solo un tipo de péptido. Los
péptidos no ribosomales a menudo tienen estructuras ciclicas y / o ramificadas, pueden

contener aminoacidos no proteindbgenos que
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modificaciones como grupos N-metilo y N-formilo, o estan glicosilados, acilados,
halogenados o hidroxilados. La construccion de un NRP esta ligado al funcionamiento
de una NRPSs la cual debe seleccionar, activar y elongar la cadena de la molécula a

sintetizar.

Dicha sintesis, sigue la regla de colinealidad en la que para cada moédulo de una NRPSs,
se requiere un aminodacido individual, de este modo, para la biosintesis de un
heptapéptido se requieren siete modulos (Montavon & Bruner, 2010; Sissmuth & Mainz,
2017). Los propios médulos comprenden dominios de proteinas distintos que albergan
los centros cataliticos necesarios para la sintesis de péptidos. A continuacion, se sefala

el paso a paso del mecanismo de accion de la NRPS (figura 2-2).
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Figura 2-2. Biosintesis de NRP de un dipeptido (Montavon & Bruner, 2010).

En primer lugar, el dominio de adenilacion (A (Adenylation)) se encarga de controlar la
entrada de sustratos para la sintesis de NRP mediante la seleccion y activacion del

aminoacido (carboxilo), dicha activacion requiere ATP para ser luego transferido en
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forma de adenilato al grupo tiol del dominio de la proteina peptidil portadora (PCP
(Peptidyl Carrier Protein)), que también es llamado dominio de tiolacion (T (Thiolation).
La PCP representa la unidad de transporte, que permite que los aminoacidos activados
y los intermedios de elongacion se muevan entre los centros cataliticos (Montavon &
Bruner, 2010; Schwarzer, Finking, & Marahiel, 2003). Posteriormente, el aminoacido
unido pasa al dominio de condensacion (C (Condensation) donde se establece el
acoplamiento a la cadena peptidica naciente, generalmente ubicados en el extremo N de
un modulo, catalizan la formacion de enlaces amida entre dos sustratos. Los dominios
de condensacién transfieren el aminoacido o péptido desde un dominio de proteina
transportadora cadena arriba, al resto amino, del sustrato que se ha cargado previamente
en un dominio de proteina transportadora (Miller & Gulick, 2016). Finalmente, al término
de la formacion del NRP se requiere un dominio adicional que libera la molécula
completa, este se denomina dominio tioesterasa (TE (Thioesterase)). Donde una vez
terminada la sintesis, el dominio T, del mdédulo de terminacion, transfiere el péptido
maduro al dominio TE localizado en el extremo C, el cual cataliza la liberacion del péptido
de la NRPS (Miller & Gulick, 2016; Sissmuth & Mainz, 2017).

Dentro de la gran variedad de metabolitos provenientes de esta ruta biosintética, se
destacan dos clases de metabolitos. Por un lado, se encuentran los lipopéptidos, los
cuales se les ha reportado una interesante capacidad antimicrobiana, y por otro lado los
sideroforos, que tiene un papel sobresaliente en la captacion de minerales como el hierro,
dejando a este ultimo no disponible para los microorganismos patégenos, pero si para

las plantas.

e Lipopéptidos. Son biosintetizados por diversas bacterias, tienen varias funciones,
incluida la actividad frente a otros microorganismos (bacterias, hongos y virus);
participan en la motilidad bacteriana, el comportamiento de enjambrazoén y en la
fijacion a las superficies (Raaijmakers, de Bruijn, & de Kock, 2006; Raaijmakers, De
Bruijn, Nybroe, & Ongena, 2010). EI mecanismo de defensa del huésped produce
lipopéptidos en respuesta a otros microorganismos. Dos géneros de bacterias,

Bacillus y Pseudomonas, han producido lipopéptidos que se han estudiado de
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manera particularmente extensa. Tienen aplicaciones importantes debido a la

actividad antibacteriana, antifingica y antiviral (Hamley, 2015).

Estan constituidos por una cola de lipidos con un oligopéptido lineal o ciclico
(Raaijmakers et al., 2010). La diversidad estructural de los lipopéptidos se debe a las
diferencias en longitud, composicion de la cola de acidos grasos, asi como el numero,
tipo y configuracibn de los aminoacidos en la parte peptidica. Dentro de sus
funciones, estos compuestos exhiben propiedades surfactante, antimicrobiana,

antipredacion y citotoxica (Raaijmakers & Mazzola, 2012).

Teniendo en cuenta lo anterior, PGPR asociadas al género Bacillus, han generado este
tipo de metabolitos en su gran mayoria. Se han identificado diversos genes que codifican
para la sintesis de surfactina, fenicina y bacilomicina D, los cuales estan involucrados en
el biocontrol por parte de Bacillus amyloliquefaciens FZB42. La bacilomicina D se
identific6 como el metabolito antifGngico mas potente producido in vitro por esta cepa
(Chowdhury, Hartmann, Gao, & Borriss, 2015). Del mismo modo, Kalai-Grami et al.
(2014) detectaron molecularmente genes asociados a NPRPS del grupo de las iturinas,
surfactinas, fengicina y bacilomicina D. Adicionalmente, el empleo del secuenciamiento
del genoma completo de bacterias promotoras de crecimiento ha demostrado ser una
herramienta potente en la busqueda de nuevos metabolitos. En este sentido, el
secuenciamiento del genoma de Bacillus subtilis XF-1, revelé que posee genes de la

familia de las surfactinas y las fengicinas (Guo et al., 2016).

e Sideroforos. Son metabolitos de bajo peso molecular, hierro-quelantes y son
secretados por los microorganismos en condiciones de hierro limitado, solubilizando,
transportando y almacenando el hierro (Chu et al., 2010; Hider & Kong, 2010). La
produccion de sideréforos confiere a los microorganismos productores una ventaja
competitiva sobre otras bacterias del medio ambiente, excluyéndolos de su nicho
ecoldgico, adicionalmente las bacterias productoras de sideréforos protegen a las

plantas de los fitopatbgenos actuando como competidoras, reduciendo la
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disponibilidad de hierro necesaria para el crecimiento de los mismos (Beneduzi,
Ambrosini, & Passaglia, 2012).

El trabajo realizado por Guo et al. (2016) muestra grupos de genes que codifican la
biosintesis de sideroforos en la PGPR, Delftia tsuruhatensis MTQS3, donde al eliminar los
tres genes que codifican para NRPSs y obtener los tres mutantes (MTQ3-A1941, MTQ3-
A1945, y MTQ3-A1946), éstos, no lograron producir sideréforos al ser comparados con
la cepa silvestres (wild- type). Por otro lado, cepas del género Pseudomonas se han
destacado por generar estas moléculas, un ejemplo se da en menta (Mentha piperita),
donde al inocular sideréforos producidos por Pseudomonas putida, se observa un
incremento en el rendimiento de los principales componentes de los aceites esenciales
(Santoro, Cappellari, Giordano, & Banchio, 2015). En especifico, Pseudomonas
fluorescens, biosintetiza sideroforos que promueven el crecimiento de las plantas v,
ademas, inhiben el crecimiento de fitopatdgenos como Erwinia carotovora, Ralstonia
solanacearum, y Fusarium oxysporum. En este sentido, Pyoverdines producidos
principalmente por Pseudomonas aeruginosa Yy Pseudomonas fluorescens, han
demostrado ser adecuados para controlar especies de los géneros, Pythium y Fusarium
(Cesa-Luna et al., 2020).

2.3.3 Policétidos (Polyketides (PKs)).

Los policétidos son productos naturales provenientes de un gran nimero de bacterias de
los géneros Actinobacteria, Pseudomonas, Myxococcus, Bacillus y Burkholderia. Dichos
productos son una fuente comprobada de metabolitos secundarios para el tratamiento
de enfermedades tanto de humanos y animales, ademas se han encontrado policétidos
con aplicacion como agroquimicos, sabores, fragancias, entre otros. De la misma forma,
diversos estudios también han mostrado el potencial de estos compuestos en la
reduccion del colesterol como la estatina, antibioticos como la eritromicina A y

antiparasitario como la avermectina (Hertweck, 2009; Till & Race, 2016).

Pese a esa variada actividad que muestra este grupo de metabolitos, su estructura

depende de pocos sustratos o bloques de construccion, como son el acetil-CoA vy el
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malonil-CoA (Schwarzer & Marahiel, 2001). EI mecanismo general de biosintesis de
policétidos comparte grandes similitudes con el de la biosintesis de acidos grasos, pero
permite una variabilidad mucho mayor de bloques de construccidon y modificaciones
(reductoras) durante las extensiones de cadena, conduciendo no sélo a cadenas acilo
simples, normalmente no ramificadas y completamente reducidas, pero altamente
funcionales (Tyc et al., 2016). Para que las reacciones quimicas necesarias sucedan es
necesario la accion de la enzima policétido sintasa (Polyketide synthase (PKSs), una
enzima modular responsable de la incorporacion de una unidad de acetato o propionato

en la creciente cadena.

Starter unit Extender units
o o} o} 0 o] o}
1><GOASJI\E/ILOH SXCQASMOH 1><CGASMOH
(25)-M I\;-CDA (28)- MiVI-CoA Malonyl-CoA
| PIKAI >| PIKAIl >| PIKAIIl >| PIKAIV >
Module 2 M% —todulas Module 6

Module 0 . Module1

883-915

14701492

Dimerization) 1519-1543 |
helices

1-38

Coiled coil 1361-1403

Docking 1544-1562
helix

Figura 2-3. Policétido sintasa modular de la pikromicina (Dutta et al., 2014).

Cuatro dominios son esenciales para la formacion de los policétidos tal como se aprecia

en la figura 2-3. El dominio aciltransferasa (acetyltransferase (AT)) es responsable de la
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transferencia de blogues de construccion activados al dominio de la proteina portadora
de acilo (Acyl Carrier Protein (ACP)), también llamado dominio de tiolacién (Thiolation
(T)). En este sentido, al dominio AT se puede comparar con el dominio A de la NRPS,
pero este ultimo cumple dos funciones, se encarga de la seleccion y activacion del
sustrato. Mientras tanto, el dominio de tiolacion de una PKS recibe un sustrato activado
como malonil o metil malonil-CoA (Schwarzer & Marahiel, 2001). La ACP actida como un
sitio de anclaje covalente tanto para la cadena de producto en crecimiento como para las
unidades de extension seleccionadas, siendo semejante al dominio PCP en los péptidos
noribosomales (Till & Race, 2016). Posteriormente, el domino cetosintasa (Ketosynthase
(KS)) cataliza la reaccion de elongacion (Schaefers et al., 2016) y finalmente, el dominio
tioesterasa (Thioesterase (TE)) libera el producto del C-terminal de la PKS. Dichos
productos se liberan como macrolactonas, después de ciclacion de cabeza a cola de la
cadena (Dutta et al., 2014).

Uno de los policétidos biosintetizados por PGPR méas estudiados, es el 2,4-
diacetilfloroglucinol (2,4-diacetylphloroglucinol (2,4-DAPG)) (Miguel A. Matilla & Krell,
2018). Este compuesto ha mostrado tener potencial antibacteriano, antifangico, antiviral
y antihelmintico y se ha empleado en el control de enfermedades en cultivos de interés
econémico (Asadhi et al., 2013; de Souza et al.,, 2003; Kim, Fuente, Weller, &
Thomashow, 2012; Rezzonico et al., 2007; Velusamy, Immanuel, Gnanamanickam, &
Thomashow, 2006). Adicionalmente, 2,4-DAPG actia como sefializador celular sobre
algunos organismos benéficos como Azospirilum que afectan positivamente a las

plantas (Combes-Meynet, Pothier, Moenne-Loccoz, & Prigent-Combaret, 2011).

2.3.4 Compuestos hibridos PKS-NRPs.
Las similitudes estructurales y funcionales entre PKSs y NRPSs, permiten la formacion
de grupos de genes biosintéticos que contienen elementos de ambas clases de

metabolitos.
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Figura 2-4. Biosintesis de un compuesto hibrido NRPS-PKS (rizoxina) (Partida-Martinez & Hertweck,
2007).

Estos grupos de genes hibridos NRPS-PKS (Biosynthetic gene clusters (BGCs)) pueden
proporcionar mas diversidad de posibles metabolitos secundarios producidos por
microorganismos. Se han aislado los metabolitos NRPS-PKS hibridos de numerosas
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas del suelo (Helfrich & Piel, 2016; Hertweck,
2009; Schaefers et al., 2016; Till & Race, 2016). Dichos metabolitos han mostrado tener
actividad antiproliferante (Ishida, Lincke, Behnken, & Hertweck, 2010), antibidtica
(Seyedsayamdost et al., 2010), antifungica, anticancer (Esmaeel, Pupin, Jacques, &
Leclére, 2018) y antimitética (Partida-Martinez & Hertweck, 2007).

Por otra parte, con los avances alcanzados en el campo de la gendémica y la
bioinforméatica, se ha obtenido informacion sobre grupos de genes asociados a PK y
NRP, los cuales pueden ser responsables de la generacion de nuevos metabolitos y, de
esta manera, realizar aproximaciones sobre el rol ecolégico que pueden desempefiar
dichos metabolitos (Blin et al., 2017; Liang Chen et al., 2019; S.-S. Choi et al., 2018; Guo
etal., 2016; Z. Li et al., 2020; Miguel A. Matilla, Nogellova, Morel, Krell, & Salmond, 2016;
Miguel A. Matilla, Udaondo, Krell, & Salmond, 2017; H. Wang, Fewer, Holm, Rouhiainen,
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& Sivonen, 2014). Lo anterior muestra un panorama alentador para la busqueda de
sustancias bioactivas promisorias que puedan ser Gtiles en el manejo de enfermedades,
asi como entender las interacciones en las que participan en el entorno natural. En la
tabla 1 se pueden observar diferentes metabolitos obtenidos de rizobacterias promotoras

del crecimiento vegetal, su funcidn y algunas técnicas empleadas para la identificacion.
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Tabla 2-1. Metabolitos de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal.

Descubrimiento o

Bacteriocina

homoserine lactone

inhibidoras del crecimiento. Quorum-
sensing.

diclorometano
seguida de HPLC en
fase reversa. MS de
alta resolucion

Clase Metabolito Origen Funcion . . Referencia
Aislamiento
Extraccién de
. . . sobrenadantes  de
Molécula anteriormente conocida :
~ L ~ gy cultivos en fase
Pequefia bacteriocina de como la pequefia bacteriocina de ; -
L . . estacionaria libres de
Rhizobium, N-(3-hydroxy- Pseudomonas | Rhizobium leguminosarum como células con (Laue et al.,
7-cis-tetradecenoyl) fluorescens F113 | consecuencia de sus propiedades 2000)

Péptido que estimula el crecimiento

(K. D. Lee et al.,

de varias plantas; reduce la i
Bacillus thuringiensis competencia de bacterias é?;?)?émanian
Thuricin 17 aEBN estrechamente relacionadas, para | Purificado via HPLC 2013: '
ampliar el espacio de nicho ' .
. ' . Subramanian et
disponible promoviendo el
o al., 2016)
crecimiento de las plantas.
Bacillus

Plantazolicina

amyloliquefaciens or
Bacillus velezensis

Actividad nematicida

LC/TOF-MS con ESI
(ESI-TOF-MS);

(Chowdhury et
al., 2015; Z. Liu et

F7B42 analisis genémico. al., 2013)
Pseudomonas
Carocina D, Zoocina y corrugata .
Colicina E6—,1 y Colicina Pseudomonas Andlisis genémico (Trantas et al,
E6-2 mediterranea (Genome mining) 2015)
Pseudomonas

brassicacearum

La pérdida de produccion de una o
ambas tailocinas dio lugar a una

disminucién de la persistencia de P. Indgpmo.n, uv;
_ Pseudomonas . purificacién de | (Dorosky et al.,
R-tailocinas . chlororaphis 30-84 dentro de la L .
chlororaphis 30-84 | =, ; . tailocina; plasmidos y | 2018)
rizosfera del trigo cuando compite Amers
con la microflora nativa, pero no con P
el suelo.
Nonribosomal | Surfactina Bacillus subtilis and Las _ bacterias a,ntagonlstas Amplificacion d(_e_ los (Chaf]dlgr et al,
eptide (NRPS) | Fengycina Bacillus halotolerans produler_on uno o mas _(’je _Ios genes que ,codlflcan 2015; Riaz et al.,
P metabolitos antifungicos | su produccion. 2021)
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Descubrimiento o

Clase Metabolito Origen Funcion : . Referencia
Aislamiento
Lipopéptidos ciclicos, fengicina y
surfactina, en el estado de defensa
inducido.
Vibrioferrina La relevancia y las funciones | HR-LC-MS; Genome
Anfibactinas Azotobacter | especificas de estos siderd6foros en | mining (antiSMASH, | (X. Zhang, Baars,
Crochelina A chroococcum | las cepas de A. chroococcum siguen | RAST, BLAST | & Morel, 2018)
sin estar claras. andlisis homologos)
Fusaricidina A Paenibacillus Mostr6  actividades  antifungicas
Fusaricidina B, olvmvxa relativamente mas débiles contra MALDI-TOE-MS:
Fusaricidina C, Paepnib);ci)lllus Fusarium graminearum, Botrytis Genome m,ining (M. A. Ali et al,
Fusaricidina D, . . | cinerea, Rhizoctonia solani, . 2021)
Fusaricidina Paenibacilltlfsrlbtéirr]iztsa Sclerotinia sclerotiorum y (antiSMASH)
A(C17)/E(C15) P Magnaporthe oryzae.
Acromobactina Nocardioides simplex L . . Espectrometria  de
Pioverdina Pseudomonas Rgc_:uperamon de los iones metalicos | masas 3 de alta
Heterobactina chlororaphis criticos V(lll), Ga(lll), and In(lll) de | resolucion  (LC-MS | (Hofmann et al.,
Reauichelina Rhodococpcus soluciones de metales mixtos con | (ESI-TOF)); Genome | 2021)
Degferrioxamina ervthronolis sidero6foros inmovilizados. minig  (antiSMASH,
ythrop RAST)
Inhibe la sintesis de la pared celular
al unirse a un motivo altamente | iChip; Identificacion
. . . conservado del lipido Il (precursor del | de grupos de genes .
Teixobactina Eleftheria terrae peptidoglicano) y del lipido Il | biosintéticos; HPLC (Ling et al., 2015)
(precursor del acido teicoico de la | preparativa
pared celular).
Sobrenadantes libres de células de (SLr:r:n'?r:a?;" 2009;
B. gladioli C101 para limitar el Grupos de genes | Williams JI’30tnis
Lasalocid Burkholderia gladioli | crecimiento del patdégeno vegetal. Se bi pos 9 i ' o
Iso-migrastatin C101 | observd una reduccibn de la losinteticos (BGCs) | & L.' es, 2021; L.
usando antiSMASH Smith, Hong,
. gravedad de la enfermedad en
Polyketides funcion de la dosis Spencer, &
(PKS) ' Leadlay, 2008)
Ha demostrado tener un potencial
2,4-diacetylphloroglucinol Pseudomonas ZEE:EZF&:{?{;\S, aggﬂliggllj(t:iloi,zzggvgr?le% (Miguel A. Matilla
(2,4-DAPG) fluorescens y et al., 2016)

control de enfermedades en
diferentes cultivos
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Descubrimiento o

Clase Metabolito Origen Funcién ; . Referencia
Aislamiento
. Serratia marcescens Muestran actividades antifingicas y | LC-MS; Genome | (Miguel A. Matilla
Oocydin A MSU97 ) . ” .
. : anti oomicete. minig (antiSMASH) etal., 2017)
Serratia plymuthica
(Granada,
Ramirez-
Muestran actividades antifungicas y Restrepo, Lopez-
Prodigiosina Serratia marcescens | anti oomicete contra Phytophthora | HRLC-MS Lujan, Peléaez-
cinnamomi Jaramillo, &
Bedoya-Pérez,
2018)
Pseudomonas Muestra una actividad antimicrobiana | Estrategias (Shi, Huang,
Pyoluteorina fuerte y de amplio espectro contra | combinadas de | Wang, Guan, &
protegens H78 ; ) S -~
hongos y bacterias. ingenieria genética Zhang, 2019)
. . Pseudomonas Muestran - una e_xctlwdad ant|b|ot!ca Purificacion por | (Thistlethwaite et
Kalimantacina A potente y selectiva contra especies :
fluorescens . ; ; HPLC; NMR al., 2017)
de estafilococos, incluido el SARM.
Serratamolide Serratia marcescens Mu_estralj actividades antifungicas y HRLC-MS (Granada et al.,
anti oomicete. 2018)
Presentan una actividad in vitro de . ) .
PKS-NRPS Brabantamides A-C Pseudomonas sp. moderada a alta contra los patégenos HPLC;  LC-MS/MS; | (Schmidt et al.,
. SH-C52 : " NMR 2014)
hybrid bacterianos Gram-positivos.
(Partida-Martinez
& Hertweck,
Rhizoxina Paraburkholderia Antimitotica LC-MS: NMR 2007; Scherlach,

rhizoxinica

Partida-Martinez,
Dahse, &
Hertweck, 2006)
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2.3.5 Derivados inddlicos.

El indol proviene del triptéfano por efecto de la enzima triptofanasa sintetizadas tanto por
bacterias Gram - positivas y Gram — negativas (J.-H. Lee & Lee, 2010). Algunos autores
consideran que el indol es una molécula de sefializacion intercelular, como una sefial de
guorum-sensing (QS) y que controla diversos aspectos de la fisiologia bacteriana. Por
otra parte, el indol y sus derivados pueden suprimir la patogénesis bacteriana por la
capacidad de inhibir moléculas sefalizadoras y la produccion de factores de virulencia
(J.-H. Lee, Wood, & Lee, 2015).

COOH COOH

OH OH
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Figura 2-5. Derivados indélicos aislados de bacterias (Rustamova et al., 2019).

Estudios han sefialado que el indol y sus derivados inhibieron el crecimiento de Proteus
mirabilis, un patégeno de las vias urinaria, tal efecto fue generado por dos rizobacterias
Zch127 y Chg70 aisladas de suelo de Cucurbita pepo (Calabacin) y Brassica oleracea
var. capitata L. (Col), respectivamente. Concentraciones inhibitorias subminimas (Sub-
MICs) de los dos extractos mostraron una potente actividad antibiofilm con una reduccion
significativa del biofilm de diez aislados clinicos de P. mirabilis (Amer, Wasfi, Attia, &
Ramadan, 2021). Por otra parte, el trabajo realizado por Yaikhan et al. (2019) mostré que
la formacion de biopeliculas de Klebsiella pneumoniae susceptible al carbapenem fue
claramente inducida por la exposicion al indol (= 2-10 veces), mientras que no se observé

ninguna diferencia significativa en la contraparte resistente. Ademas, la tolerancia a los
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antibioticos B-lactamicos de K. pneumoniae se vio alterada tras la exposicion a indol y/o

derivados evaluados mediante la prueba de difusion en disco de Kirby-Bauer.

2.3.6 Compuesto volétiles bacterianos.

Las bacterias ademas de sintetizar compuestos solubles en agua, son capaces de
producir compuestos volatiles, que se difunden con facilidad a través de los poros llenos
de aire y gas en el suelo y probablemente desempefien un rol importante en interacciones
a larga distancia, ademas su influencia se extiende al crecimiento y desarrollo de las
plantas (Audrain et al., 2015; Tyc et al., 2016).
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Figura 2-6. Naturaleza quimica de algunos compuestos volatiles bacterianos (Audrain et al., 2015).

Como se muestra en la figura 2-5, estos compuestos pueden ser de naturaleza organica
(Volatile Organic Compounds (VOCSs)), en los que se incluyen una gran diversidad
guimica de metabolitos como lo son alquenos, alcoholes, cetonas, benzenoides,

pirazinas, sulfuros y terpenos (Kanchiswamy, Malnoy, & Maffei, 2015; Lemfack et al.,
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2017; Schulz-Bohm, Martin-Sanchez, & Garbeva, 2017). Del mismo modo, se generan
compuestos volatiles inorganicos donde se destacan el 6xido de nitrogeno, sulfuro de
hidrégeno, amonio y cianuro de hidrogeno (HCN) (Audrain et al., 2015; Jain, Varma,
Tuteja, & Choudhary, 2017).

Algunos estudios han mostrado el potencial antimicrobiano de estos compuestos, donde
la emision de disulfuro de dimetilo por parte de bacterias rizosféricas como P. fluorescens
y Serratia plymuthica mostré efecto bacteriostatico frente a los fitopatdgenos
Agrobacterium tumefaciens y Agrobacterium vitis (Dandurishvili et al., 2011). Asimismo,
compuestos volatiles producidos por cepas del género Bacillus, fueron eficientes en la
inhibiciébn del crecimiento del patégeno de la antracnosis del mango en ensayos
desarrollados in vivo (Zheng, Shi, Shi, Wang, & Li, 2013). Adicionalmente, la promocién
de crecimiento vegetal, es otra de las caracteristicas de los compuestos volatiles

generados por microorganismos del suelo.

Sumado a lo anterior, cepas del género Bacillus (GB03 y IN937a) promovieron el
crecimiento de plantulas de Arabidopsis thaliana y los compuestos responsables de dicha
actividad se caracterizaron como 2,3-butanodiol y acetoina (Ryu et al., 2003). También
en un estudio reciente, se evaluaron compuestos microbianos volatiles de microbiota
asociada a zonas aridas y semiaridas en México en la interaccion con A. thaliana y
Nicotiana benthamiana, revelando que el 90% de los aislamientos promovieron el
crecimiento de las plantas evaluadas y la composicion mayoritaria de esos compuestos
fueron esteres, alcoholes y compuestos que contienen azufre (Camarena-Pozos, Flores-
Nufiez, Lopez, Lopez-Bucio, & Partida-Martinez, 2019). Toda esta informacion muestra
lo interesante que resulta el estudio de las rizobacterias y sus interacciones, siendo esto
un insumo valioso para la obtencion de alternativas amigables con el medio ambiente vy,

sobre todo, para entender las dinamicas que se dan en el suelo.
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2.4 ESTRATEGIAS PARA OBTENER SUSTANCIAS BIOACTIVAS MICROBIANAS

Como se ha mencionado con anterioridad, el potencial de las bacterias en general es
incalculable, en parte, por su capacidad de usar su maquinaria genética cuando se ve
sometida a determinadas condiciones ambientales generando moléculas que pueden ser
empleadas en diferentes campos como la biotecnologia, medicina, farmacia, entre otros
(S.-S. Choi et al., 2018; M. M. Zhang, Qiao, Ang, & Zhao, 2017). Sumado a lo anterior, la
manipulacion de las rutas metabdlicas y las mejoras en las técnicas de secuenciacion
han permitido llegar a aproximaciones mas exactas sobre el rol que pueden cumplir esos
compuestos (Begani, Lakhani, & Harwani, 2018; S.-S. Choi et al., 2018; Ishida et al.,
2010; Kealey, Creaven, Murphy, & Brady, 2017; Scherlach & Hertweck, 2009). En este
apartado, se mencionaran algunas estrategias empleadas en la obtencién de metabolitos
secundarios microbianos, incluyendo aproximaciones que conjugan herramientas
estadisticas, configuracion de medios y condiciones de cultivo, asi como predicciones in

silico.

2.4.1 Una cepa muchos compuestos (One strain many compounds (OSMAC)).

Esta estrategia surgid como alternativa a los programas tradicionales de busqueda de
biomoléculas, que requieren presupuestos elevados y sé6lo pueden ser llevados a cabo
por farmacéuticas y compafiias biotecnologicas con soportes financieros elevados.
Zeeck y colaboradores se centraron en un grupo “pequeio” de organismos para
estudiarlos a profundidad y obtener mayor rédito de los productos metabdlicos generados

por estos organismos (Bode, Bethe, Hofs, & Zeeck, 2002).

Las manipulaciones de las condiciones de cultivo de un microorganismo, se pueden
traducir en la promocién de la biosintesis de metabolitos secundarios, lo que, a su vez,
facilita el descubrimiento de nuevos productos naturales. Los parametros sujetos a ser
modificados son la fuente de carbono, nitrégeno, fosforo, pH, temperatura, aireacion y
forma del matraz, principalmente (Begani et al.,, 2018; Scherlach & Hertweck, 2009).
Adicionalmente, el empleo de disefios estadisticos y estrategias de optimizacion

permiten mejorar la obtencion de metabolitos de interés, ademas de evaluar multiples
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variables a la vez, reduciendo el nimero de experimentos y costos asociados al

experimento (Grahovac et al., 2014; Sharmila et al., 2013).

2.4.2 Optimizacion.

En cualquier proceso, suele ser interesante explorar las relaciones entre los principales

factores de entrada y las caracteristicas de salida o de calidad. Los métodos estadisticos

desempefian un papel importante en la planificacion, realizacion, analisis e interpretacion

de los datos de cualquier experimento. Cuando son varias las variables que influyen en

una determinada caracteristica de un producto, la mejor estrategia es entonces disefiar

un experimento que permita extraer conclusiones validas, fiables y solidas de forma

eficaz, eficiente y econémica (Das & Dewanjee, 2018).

Un factor a la vez (one-factor-at-atime (OFAT)). En esta técnica se varia una sola
variable, mientras las demés se mantienen constantes. Debido a su facilidad y
conveniencia, la OFAT ha sido la opcion preferida por los investigadores para disefiar
la composicién del medio y se ha utilizado en las etapas iniciales en diversos campos.
Sin embargo, este método no puede estudiar las interacciones entre los factores y
consume mas tiempo (Abou-Taleb & Galal, 2018).

Disefio Plakett Burman (Plakett Burman Design (PBD)). El uso de estrategias
estadisticas para evaluar los parametros o componentes de un medio de cultivo es
necesario para obtener las condiciones ideales, sin embargo, no todas las
condiciones de cultivo contribuyen a la generacién de los metabolitos o la biomasa
de interés. Si esto es asi, la variable que no contribuye significativamente a la
actividad evaluada puede ser eliminada. Plakett Burman es un disefio de dos niveles,
gue es muy Util para detectar econdmicamente los principales efectos y asumir que
todas las demas interacciones son insignificantes cuando se comparan algunos de
los principales efectos importantes, es decir, cuando no hay interacciones, el efecto
observado de un factor puede ser superior o inferior al estimado por otros factores (V.
Singh et al., 2017; Vaidya, Vyas, & Chhatpar, 2003). Es arreglo estadistico es
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empleado en las fases de Screening, permitiendo reducir el nimero de variables a
evaluar.

Disefio central compuesto (Central Domposite Design (CCD)). Contiene un disefio
factorial incorporado o factorial fraccionado con puntos centrales, consta de tres
conjuntos distintos de corridas experimentales; cada factor estudiado presenta dos
niveles (+1y —1) y los puntos centrales, donde las corridas experimentales tienen los
valores medios de cada factor utilizado en el disefio factorial. Un CCD se puede
denotar como un cubo con esquinas, que representa el producto de los niveles [-1,
1], una estrella o puntos axiales a lo largo de los ejes en o fuera del cubo (Das &
Dewanjee, 2018; V. Singh et al., 2017).

Disefio de Box-Behnken (BBD). Es una alternativa al CCD, es independiente del
disefio cuadratico, que no contiene un disefio factorial incrustado o factorial fraccional
(Ferreira et al., 2007). En este disefio, las combinaciones de tratamiento estan en los
puntos medios de los bordes del espacio de proceso y en el centro. Estos disefios
son giratorios (o casi giratorios) y requieren 3 niveles de cada factor. Los disefios
tienen una capacidad limitada para el bloqueo ortogonal en comparacién con los

disefios compuestos centrales (Das & Dewanjee, 2018).

Superficie de respuesta (RSM). La metodologia de superficie de respuesta (RSM) se
utiliza para describir el uso de disefios experimentales que dan superficies de
respuesta a partir de las cuales se deduce informacion sobre el sistema experimental
(Nor, Mohamad, Foo, & Rahim, 2010; Skartland, Mjgs, & Grung, 2011). Es una
técnica poderosa para probar variables de procesos multiples, porque se necesitan
menos ensayos experimentales en comparacion con el estudio de una variable a la
vez (Polak-Berecka, Wasko, Kordowska-Wiater, Targonski, & Kubik-Komar, 2011).
Es un enfoque matematico robusto y eficiente que incluye disefios experimentales
estadisticos y andlisis de regresion multiple, para buscar la mejor formulacion bajo un
conjunto de ecuaciones restringidas. La idea principal de RSM es utilizar una

secuencia de experimentos disefiados para obtener una respuesta 6ptima. RSM a
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menudo se ha aplicado para optimizar las variables de formulacion y la optimizacion

del proceso de fermentacién (V. Singh et al., 2017).

Como se detall6 anteriormente, la combinacion de todas estrategias conllevaria una
aproximacion eficiente en la busqueda de un objetivo en particular. OSMAC permitiria
explotar el potencial de un organismo al maximo, exigiéndole que exprese genes que
pueden estar silenciados a condiciones de cultivo tipicas. Esta aproximacion permite
aumentar, en algunos casos, hasta un 33% la produccién de &cido fusérico, citocalasina
D y acido 3-nitopropiénico en fuentes microbianas (Selegato et al., 2019). Otro estudio
revelé que el uso OSMAC propicié la produccién de un compuesto no reportado
previamente (surugamide A), por parte de un endofito de esponjas marinas Streptomyces
sp. SM17 (Almeida et al., 2019). Del mismo modo, esta estrategia revelé una amplia
diversidad de metabolitos secundarios generados por el PGPR Pantoea agglomerans Pa
con interesantes actividades de alivio al estrés salino y promotora del crecimiento vegetal
(Cherif-Silini et al., 2019). Adicionalmente, OSMAC podria servir como un método (util
para permitir la activacion de los genes silenciosos en el microorganismo y para la
formacion de metabolitos secundarios activos no reportados anteriormente (J. Zhang et
al., 2020). El uso de este tipo de estrategias permitiria ahondar en el conocimiento de
bacterias benéficas para las plantas y aprovechar su potencial como productoras de

sustancias bioactivas.

2.4.3 Genome mining.

El Genome mining proviene de la mineria de datos, que a su vez se define como la
recopilacion, el analisis y la interpretacion sistematicos de montones de datos ("big data")
con el objetivo de descubrir nuevos rasgos, relaciones, pautas o tendencias importantes.
En el caso de genome miming, los datos de la secuenciacion del genoma completo de
un organismo representa los grandes datos que son interpretados por herramientas

bioinformaticas para buscar nuevos catalizadores o metabolitos (Paterson et al., 2016).

El blanco de esta técnica es la enorme diversidad de metabolitos, los principios

biosintéticos y por lo tanto las maquinarias biosintéticas que para muchos de estos
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compuestos estan notablemente conservadas. Ejemplos de clases de metabolitos
secundarios que utilizan esos mecanismos conservados son los policétidos (PK),
péptidos no ribosomales sintetizados (NRP), Los péptidos ribosémicamente sintetizados
y postraduccionalmente modificados (RiPP), aminoglucdésidos, entre otros (Ziemert,
Alanjary, & Weber, 2016).

En afios recientes, se han desarrollado herramientas bioinforméticas de plataforma
abiertas para la busqueda de manera eficiente de genes asociados a los metabolitos,
alguna de estas son BAGEL (de Jong, van Hijum, Bijlsma, Kok, & Kuipers, 2006; van Heel
et al., 2018), CLUSEAN (CLUster SEquence ANalyzer) (Weber et al., 2009), antiSMASH
(The antibiotics & Secondary Metabolite Analysis Shell) (Blin et al., 2019; Blin et al.,
2017), ClusterFinder (Cimermancic et al., 2014), GNPS (Global Natural Products Social
Molecular Networking) (M. Wang et al., 2016) y EvoMining (Cruz-Morales et al., 2016;

Sélem-Mojica, Aguilar, Gutiérrez-Garcia, Martinez-Guerrero, & Barona-Gomez, 2019).

El desarrollo de toda esta tecnologia ha permitido identificar genes que codifican enzimas
involucradas en la biosintesis de metabolitos secundarios en secuencias de genomas
completos. Estos métodos pueden ser refinados centrando la busqueda no solo genes
individuales, sino también identificando grupos de genes o parte de ellos (partial or
complete gene clusters), pudiendo comparar los Biosynthetic gene clusters identificados
en genomas enviados por los usuarios con una gran coleccion de BGC de otros
microorganismos contenida en la base de datos curada MIBIG (Begani et al., 2018;
Kautsar et al., 2019; Ziemert et al., 2016).

Si bien el uso de estas herramientas se ha probado para encontrar nuevas moléculas vy,
en general cubren una gran gama de metabolitos secundarios, aln no se incluyen
mecanismo de reconocimiento de las enzimas de biocontrol y algunas rutas
especializadas, como las fitohormonas y los compuestos volatiles, entre otros y deben
ser rastreados con herramientas menos potentes como el BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) (Paterson et al., 2016). Diversos estudios se han desarrollado derivando en

la identificacion de compuesto con actividad antimicrobiana como los policétidos
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(Behnken & Hertweck, 2012; R. Chen et al., 2017; Pidot, Ishida, Cyrulies, & Hertweck,
2014; Ross, Opel, Scherlach, & Hertweck, 2014; Valiante et al., 2017; Yang et al., 2016;
Ye et al., 2017), péptidos no ribosomales (Liang Chen et al., 2019; Krzyzanowska et al.,
2016; K. Liu et al.,, 2017; Mohimani et al., 2014; Niehs, Dose, Scherlach, Roth, &
Hertweck, 2018; Thongkongkaew et al., 2018), bacteriocinas (Alvarez-Sieiro et al., 2016;
Letzel, Pidot, & Hertweck, 2014; Lopes et al., 2017; Sandiford, 2017; Zhao & Kuipers,
2016). Sin embargo las rizobacterias son un reservorio de metabolitos que esta por
explorar aun y estudios como el de Z. Li et al. (2020) presentan el potencial de bacterias
como promotoras de crecimiento y el empleo de genome mining reveld posibles BGC
intactos y novedosos, incluyendo dos NRPS, cuatro hibridos NRPS-PKS y cinco
bacteriocinas. El trabajo anterior es solo una muestra con PGPR, pero este tipo de
herramientas podran ampliar el potencial de las bacterias de la rizésfera como
generadoras de nuevas moléculas para el manejo de enfermedades en el sector

agropecuario.

Teniendo en cuenta lo mencionado en esta aqui, se plantea la siguiente hipotesis de
investigacion: ¢ Es posible obtener sustancias bioactivas a partir de rizobacterias nativas
obtenidas de suelos arroceros para el manejo eficaz de B. glumae en el sistema

productivo del arroz?

Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar el potencial antimicrobiano de
extractos bioactivos del aislamiento bacteriano mas promisorio proveniente de la
rizésfera del cultivo de arroz frente a Burkholderia glumae. Para ello, se seleccioné el
aislamiento rizosférico nativo del cultivo de arroz del Departamento del Tolima con mayor
actividad inhibitoria a partir de extractos crudos de Kosakonia sp. S13B3, Bacillus sp.
S21A1, Chryseobacterium gleum S12A1 y Pantoea sp. P21C5 frente a Burkholderia
glumae. Ademas, se establecieron los parametros ptimos para la obtencion de extractos
crudos bioactivos a partir de la bacteria mas promisoria y se realizé una aproximacion de
su composicion quimica. Finalmente, se determiné el potencial metabdlico de la
rizobacteria mas promisoria para el control de B. glumae empleando herramientas

bioinformaticas.
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3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAL BIOLOGICO

Los aislamientos objeto de estudio en este trabajo, fueron obtenidos en un estudio previo
realizado por el Grupo de Investigacion en Productos Naturales de la Universidad del
Tolima. Dichos aislamientos estan codificados como S13B3, S21A1, S12A1y P21C5, los
cuales han sido caracterizados como Kosakonia sp, Bacillus sp, Chryseobacterium
gleum y Pantoea sp respectivamente (Oliveros & Rueda Lorza, 2017). Estas cepas han
mostrado un potencial sobresaliente frente distintos fitopatdgenos del cultivo de arroz, en

especial B. glumae.

3.2 SELECCION PRELIMINAR

Se emplearon tres medios de cultivos para determinar qué microorganismos de los
mencionados anteriormente, presenta mayor potencial inhibiendo el crecimiento del
patdgeno Burkholderia glumae. Los medios utilizados fueron: Medio Minimo M9 5X
(NazHPO4; KH2PO4; NH4Cls; NaCl; CaClz; MgSOs; glucosa), medio GYP (glucosa,
extracto de levadura, peptona) y medio TSB (caldo tripticasa de soya).

3.2.1 Fermentaciones.

Los cultivos se realizaron en matraces con bafles o deflectores con capacidad de 125 mL
y el volumen a fermentar fue 50 mL, a 27 °C en una incubadora con orbital a 150 rpm
durante 48 h. A continuacion, se realiz6 una extraccion liquido - liquido con acetato de
etilo tres veces en una relacion 1:1 (Miguel A Matilla, Stéckmann, Leeper, & Salmond,
2012).

Por ultimo, la fase organica se recuperd y se filtrd6 con la ayuda de papel filtro que
contenia Na2SO4 anhidro con el fin de eliminar cualquier rastro de fase acuosa, y luego

el solvente se elimind por evaporacion rotativa asistida por vacio en un rotavapor Buchi
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R-300, obteniéndose el extracto bacteriano crudo. Los extractos crudos se llevaron a un
desecador conectado a una bomba de vacio con el fin de llevar a sequedad total la
muestra. Finalmente, las muestras fueron rotuladas y almacenadas a -20 °C hasta su

utilizacion.

3.2.2 Bioensayos.

El potencial de los extractos se determiné mediante la concentracion inhibitoria 50 (Clso),
empleando el método de microdilucion en caldo recomendado por el Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). Se empleé6 la metodologia M7-A10 (CLSI, 2015)
con algunas modificaciones, donde se realizé una curva de concentraciones con 6
réplicas por cada concentracion. Se transfirié una colonia (24 h de incubacion) a solucion
salina (NaCl 0,85%) y se agit6 vigorosamente en vortex. La turbidez fue ajustada con la
ayuda de un espectrofotémetro UV/VIS Multiskan® GO (Thermo Scientific) a 0,08 — 0,12
a una longitud de onda de 625 nm, para obtener una concentracién de 1 — 2 x 108

unidades formadoras de colonias por mL (UFC/mL).

Posteriormente, se prepard la solucion de los extractos crudos a la concentracion
deseada en metanol (solucion 1) y se diluy6 1/10 en medio Luria (LB). Luego, 100 L de
caldo LB fue afladido en cada pozo (de la fila B a la F) de una microplaca de 96 pozos y
los pozos de las filas G y H se emplearon como control de crecimiento y contaminacion
respectivamente. En lafila A, se agregaron 200 L de la solucion 1 y con una micropipeta
multicanal fueron transferidos 100 uL para realizar diluciones dobles del extracto crudo
en los pozos (B al F). El in6culo de Burkholderia glumae fue diluido 1/150 en medio LB
para obtener una suspension bacteriana a una concentracion de 1 x 108 UFC y se
afiadieron 100 pL en cada pozo. La microplaca se incubd a 30 °C por 24 h (Balouiri,
Sadiki, & Ibnsouda, 2016). Enseguida, se agregaron 30 puL de una solucién estéril de
Resazurina (0,015%) en cada pozo y se dejaron en incubacion por 4 h (Elshikh et al.,
2016). Finalmente, se realizo la lectura de la fluorescencia (560 nm/590 nm) en un lector

de microplacas multimodal Thermo Scientific™ Varioskan™ LUX.
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3.3 PROCESO DE OPTIMIZACION

Se emplearon disefios estadisticos para determinar qué factores influyen en la
bioactividad de los extractos crudos de la rizobacterias mas promisoria frente
Burkholderia glumae. A la seleccién previa del medio de cultivo, se incluy6 una variacion
unifactorial de fuentes de carbono (glucosa, glicerol, maltosa, almidén soluble, lactosa,
harina de arroz) y nitrégeno (extracto de levadura, urea, sulfato de amonio, nitrato de

potasio, harina de chachafruto).

3.3.1 Fuente de carbono.

Se realiz6 un disefio unifactorial donde se varié un factor a la vez. Se emple6 el medio
minimo M9 5X (NazHPOas; KH2POs4; NH4Cls; NaCl; CaClz; MgSOa4) al cual se le
adicionaron como fuente de carbono glucosa, glicerol, maltosa, almidén soluble, lactosa,

harina de arroz.

La obtencién de los extractos bacterianos se realiz6 como se describié en la seccion
3.2.1., asi como la realizacién de los bioensayos segun la metodologia propuesta en la
seccion 3.2.2., la curva de concentraciones evaluada fue 0.015625 — 2 mg/mL, cada
concentracion 4 réplicas y se realizaron 3 ensayos independientes en el tiempo.
Finalmente, se realiz6 un analisis de varianza de una via y se aplico la prueba de rangos

multiples de Tukey.

3.3.2 Fuente de nitrégeno.

Se realiz6 un disefio unifactorial donde se varié un factor a la vez. Se emple6 el medio
minimo M9 5X (NazHPO4; KH2PO4; NaCl; CaClz; MgSOa) al cual se le adicionaron como
fuente de nitrégeno sulfato de amonio ((NH4)2S04), nitrato de potasio (KNOs), cloruro de
amonio (NHa4Cl), urea, extracto de levadura (Y.E.) y harina de chachafruto (Erythrina
edulis) (H.Cha). Se tuvo en cuenta la composicién porcentual de nitrégeno de cada una
de las diferentes fuentes con el fin de equilibrar las proporciones en cada medio

resultante.
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La obtencion de los extractos bacterianos se realizd6 como se describio en la seccion
3.2.1., asi como la realizacion de los bioensayos segun la metodologia propuesta en la
seccién 3.2.2., la curva de concentraciones evaluada fue 0.015625 — 2 mg/mL, cada
concentracion 4 réplicas y se realizaron 3 ensayos independientes en el tiempo.
Finalmente, se realiz6 un andlisis de varianza de una via y se aplico la prueba de rangos

multiples de Tukey.

3.3.3 Seleccién de condiciones de cultivo.

Se empled un disefio Plackett-Burman para discriminar los componentes significativos
de los medios, como la fuente de carbono (harina de arroz (H.A.)), fuentes de nitrégeno
(extracto de levadura (Y.E.)); harina de chachafruto (H.Cha)), algunas sales (KH2POg;
NazHPO4; MgSO4 * 7H20; MnSO4 * H20; NaCl) y pH. Cada una de las variables en el
disefio de Plackett-Burman constaron de dos niveles: (-) para el nivel bajo y (+) para el
nivel alto (tabla 3-1). Se consideraron los factores que tuvieron un efecto significativo (p
< 0.05) en la bioactividad de los extractos bacterianos crudos (Podlesny et al., 2017). A
continuacion, se empleé la metodologia de superficie de respuestas para determinar los

pardmetros 6ptimos en la obtencion de extractos bioactivos.

La obtencién de los extractos bacterianos se realizé como se describi6é en la seccion
3.2.1., asi como la realizacion de los bioensayos segun la metodologia propuesta en la
seccion 3.2.2., la curva de concentraciones evaluada fue 0,0625 — 2 mg/mL, cada
concentracion con 4 réplicas. Se incluyeron 9 factores en el disefio como se muestra en
la tabla 3-1, con dos réplicas cada tratamiento, donde la unidad experimental cada costo
de tres matraces con bafles o deflectores. Se seleccionaron los tratamientos que
presentan efectos significativos en la obtencién de Clso bajas (variable respuesta) y se

apoyaron estos resultados con el diagrama de Pareto de efecto estandarizados.

Tabla 3-1. Variables seleccionadas para el diseiio Plackett—Burman

Cadigos factores Factores _1N|velei1
A(g/L) H.A. 2 20
B (g/L) Y.E. 0 10
C (g/L) H. Cha 0 5
D (g/L) KH2PO4 0 3
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E (g/L) NazHPO4 0 6

F (g/L) MgSOs*7H0 0,2 05
G (g/L) MnSOs*H,0 0,02 0,05
H (g/L) NaCl 0 0,5
J pH 6 8

-1, rango minimo de variable; +1 rango maximo de variable. Fuente: autor.

3.3.4 Optimizacion condiciones de cultivo.

Un disefio Box-Behnken fue utilizado para la optimizacion del efecto de las variables
significativas resultantes del disefio Plackett-Burman y que influyen sobre la respuesta,
es decir el efecto de los extractos sobre el crecimiento del patdégeno. Se incluyeron tres
factores, harina de arroz (H.A.), extracto de levadura (Y.E.) y harina de chachafruto
(H.Cha.). El andlisis de la varianza (ANOVA) se utiliz6 para el analisis estadistico del
modelo, compuesto por la prueba F de Fisher, la probabilidad asociada P(F), el
coeficiente de determinacion R? y el coeficiente de correlacion R que mide la bondad del

ajuste del modelo de regresion.

La obtencién de los extractos bacterianos se realiz6 como se describié en la seccion
3.2.1., asi como la realizacién de los bioensayos segun la metodologia propuesta en la
seccion 3.2.2., la curva de concentraciones evaluada fue 0,03125 — 2 mg/mL, cada

concentracion con 4 réplicas.

Por altimo, se realiz6 una fermentacion las condiciones éptimas y validar los resultados
obtenidos. Para ello se siguieron los procedimientos descritos en los numerales 3.2.1y

3.2.2, donde se vario el volumen a fermentar (100 mL) y el tamafio del matraz (500 mL).

3.4 CARACTERIZACION QUIMICA DE EXTRACTO OPTIMIZADO

3.4.1 Cromatografia flash.

Se utilizo la cromatografia preparativa flash sobre silice gel para fraccionar el extracto
crudo bacteriano. La columna de vidrio (diametro interno de 6 cm; longitud de 55 cm) se
empaco con gel de silice (gel de silice 60, Merck, DE) en hexano. A continuacion, se

mezclaron 240 mg de la muestra con gel de silice 60 en acetato de etilo y se eliminé el
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disolvente a presion reducida a 45 °C (rotavapor Blchi R-300). La muestra pulverizada
se afadi6 en la parte superior de la columna. El caudal de gas (aire comprimido) se fijé

en 2 pulgadas por minuto.

Los solventes empleados como fase maovil fueron hexano (Merck) y acetato de etilo
(Panreac). Se emple6 una elucion en gradiente donde se fue aumentando la
concentracion de acetato de etilo en un 10% cada 100 mL de fase movil. Las fracciones
se colectaron manualmente y se corrieron en una cromatografia de capa delgada (TLC,
por sus siglas en inglés), y los disolventes se eliminaron bajo presion reducida a 45 °C
(rotavapor Buchi R-300).

3.4.2 Resonancia magnética nuclear (RMN).

Los experimentos bidimensionales en RMN como son COSY H-H; HSQC y HMBC nos
brindan informacioén adicional. Los extractos bioactivos fueron evaluados con una
espectrofotometria de resonancia magnética nuclear (RMN) en un espectrofotometro
VARIAN AS400 MHz Mercury plus (Varian, Inc., Palo alto, CA, USA), con 300 MHz para
Hy 75 MHz para 3C. Los espectros fueron registrados en CD3OD a 25 °C.

3.4.3 Cromatografia liquida de alta resolucion (HRLC-MS).

La separacion se realizdé usando una columna C18 de fase reversa. El disolvente A fue
acido formico al 0,1% (v/v) en agua y el disolvente B acetonitrilo (MeCN). El gradiente de
disolvente fue: inicialmente 5% de B, durante 3 min, gradiente lineal de 5% a 98% de B
en 35 min, y luego se mantuvo a 98% de B durante 5 min, a un caudal de 0,1 mL / min.
Los espectros de masas de alta resolucion se registraron en un espectrémetro de masas
Exactite Orbitrap (Thermo) usando ionizacién por electrospray. Las masas moleculares
se usaron para generar la férmula molecular y se compararon con bases de datos para

conocer si se han reportado previamente (Granada et al., 2018).
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3.5 ANALISIS GENOMICO

3.5.1 Secuenciacion del genoma, ensamble y anotacion.

La bacteria se cultivo por duplicado en agar tripticasa de soya (TSA, Bioskar Diagnostic,
solo en Francia) a 37 °C durante 48 horas, luego se transfirieron 10 colonias a 15 ml de
medio liquido TSB y se incubaron a 37 °C durante 36 horas, de estos, 10 ml se
transfirieron de cultivo en fase logaritmica media a tardia (0,5 a 0,7 a una densidad 6ptica
de 600) a un tubo conico y se sedimentaron las células mediante centrifugacién a 7500
rpm durante 10 minutos, descartando el sobrenadante. El aislamiento de ADN gendémico
se realiz6 a partir de este sedimento. Brevemente, luego se lisaron en presencia de
proteinasa K, y el ADN se purificé mediante extraccién con fenol:cloroformo, seguida de
precipitacion con etanol. Finalmente, el ADN se resuspendié y almacend en buffer TE.
La cuantificacion y estimacion de la calidad y pureza del ADN gendmico se realizo
mediante espectrofotometro (Nanodrop N-1000, Thermo Fisher Scientific, Wilmington,
EE. UU.). La integridad del ADN se probé mediante electroforesis en un gel de agarosa
al 0,8 % y se visualiz6 mediante tincion con bromuro de etidio bajo iluminacion UV.
Siguiendo los requerimientos del Centro Nacional de Analisis Gendmico (CNAG-CRG,
Barcelona, Espafia), la muestra tenia una concentracion minima de 50 ng/ul, la

concentracion también se estimo en un fluorémetro (Qubit 4, Thermo Fisher Scientific).

Las bibliotecas de extremos emparejados de insercidn corta para la secuenciacion del
genoma completo se prepararon con un protocolo libre de PCR utilizando el kit KAPA
HyperPrep (Roche, Basilea, Suiza) con algunas modificaciones. En resumen, segun el
ADN de partida disponible, se cortaron de 0,4 a 1,0 ug de ADN gendmico en un Covaris™
LE220-Plus (Covaris, Brighton, Reino Unido) para alcanzar el tamafio de fragmento de
~400 pb. El tamafio del ADN fragmentado se seleccioné para el intervalo de fragmentos
de 220 a 550 pb con perlas AMPure XP (Agencourt, Beckman Coulter, Nyon, Suiza). Los
fragmentos de ADN gendmico seleccionados por tamafio se repararon en los extremos,
se adenilaron y se ligaron adaptadores compatibles con la plataforma lllumina con
indices duales Unicos e identificadores moleculares Uunicos (Integrated DNA

Technologies, Lovaina, Bélgica). La calidad de las bibliotecas se controlé6 en un
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bioanalizador Agilent 2100 con el ensayo DNA 7500 (Agilent, Madrid, Espafia) para
tamafo y cuantificacion mediante Kapa Library Quantification Kit para plataformas
lllumina (Roche). Las bibliotecas se secuenciaron en una plataforma NovaSeq6000
(Illumina, San Diego, CA, EE. UU.) en modo de extremo emparejado con una longitud de
lectura de 2x151+17+8 pb siguiendo el protocolo del fabricante para la indexacion dual.
El andlisis de imagenes, la llamada de bases y la puntuacién de calidad de la ejecucion
se procesaron utilizando el software Real-Time Analysis (RTA 3.4.4, lllumina) del
fabricante y seguido de la generacion de un archivo de secuencia FASTQ, de 3,82 GB y

una cobertura de 152 X.

e Andlisis filogenético. Empleando la plataforma PATRIC 3.6.12 se realiz0 el analisis
filogenético empleando genomas de referencia y representativos. La referencia mas
cercana y los genomas representativos fueron identificados por Mash/MinHash
(Ondov et al., 2016). Las familias de proteinas globales PATRIC (PGFams) (Davis et
al., 2016) se seleccionaron de estos genomas para determinar la ubicacion
filogenética de este genoma. Las secuencias de proteinas de estas familias se
alinearon con MUSCLE (Edgar, 2004), y los nucleétidos de cada una de esas

secuencias se asignaron a la alineacion de proteinas.

3.6 PREDICCION DE GENES ASOCIADOS A METABOLITOS SECUNDARIOS

La prediccion de genes fue realizada con PRIMS 4 (Chemistry Development Kitl,
HMMER, BLAST, BioJava, and FIMO) (Skinnider et al., 2020), BAGEL4 (van Heel et al.,
2018), Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes database (KEGG,
http://www.kegg.jp/kegg/). La herramienta web antibiotics and secondary metabolite
analysis shell 6.1.1 (antiSMASH 6.1.1) (Blin et al., 2017) se empleo para identificar genes
involucrados en la biosintesis de metabolitos bioactivos. Esta herramienta permitiéo una
rapida identificacion, anotaciéon y analisis de grupos de genes asociados a la biosintesis
de metabolitos en genomas bacterianos. Dicha herramienta, integra y enlaza un gran
namero de herramientas de analisis de metabolitos in silico que se han publicado

anteriormente (Blin et al., 2017).
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 SELECCION PRELIMINAR

Los cuatro aislamientos evaluados mostraron porcentajes de inhibicién superiores al 50%
frente a B. glumae. En la figura 4.1 se pueden apreciar la incidencia de diferentes medios
de cultivo sobre la generacion de extractos crudos bacterianos. Donde resalta el medio
tripticasa de soya que, a mayores concentraciones de extracto, presenté actividades mas
altas. Este medio posee los componentes minimos para el crecimiento de
microorganismos que no necesitan requerimientos especiales, dando a las bacterias
evaluadas una fuente de nitr6geno y carbono adecuada para biosintesis de metabolitos
bioactivos, lo cual queda de manifiesta al presentar en promedio los porcentajes de
inhibicion superiores al 65%, los mas altos de los tres medios evaluados. A pesar de las
diferencias observadas, no hay diferencias estadisticamente significativas entre los tres
medios evaluados para nivel de significancia del 95% (ver Anexo A.).
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Figura 4-1. Efecto de medios de cultivo en la produccién de extractos crudos bioactivos frente a

Burkholderia glumae. a. Pantoea sp. P21C5. b. Chryseobacterium gleum S12A1. c. Kosakonia sp. S13B3.

d. Bacillus sp. S21A1. Fuente: autor

Por otra parte, la cepa S13B3 produjo los extractos bioactivos con mayor actividad y

presentd un potencial interesante, incluso al interactuar con un medio minimo como M9,

al generar extractos crudos con porcentaje de inhibicién por encima del 50% después de

la fermentacion en dicho medio de cultivo, superior a cualquiera de las cepas evaluadas.

En general S13B3 mostré una mayor actividad en sus extractos, como se observa en la

figura 4.2, mostrandose como una cepa que puede responder de manera adecuada a los

cambios de condiciones para la generacion de sustancias bioactivas.
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Figura 4-2. Grafica de efectos principales para el porcentaje de inhibicion de extractos crudos bacterianos.

Fuente: autor
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Diversos estudios han mostrado que las condiciones de cultivo tienen efectos sobre la
biosintesis de metabolitos secundarios bioactivos (Abou-Taleb & Galal, 2018; Bode et
al., 2002; Grahovac et al., 2014; Ndlovu et al., 2017; V. Singh et al., 2017). Medios con
los nutrientes minimos como M9 son versatiles, ya que al ser enriquecidos con fuentes
de carbono, nitrégeno, sales o metales pueden actuar como moduladores de genes
responsables de biosintesis de metabolitos secundarios, que en determinados casos,
son los responsables de la actividad de las sustancia producidas por las
microorganismos (Selegato et al., 2019; Wu et al., 2018; J. Zhang et al., 2020). Teniendo
en cuanta lo anterior y los resultados obtenidos, se determina que la cepa S13B3 es la
mas promisoria para la produccion de sustancias bioactivas frente al fitopatdgeno del
cultivo de arroz Burkholderia glumae. Ademas, el medio minimo M9 es el mas adecuado
para realizar la optimizacion para obtencion de un extracto crudo bioactivo frente a dicho

fitopatogeno.

4.2 PROCESO DE OPTIMIZACION

4.2.1 Fuente de carbono.
El potencial de S13B3 in vitro frente al fitopatégeno del cultivo de arroz B. glumae, fue
evidente. Por ello se desarroll6 la optimizacion de las condiciones de cultivo para obtener

un extracto bioactivo con un potencial ain mayor.

Diferentes fuentes de carbono fueron evaluadas de manera independiente para
determinar cobmo el metabolismo del carbono influye sobre la biosintesis de metabolitos
secundarios bioactivos. En orden de la actividad de los extractos obtenidos las fuentes
de carbono fueron H.A.>Mal>Glu>Alm=Lac>Gly. En este sentido, se observdé que
azucares tipo disacaridos como la maltosa generan un incremento en la bioactividad de
los metabolitos producidos por S13B3, como se puede apreciar en la figura 4-3. Alli es
evidente que la maltosa incide en la produccion de un extracto crudo con capacidad de
inhibir el 50% del crecimiento del fitopatdégeno (Concentracién Inhibitoria 50 (Clso)) con

una concentracion 2,3 veces menor que los extractos obtenidos de la glucosa.
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Figura 4-3. Efecto de la fuente de carbono sobre la actividad de extractos crudo de S13B3 sobre B. glumae.

Extractos bacterianos: a. Glucosa (Glu); b. Almidén (Alm); c. Glicerol (Gly); d. Maltosa (Mal); e. Lactosa
(Lac); f. Harina de arroz (H.A.). Fuente: autor.

En ese mismo sentido, la harina de arroz (H.A.) es un mejor sustrato para la produccion
de extractos bioactivos con Clso 1,8 y 1,2 veces mas bajas frente a la glucosa y la

maltosa, respectivamente (Figura 4-3), mostrando el potencial de esta fuente de carbono
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para generar sustancias bioactivas. Lo anterior podria deberse a que la harina de arroz
no solo aporta sacaridos al medio de cultivo, sino también, aminoacidos, acidos grasos,
vitaminas y minerales que favorecen el crecimiento celular y la generacion de metabolitos
secundarios responsables de la actividad observada (D. Chen, Xue, Chen, Li, & Wang,
2016). Este sustrato se ha empleado para potenciar la obtencion de sustancias de interés
de organismos como los actinomicetos frente patbgenos como Staphylococcus aureus,
Kocuria rhizophila y Escheriacia coli (Prasetiyo, Santoso, & Maryanto, 2021), asi como
optimizacién de medios de cultivo para obtener enzimas de tipo lipasa por Bacillus cereus
(Vasiee, Behbahani, Yazdi, & Moradi, 2016). Lo anterior, refuerza la idea que la harina
de arroz es la fuente de carbono mas adecuada para ser sujeto de optimizacion en la
basqueda de las condiciones ideales para promover la produccion de metabolitos
bioactivos de S13B3.

4.2.2 Fuente de nitrégeno.

El efecto de diferentes fuentes de nitrégeno, donde se incluyeron nitrégeno organico
(urea, extracto de levadura (Y.E.) y harina de chachafruto (Erythrina edulis) (H.Cha)) y
nitrégeno inorganico (sulfato de amonio ((NH4)2S0a), nitrato de potasio (KNOsg), cloruro
de amonio (NH4Cl), fue evaluado sobre la generacion de extractos crudos bioactivos de

S13B3y sus efectos sobre el fitopatdgeno B. glumae.

En general, exceptuando la urea, las fuentes de nitrégeno organicas favorecieron la
obtencion de extractos crudos con mayor actividad, como se muestra en la figura 4-4.
Estos sustratos generaron Clso cinco veces menores que las obtenidas por las fuentes
de nitrégeno inorganicas. Ademas, se destaca el extracto de levadura (figura 4-4e), la
cual permiti6 que la cepa S13B3 generara los extractos crudos con mayor actividad
durante los ensayos realizados. Del mismo modo, la harina de chachafruto (figura 4-4f)
presentdé un comportamiento similar limitando el crecimiento in vitro de B. glumae,

generando Clspo de 0,27 mg/mL en promedio.
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Figura 4-4. Efecto de la fuente de nitrégeno sobre la actividad de extractos crudo de S13B3 sobre B.
glumae. Extractos bacterianos: a. (NH4)2SO4; b. KNOs; c. NH4ClI; d. Urea; e. Extracto de levadura (Y.E.); f.
Harina de chachafruto (Erythrina edulis) (H. Cha). Fuente: autor.

Después de la fuente de carbono, la fuente de nitrégeno es la mas abundante en los

medios de fermentacion, incluso algunos organismos solamente emplean nitrégeno
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como fuente de energia (Kampen, 2014). Teniendo en cuenta lo anterior y los resultados
obtenidos, algunos estudios han mostrado el efecto de fuentes de nitrégeno sobre la
generacion de metabolitos secundarios bioactivos, tal es el caso de Grahovac et al.
(2014) quienes evaluaron diferentes sustratos sobre la produccion de metabolitos
producidos por Streptomyces hygroscopicus, obteniendo los extractos con mayor
actividad los que contenian las proporciones mas altas de extracto de levadura. Del
mismo modo, estudios realizados en E. coli mostraron que unas mayores
concentraciones de fuentes de nitrdgeno organicas favorecen el crecimiento celular,
especificamente el extracto de levadura, y aumenta la sintesis de metabolitos (Han et
al., 2021).

Los resultados resaltados hasta aqui muestran el potencial del extracto de levadura,
compuesta por aminoacidos, péptidos y vitaminas solubles en agua, que tienen una
asimilacion lenta en los procesos fermentativos, evitando las limitaciones por la
concentracion de nitrégeno en el medio (Barrios-Gonzalez, 2018). Del mismo modo, lo
observado con la harina de chachafruto y su tendencia a contribuir en la generacion de
Clso bajas por parte de S13B3, podria suponer un fendmeno similar, debido a su
contenido relativamente alto en proteinas (~20%) que aporta diversidad de aminoacidos
tal como lisina, leucina, fenilalanina, triptéfano, prolina, entre otros (Silva Gama, 2020),
sin embardo no hay estudios encaminados en emplear este sustrato en procesos
fermentativos que busquen generar sustancias bioactivas de bacterias del suelo. Los
resultados alcanzados demuestran que tanto el extracto de levadura (Y.E.) y la harina de
chachafruto (H.Cha) son fuentes de nitrdgeno que promueven la obtencién de extractos
crudos bioactivos por parte de la cepa S13B3 en funcién de generar Clso bajas, por tanto

fueron incluidas en la optimizacion de las condiciones de cultivo.

El efecto antimicrobiano mostrado por la cepa S13B3 podrian explicarse gracias al
aprovechamiento por parte de la bacteria de los sustratos suministrados. Por ejemplo, el
aporte de sustratos ricos en aminoacidos (harina de arroz, extractos de levadura y harina
de chachafruto) conllevan a la obtencién de extractos crudos con mayor actividad y

contrasta con los medios que no contienen dichos sustratos. Es bien conocido que las
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rizobacterias tienen la capacidad de generar metabolitos de tipo indélico (Amer et al.,
2021; P. Kumar, Lee, & Lee, 2021; Palmieri & Petrini, 2019) gracias a que poseen una
gran capacidad para metabolizar el tript6fano por diversas rutas metabolicas (Spaepen,
Vanderleyden, & Remans, 2007). Sumado a lo anterior, el triptéfano ha sido identificado
como un precursor principal de las vias de biosintesis de acido indol acético en las
bacterias (Spaepen et al., 2007). Como ya se mencion0, el indol y sus derivados pueden
suprimir la patogénesis bacteriana por la capacidad de inhibir moléculas sefalizadoras y
la produccion de factores de virulencia (J.-H. Lee et al., 2015). Adicionalmente, diversos
estudios demuestran que el indol y sus derivados inhibieron tiene un efecto
antimicrobiano importante frente a patdégenos de interés (Aman & Rai V, 2016; Amer et
al., 2021; Palmieri & Petrini, 2019; Rustamova et al., 2019).

4.2.3 Seleccion de condiciones de cultivo.

Basados en los resultados obtenidos en los ensayos realizados con diversas fuentes de
carbono como de nitrégeno, se probd el modelo experimental Plackett-Burman para
limitar el nimero de variables estudiadas, donde la corrida seis produjo el extracto con

mayor actividad seguida de la corrida 4 (Tabla 4-1).

El andlisis de varianza revel un valor F de 2,42, un valor p de 0,047, asi como una falta
de ajuste no significante (0,327), indicando que el modelo es significativo (Anexo B), sin
embargo, el modelo requiri6 mejorar el ajuste. Por tanto, se procedid a realizar una
seleccion de términos escalonada paso a paso con un nivel de significancia mas amplio,
que permitié aumentar la significancia del modelo (0,000) y mejorar el ajuste (61,92%).
Los valores de p para los factores A, B, C fueron significativos, lo que indican que inciden
sobre las Clsos de los extractos evaluados, mientras que los demas factores no son
significativos a un nivel de 95%. El diagrama de Pareto (figura 4-5) indica que los factores
extracto de levadura (B) y harina de chachafruto (C) influyen en la obtencion de extractos
crudos con mayor bioactividad, mientras que la harina de arroz (A) genera Clso mas altas.
La siguiente ecuacion podria predecir las Clsos derivada del modelo Plackett-Burman Eq
1
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In(CI50) = —0,194 4+ 0,01756(H.A.) — 0,0438(Y.E.) — 0,0938(H.Cha) 1)

Tabla 4-1. Disefio experimental y resultados del disefio Plackett-Burman (DPB) para Clso de extractos
crudos de S13B3.
Corrida Variables Actividad antimicrobiana
A B C D E F G H Act. Clso Pred. Clso
gL g/L g/L g/L g/L gL g/L g/L (mg/mL) (mg/mL)

(&N

1 2 10 O 0 0 05 005 05 6 0,41 0,52
2 11 &5 25 15 3 035 0,035 025 7 0,77 0,69
3 11 &5 25 15 3 035 0,035 025 7 0,63 0,69
4 2 0 5 3 6 02 005 05 6 0,27 0,47
5 2 0 0 0 0 0,2 0,02 0 6 1,19 0,99
6 2 10 5 0 6 0,2 0,02 0 8 0,24 0,44
7 11 5 25 15 3 035 003 025 7 0,52 0,69
8 20 O 0 0 6 05 0,05 0 8 0,82 1,14
9 2 10 O 0 0 05 005 05 6 0,36 0,52
10 2 10 5 0 6 0,2 0,02 0 8 0,36 0,44
11 2 0 0 3 6 05 002 05 8 1,00 0,98
12 20 10 O 3 0 02 002 05 8 0,59 0,75
13 2 10 5 3 0 05 0,05 0 8 0,44 0,30
14 11 5 25 15 3 035 003 025 7 0,64 0,69
15 20 10 O 3 6 0,2 0,05 0 6 0,78 0,71
16 11 5 25 15 3 035 003 025 7 0,70 0,69
17 2 0 0 3 6 05 002 05 8 1,03 0,98
18 20 O 0 0 6 05 0,05 0 8 1,41 1,14
19 20 O 5 0 0 02 005 05 8 0,85 0,66
20 20 10 O 3 0 02 002 05 8 0,87 0,75
21 20 O 5 3 0 05 0,02 0 6 0,63 0,81
22 20 O 5 3 0 05 0,02 0 6 0,72 0,81
23 2 0 0 0 0 0,2 0,02 0 6 1,08 0,99
24 11 5 25 15 3 035 0,035 025 7 0,73 0,69
25 20 10 5 0 6 05 002 05 6 0,60 0,47
26 20 10 5 0 6 05 002 05 6 0,63 0,47
27 2 0 5 3 6 02 005 05 6 0,63 0,47
28 20 O 5 0 0 02 005 05 8 0,54 0,66
29 2 10 5 3 0 05 0,05 0 8 0,46 0,30
30 20 10 0O 3 6 0,2 0,05 0 6 0,70 0,71
a b
Término 2,083 Término 1,706

c ‘ c

B | B

H A

A ‘ G

F | H

G J

E D -

J E J

0,0 0,5 10 15 2,0 25 3,0 35 ] 1 2 3 4
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Figura 4-5. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados para DPB. a. 0=0,05; b. a=0,10. A= H.A.; B =
Y.E.; C = H. Cha; D = KH2POgs; E = Na2HPO4; F = MgSO4 * 7H20; G = MnSO4 * H20; H =NaCl; J = pH. En
azul los factores disminuyen la Clso; En gris los factores que aumentan la Clso; En blanco los factores que
fueron excluidos del modelo. Fuente: autor.
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Estos resultados refuerzan lo discutido en la seccion anterior, donde se mencioné la
relevancia de la fuente de nitr6geno sobre la generacién de metabolitos secundarios
bioactivos por parte de la cepa S13B3, resaltando la harina de chachafruto, que al
aumentar su concentracion en el medio de cultivo influye en la produccion de metabolitos
secundarios bioactivos (Anexo B). Por otra parte, algunos autores han descrito que
algunos minerales como los empleados en el disefio Plackett-Burman inciden sobre la
produccion de dichos metabolitos, pero dicha influencia puede ser positiva 0 negativa
(Manikandan, Gowdaman, Duraimurugan, & Prabagaran, 2019; Rajeswari, Jose, Amiya,
& Jebakumar, 2015; Vasiee et al., 2016).

4.2.4 Optimizacion.

El efecto antimicrobiano de extractos crudos generados por la cepa S13B3 fue
optimizado, con el fin de minimizar la Clso a través de la metodologia de superficie de
respuesta del disefio Box — Behnken. Treinta y nueve experimentos fueron realizados
con diferentes concentraciones de harina de arroz (A), extracto de levadura (B) y harina
de chachafruto (C). Las respuestas obtenidas (Tabla 5-2) fueron calculadas con un

modelo polinomio de segundo orden Eq. 2.

Clso = 0,1749 — 0,0426 A + 0,0279 B — 0,0489 C + 0,00844 A*> — 0,000921 B? +
0,005398 €? — 0,000272 A * B — 0,00101 A = C + 0,000113 B * C (2)

Tabla 4-2. Disefio experimental y resultados del disefio Box-Behnken (DBB) para Clso de extractos crudos
de S13B3.

Corrida Variables Actividad antimicrobiana
A B C Act, Clso Pred, Clso
gL g/L gL (mg/mL) (mg/mL)
1 2,5 5 10 0,30 0,27
2 25 20 2,5 0,22 0,21
3 25 125 6,25 0,23 0,22
4 0 125 10 0,38 0,44
5 5 125 10 0,39 0,38
6 2,5 5 2,5 0,14 0,14
7 5 20 6,25 0,23 0,22
8 5 125 25 0,25 0,26
9 25 125 6,25 0,23 0,22
10 0 125 10 0,53 0,44
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11 5 5 6,25 0,18 0,16

12 25 20 10 0,38 0,35
13 0 125 25 0,31 0,29
14 0 125 25 0,35 0,29
15 0 20 6,25 0,30 0,28
16 25 5 25 0,10 0,14
17 5 5 6,25 0,15 0,16
18 0 20 6,25 0,26 0,28
19 5 20 6,25 0,19 0,22
20 2,5 5 2,5 0,18 0,14
21 0 5 6,25 0,16 0,20
22 0 125 25 0,23 0,29
23 0 5 6,25 0,22 0,20
24 2,5 5 10 0,21 0,27
25 5 125 25 0,23 0,26
26 25 20 2,5 0,21 0,21
27 25 125 6,25 0,19 0,22
28 5 20 6,25 0,25 0,22
29 25 20 2,5 0,23 0,21
30 0 5 6,25 0,22 0,20
31 5 125 25 0,28 0,26
32 2,5 5 10 0,25 0,27
33 0 20 6,25 0,26 0,28
34 5 5 6,25 0,19 0,16
35 5 125 10 0,36 0,38
36 25 20 10 0,33 0,35
37 5 125 10 0,37 0,38
38 0 125 10 0,46 0,44
39 25 20 10 0,34 0,35

El analisis de varianza (tabla 4-3) del modelo expuesto anteriormente fue significativo
con un valor F de 22,34 un valor p de 0,000. El coeficiente de determinacién R? muestra
gue dicho modelo explica la variabilidad del 87,39% y el R? ajustado de 83,48%, unos
valores que ratifican la significancia del modelo obtenido. Por otra parte, los coeficientes
de la regresion lineal presentan un gran impacto sobre la Clso acorde a los valores p [pA
= (0,002), pB = (0,000), pC = (0,000)], lo que indica que la harina de arroz, extracto de
levadura y la harina de chachafruto tienen una incidencia elevada como sustrato sobre

la bioactividad de los extractos crudos producidos por S13B3.
Sumado a los anterior, la harina de arroz favorece la obtencién de valores bajos de Clso,

mientras que los factores B y C aumentan dichos valores. Los coeficientes cuadraticos

fueron significativos y el efecto negativo del coeficiente B? determind la tendencia a
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obtener una Clso baja a medida que los valores del parametro aumentaban y acrecentar

la Clso a medida que los valores del parametro disminuyeron por encima de lo definido.

El modelo matematico permitié obtener superficies de respuesta que tienen las variables
independientes y la interaccion de las mismas sobre la Clso, como se muestra en la figura
4-6, donde se aprecia la actividad mostrada por los extractos para cada par de variables
y conservando la otra variable constante en la mitad de la concentracion evaluada. Los
valores 6ptimos sugeridos por el modelo fueron 2,88 g/L de harina de arroz, 5 g/L de

extracto de levadura y 4,77 g/L de harina de chachafruto (anexo C).

Tabla 4-3. Andlisis de varianza del disefio Box-Behnken (DBB).

Fuente GL SC Sec. Contribucion SC Ajust. MC Ajust. Valor F  Valor p
Modelo 9 0,271093 87,39% 0,271093 0,030121 22,34 0,000
Lineal 3 0,151249 48,76% 0,151249 0,050416 37,39 0,000
A (H.A) 1 0,015504 5,00% 0,015504 0,015504 11,50 0,002
B (Y.E) 1 0,032516 10,48% 0,032516 0,032516 24,12 0,000
C (H.Cha) 1 0,103228 33,28% 0,103228 0,103228 76,56 0,000
Cuadrado 3 0,118339 38,15% 0,118339 0,039446 29,26 0,000
AZ (H.A*H.A) 1 0,019100 6,16% 0,019059 0,019059 14,14 0,001
B2 (Y.E*Y.E) 1 0,059732 19,26% 0,018396 0,018396 13,64 0,001
C? (H.Cha*H.Cha) 1 0,039507 12,74% 0,039507 0,039507 29,30 0,000
Interaccién de 2 factores 3 0,001506 0,49% 0,001506 0,000502 0,37 0,774
H.A*Y.E 1 0,000311 0,10% 0,000311 0,000311 0,23 0,635
H.A*H.Cha 1 0,001074 0,35% 0,001074 0,001074 0,80 0,380
Y.E*H.Cha 1 0,000121 0,04% 0,000121 0,000121 0,09 0,767
Error 29 0,039101 12,61% 0,039101 0,001348
Falta de ajuste 3 0,002484 0,80% 0,002484 0,000828 0,59 0,628
Error puro 26 0,036616 11,80% 0,036616 0,001408
Total 38 0,310194  100,00%

La metodologia aplicada permitié optimizar la concentracion a la cual se generan
extractos crudos con mayor actividad, representas en Clso pequefias, mostrando una
disminucién de 1,71 veces comparada con las obtenidas antes de la optimizacion.
Estudios han mostrado el potencial de este tipo de metodologias para aumentar hasta
en 250 veces el rendimiento de la produccion de metabolitos secundarios de
Pseudomonas aeruginosa LV (Bedoya et al., 2019). Asi mismo, Ahsan et al., (2017)
emplearon una metodologia de superficie de respuesta que permiti6 obtener las
concentraciones del medio de cultivo para aumentar la produccion de metabolitos
secundarios por parte de Streptomyces diastatochromogenes KX852460 frente al

fitopatogeno Rhizoctonia solani AG-3. Ademas, se optimizé la produccién de un
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exopolisacarido con actividad para promover el crecimiento de plantas por parte de cepa
Kosakonia cowanii LT-1 empleando un disefio Box- Behnken, el cual aport6 informacion
sobre la combinacién de los factores evaluados (Gao et al., 2020). Los resultados
obtenidos en este estudio sefialan que fuentes poco convencionales en los medios de
cultivos pueden ser sustratos valiosos para contribuir en la produccion de metabolitos
secundarios bioactivos por parte de bacterias obtenidas de la rizosfera del cultivo de

arroz.

02
cIs0

02

01

Figura 4-6. Superficie de respuesta para Clso de extractos crudos de S13B3. Los gréficos tridimensionales
muestran la influencia de (a) extracto de levadura (Y.E) y harina de arroz (H.A), (b) harina de chachafruto
(H.Cha) y harina de arroz, y (c) harina de chachafruto y extracto de levadura sobre la Clso de extractos
crudos de S13B3.

4.3 CARACTERIZACION QUIMICA

4.3.1 Cromatografia flash.

Se evaluaron extractos crudos previos a la optimizacion y extractos optimizados (figura
4-7). Un total de seis fracciones fueron obtenidas, las cuales se etiquetaron como F1, F2,
F3 (no optimizadas) y F1 Op, F2 Op, F3 Op (optimizadas). Las muestras fueron
almacenadas a -20 °C hasta que se evalué su bioactividad y se llevd a cabo la

caracterizacion quimica. En los dos momentos se pudo apreciar que la primera fraccion
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presentd un mayor peso, aproximadamente un 31% del contenido total del extracto

crudo.

En el caso del extracto optimizado, la segunda fraccion representd un 10% vy la tercera
fraccion un 22%. Adicionalmente, los ensayos antimicrobianos mostraron que las
fracciones 1 presentan porcentajes de inhibicion del 100% frente a B. glumae con
concentraciones ocho veces menores que la de un extracto crudo, lo que indica que los
metabolitos bioactivos generados por la rizobacteria poseen una polaridad no muy
elevada al observarse en las cromatografias de capa delgada en la parte superior del
corrido cromatografico, como se aprecia en las cromatografias de capa delgada (figura
4-8).

Figura 4-7. Cromatografia flash de extractos crudos de S13B3. Fuente: autor.
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Figura 4-8. Cromatografias en capa delgada de fracciones del extracto crudo generado por la cepa S13B3.
En el recuadro negro se remarca el extracto crudo y en rojo se sefiala la fraccion 1 del extracto bioactivo
generado por la cepa S13B3. Fuente: autor.

4.3.2 Resonancia magnética nuclear (RMN).

El proceso de elucidacion estructural comenzd con la comparacién de los diferentes
espectros de RMN de proton de la fraccion bioactiva; se analizaron las diferentes
regiones del mismo, junto con los espectros de carbono 13 y bidimensionales (COSY;
HSQC; HMBC). Se seleccionan todas las caracteristicas estructurales observadas
(segmentos de la molécula) y con esta informacion se propuso la estructura del

compuesto predominante en F1.

El espectro 'H muestra claramente 6 sefiales, todas en la regiéon de aromaticos y vinilicos
((*H RMN (300 MHz, MeOD) & 7,55 (d, J = 7,7 Hz, 1H); 7,38 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 7,21 (d,
J=3,3 Hz, 1H); 7,09 (t, J = 6,8 Hz, 1H); 7,00 (t, J = 7,0 Hz, 1H); 6,44 (d, J = 2,8 Hz, 1H)).
Se observa que el anillo aromético es un sistema orto sustituido. Las multiplicidades para
este son doblete-triplete-triplete-doblete (observado claramente en el experimento
COSY) y un doble enlace con un H sobre cada carbono del doble enlace (H(A) — H(B)),
como se observa en la tabla 4-4 y en las figuras 4-9; 4-11.

Tabla 4-4. Analisis espectro de resonancia magnética nuclear 'H fraccién 1 (bioactiva).
Nombre | Desplazamiento | H's | Integral | Clase J's

1] F(d) 7,38 1 | 1,00 d 8,03
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2 E (d) 7,55 1 1,00 d 7,69
3 D (t) 7,09 1 1,00 t 6,82, 6,82
4 C () 7,00 1 1,00 t 6,96, 6,96
5 B (d) 7,21 1 1,00 d 3,28
6 A (d) 6,44 1 1,00 d 2,84
Multiplicidad entre paréntesis. d=doblete; t=triplete.
N

T T T
7.8 7.7 7.6

T
7.4

T T
7.3 7.2

T
7.1

7.0
f1 (ppm)

T T T T T
6.9 6.8 6.7 6.6 6.5

T T T
6.4 6.3 6.2

Figura 4-9. Espectro de resonancia magnética nuclear H fraccion 1 (bioactiva).

Por otro lado, en los experimentos de carbono 13 se observan 8 sefiales, 2 de ellas con
menor intensidad (& 137,60, 129,38) lo que indica que son carbonos cuaternarios, esto
ultimo verificado con el DEPT. 6 sefales corresponden a carbonos metinos (CH) cada

sefal de carbono se corresponde con una sefial de protones. *3C NMR (75 MHz, MeOD)

0 137,6; 129,4; 125,4;,122,1; 121,1; 119,9; 112,1; 102,2.
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Figura 4-10. Espectro de resonancia magnética nuclear 13C fraccién 1 (bioactiva).

Los experimentos COSY H-H (COrrelated SpectroscopY) permitieron determinar qué
sefales surgen de los protones vecinos y da como resultado los sistemas de spin que se

muestran en la figura 4-11.

— T i
.\ e 2 ) Y
5 1;? XA
H(A)
- “‘B’\)

Figura 4-11. Espectro COSY H-H y sistemas spin resultantes para fracciéon 1 (bioactiva).

El experimento bidimensional HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) se uso
para determinar las correlaciones de enlace simple protdn-carbono, donde los protones
se encuentran a lo largo del eje F2 (X) observado y los carbonos estan a lo largo del eje

F1 (Y), ver figura 4-12.
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Figura 4-12. HSQC. Correlacion C — H de fraccién 1 (bioactiva). Eje X espectro 1H; eje Y espectro 13C. Las
lineas en rojo sefalan la correlacion entre el atomo de hidrégeno y el atomo de carbono.

Del mismo modo, la correlacion C-H a larga distancia 3 enlaces (en ocasiones 2 0 4
enlaces) mediante HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation), muestra claramente
gue hay correlaciones entre los protones del sistema H(A) — H(B) con los carbonos
aromaticos y de los protones aromaticos con los carbonos H(A) — H(B), esto indica que
dicho sistema esta conectado al anillo aromético. En la estructura se representa con

flechas las correlaciones representativas en HMBC que indican la conexion entre los dos

sistemas de spin (figura 4-13 (b)).
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Figura 4-13. HMBC. Correlacion C — H a larga distancia de fraccion 1 (bioactiva) a. Eje X espectro *H; eje
Y espectro 13C. Las lineas en rojo sefialan la correlaciéon entre el atomo de hidrégeno y el atomo de

carbono.
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Considerando que el compuesto proviene de extractos generados por una cepa bacteria
obtenida de la rizésfera del cultivo de arroz, y basados en la informacion arrojada por los
diferentes experimentos de RMN 1D y 2D se propone como hipétesis estructural la
molécula que se muestra en la figura 4-14. Los compuestos de tipo inddlico son muy
comunes en los sistemas bioldgicos por lo que es muy probable que X corresponda al
nitrogeno (P. Kumar et al., 2021; X. Wang et al., 2017), esto se puede verificar usando la
espectrometria de masas. Finalmente, en la fraccion 1 presenta algunas caracteristicas
similares al indol, el patron de sustitucion es similar con desplazamientos quimicos
diferentes, parece estar sustituido en la posicién 3 como es usual en los compuestos de
tipo inddlico, sin embargo, se evidencian una gran cantidad de impurezas que hacen
imposibles extraer mas informacién del espectro, como se puede apreciar en el anexo
D.

H(E)

H(A)

(OH

(D)H

H(F) X=N

Figura 4-14. Estructura compuesto mayoritario en la fraccion bioactiva 1 (F1).

4.3.3 Cromatografia liquida de alta resoluciéon (HRLC-MS).
En la busqueda de la region con m/z 118 — 119 en modo positivo, se encontro un pico de
intensidad grande de masa 118,0650, consistente con el ion M+H* CsHsN (calc.

118,0651) en practicamente todas las muestras, tal como se muestra en la figura 4-15.
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Figura 4-15. Pico basado en la regién comprendida entre 118 — 119 m/z. F1 Op: fraccién 1 optimizada;
F1: fraccién 1; F2 Op: fraccidn 2 optimizada; F2: fraccion 2; F3 Op: fraccion 3 optimizada; F3: fraccién; RE
Op: extracto crudo optimizado; RE: extracto crudo.

Los resultados obtenidos muestran una relacion directamente proporcional entre la
bioactividad de las fracciones y los extractos crudos evaluados, con el aumento del indol
(118.0650, consistente con el ion M+H* CsHsN) en las muestras evaluadas frente a B.
glumae. Segun se mencioné anteriormente, al concentrar el derivado inddlico en la
fraccion 1 optimizada, se obtiene una bioactividad ocho veces mayor que la que presentd
el extracto crudo. Por otro lado, la optimizacion permitié obtener las condiciones ideales

para que la cepa S13B3 genere una mayor produccion de metabolitos bioactivos.

Asociado a lo anterior, el efecto de comunidades bacterianas aislada de suelos organicos
ha generado la supresion de la enfermedad generada por fitopatdgenos (Ando et al.,
2022). Dentro de los géneros mas representativos se encuentra Streptomyces que ha
sido ampliamente estudiado, generando un gran nimero de moléculas bioactivas frente
a fitopatégenos del cultivo de arroz, entre ellos B. glumae (Betancur et al., 2020; Ngalimat

et al., 2021; Suéarez-Moreno et al., 2019). Sin embargo, algunas familias menos
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estudiadas como las Enterobacteriaceae, pero con gran relevancia en la rizésfera de las
plantas, son generadores de metabolitos bioactivos (Cernava et al., 2019; Ji et al., 2020).
Especialmente, se ha reportado que algunas cepas presentan la habilidad de
biotransformar el indol en compuestos de interés (Qu et al., 2015).

En el caso de metabolitos bioactivos derivados del indol se destaca el estudio realizado
por Amer et al. (2021), donde se inhibié el crecimiento de Proteus mirabilis, un patdégeno
de las vias urinaria, tal efecto fue generado por dos rizobacterias del genero Enterobacter
Zch127 y Chg70 aisladas de suelo de Cucurbita pepo (Calabacin) y Brassica oleracea
var. capitata L. (Col), respectivamente. Metabolitos de naturaleza similar fueron
caracterizados en extractos producidos por Pantoea ananatis 4G-9, generaron un fuerte
efecto antimicrobiano frente a Mycosphaerella musicola (Aman & Rai V, 2016). Ademas,
cinco derivados indolicos (1H-indol-7-ol, triptofol, &cido 3-indolpropibnico, triptéfano, 3,3-
di(1H-indol-3-il) propano-1,2-diol) procedentes de Pantoea ananatis VERAS, presentaron
bioactividad frente a células B16 (Rustamova et al., 2019). Asi mismo, Pefialoza et al.
(2020) realizaron estudios sobre el efecto de extractos generados por cepas de
Enterobacter tabaci sobre B. glumae, donde en el perfii metabolomico fueron
identificados algunos metabolitos de naturaleza inddlica como triptofol, proveniente de la
ruta del triptéfano, el cual ha mostrado bioactividad frente a patégenos de interés clinico

como Campylobacter jejuni (Palmieri & Petrini, 2019).

4.4 ANALISIS GENOMICO

Los datos crudos producto del secuenciamiento fueron procesados y se les evalud la
calidad con la herramienta FastQC. Se pudo comprobar que la calidad de los reads es
buena, como se puede apreciar en el anexo E. Posteriormente, los datasets R1 y R2
fueron concatenados. Con los datos concatenados se realizo el ensamblaje empleando
la herramienta SPADES, obteniendo asi los contings y los scaffolds. El resultado del
ensamblaje generd 73 contigs, con una longitud de 4.899.359 pares de bases y un

contenido promedio de G+C de 55%.
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4.4.1 Anotacion del genoma de S13B3.
El genoma de la cepa bacteriana caracterizada inicialmente como Kosakonia sp.,

pertenece al dominio Bacteria y la taxonomia que le corresponde es la siguiente:

Organismos celulares > Bacteria > Proteobacteria > Gammaproteobacteria >

Enterobacterales > Enterobacteriaceae > Enterobacter.

Este genoma tiene 4.606 secuencias codificantes de proteinas (CDS), 87 genes de ARN
de transferencia (ARNt) y 12 genes de ARN ribosémico (ARNr). La anotacion incluye 531
proteinas hipotéticas y 4.075 proteinas con asignaciones funcionales. Estas proteinas
incluyen 1.278 enzimas con numeros de la comision de enzimas (EC numbers)
(Schomburg et al., 2004), 1.048 con ontologia de genes (GO) (Ashburner et al., 2000) y
914 proteinas que se asignaron a rutas en la base de datos KEGG (Kanehisa, Sato,

Kawashima, Furumichi, & Tanabe, 2015).

Adicionalmente, la plataforma PATRIC permitié la anotacion dos tipos de familias de
proteinas (Davis et al., 2016), el cual presenta 4.484 proteinas que pertenecen a la familia
de proteinas especificas del género (PLFams) Enterobacter y 4.514 proteinas que
pertenecen a la familia de proteinas de género cruzado (PGFams). Adicionalmente, se
obtuvo un subsistema, el cual es un conjunto de proteinas que juntas implementan un
proceso biologico especifico o un complejo estructural (Overbeek et al.,, 2005), y la
anotacion PATRIC incluye un analisis de los subsistemas exclusivos de cada genoma.
En la figura 4-16 se proporciona una descripcion general de los subsistemas del genoma
de S13B3. El numero de ARN ribosomicos y ARN de transferencia es tipico de las
bacterias del suelo que responden rapidamente a la disponibilidad de nutrientes en
constante cambio. Caracteristicas similares han sido reportadas en otros integrantes de

la familia Enterobacteriaceae (Andrés-Barrao et al., 2017).
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En la figura 4-17 se proporciona una visualizacion grafica circular de la distribucion de
las anotaciones del genoma. Esto incluye, de los anillos externos a los internos, los
contigs, CDS en la cadena directa (forward), CDS en la cadena inversa (reverse), genes
de ARN, CDS con homologia con genes de resistencia antimicrobianos conocidos, CDS
con homologia para conocer factores de virulencia, contenido de GC y sesgo de GC. Los

colores del CDS en la cadena directa e inversa indican el subsistema al que pertenecen

Recuentos de subsistemas (Subsistemas;genes)

@ Metabolismo (113;964)

@ Procesamiento de Proteinas (46;256)

B Respuesta al Estrés, Defensa, Virulencia (42;209)

W Energia (36;322)

B Transporte de Membrana (31;203)

W Procesamiento de ADN (22:203)

B Procesos Celulares (21;143)
Procesamiento ARN (14;77)

M Envoltura Celular (12:106)

B Miscellaneous (9;44)
Regulacion y Senalizacion Celular (7;34)

Figura 4-16. Subsistemas anotados en el genoma de la cepa S13B3.

estos genes presentados en la figura 4-16.

Genes especiales. Algunos de

los genes anotados tienen homologia con
transportadores conocidos (Saier et al., 2015), factores de virulencia (Lihong Chen,
Zheng, Liu, Yang, & Jin, 2015; Mao et al., 2014), dianas farmacologicas (Law et al.,
2013; Zhu et al., 2009) y genes de resistencia a antibidticos (McArthur et al., 2013).
En la tabla 4-5 se proporciona el nimero de genes y la base de datos fuente

especifica donde se encontrd la homologia.

Genes de resistencia a los antimicrobianos. Algunos genes asociados a resistencia
antibidtica fueron anotados en el genoma de S13B3. Se debe mencionar que la
presencia de genes relacionados con resistencia antibiética no implica que el
organismo sea resistente a los antibiéticos. En la tabla 4-6 se presentan algunos de

los mecanismos de resistencia a los antibiéticos en S13B3.
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Figura 4-17. Distribucion de las anotaciones del genoma de S13B3.

Tabla 4-5. Genes especiales anotados en el genoma de S13B3.

Funcién Fuente Genes
Resistencia antibi6tica CARD 58
Resistencia antibi6tica NDARO 4
Resistencia antibidtica PATRIC 66
Dianas farmacolégicas  DrugBank 311
Dianas farmacoldgicas TTD 56

Transporte TCDB 569
Factor de virulencia  PATRIC_VF 120
Factor de virulencia VFDB 23
Factor de virulencia Victors 149
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Tabla 4-6. Genes de resistencia a los antimicrobianos.

Mecanismo Genes
Enzima de activacion de antibioticos KatG
Enzima de inactivacién de antibidticos Familia CMH

Cluster, casete U opero_n_@g genes de MarA, MarB, MarR
resistencia a antibioticos

Alr, Ddl, dxr, EF-G, EF-Tu, folA, Dfr, folP,
gyrA, gyrB, inhA, fabl, 1so-tRNA, kasA, MurA,

rho, rpoB, rpoC, S10p, S12p

Blanco de antibidticos en especies
susceptibles

Proteina de proteccion de la diana antibittica BerC
AcrAB-TolC, AcrAD-TolC, AcrEF-TolC , AcrZ,
Bomba de eflujo que confiere resistencia a EmrAB-TolC, EmrD, MacA, MacB,
los antibidticos MdfA/Cmr, MdtABC-TolC, MdtL, SugE,
TolC/OpmH
Gen que confiere resistencia por ausencia gidB
Proteina que altera la carga de la pared
celular que confiere resistencia a los GdpD, PgsA
antibioticos
Proteina moduladora la permeabilidad a los

antibioticos OccD6/OprQ, OprB
Regulador que modula la expresion de genes

. . e AcrAB-TolC, EmrAB-TolC, H-NS, OxyR
de resistencia a antibiéticos

Andlisis filogenético. El andlisis filogenético revelé que la cepa previamente
identificada como Kosakonia sp S13B3 mediante la comparacién de secuencias 16s
del gen rADN, pertenece al género Enterobacter, como se aprecia en la figura 4-18.
La cepa S13B3 tiene cercania con la cepa Enterobacter cloacae subsp. cloacae
ATCC 13047. Este tipo de reclasificaciones son comunes en géneros tan cercanos
como Kosakonia y Enterobacter, y es posible que existan secuencias en bases de
datos reportadas como Kosakonia que en realidad correspondan a Enterobacter
(Brady, Cleenwerck, Venter, Coutinho, & De Vos, 2013). En este sentido, al emplear
secuencias mas especificas para una familia tan amplia como la Enterobacteriaceae
se obtienen aproximaciones mas robustas que permiten llegar a la reclasificacion de

la cepa S13B3, en adelante Enterobacter cloacae S13B3.
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Figura 4-18. Arbol filogenético de Enterobacter cloacae S13B3.

Microbacterium sp. SUBGO005 15041363

100

= Enterobacter hormaechei ATCC 49162 8880633

Enterobacter mori LMG 25706 980518.3

= Enterobacter $§13B3 547.711 547.711

100

w— Enterobacter cloacae subsp. cloacae ATCC 13047 7165414

Enterobacter cancerogenus ATCC 35316 300639 8

Enterobacter asburiae LF7a 6405133

Enterobacter sp. 638 399742.10

I‘ Leclercia adecarboxyvlata strain USDA-ARS-USMARC-60222 83655.10

100

I' Leclercia adecarboxylata ATCC 23216 = NBRC 102595 911008.3

Enterobacter lignolyticus SCF1 701347 4

0.08

4.5 PREDICCION DE GENES

4.5.1 Genes potenciales asociados al crecimiento de las plantas.
La anotacion del genoma de E. cloacae S13B3 revel6 diferentes genes que contribuyen
directa o indirectamente en la capacidad que podria tener la cepa S13B3 como promotor

del crecimiento vegetal, tal como se indica en la tabla 4-7.

En la anotacion del genoma, diferentes genes relacionados con la biosintesis de
sideroforos fueron identificados. Estos incluyen sintesis y transporte de enterobactina
(entC), transportadores ABC de hierro-enterobactina/sideroforo (fepB, fepC, fepD, fepG),
transportador ABC de hidroxamato de hierro (fhuC). También presenta genes trp (trpA,
trpB) implicados en la biosintesis del triptéfano, usado en diversos procesos bioldgicos,
incluida la produccion de acido indol acético (AlA) (Ghosh, Ghosh, & Maiti, 2011; Hayat

et al., 2010). Este analisis también incluye grupos de genes que harian posible la
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solubilizacion de fosfato y potasio, como se demostré en el estudio de Pefialoza Atuesta

et al. (2020) empleando dos cepas de Enterobacter.

Tabla 4-7. Genes potencialmente asociados con rasgos promotores del crecimiento vegetal (PGP) en el
genoma de E. cloacae S13B3.

Funcion Gen Descripcién

fepB Proteina periplasmica de union a enterobactina férrica FepB
entS Exportador de enterobactina EntS

- fepD Permeasa del transportador ABC del sider6foro Fe®*
Produccién de

sideroforos fepG Permeasa transportadora ABC de hierro-enterobactina
fepC P.roteina de unién a ATP del transportador ABC de enterobactina de
hierro
fhuC Transportador ABC Proteina de union a ATP Fe3*-hidroxamato FhuC
trpB Subunidad beta de tript6fano sintasa

Produccién de AIA . L )
trpA Subunidad alfa de la triptéfano sintasa

phoU Proteina del complejo de sefializacion de fosfato PhoU

pstB Transportador de fosfato ABC proteina de unién a ATP PstB

pstA Transportador de fosfato ABC permeasa PstA

pstC Permeasa transportadora ABC de fosfato PstC

pstS Proteina de union al sustrato del transportador ABC de fosfato PstS
phoA Fosfatasa alcalina

Solubilizacion de ppkl Polifosfato quinasa 1

fosfato

glpT Transportador de glicerol-3-fosfato

gapA Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

uhpT Hexosa-6-fosfato:antiportador de fosfato

phnC Proteina de unidn a ATP del transportador ABC de fosfonato

phnD Proteina de union al sustrato del transportador ABC de fosfonato

phnE Transportador de fosfonato ABC, proteina permeasa PhnE

trkH Sistema Trk transportador de potasio TrkH

kup Transportador de potasio de baja afinidad Kup

kefG Proteina auxiliar del sistema de salida de potasio regulada por glutation
Solubilizaciéon de kefB Proteina del sistema de salida de potasio regulada por glutation KefB
potasio trkA Sistema Trk transportador de potasio TrkA

kdpB Subunidad KdpB de la ATPasa transportadora de potasio
kefC Proteina del sistema de salida de potasio regulada por glutation KefC

kefF Sistema de salida de potasio regulado por glutation
Metabolismo del
nitrégeno
Reduccién de
nitrito/nitrato

ginG Proteina reguladora de nitrdgeno NR(I)

narK Transportadora de nitrato / nitrito NarK
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4.5.2 Genes potenciales asociados a metabolitos secundarios.

La busqueda de metabolitos secundarios con posible actividad antimicrobia fue realizado

a través de la plataforma The antibiotics & Secondary Metabolite Analysis Shell

(antiSMASH ver. 6.1.1) (Blin et al., 2021). El analisis in silico del genoma de E. cloacae

S13B3 revela la presencia de algunos grupos de genes asociados a la biosintesis de

metabolitos secundarios como tiopéptidos, péptidos no ribosomales (NRPS), siberoforos,

polienos de arilo e hibridos de policétidos y péptidos no ribosomales, como se aprecia

en la tabla 4-8 y la figura 4-19.

Tabla 4-8. Grupos de genes detectados en E. cloacae S13B3.

Region Tipo Inicio Final Cluster conocido mas similar  Sim
Region 1.1  Tiopéptidos 957.319 983.616 O-antigen Saccharide 14%
Regi6on 1.2  NRPS 1.284.115 1.327.972 colicin V RiPP 3%
Region 2.1  Sideroforo 546.463 560.891  aerobactin Other 66%
Region 4.1 NRPS,T1PKS 406.585 454.321 Saquayamycin A Polyketide 5%
Region 6.1 Polienosde 4 )q 116.622  aryl polyenes Other 88%

arilo

NRPS: péptidos no ribosomales; T1PKS: Policétido sintasa; Sim: Similitud

a

Query sequence

+H<OKIEKIEDAK!

BGC0001498: aerobactin (66% of genes show similarity), Other

K@D

BGC0001499: aerobactin (100% of genes show similarity), Other

KKK

BGC0001555: colicin V (3% of genes show similarity), RiPP

BGCO000939: aercbactin (22% of genes show similarity), Other

<TG @KK K KKD

BGC0001055: yersiniabactin (2% of genes show similarity), NRP + Polyketide
Db ¢

Query sequence
XA H XXX T T o XK e e HEE @ a1 X KO KKK

BGC0002008: aryl polyenes (88% of genes show similarity), Other

BGC0000836: APE Ec (84% of genes show similarity), Other

K XKD K] K{ K_]

BGC0000837: APE Vf (35% of genes show similarity), Other

@< O o=

BGC0000838: flexirubin (5% of genes show similarity), Polyketide
R K K R KKK KO KKK K IR R KRR KK K C K>

Figura 4-19. Grupos de genes detectados en la secuencia del genoma de E. cloacae S13B3. a.
Aerobactina; b. polienos de arilo (aryl polyenes)
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Los sideroforos no solo son esenciales para el crecimiento de algunas bacterias, sino
gue desempeiian un rol importante en el transporte de metales no ferrosos, la proteccion
contra el estrés oxidativo, la actividad antibiotica, las interacciones entre especies y la
virulencia (Kramer, Ozkaya, & Kiimmerli, 2020). La presencia de sider6foros, como las
aerobactinas, ha estado relacionado con la supresion de enfermedades de plantas.
Estudios han mostrado que las deleciones en mutantes de Pantoea ananatis incide en

una pérdida de la bioactividad frente a cepas patdgenas (O. Choi et al., 2022).

Adicionalmente, la generacion de este tipo de metabolitos le daria una ventaja
competitiva a E. cloacae S13B3 frente a sus pares en la rizésfera, confiriéndole un
sistema de captacion de hierro de alta afinidad (O. Choi et al., 2022). Ademas, estos
resultados refuerzan las caracteristicas de S13B3 como promotor de crecimiento vegetal
en cuanto a la produccién de sideréforos con afinidad al hierro. Pues si bien, el hierro es
uno de los elementos mas abundantes en la tierra, su biodisponibilidad esta
extremadamente restringida porque forma agregados de hidréxido férrico insolubles en
condiciones aerobicas y pH neutro (Nairz & Weiss, 2020). Aqui es donde cobra aun més
importancia las caracteristicas mencionadas de la cepa S13B3, debido a esas
restricciones, las bacterias han desarrollado muchas estrategias efectivas para eliminar

el hierro de su entorno (Lin et al., 2017).

Teniendo en cuanta estos resultados, al realizar una busqueda en la region m/z 564 —
565 en modo positivo del extracto crudo optimizado y en la fraccion 1 optimizada de
S13B3, se encontrd un pico de intensidad grande de masa 564,429, consistente con el
ion M+H* C22H3sN4O13 (calc. 564.227) como se muestra en la figura 4-20, lo que
corroboraria la prediccién realizada con genome mining correspondiente a la aerobactina

y que la cepa S13B3 estaria biosintetizando este tipo de metabolitos.
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Figura 4-20. Pico basado en la regién comprendida entre 564 — 565 m/z.

Por otro lado, existen un gran nimero de genes biosintéticos (BGC, biosynthetic gene
cluster) que codifican para los polienos de arilo (aryl polyenes) (Chevrette et al., 2020).
Estos estan asociados a bacterias gran negativas y su rol no esta claro; sin embargo, la
presencia de BGC de polienos de arilo en bacterias simbiontes lleva a la especulacion
de la evasion del sistema inmunitario del huésped es su funcién principal (W. C. Lee et
al., 2021). Lo anterior, va en la misma linea del potencial de S13B3 como promotor de
crecimiento vegetal. Ademas, estudios donde se compara la estructura de los polienos
de arilo bacterianos con la de los carotenos y su sistema de polienos, generando interés
en los pigmentos con caracteristicas que abarcan la fotoproteccion y la habilidad
estabilizadora de especies reactivas de oxigeno (Schéner et al., 2016).
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5 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVA

En este trabajo, se evalug el potencial de bacterias nativas de la rizésfera de cultivos de
arroz del Departamento del Tolima en Colombia. Estas bacterias son capaces de generar
sustancias bioactivas frente a Burkholderia glumae. Se evidencia que la composicion de
los medios de cultivo incide sobre la bioactividad de los extractos crudos generados
frente al fitopatdgeno y la cepa S13B3 mostrdé mayor potencial a los estimulos producidos
por los diferentes medios de cultivo evaluados, destacandose el medio de cultivos con
nutrientes minimos que permitié la generacion extractos bioactivos mas potentes. Lo
anterior, sefala la habilidad que tiene esta cepa bacteriana para adaptarse a diferentes
condiciones de cultivo para generar metabolitos de interés frente a fitopatégenos del

cultivo de arroz de origen bacteriano.

El uso de fuentes de carbono como la harina de arroz mostré ser un sustrato adecuado
para generacion de metabolitos bioactivos por parte de la cepa S13B3, permitiendo
obtener extractos crudos con una actividad superior a los obtenidos con el medio base.
Por otra parte, las fuentes de nitrégeno extracto de levadura y harina de chachafruto
inciden en la biosintesis de metabolitos bioactivos por parte de S13B3, manifestados en
la obtencion de Clso menores a 0,27 mg/mL.

La optimizacion permiti6 determinar que los sustratos harina de arroz, extracto de
levadura y harina de chachafruto influyen en la produccién de metabolitos secundarios
bioactivos. Donde la harina de arroz favorece a la obtencion de valores bajos de Clso
mientras que los otros dos sustratos tienen a aumentar dichos valores. El modelo
matematico propone que los valores Optimos para la generacion de un extracto crudo
bioactivo frente al fitopatdgeno del cultivo del arroz Burkholderia glumae son 2,88 g/L de
harina de arroz, 5 g/L de extracto de levaduray 4,77 g/L de harina de chachafruto, lo que
permiti6 obtener Clso >0,10 mg/mL, mejorando considerablemente el potencial del

extracto versos el extracto no optimizado.

73



El extracto crudo optimizado de la cepa S13B3 exhibié una gran abundancia de indol, el
cual esta presente en la fraccion bioactiva en mayor proporcion. Los experimentos de
RMN y LC-MS, indican que existe una correlacion directa entre el contenido de indol en
las fracciones obtenidas del extracto crudo con la bioactividad frente a B. glumae. Esto
podria ser una herramienta que permita monitorear la generacion de las sustancias

bioactivas responsables de producir un efecto antimicrobiano en S13B3.

La cepa S13B3 caracterizada inicialmente como Kosakonia sp. mediante la comparacion
de secuencias 16s del gen rADN, posterior a los andlisis genémicos que incluyeron
secuenciacion, ensamble y anotacion del genoma, permiten determinar que S13B3
pertenece al género Enterobacter, dicha cepa tiene cercania con la cepa Enterobacter
cloacae subsp. cloacae ATCC 13047. En general, el empleo de secuencias especificas
permite una clasificacion mas exacta de los organismos, especialmente en bacterias,
donde una pequefia variacibn de nucleétidos puede incidir en dicha clasificacion

taxondmica.

Adicionalmente, se detectaron genes responsables de la biosintesis de metabolitos
asociados a la promocion del crecimiento de plantas, tales como sideréforos, triptofano,
asi como la solubilizacién de fosfato y potasio. Del mismo modo, se detectaron grupos
de genes asociados a la biosintesis de metabolitos secundarios como tiopéptidos,
péptidos no ribosomales (NRPS), sideréforos, polienos de arilo e hibridos de policétidos
y péptidos no ribosomales. Lo anterior indica que la cepa S13B3 tiene un potencial a
nivel de genes, la cual podria ser sometida a estudios donde se busque aprovechar dicho
potencial.

Finalmente, en este estudio se evidencia la versatilidad de las bacterias aisladas de
suelos arroceros en cabeza de Enterobacter cloacae S13B3, en cuanto al
aprovechamiento de sustratos provenientes del sistema productivo del arroz como la
harina de arroz, asi como beneficiarse de una fuente poco convencional como la harina
de chachafruto. Por otro lado, estudios encaminados a determinar el mecanismo o los

mecanismos de accion que emplea esta bacteria podrian dar informacion valiosa sobre
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el rol ecoldgico que pueden tener los metabolitos generados por este integrante de la
microbiota circundante de la raiz de las plantas del cultivo de arroz en el Departamento

del Tolima.
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ANEXOS



Anexo A. Analisis estadisticos seleccion preliminar

Comparaciones por parejas de Tukey: Medio
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Sec. Contribucién SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Modelo 41,39204 66,18% 1,39204 0,348009 12,23 0,000
Lineal 41,39204 66,18% 1,39204 0,348009 12,23 0,000
H.A 10,11725 557% 0,11725 0,117250 4,12 0,053
Y.E 10,57632 27,40% 0,57632 0,576321 20,26 0,000
H. Cha 10,62995 29,95% 0,62995 0,629953 22,14 0,000
MnSO4 * H20 1 0,06851 3,26% 0,06851 0,068512 2,41 0,133

Error 250,71130 33,82% 0,71130 0,028452

Curvatura 10,00335 0,16% 0,00335 0,003346 0,11 0,739
Falta de ajuste  70,32157 15,29% 0,32157 0,045939 2,02 0,112
Error puro 170,38638 18,37% 0,38638 0,022728

Total 292,10333 100,00%

Medio N Media Agrupacion
TSB 7265,3082 A
M9 7256,8741 A
GYP 7256,2332A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas simultaneas de Tukey para diferencias de las medias

Diferencia de Diferencia EE de IC simultaneo de Valor p
Medio niveles de medias diferencia GL 95% Valor T ajustado
M9 - GYP 0,64 1,67 170,816 (-31,31.32,59) 0,38 0,928
TSB - GYP 9,08 1,67 170,816 (-22,87.41,02) 5,42 0,174
TSB - M9 8,43 1,67 170,816 (-23,51.40,38) 5,04 0,186

Nivel de confianza individual = 96,67%

ICs simultaneos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para Inh

M9 - GYP I |

TSB - GYP I T |

Medio

TSB - M9 i -

-40 -30 -20 -10 ] 10 20 30 a0
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Comparaciones por parejas de Tukey: Cepa

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%
Cepa N Media Agrupacion
S13B3 54 68,2637 A
P21C554 61,2216 A B
S12A15455,1110 B C
S21A1 54 53,2910 c

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas simultaneas de Tukey para diferencias de las medias

Diferencia de Diferencia EE de IC simultaneo de Valor p
Cepaniveles de medias diferencia GL 95% Valor T ajustado
S12A1 - P21C5-6,11 1,95 197,938 (-13,28. 1,05) -3,14 0,087
S13B3 - P21C57,04 1,95 197,938 (-0,12. 14,21) 3,62 0,053
S21A1 - P21C5-7,93 1,95 197,938 (-15,10. -0,77) -4,07 0,034
S13B3 - S12A1 13,15 1,95 197,938 (5,99. 20,32) 6,76 0,004
S21A1 - S12A1-1,82 1,95 197,938 (-8,98. 5,34) -0,94 0,789
S21A1 - S13B3 -14,97 1,95 197,938 (-22,14.-7,81)  -7,69 0,002

Nivel de confianza individual = 98,59%

ICs simultaneos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para Inh

S12A1 - P21C5 - e
S13B3 - P21C5 e
S21A1 - P21C5 e
©
Q.
U
)
51383 - S12A1 —e
S21A1 - $12A1 e
S21A1 - S13B3 f———

Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Anexo B. Analisis estadisticos seleccion de condiciones de cultivo.

Analisis de Varianza 1

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 10 1,66477 0,166477 2,42 0,047
Lineal 9 1,65053 0,183393 2,67 0,034
H.A 1 0,13697 0,136974 1,99 0,174
Y.E 1 047278 0,472780 6,88 0,017
H. Cha 1 0,70895 0,708947 10,31 0,005
KH2PO4 1 001649 0,016490 0,24 0,630
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Na2HPO4 1 0,00333 0,003325 0,05 0,828
MgSO4*7H20 1  0,07690 0,076896 1,12 0,303
MnSO4 * H20 1 0,00359 0,003594 0,05 0,822
NacCl 1 0,22883 0,228831 3,33 0,084
pH 1 0,00270 0,002699 0,04 0,845
Curvatura 1 0,01424 0,014237 0,21 0,654
Error 19 1,30596 0,068735
Falta de ajuste 2 0,16110 0,080550 1,20 0,327
Error puro 17 1,14486 0,067345
Total 29  2,97073

Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,262173 56,04% 32,90% 0,00%

Analisis de Varianza 2
Fuente GL SC Sec. Contribucién SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Modelo 3 3,07039 61,92% 3,07039 1,02346 14,09 0,000
Lineal 3 3,07039 61,92% 3,07039 1,02346 14,09 0,000
A (H.A) 1 0,59925 12,08% 0,59925  0,59925 8,25 0,008
B (Y.E) 1 1,15043 23,20% 1,15043 1,15043 15,84 0,000
C (H. Cha) 1 132071 26,63% 1,32071 1,32071 18,19 0,000

Error 26 1,88828 38,08% 1,88828 0,07263
Curvatura 1 0,01129 0,23% 0,01129 0,01129 0,15 0,701
Falta de ajuste 8 0,98549 19,87% 0,98549  0,12319 2,35 0,066
Error puro 17 0,89150 17,98% 0,89150 0,05244
Total 29 4,95867  100,00%

Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.
S R'Cuad'(ajustado) PRESS (pred) AlCc BIC

0,269493 61,92%  57,53% 2,62929 46,98% 14,67 19,18

Coeficientes codificados

Término  Efecto  Coef EE del coef. IC de 95% Valor T Valorp FIV

Constante -0,4539 0,0492 (-0,5550 - 0,3528) -9,23 0,000
A (H.A) 0,3160 0,1580 0,0550 (0,0449 -0,2711) 2,87 0,008 1,00
B(Y.E) -0,4379 -0,2189 0,0550 (-0,3320-0,1059) -3,98 0,000 1,00
C (H.Cha) -0,4692 -0,2346 0,0550 (-0,3477 - 0,1215) -4,26 0,000 1,00

Gréfica de efectos principales para IC50
Medias ajustadas
HA Y.E H. Cha

0,85
< 2

Media de IC50
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Anexo C. Analisis estadisticos optimizacion.

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Sec. Contribucién SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 9 0,271093 87,39% 0,271093 0,030121 22,34 0,000
Lineal 3 0,151249 48,76% 0,151249 0,050416 37,39 0,000
A (H.A) 1 0,015504 5,00% 0,015504 0,015504 11,50 0,002
B (Y.E) 1 0,032516 10,48% 0,032516 0,032516 24,12 0,000
C (H.Cha) 1 0,103228 33,28% 0,103228 0,103228 76,56 0,000
Cuadrado 3 0,118339 38,15% 0,118339 0,039446 29,26 0,000
A2 (H.A*H.A) 1 0,019100 6,16% 0,019059 0,019059 14,14 0,001
B? (Y.E*Y.E) 1 0,059732 19,26% 0,018396 0,018396 13,64 0,001
C? (H.Cha*H.Cha) 1 0,039507 12,74% 0,039507 0,039507 29,30 0,000
Interaccioén de 2 factores 3  0,001506 0,49% 0,001506 0,000502 0,37 0,774
H.A*Y.E 1 0,000311 0,10% 0,000311 0,000311 0,23 0,635
H.A*H.Cha 1 0,001074 0,35% 0,001074 0,001074 0,80 0,380
Y.E*H.Cha 1 0,000121 0,04% 0,000121 0,000121 0,09 0,767
Error 29 0,039101 12,61% 0,039101 0,001348
Falta de ajuste 3 0,002484 0,80% 0,002484 0,000828 0,59 0,628
Error puro 26 0,036616 11,80% 0,036616 0,001408
Total 38 0,310194 100,00%
Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) PRESS (pred)  AlCc BIC

0,0367192 87,39% 83,48% 0,0700957 77,40% -126,85 -118,33

Coeficientes codificados

Término Coef EE del coef. IC de 95% Valor T Valorp FIV
Constante 0,2159 0,0212 (0,1725. 0,2592) 10,18 0,000
A (H.A) -0,02542  0,00750  (-0,04075.-0,01009) -3,39 0,002 1,00
B (Y.E) 0,03681 0,00750 (0,02148.0,05214) 4,91 0,000 1,00
C (H.Cha) 0,06558 0,00750 (0,05025.0,08091) 875 0,000 1,00
A? (H.A*H.A) 0,0527 0,0140 (0,0240. 0,0814) 3,76 0,001 1,35
B2 (Y.E*Y.E) -0,0518 0,0140 (-0,0805. -0,0231) -3,69 0,001 1,35
C? (H.Cha*H.Cha) 0,0759 0,0140 (0,0472.0,1046) 5,41 0,000 1,35
H.A*Y.E -0,0051 0,0106 (-0,0268. 0,0166) -048 0,635 1,00
H.A*H.Cha -0,0095 0,0106 (-0,0311.0,0122) -0,89 0,380 1,00
Y.E*H.Cha 0,0032 0,0106 (-0,0185. 0,0249) 0,30 0,767 1,00

Prediccién de respuesta multiple

Valor de
Variable configuracion
H.A 2,87879
Y.E 5
H.Cha 4,77273
Respuesta Ajuste EE de ajuste IC de 95% IP de 95%
CI50 0,1132 0,0154 (0,0816.0,1447)(0,0317. 0,1946)
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H.A Y.E H.Cha

Oplima P 50 200 10,0
o X , A
D:0.9761 ', [2.5788] 15,01 [4,7727]
Bajo 0.0 50 2,50
CI50

Minimo

y=0,1132
d = 0,97606

Anexo D. Andlisis instrumental
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Anexo E. Andlisis genémico

326
24
32
30
28
28
24
22
20
18
18
14
12

o N B @ o

Guality scores across all bases {Sanger / lllumina 1.9 encoding)

1 23 4567 889 1518 20-34 45-49 50-64 7379 60-94 105-109 120-124 135-139 150-151
Fosition in read (bp)

Calidad de reads secuanciamiento cepa S13B3
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