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RESUMEN

Los nematodos fitopatdgenos, debido a su gran diversidad de hospederos, generan
pérdidas econdmicas significativas a nivel mundial. Entre ellos, el nematodo falso
agallador (Nacobbus aberrans) y diversos hongos fitopatdgenos afectan a
diferentes especies de interés economico. Tradicionalmente, el control de estos
fitopatdgenos se ha basado en el uso de plaguicidas, lo que ha generado problemas
de resistencia a los agroquimicos. Como alternativa, se esta explorando el uso de
microorganismos y sus metabolitos secundarios, como los biosurfactantes, que
tienen propiedades antagonicas y pueden actuar como agentes de biocontrol. Este
proyecto busca alternativas sustentables y sostenibles para el control de plagas y
enfermedades, mediante la actividad biolégica del biosurfactante producido por la
bacteria Serratia ureilytica UTS. La mortalidad de los J2 N. aberrans en las pruebas
in vitro demostrd la actividad nematicida del biosurfactante (BS) obteniendo el
menor porcentaje de mortalidad de 87 + 3.65% y el mayor de 92 + 4.28% a las 72
h, mientras que el grupo testigo (Nematrol) obtuvo un porcentaje de mortalidad del
96.0 + 2.58%. En las cepas de Fusarium spp el menor porcentaje de inhibicién es
de 33.5 + 6.97% y el mayor de 80.2 + 2,62%. Con respecto a la cepa Alternaria
solani el menor porcentaje de inhibicion fue 49.4 + 5.06% y el mayor del 100%. El
andlisis por GC-MS identificé sefiales de distintos metabolitos; Alanina, N-acetyl-3-
phenyl-N-(trifluoroacetyl) éster metilico, DL- Homocisteina y L-Valina N-[2-
(chloroiminio)-3-methyl-1-oxobutyl]-, acido estérico, acido laurico y acido palmitico.
El programa AntiSMASH identifico regiones del genoma involucrados en la sintesis
de metabolitos secundarios, teniendo interés en los NRPS los cuales han sido
descritos como encargados en la produccibn de biosurfactantes. Los
biosurfactantes pueden ser una alternativa para el control de plagas y
enfermedades, asi mismo demuestra que los lipopéptido se tiene una eficiencia en

el biocontrol.



DEDICATORIA

A dios por haberme dado la oportunidad de alcanzar una de mis metas

profesionales.

A mi familia por haber estado en todo momento en el transcurso de mi vida
profesional, por darme su carifio, amor y compresion incondicionalmente, y saber

gue siempre tendré un apoyo.

A mi novia por siempre confiar en mis decisiones, por darme su amor y compresion

y estar siempre ahi cuando mas la necesito.



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Humanidades, Ciencias y Tecnologias por haberme otorgado

la beca con el nimero 825516.

Al Centro de Investigaciones en Biotecnologia por haberme brindado un lugar para
seguir con mi camino profesional y haber formado parte de un excelente centro de

investigacion.

A mis directores de tesis, el Dr. Arnoldo Wong Villarreal y el Dr. José Augusto Ramirez
Trujillo por haberme brindado su apoyo, su guia y sus consejos durante todo el
proyecto, asi mismo por haberme dado la confianza y un lugar en sus grupos de

investigacion.

A mi comité tutoral, al Dr. Ramon Suarez Rodriguez, a la Dra. Liliana Aguilar Marcelino
y al Dr. Victor Hernandez Velazquez por todo el apoyo y por las opiniones a favor del
proyecto.

A mis amigos por siempre apoyarme, por Sus Consejos, por sus ensefianzas, por todos
los momentos divertidos que pasamos juntos y sobre todo por habernos cruzado en
esta vida.

Asi como también en especial al Dr. Julio Cruz y al Dr. Ricardo Sanchez por siempre

poder contar con su apoyo, y sobre todo por sus consejos.

También agradecer de todo corazon a la Dra. Lorena Ruiz quien en su momento me

apoyo e inspiro para seguir en el camino de la investigacion.



indice

1. INTRODUGCCION. ..ottt ettt eae s 10
2. 1Y F= T oo I (=To ] o o 12
P2 N N\ = oot ] o] o U LS IR= 10 1T 1 = 1 E TSR 12
FZ N 153 10T o oo 14
2.3. Clasificacion taxonémica de Nacobbus aberrans (Thorne and Allen, 1944)....... 14
2.4. Importancia econdémica de plagas y enfermedades ............cccccceveeiiininiiiiiinnnnnn. 15
2.5. Cultivos de importancia econdmica que afecta el nematodo falso agallador
(NaCODDUS GDEITANS)......uieiiiiiiiiiiee et nnnnnne 15
2.6. Afectaciones por Nacobbus aberrans..........cccccoviiiiii i 16
2.7.  HONQOS fitOPALOGENOS ......eeeeeiiieeeiiiiiiee ettt e et e e e e e e eeeaa s 16
P2 S T U 7= 14U o o 17
2.9.  Morfologia de FUSANUM ......cciii i e e e e e 18
2.10.  Ciclo bioldgico 0 etapas € INfECCION..........ooeiuiiiiiiiiie e 19
FZ N AN 1 (=T g =T F= BT ] = o N 20
2.12. Morfologia de ARBINAITA .........cuiiiiiiiiiie e 20
2.13.  Taxonomia de Alternaria solani (EPPO, 2024°)........ccccoeveeeiiueeeiieeeiiieeiinnens 21
2.14.  Ciclo bioldgico 0 etapas de INfECCION..........ccuuiiiiiiiieiie e 22
2.15. (©70] a1 170 ] I o1 o] (oo | o] o S 23
2.16.  Control biolégico de nematodos y hongos fitopatdgenos............ccocecvvvvveeennnn. 24
P2 A 1T - - L 25
2.18.  Taxonomia del género de Serratia (Schoch et al., 2020)...........ccoovviirrirennnnn. 25
2.19. BIOSUIMACIANTES ... 26
2.20.  Tip0oS de DIOSUIMTACTANTES ........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee bbb eeeeeeeene 27
2.21. Composicién quimica de los biosurfactantes...........ccccoevviieiiieeiiiiiiceee e, 27
2.22. Importancia de los biosurfactantes ... 29
2.23.  Aplicaciones de 10S bioSUIfactantes...............uuuueuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeneenenes 29
2.24. Microorganismos productores de biosurfactantes ...........ccccccvveeeeiieeiiiiiiiinnnnnn. 30
2.25. Modo de accion de 10s biosurfactantes ...............eeeeeeriiiiiiiiiiiieeee e 30
3. JUSHIFICACION ... 33
4. HIPOTESIS ...t et e e e e e e e e et e e e e e e e eeeanes 34
5. L@ 0] 11 117/ 1 35
6. Estrategia experimental...........ccooooiiiiiiiii e 36
7. MaterialeS Y MELOUOS ........uuuuiiii i e e e eeanas 37
T. 1. MELOUOS ... 37

7.1.1.  Analisis bioinformatico para la identificacion de genes productores de
DIOSUIMACTANTES ... 37



8.

10.
11.
12.

7.1.2.  Agar azul de MELIIENO ...........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiie i 38

7.1.3. Produccion del DIOSUIaCtANTE .............uuuuruuruiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeierieeneeneeeees 38
7.1.4. Recuperacion del biosurfactante crudo ..........cccoeoeeeviiiiiiiiiiinie e 38
7.1.5.  Pruebas teNSIOACHVAS .....ciiiieeiieeeiiiee e 39
7.1.5.1. Tension superficial ............iiiiiiiiiii e 39
7.1.5.2. Indice de emUISIfICACION .........cveeveeeieeieeeeeee e 39
7.1.5.3. Colapso de gOta........ccciiiiiiiiiiiii e 40
7.1.5.4.  DispersiOn de aCeIte...........uuueiiiiiiiiiiiiiiiieei e 40
7.2. Actividad biol6gica del biosurfactante producido por la cepa Serratia ureilytica
U S oo e e 41
7.2.1. Ensayo contra Nacobbus aberrans ............ccccccviieinieeeniieiiiieiee e, 41
7.2.2. ENsayo antifingiCo............ceeiiiiiiiiiiiiiis e 42
7.3.  Andlisis estadiStiCO............cccovviiiiiiii 43
7.4. Andlisis por cromatografia de gases acoplado a masas (GC-MS).................. 44
SIS U 7= To [0 1 SRR 45
8.1. Analisis bioinformatico para la identificacion de genes productores de
o100 [ = ox = L | (S 45
8.2. Agar azul de MEtIENO ......cccoeeeiiiiiice e 52
8.3. Evaluacion del biosurfactante ............ccccuuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiii, 53
8.4. TensiOn SUPEIfICIAl..........ceiiiieiiiiice e e e e 53
8.5. Indicé de emuISIfiCaCiON .............uuuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiii e 54
8.6. Colaps0 UE gOta.......ceeiiiiiii i 54
8.7. DISPErSIiON dE ACEILE .....ccoiiiiiiieieeee ettt 55
LSS T ANox 11V o F= ol T=T 4 g P 11T o - 56
8.9. Actividad antiflngiCa............uuurieiiieiiiiiiiie e 58
8.10. Identificacion Por GC-MS ..o 61
DISCUSION de reSUIAdOS ........cooevviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 62
(@] [ 11 5] o] o F PP 65
PEISPECHIVAS ..o 66
BIbDlOGrafia.......uvuiieei e e 67
13.1. Medios de cultivos utilizados ...........coooeeiiieiiiiiiiii 83

3.2, ATHICUIO e e 85



indice de figuras

Figura 1. Diferentes etapas del N. aberrans, observadas por micrografias;
resaltando sus caracteristicas morfoldgicas y estructurales en cada etapa. Etapas
juveniles: cuerpo entero (A); cuerpo anterior y cola (B y C). Hembra inmadura:
cuerpo entero (D); region de cola de la vulva (E); campo lateral (F); extremo anterior
y posterior (G, H). I, J; Fragmento anterior y posterior del cuerpo masculino. Hembra
adulta (K), extremo anterior en perfil (L) y de frente (M); &rea terminal de la vulva
(N). Barras de escala K= 400 um; todos los demas = 25 ym (Vovlas et al, 2007). 13

Figura 2. Estructuras morfologicas del género Fusarium. A) macroconidios, B)
monofialides ramificadas, C) microconidios, D) esporodoquio, E) clamidosporas en
cadena, F-G) polifidlides. Obtenido de (Domsch et al, 2007). .......cccoeeeeeevvvevirnnnnnn. 18

Figura 3. Ciclo del marchitamiento o fusariosis del tomate (Solanum lycopersicum)
causado por (Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici) (tomado de Jangir et al., 2021).
.............................................................................................................................. 19

Figura 4. Morfologia del género Alternaria. A) Conidioforo macronematoso con una
rama dando origen a los poroconidios. B) Conidiéforo corto no ramificado con un
dictioconidio. C) Conidios con septos transversales, longitudinales y oblicuos. D)
Conidiéfororos a p partir del micelio. E) Conidios con septos transversales. F)
Conidios en cadenas con sucesion acropeta. Obtenido de (Pérez-Reyes et al., 2024)

Figura 5. Ciclo de infeccion de Alternaria, obtenido del Instituto de Investigaciones
Agropecuarias (INIA) (Acufia et al., 2021)........ccouviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeee 22

Figura 6. Grupo biosintético de la estructura del gen swrW (serrawetina W1)
Organizacion genética del genoma de la cepa Serratia ureilytica UTS por el andlisis
AntiSMASH. A) Grupos de genes biosintéticos con la identificacion del core del gen
swrW: dominio de condensacion, dominio de acetilacion, dominio de thiolacion,
dominio de thioesterasa. B) organizacion del gen. C) proteina biosintética con los
dominios de condensacion, acetilacion, thiolacién y thioesterasa......................... 48

Figura 7. Arbol filogenético de genes de serrawetina, se puede observar que el
contig 23 de S. ureilytica UTS en negritas, se separa de los dos grupos de
serrawettina, indicando que puede ser otro biosurfactante. ..............cccceeeveeeennnnnnn. 51

Figura 8. Caja de Petri de agar azul de metileno con la cepa S. ureilytica UTS,
mostrando resultado NEQALIVO. ............uuiiiiiiiii e 52

Figura 9. Emulsificacion del biosurfactante con base hidrofobica, a) emulsificacion
a las 0 h, b) emulsificacion a las 24. La flecha roja indica la altura total de la mezcla,
mientras que la flecha azul indica la emulsificacion. ..............cccccceciiiiiiiiieenn. 54

Figura 10. Colapso de gota. a) se utiliz6 un microtubo eppendorf de 200 uL, se
afiadio una base hidrofobica y se afiadio 10 pL del sobrenadante libre de células, b)



se utilizé un gota de agua y se le afiadio 5 pL del sobrenadante libre de células, la
flecha verde in indica la gota de agua, la flecha roja indica la actividad del
(o1 0150 = T =1 g (= 2SRRI 55

Figura 11. Dispersion de aceite. a) efecto de dispersion por la presencia de un
biosurfactante, b) base hidrofébica antes de la presencia del biosurfactante, la flecha
roja representa el diametro del halo. .............ccooiiiiiiiiiiiic e 55

Figura 12. Actividad nematicida del biosurfactante producido por la cepa Serratia
ureilytica UTS contra Nacobbus aberrans J?, se muestra la media + de la desviacion
estandar del porcentaje de mortalidad, p < 0.001, test Tukey 0.05 de confiabilidad,
las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes............ 57

Figura 13. Vista microscépica (4X) de la actividad nematicida; A) Control, B)
Nematrol, C) 10mg/mL, D) 20mg/mL, E) 30 Mg/ML ........ovviiiiiiiiiiiiiiiiiei e, 57

Figura 14. Vista macroscopica de la inhibicién del crecimiento micelar por un
biosurfactante. Todos los tratamientos estan de menor a mayor concentracion en
direccion de izquierda a derecha, iniciando con el control, a) Fusarium oxysporum,
Fusarium sp y Alternaria SOIANI. ...........coeiiiiiiiiiiiii e e e e e eeanes 59

Figura 15. Vista microscopia 40x de la actividad antifingica de un biosurfactante.
Las imagenes del lado izquierdo corresponden al control, mientras que las imagenes
del lado derecho corresponden al porcentaje mas alto, sin embargo A. solani, solo
llega al T4. A), Fusarium oxysporum, b) Fusarium sp y c) Alternaria solani.......... 60



indice de tablas

Tabla 1. Mircoorganismo productores de biosurfactantes modificado a partir de
(Desai & Banat, 1997; Borah 2021).......cccoviiiiiieiiiie e e 31

Tabla 2. Genes involucrados en la produccion de biosurfactantes modificado a partir
de (Borah, 2021; Markande et al., 2021).......ccccoiiiiiiiiiiiiiiee e 32

Tabla 3. Resultados de la identificacion de la region de sintesis de metabolitos
secundarios en Serratia ureilytica UTS ..o 46

Tabla 4. Resultados de la identificacion de la region de sintesis de metabolitos
secundarios en Serratia ureilytica UTS ... 47

Tabla 5. Andlisis blast global con la secuencia NRPS del contig 19 del genoma de
S. ureilytica UTS con 11 secuencias de biosintesis del Biosurfactante................. 49

Tabla 6. Analisis blast global con la secuencia NRPS del contig 19 del genoma de
S. ureilytica UTS con 11 secuencias de biosintesis del biosurfactante. ................ 50

Tabla 7. Pruebas tensioactivas aplicadas al extracto crudo del biosurfactante..... 53

Tabla 8. Porcentaje de mortalidad de la actividad nematicida del biosurfactante
(03 0 o [ T PSS 56

Tabla 9. Porcentaje de inhibicién del crecimiento micelar de la actividad antifungica
del DIOSUMACIANTE. ........ccoiiieee e e e 59



1. INTRODUCCION

Los nematodos agalladores, como el nematodo falso agallador (Nacobbus aberrans),
impactan cultivos de interés econdémico y comprende 18 familias con aproximadamente
84 especies, incluyendo tanto cultivos como malezas (Manzanilla-Lopez, 2002). Un
claro ejemplo son las pérdidas en el cultivo del chile habanero que pueden alcanzar
entre el 30-90% (Bridge & Starr, 2007). De igual manera los cultivos de interés
economico se ven afectados por enfermedades causadas por hongos fitopatdogenos,
provocando dafos en raices, tallo, ahogamiento de la semilla, asi como la disminucién
de la calidad de los frutos, lo que puede resultar en pérdidas y destruccion de hasta el
60% (Narvaez-Montafo et al., 2023). Esto dependera de los cultivos infectados, ya que
algunos casos, como el del tomate, las perdidas pueden alcanzar hasta el 100%.
Algunos otros ejemplos de cultivo son: arroz (Oryza sativa), trigo (Triticum), cebada
(Hordeum vulgare), avena (Avena sativa), soja (Glycine max), mani (Arachis
hypogaea), frijol (Phaseolus vulgaris), alfalfa (Medicago sativa), garbanzos (Cicer
arietinum), lentejas (Lens culinaris), guisantes (Pisum sativum), tabaco (Nicotiana
tabacum), papa (Solanum tuberosum), remolacha azucarera (Beta vulgaris), canola
(Brassica napus), café (Coffea arabica), algodon (Gossypium) y lechuga (Lactuca
sativa) (Ajayi-Oyetunde & Bradley, 2018).

El uso de productos quimicos para el control de plagas o enfermedades en la
agricultura tiene un impacto negativo en el medio ambiente, provocando la
contaminacion del suelo y afluentes de agua, asi como intoxicaciones en mamiferos y
enfermedades en los seres humanos. Ademas, el uso de estos productos provoca que
las plagas y enfermedades desarrollen resistencia a los agroquimicos, reduciendo su
efectividad con el tiempo (Hernandez-Trejo et al., 2019; Romano Casas, 2019).

Una de las alternativas para el control de las plagas son los antagonistas naturales.
Este método ofrece varias ventajas sobre los productos quimicos, ya que son
biodegradables, no son toxicos y son altamente especificos. Entre los microorganismos
antagonistas para el control de plagas y enfermedades, se destacan las rizobacterias,
especialmente los géneros Bacillus, Rhizobium, Pseudomonas y Serratia (Maheshwari
et al., 2013).
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Las bacterias del género Serratia son considerada un patogenos facultativo, sin
embargo, su aplicacion como agente de biocontrol, tiene una interaccion negativa para
los fitopatdgenos, debido al efectos de las enzimas, toxinas y/o metabolitos
secundarios que reduce el inoculo del fitopatdgeno. (Liu et al., 2010; Wong-Villarreal et
al., 2021).

Por lo que el objetivo del presente estudio es evaluar la actividad biolégica del
biosurfactante producido por la bacteria S. ureilytica UTS contra el nematodo falso
agallador (N. aberrans) y hongos fitopatégenos (Fusarium oxysporum, Alternaria solani

y Fusarium sp).
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2. Marco tedrico

2.1. Naccobbus aberrans

El nematodo N. aberrans cominmente conocido como “Nematodo falso agallador”
es un nematodo endoparasito causando la formacion de agallas en las raices de
sus huéspedes (Ramirez-Suarez, 2011). N. aberrans es muy inusual ya que es el
anico nematodo conocido que tiene una etapa endoparasito migratoria y una etapa
sedentaria (biotrofica) dentro de su ciclo de vida, estos nematodos presentan un
ciclo de vida que incluye las siguientes etapas: huevos, juveniles de segundo
estadio (J°) juveniles de tercer estadio (J2), juveniles de cuarto estadio (J%), hembras
preadultas y hembras adultas (Eves-van den Akker et al., 2014) (Figura 1). En la
forma sedentaria los juveniles de segunda etapa (J?) penetran las raices del
huésped y el desarrollo de las etapas siguientes J3, J% hembras preadultas,
hembras maduras pueden ocurrir tanto dentro como fuera de las raices. Este
proceso implica multiples penetraciones y repetidas antes de alcanzar la etapa
adulta madura. Sin embargo, en su forma sedentaria estricta, la etapa del J? infecta la
raiz y etapas posteriores se desarrollan dentro de las raices, con etapas que
muestran un comportamiento migratorio endoparasito (Costilla, 1985; Manzanilla-
Lépez, 2002).
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Figura 1. Diferentes etapas del N. aberrans, observadas por micrografias; resaltando sus
caracteristicas morfol6égicas y estructurales en cada etapa. Etapas juveniles: cuerpo entero (A);
cuerpo anterior y cola (B y C). Hembra inmadura: cuerpo entero (D); region de cola de la vulva (E);
campo lateral (F); extremo anterior y posterior (G, H). |, J; Fragmento anterior y posterior del cuerpo
masculino. Hembra adulta (K), extremo anterior en perfil (L) y de frente (M); area terminal de la vulva
(N). Barras de escala K= 400 pm; todos los demas = 25 um (Vovlas et al, 2007).
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2.2. Distribucion

El nematodo N. aberrans tiene una amplia distribucion que abarca desde el sur hasta
el norte del continente americano. Se encuentra en paises como Argentina, Bolivia,
Chile, Ecuador, Estados Unidos, México y Peru (Reid A, 2003). También hay reportes
de la presencia del nematodo N. aberrans en Europa y Asia (Manzanilla-L6pez, 2010;
Lodovica Gullino et al., 2020), sin embargo, en algunos paises como Brasil, Colombia,
Guyana, Paraguay, Surinam, Uruguay y Venezuela no se tiene registros (Manzanilla-
Lopez, 2002; Manzanilla-Lopez, 2010). En México se ha registrado la presencia de N.
aberrans en los estados de Puebla, Guanajuato, Hidalgo y Zacatecas, Estado de

México y Morelos (Martinez-Fuentes et al., 2009).

2.3. Clasificacion taxonomica de Nacobbus aberrans (Thorne and Allen,
1944)

Phylum: Nematoda

Clase: Chromadorea

Orden: Rhabditida

Suborden: Nematoda
Infraorden: Tylenchina
Superfamilia: Tylenchomorpha
Familia: Pratylenchidae
Subfamilia: Nacobbinae
Geénero: Nacobbus

Especie: Nacobbus aberrans
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2.4. Importancia econdémica de plagas y enfermedades

Los estatutos reglamentarios adoptados por las agencias de proteccion vegetal como
la NAPPO (Norte Organizacion Americana de Proteccion de Plantas), EPPO
(Organizacion Europea de Proteccion de Plantas) y COSAVE (Comité de Sanidad
Vegetal del Cono Sur), clasifican a N. aberrans como una plaga reglamentada de
categoria A1 (OEPP/EPPO, 2001) (OEPP/EPPO, 2001). Esta designacion implica que
la especie es de alta preocupacion fitosanitaria debido a la alta reproductibilidad y su
control es fundamental para prevenir su propagacién en las areas afectadas
(Manzanilla-Lopez et al., 1997) produciendo ademas una enfermedad conocida como
jicamilla causado por el nematodo N. aberrans (Sanchez Portillo, 2010). Por el grave
impacto que provoca en la agricultura en general, con pérdidas que oscilan entre el 35-
90 %, dependiendo del cultivo (Manzanilla-Lépez et al., 2008; Nabor-Romero et al.,
2020), aun que hay pocos reportes de perdidas monetarias Nicol, 2011 menciona que

los darios ascienden a 80, 000 millones de doélares anuales en todo el mundo.

2.5. Cultivos de importancia econémica que afecta el nematodo falso
agallador (Nacobbus aberrans)

Los cultivos afectados por N. aberrans comprende 18 familias con aproximadamente
84 especies, entre cultivos y malezas, las familias afectadas por este nematodo son:
Amaranthaceae, Apiaceae, Asteraceae, Basellaceae, Brassicaceae, Cactaceae,
Caryophyllaceae, Chenopodiaceae, Convolvulaceae, Cucurbitaceae, Euphorbiaceae,
Fabaceae, Labiatae, Malvaceae, Nyctaginaceae, Oxalidaceae, Plantaginaceae,
Polygonaceae, Portulacaceae, Solanaceae, Tropaeolaceae y Zygophyllaceae
(Manzanilla-Lopez et al., 2010), N. aberrans afecta principalmente a papa (Solanum
tuberosum), tomate (Solanum lycopersicum), remolacha azucarera (Beta vulgaris),
pimiento (Capsicum annuum) y frijol (Phaseolus vulgaris) (Manzanilla-Lopez et al.,
2002; Caccia et al., 2013).
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2.6. Afectaciones por Nacobbus aberrans

En México, los cultivos de chile son afectados por nematodos y en especial falsos
agalladores como N. aberrans. Esta infestacion puede disminuir la produccion de los
cultivos, generando perdidas que oscilan entre el 30% al 90% del total. EIl manejo de
esta plaga se realiza principalmente de forma convencional y se enfoca en el uso de
nematicidas sintéticos (Bridge & Starr, 2007). Uno de los principales problemas es la
resistencia de estas plagas, lo que lleva buscar alternativas amigables con el medio
ambiente, y la biodegradacion de los compuestos quimicos. Una de las mejores
alternativas es el control biolégico de nematodos, que incluye el uso de
microorganismos antagonistas o aquellos capaces de inducir defensa en las plantas de
igual manera esta estrategia no solo ayuda a reducir la poblacion de nematodos, sino

que también promueve practicas sostenibles.

2.7. Hongos fitopatégenos

Los hongos fitopatégenos son de importancia econdémica en el sector agricola, debido
a las enfermedades ocasionadas en las plantas. Atacan principalmente las raices y los
tallos, asi mismo producen micotoxinas que quedan adheridas a los productos
comercializados ocasionando pérdidas econdmicas, sin embargo, estos hongos
pueden presentarse postcosecha y tener un mayor impacto negativo a Ssus
consumidores, cabe mencionar que de las 8000 especies reportadas como
fitopatdgenas los principales géneros con mayor relevancia son: Botrytis, Lasiodiplodia,
Penicillium, Colletotrichum, Phoma, Rhizopus , Mucor, Fusarium y Alternaria (Trigos et
al., 2008; Castafieda-Ramirez et al., 2016), ocasionando perdidas que ronda del 40%
en plantaciones de citricos hasta el 100% en cultivos de fresa (Fragaria vesca L) ,
tomate (Solanum sect. Lycopersicon), garbanzo (Cicer arietinum), entre otros (Polanco
et al., 2019; Pérez-Rodriguez et al., 2019). Esta variabilidad en las perdidas destaca la
gravedad del impacto que estas enfermedades fungicas pueden tener en la produccion

agricola.
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2.8. Fusarium

El generé Fusarium es un hongo fitopatdgeno de importancia mundial debido a que
genera enfermedades en cereales como: el maiz (Zea mays), trigo (Triticum), avena
(Avena sativa) y cebada (Hordeum vulgare), también se ven afectados los cultivos de
leguminosas como: el frijol (Phaseolus vulgaris) y la soya (Glycine max), ademas de
los cultivos de cucurbitaceas como: calabaza (Cucurbita moschata Duchesne), melén
(Cucumis melo) y sandia (Citrullus lanatus), asi mismo afectando algunas semillas de
importancia alimenticia e industrial como: girasol (Helianthus annuus), linaza (Linum
usitatissimum), mani (Arachis hypogaea), entre otros. La distribucién de este hongo
fitopatdgeno es cosmopolita, lo que provoca que esté presente en 81 principales
cultivos de importancia econémicas de 101, causando principalmente pudricion de
tallos, marchitamiento, aborto de semillas, pudricién de granos, causando clorosis en
las plantas (DGSV-CNRF, 2020; Pérez-Reyes et al., 2024).

Las cepas de Fusarium oxysporum y Fusarium sp tienen un gran impacto en cultivos
de interés econdmico (Leslie & Summerell, 2006) debido a la produccion de metabolitos
toxicos como el &cido fusarico, moniliformina pigmentos de naftoquinona y
nectriafurona, provocando marchitamiento vascular de las plantas, asi como pudricién
de raices, por otra parte, presentan clamidosporas, macroconidios y microconidios
como mecanismos de proteccion en condiciones de baja humedad y altas

temperaturas (Koike et al., 2019).
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2.9. Morfologia de Fusarium

Este hongo presenta diferentes estructuras; incluyendo macroconifios con tres septos,
monofialides de forma corta y ramificadas, y microconidios que carecen de septos y
tienen una forma ovalada, esporodoquio. También se observan esporodoquios,
clamidosporas en cadena y polifialides como se observa en la Figura 2. Presenta un
crecimiento rapido, variando la coloracion entre rosa, rojizo dependiendo del medio de
cultivo, teniendo un aspecto algodonoso y abundante en la parte area (Salazar
Gonzalez et al., 2020).

Figura 2. Estructuras morfolégicas del género Fusarium. A) macroconidios, B) monofialides
ramificadas, C) microconidios, D) esporodoquio, E) clamidosporas en cadena, F-G) polifidlides.
Obtenido de (Domsch et al, 2007).

Taxonomia de Fusarium (EPPO, 2024?)
Phylum: Ascomycota

Clase: Sordariomycetes

Orden: Hipocreales

Familia: Nectriaceae

Género: Fusarium

Especie: Fusarium oxysporum.

Fusarium sp
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2.10. Ciclo bioldgico o etapas e infeccion

Las clamidosporas de Fusarium que estan presentes en el suelo, materia organica o
agua inician su infeccion en etapas tempranas del cultivo, haciendo se presente en la
migracion de la fotosintesis de la base de los tallos a las extremidades y posterior
debilitamiento de la planta, la enfermedad dependera de la cantidad de in6culo que
esté presente al momento de la siembra, los tubos germinales de las esporas penetran
las raices atras de alguna lesion o herida presente en el manejo del cultivo,
posteriormente se propagan mediante de la corteza de la raiz y se coloniza a través del
sistema de transporte de agua (Figura 3) (Villaverde, 2018; DGSV-CNRF, 2020).

Los vasos xileméticos colapsados
resultan en pudriciéon y amarronamiento.
Los tallos basales se marchitan.

Micelio fiingico coloniza vasos xilematico:
Compuestos antiflingicos secretados por la
planta y el micelio obstruyen los vasos.

xilema de color
marrén rojizo <, Laplanta entera
" sufre clorosis Yy

marchitamiento

Marchitez y
muerte de la

las esporas Corteza radicular Las esporas asexuales se forman
germinadas L germinacion de sobre restos culturales y permanecen
invaden la micelio fingico clamidosporas en el suelo

corteza radicular en respuesta a

exudados del hospedante
v penetracion directa de raicillas

Figura 3. Ciclo del marchitamiento o fusariosis del tomate (Solanum lycopersicum)
causado por (Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici) (tomado de Jangir et al.,
2021).
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2.11. Alternaria solani

El hongo fitopatdgeno Alternaria solani esta presente en el suelo y en la materia
organica en descomposicion, es cosmopolita y acumula alrededor de 250 especies y
muchas de ellas son patdogenos de plantas por ejemplo; A. solani, A. alternata, A.
arborescens, A. brassicae, A. brassicicola, A. citri, A cucumerinai, A danci, A. gaisen,
A. infectoria, A. longipes, A. mali, A. porri, A. radicina, A. tensisima, estas especies
tienen la capacidad producir fitotoxicas, afectando el cultivo antes y después de la
cosecha. Los cultivos de importancia econdmica que se ven afectados por estos
hongos son el trigo (Triticum), maiz (Zea mays), tabaco (Nicotiana tabacum), cacahuate
(Arachis hypogaea), sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench), cebada (Hordeum vulgare),
alfalfa (Medicago sativa), pastos (Cynodon dactylon), entre otros, ademas pueden ser
transmitidos por medio de las semillas (Pavon-Morano et al, 2012; Pérez-Reyes et al,
2024) teniendo una disminucién en el campo de hasta el 46% desde la germinacién de
la semilla (SENASICA., 2021). Alternaria solani es de importancia agricola debido a
que afecta principalmente a los cultivos de tomate, chile y papa causando la
enfermedad del tizon temprano provocando perdidas en el rendimiento de los cultivos
gue oscilan entre el 30 y el 100% anualmente (Quiroga-Madrigal et al., 2007; SIAP,
2016; Acufa et al., 2021).

2.12. Morfologia de Alternaria

Esta especie presenta conidi6foro; que se distinguen por tener hifas por tener de
tonalidad oscura, las cuales pueden encontrarse en grupos o de forma aislada,
originandose a partir de una hifa en comun. Aunque, no presenta ramificacion, puede
tener ramas laterales. Los conidios poseen poros, y se les denomina poroconidios, con
formas ovoides o elipsoidales, también presentan células apicales en forma de romo y
filamentoso como se observa en la Figura 4 (SENASICA., 2021; Pérez-Reyes et al.,
2024).
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Figura 4. Morfologia del género Alternaria. A) Conidiéforo macronematoso con una rama dando
origen a los poroconidios. B) Conidiéforo corto no ramificado con un dictioconidio. C) Conidios con
septos transversales, longitudinales y oblicuos. D) Conidiéfororos a p partir del micelio. E) Conidios
con septos transversales. F) Conidios en cadenas con sucesion acrépeta. Obtenido de (Pérez-Reyes
et al., 2024)

2.13. Taxonomia de Alternaria solani (EPPO, 2024b)

Phylum: Ascomycota
Clase: Dothideomycetes
Orden: Pleosporales
Familia: Pleosporaceae
Género: Alternaria

Especie: Alternaria solani
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2.14. Ciclo biolégico o etapas de infeccion

La infeccion ocurre con el micelio o conidios presentes en restos de material organico,
favorecida por las condiciones de alta humedad. Se disemina con la ayuda del viento
o lluvia propagando el in6culo desde el suelo. Este hongo penetra los estomas o se
introduce detras de la cuticula, y la infeccion también puede ocurrir mediante el uso de
herramientas infectadas. Las machas sobre las hojas se observan generalmente de 2
a 3 dias después de la inoculacion, como se observa en la Figura 5 (Acuia et al, 2021;
Herbario Virtual, 2024).

Zonidia que cae sobre la hoja germina
en presencia de agua libre e ingresa al
tejido por estomas o heridas,

Las lesiones son circulares,
de color marrdn oscuro y se
presentan de forma inicial en
Ias hojas basales mas viejas,

pero pueden desarrollarse
en toda la planta

Las conidias (indculo primario) son

% diseminados por viento o lluvia.
i v
% Diseminacion del indculo secundario

{conidias en conidiéforos), dardn
origen a varios ciclos por temporada.

)

El inbculo sobrevive de un afio a otro como micelio o esporas RIVIIVE \
en restos de plantas o sobre la superficie del suelo. .

Conidias desde la parte aérea, también
pueden infectar tubérculos expuestos

HARETIE]JUE,

Figura 5. Ciclo de infeccion de Alternaria, obtenido del Instituto de Investigaciones Agropecuarias
(INIA) (Acufia et al., 2021).
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2.15. Control biologico

El uso de poblaciones de enemigos naturales para reducir el inéculo de plagas o
enfermedades en cultivos de manera temporal y en algunos casos permanente, se
denomina control biolégico (Van Driesche et al., 2007). El control bioldgico se divide en
tres estrategias; (1) control biolégico clasico que consiste en la introduccién de
enemigos naturales endémicos de la plaga para el control de la plaga objetivo, (2)
control biologico de conservacion consiste en el uso o estimulacion de enemigos
naturales presentes en la zona de la infeccién de la plaga, y (3) control biol6gico
aumentativo en donde se realiza la liberacion en masa de nuevos antagonistas

naturales a una zona ya tratada (Van Driesche et al., 2007; Stenberg et al., 2021).

El uso de antagonistas naturales para el control de plagas y enfermedades se ha
retomado en los Ultimos afos, esto debiéndose a los estragos que ha dejado el uso de
agroguimicos, ya que es el método principal para el control de plagas (Pérez-Agis et
al., 2004; Gonzalez-Maldonado et al., 2015; Reséndiz Ramirez et al., 2016). Este
meétodo de control es la principal contaminacion en el sector agricola, contribuyendo al
deterioro de suelos y mantos acuiferos, y causando efectos negativos en el ambiente.
Esto incluye la eliminacién de insectos benéficos, enemigos naturales, y polinizadores,
asi como la toxicidad para los seres humanos que pueden provocar enfermedades
crénicas y genéticas (Romano Casas, 2019). Ademas, su uso puede generar
resistencia en las plagas a diferentes productos quimicos (Hernandez-Trejo et al.,
2019).

Los enemigos naturales de plagas tienen una gran ventaja para el control biolégico,
debido que producen metabolitos secundarios que no dafian el ambiente, no son
toxicos para animales, y son biodegradables. Entre los enemigos naturales mas
utilizados y de importancia biotecnoldgica, se destacan las Rhizobacterias promotoras
del crecimiento vegetal (PGPR por sus siglas en inglés), especialmente los géneros
Bacillus, Rhizobium, Pseudomonas y Serratia (Maheshwari et al., 2013). Esta ultima
bacteria pertenece a un género que se encuentran en la rizosfera que actian como
antagonistas de plagas y enfermedades, debido a la interaccion de la bacteria con el

objeto de estudio se ha visto que puede reducir las poblaciones del inoculo, debido a
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la produccion de enzimas, toxinas y metabolitos secundarios que ejercen presion

mediate diferentes métodos de interaccion (Wong-Villarreal et al., 2021).

2.16. Control biol6gico de nematodos y hongos fitopatégenos

El control de las plagas y enfermedades pueden llevarse a cabo de manera cultural,
con el objetivo de reducir el dafio ocasionado a los cultivos de interés econémico,
ademas de mantener en menor presencia a estos organismos fitopatdgenos. Unos de
los principales controles es la rotacion de cultivos. Esta practica consiste en cultivar
plantas que no sean susceptibles a la plaga o enfermedad en cuestién, dependiendo
del organismo fitopatdgeno que se desea evitar. Ademas, el uso inadecuado de riegos
en parcelas infectadas promueve la proliferacion de plagas y enfermedades. Otra
alternativa es el descanso de las parcelas durante un tiempo prolongado, lo que puede
reducir el riesgo de la infestacion por plagas y enfermedades (Marban et al., 1989; Pozo
et al., 2007; Tejera-Hernandez et al., 2011). Otra medida es el uso de plantas
antagonistas o plantas trampas, un ejemplo de estas son: Tagetes spp., Las
leguminosas del género Mucuna deeringiana y Canavalia ensiformis (Santiago, 2020),
Sin embargo, el uso de agroquimicos aun utilizados para el control de nematodos es el
uso de Telone Il y no fumigantes como aldicarb, oxamyl, y fenamifos (Cortez
Hernandez, 2019). Ademas, para el control de hongos se utilizan los fungicidas de
origen quimico como son los compuestos de cobre y los compuestos
organomercuricos, entre otros (Ferrer, 2003; Mandal et al., 2020). Sin embargo, el uso
inadecuado e indiscriminado de los agroquimicos han generado que las plagas y
enfermedades adquieran resistencia a estos compuestos, lo cual es una problemética
hoy en dia. Una de las opciones ecoldgicas y amigables con el medio ambiente es el
control bioldgico con el uso de bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR)
como son; Bacillus, Penibacillus, Rhizobium, Pseudomonas, Azospirillum,
Actinoplanes, Agrobacterium, Azobacter y Serratia. Esta Ultima bacteria tiene un alto
potencial como controlador de plagas, debido a los metabolitos producidos. Su finalidad
es controlar plagas y enfermedades a través de diferentes mecanismos de accion,
como la produccion de las quitinasas o los biosurfactante (Wong- Villarreal et al., 2021;

Margues-Pereira et al., 2022).
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2.17. Serratia

El género Serratia estd ampliamente distribuido en suelo, agua, plantas, animales,
invertebrados y humanos (Wong-Villarreal et al., 2021). Pertenece a la familia
Enterobacteriaceae, integrada por bacilos Gram negativos cortos y rectos de 0.5-
0.8um de diametro y 0.9-2.0um de longitud, generalmente moviles por flagelos
peritricos (Von Graevenitz, 1980; Van Houdt et al., 2007; Alonso Fernandez, 2002).
Son bacterias anaerébicas facultativas con requisitos nutricionales bajos,
guimiorganotrofos con metabolismo de tipo respiratorio y fermentativo, fermentan la
glucosa y reducen el nitrato, y oxidasa negativos (Cano-Gonzalez et al., 2004;
Venanzio, 2014). Existen, 14 especies y 2 subespecies reconocidas en el género, S.
entomophila, S. ficara, S. fonticola, S. glossinae, S. grimesii, S. liquefaciens, S.
maercescens subsp. marcescens, S. marcescens subsp. sakuensis, S. nematodiphila,
S. odorifera, S. plymuthica, S. proteamaculans, S. quinivorans, S. rubidaea, S. ureilytica
(Casas-Moreno, 2010; Mahlen, 2011; Aguilar-Gamboa & Suclupe-Campos, 2023).

2.18. Taxonomia del género de Serratia (Schoch et al., 2020)
Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Geénero: Serratia
Especie: Serratia ureilytica
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Algunas especies del género Serratia producen un pigmento rojo no difusible
denominado prodigiosina (Alvarez-Lopez et al., 2014), y algunas especies tienen
actividad antifungica, antibacteriana y nematicida (Wong-Villarreal et al., 2021). Estos
compuestos incluyen a los: Compuestos organicos volatiles (COV), incluidos trisulfuro
de dimetilo, sodorifeno y metanotioland terpenoides (Finlay et al., 2012; Popova et al.,
2014; Su et al.,, 2016), tienen una amplia actividad inhibitoria bacteriostatica citotoxica
contra diversas bacterias y hongos patdgenos, moscas de la fruta y nematodos (Dang,
et al.,2016; Schmidt et al., 2017) la produccion de quitinasas, sideroforos, proteasas,
serralisinas, hemolisina y serrawettina W2 que han sido reportados para el biocontrol
de nematodos (Wong-Villarreal, 2021). Ademas, son capaces de sintetizar metabolitos
secundarios  bioactivos adicionales, como biosurfactantes (serrawettina,
stephensiolidas, rubiwettina y ramnolipidos), althiomicina y bacteriocinas (Clements,
2019).

2.19. Biosurfactantes

Los biosurfactantes son compuestos bioldgicos anfifilicos producen extracelularmente
o como parte de la membrana celular por diversas levaduras, bacterias y hongos
filamentosos (Chen et al., 2007). Una de las caracteristicas de los tensioactivos es su
parte hidrofilica, que tiene una afinidad por el agua, asi mismo, posee un extremo
hidrofébico que tiene afinidad por hidrocarburos (aceites, grasas, derivados del
petréleo, entre otros). Estas moléculas presentan diversos grupos funcionales y son
sintetizados por microorganismos (Desai & Banat, 1997; Banat et al., 2000; Makkar et
al., 2011), y que actian como metabolitos secundarios, lo que ayuda a las bacterias en
la retencion de moléculas hidrofobicas, provocando una disminucion en la viscosidad
(Satpute et al., 2010).
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2.20. Tipos de biosurfactantes

Los biosurfactantes se clasifican principalmente en funcion de su estructura (Shekhar
et al., 2015), su composicion quimica, su peso molecular, con relacion a su tamafio,
ademas los compuestos pueden ser de bajo peso molecular, (biosurfactantes), o alto
peso molecular (bioemulsificantes) (Rosenberg & Ron, 1999; Banat et al., 2010; Saenz-
Marta et al., 2015). Las propiedades fisicoquimicas, la disociacién en el agua, y el
origen microbiano. Segun su peso molecular existen dos grandes grupos: los
glucolipidos, fosfolipidos y lipopéptidos tienen un peso molecular bajo, mientras que los
polisacaridos anfifilicos, proteinas, lipopolisacaridos, lipoproteinas o mezclas
complejas de biopolimeros, son de alto peso molecular (Rahman et al., 2002; Gautam
& Tyagi, 2006; Martinez- Checa et al., 2007; Pacwa-Plociniczak et al., 2011; S4enz-
Marta et al., 2015).

2.21. Composicion quimica de los biosurfactantes

Los biosurfactantes tiene un grupo hidrofilico compuesto de aminoéacidos, péptidos
anionicos o cationicos pueden ser; mono, di, o polisacaridos. El grupo hidrofobico esta
constituido por &cidos grasos saturados o insaturados. La mayor parte de estos
compuestos esta agrupado por glicolipidos, polipéptidos, lipoproteinas, fosfolipidos y
acidos grasos (Desai & Banat, 1997; Mondragon Mora, 2011).

Los glicolipidos son los: biosurfactante mas comun y facilmente disponibles, estan
constituido por carbohidratos que consisten en mono-, di, tri, y tetrasacaridos, que
incluyen a la glucosa, la manosa y el sulfato de galactosa formando una combinacién
con una larga cadena alifatica de acidos y acidos hidroxilicos (Veenanadig et al., 2000;
Chen et al., 2007; Rahman & Gakpe, 2008). Generalmente son compuestos de carga
anionica, con la capacidad de generar cambios en la hidrofobicidad de la membrana

bacteriana. Los mejores biosurfactantes conocidos entre los glicolipidos mas
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estudiados son los ramnolipidos, trihalolipidos y sorfolipidos (Desai & Banat, 1997;
Shekhar et al., 2015), los soforolipidos compuestos de monosacaridos u oligosacaridos
unidos a fracciones lipidicas para formar moléculas tensioactivas de bajo peso

molecular (Sharma et al., 2016).

Los polipéptidos y lipoproteinas: son el segundo grupo de biosurfactantes microbianos
mas estudiados, representado por lipopéptidos, que son simples moléculas
organizadas en un compuesto cuyo esqueleto esta conformado por un péptido ciclico
unido a una cola de &cido graso, sin embargo, existen numerosas variantes en su
estructura que generan cambios en su comportamiento como agente tensoactivo
(Desai & Banat, 1997; Perfumo et al., 2010; Mondragon-Mora, 2011). Un gran nimero
de lipopéptidos ciclicos, incluidos los decapéptidos y lipopéptidos producen
antibiéticos. Estos contienen un lipido unido a una cadena polipeptidica llamado
lipopéptido las moléculas de esta clase de biosurfactantes en general consisten en
péptidos ciclicos unidos a una grasa acida, se sabe que varias bacterias producen esas
moléculas parecidas a los antibiéticos, entre ellas Bacillus subtilus, que produce
surfactina (Sudhanshu Shekhar, 2014). Una caracteristica importante de la surfactina
es su capacidad para lisar eritrocitos de mamiferos y formar esferoplastos la cual se
utiliza para detectar la produccién de surfactina a través de la hemolisis de agar sangre
(Rahman & Gakpe, 2008).

Los acidos grasos son los componentes solubles en grasa de todas las células vivas
gue tienen una cadena larga y recta de atomos de carbono junto con atomos de
hidrégeno a lo largo de la cadena y un grupo -COOH (carboxilo) en el otro extremo. Si
la molécula de &cido graso tiene enlaces simples entre moléculas de carbono a
carbono, entonces se consideran saturadas (por ejemplo, &cido butirico, acido laurico,
acido miristico, etc.), y si tiene enlaces dobles o triples, entonces son considerados
como éacidos grasos insaturados (por ejemplo, acido palmitoleico, acido oleico, acido
miristoleico, acido linoleico, acido araquidonico, etc.) (Borah et al., 2021). El balance
hidrofilico o lipofilico de los &cidos grasos esta relacionado con la longitud de la cadena
de hidrocarburo. Los acidos grasos que disminuyen considerablemente la tension

superficial e interfacial son aquellos que en su molécula presentan entre 12 y 14 atomos
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de carbono (Desai & Banat, 1997; Gautam & Tyagi, 2006; Mondragon Mora, 2011). Los
fosfolipidos son los derivados de las moléculas de glicerol con dos moléculas de acidos
grasos y un grupo fosfato con carga negativa. El grupo fosfato cargado negativamente
en el fosfolipido es de naturaleza hidrdéfila, y las cadenas de &cidos grasos no polares
son de naturaleza hidréfoba. Durante la formacién del micelio en el agua, se disponen
de forma esférica con la cabeza hidrofila orientado hacia el agua y las colas hidrofobas

ocultandose en el interior, lejos del contacto el agua (Borah et al., 2021).

2.22. Importancia de los biosurfactantes

Los biosurfactantes ofrecen numerosas ventajas, como baja toxicidad, un alto nivel de
biodegradacion y mejor compatibilidad con el ambiente. Ademas, tiene una alta
productividad de emulsiones, un alto grado de selectividad y actividad especifica en
condiciones extremas de temperatura, pH y salinidad. También poseen la capacidad
de sintetizar sistemas de retroalimentacion renovables en el entorno. Se le consideran
como alternativas "verdes" a los surfactantes sintéticos, pero quizas lo mas importante
es que la estructura quimica de los biosurfactantes es Unica y exhibe una gran
diversidad estructural que incluye glicolipidos, lipopéptidos, acidos grasos, lipidos
sideroforos y surfactantes poliméricos (Desai & Banat, 1997; Cameotra & Makkar,
1998; Soberon-Chavez & Maier, 2011).

2.23. Aplicaciones de los biosurfactantes

Los biosurfactantes al ser moléculas versétiles tienen diversas aplicaciones. En el area
médica; se utilizan como antitumorales, anti-biopeliculas, antinflamatorios, cicatrizante
entre otros. En el &rea industrial, se emplean como textiles, alimentos, petroquimica,
farmacéutica. También son utiles en el area de la biorremediacion (incluyendo el

tratamiento de aguas residuales, remediacion agroindustrial). Ademas, en la agricultura
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estos compuestos son valiosos como agentes controladores de plagas (insectos,
nematodos, entre otros) (Markande et al., 2021; Wong-Villarreal et al., 2021; Marques-
Pereira et al., 2022).

2.24. Microorganismos productores de biosurfactantes

Los biosurfactante son producido por diversos tipos de microoganismos entre ellos se
destacan las bacterias como: aeruginosa, Pseudomonas putida, Burkholderia
(Pseudomonas cepacia), Serratia marcescens, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis,
Bacillus mycoides, Bacillus mojavensis, Acinetobacter bouvetii, etc (Tabla 1). También
se conocen algunos de los genes que se encuentran involucrados en la produccion de
un biosurfactante en bacterias (Tabla 2) (Youssef et al., 2004; Mulligan, 2005; Tugrul &
Cansunar, 2005; Ron & Rosenberg, 2006; Wei et al., 2007; Bordoloi & Konwar, 2008;
Saravanakumari & Mani, 2010; Aparna et al., 2012; Luna et al., 2012; Chan et al., 2013;
Chaprao et al., 2015; Shekhar et al., 2015; Vijayakumar & Saravanan, 2015; Fooladi et
al., 2016; Khan et al., 2017 Ghosh et al., 2020).

2.25. Modo de accién de los biosurfactantes

El modo de accion de los biosurfactantes no esta completamente descrito ya que la
mayoria de las aplicaciones se han centrado en temas de biorremediacion por
contaminacion de hidrocarburos. Sin embargo, algunos autores sugieren que la
actividad de estos compuestos actla a nivel de membrana, lo que provoca a cambios
en la morfologia de los hongos, como la deformacién de hifas o baja carga de esporas.
Asi mismo, en insectos tiene, los biosurfactantes se encuentran en el intestino medio,
donde se lleva a cabo la digestion, observandose deformaciones y poros en el intestino,
lo que indica una actividad litica en las paredes celulares (Mnif, et al., 2015; Mnif, et al,
2016; Ben Khedher et al, 2020).
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Tabla 1. Mircoorganismo productores de biosurfactantes modificado a partir de (Desai & Banat,
1997; Borah 2021)

Biosurfactante | Sub-clase Organismos Actividad
biol6gica
Glicolipidos Pseudoomona. Buenos agentes
Ramnolipidos | aeruginosa tensoactivos vy
Pseudomonas sp | emulsificantes.
Rhodococcus. Aumentan la
- erythropoli hidrofobicidad de
Trehalolipidos Rhodococeus la membrana
erythropolis bacteriana
Torulopsis.
bombicola
Soforolipidos Tor_ulop5|s.
tapicola
Torulopsis.
petrophilum
Polipéptidos y Péptido-lipidos | Bacillus Excelentes
lipoproteinas Jlincheniformis agentes
Serrawettina Sserratia. espumosos, muy
marcescens activos en la
Viscosina Pseudomonas interfaz, debido a
fluorescens sus grandes
Surfactina Bacillus subtilis propiedades de
Subtilisina Bacillus subtilis disminuir en gran
Gramicidinas Bacillus brevis medida los
Polymyxinas Bacillus polymyxa | niveles de
tension
interfacial a
bajas
concentraciones.
Modulan la

hidrofobicidad de
la membrana

bacteriana.
Fosfolipidos, Proteina-lipida | Candida tropicalis | Excelentes
acidos grasos | manoproteina agentes
Proteina-lipida- | Pseudomona tensoactivos
carbohidrato flurescens
Debaryomyces
polymorphus
Proteina PA Pseudomona
earuginosa
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Tabla 2. Genes involucrados en la produccion de biosurfactantes modificado a partir de (Borah,
2021; Markande et al., 2021).

marcescens 274

Nombre del | Nombre del biosurfactante | Gen involucrado | Referencia

organismo en la produccion

Ustilago maydis | Mannosylerythritol lipid emtl (Hewald, 2005)

Pseudomonas Rhamnolipid Rhl (rhlA, rhiB, | (Wittgens, 2018)

aeruginosa rhiR, y rhiL)

B. subtilis RB14 | Iturin A ituD ituA ituB | (Das et al., 2008)
ituC

B. subtilis Surfactin srfA srfB srfC | (Das et al., 2008)
srfiD

Pseudomonas Viscosin LuxR- tipo de | (De Bruijn

fluorescens reguladores & Raaijmakers,
transcripcionales | 2009)

Starmerella Sophorolipid cyp52M1, ugtAl, | (Kurtzma

bombicola ugtBl y mdr et al.,

(Candida) 2010)

Acinetobacter Alasan alnA (Das et al., 2008)

radioresistens

KA53

Serratia Serrawettin W1 pswP (Das et al., 2008)

marcescens

Serratia Serrawettin W1 swrw (Das et al., 2008)

Serratia
liquefaciens
MG1

Serrawettin W2

SWrA, swrl, swrR

(Das et al., 2008)
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3. Justificacion

Uno de los principales desafios en la actualidad es la identificacion de microorganismos
capaces de producir metabolitos secundarios con actividad antagonica. Que puedan
utilizarse como biocontrol contra plagas y enfermedades en cultivos de interés
economico. Esta necesidad surge debido a la toxicidad de los plaguicidas, la resistencia
de las plagas, la contaminacion ambiental y los problemas de salud que estos quimicos
pueden causar en los seres humanos, por el contrario, los fitopatégenos, como
nematodos y hongos representan un problema significativo a nivel mundial, ya que
generan dafios considerables en los cultivos, lo que se traduce en pérdidas econémicas
para el sector agricola. En este contexto, el biosurfactante producido por la cepa
Serratia ureilytica UTS muestra gran potencial como agente antagénico contra el
nematodo falso agallador (Nacobbus aberrans) asi como, contra los hongos
fitopatdgenos Fusarium oxysporum, Alternaria solani y Fusarium sp, ademas, los
biosurfactantes se caracteriza por ser no toxicidad, biodegradable y no tener un

impacto negativo en el medio ambiente.
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4. Hipotesis

El biosurfactante producido por Serratia ureilytica UTS tiene actividad nematicida y
fungicida contra el nematodo Nacobbus aberrans y los hongos fitopatdgenos Fusarium

oxysporum, Alternaria solani y Fusarium sp.
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5. Objetivos

Objetivo general

Evaluar la actividad biol6gica del biosurfactante producido por Serratia ureilytica UTS
contra el nematodo falso agallador y hongos fitopatogenos.

Objetivos especificos
Producir, obtener y evaluar el biosurfactante producido por Serratia ureilytica UTS.

Analizar el genoma de Serratia ureilytica UTS mediante un analisis bioinformético en
busca de genes productores de biosurfactante.

Caracterizar el biosurfactante producido por Serratia ureilytica UTS.

Evaluar la actividad nematicida del biosurfactante producido por Serratia ureilytica

UTS contra Nacobbus aberrans (J2).

Evaluar la actividad fungicida del biosurfactante producido por Serratia ureilytica UTS

contra Fusarium oxysporum, Alternaria solani y Fusarium sp.
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6. Estrategia experimental

/

S

Y

N
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7. Materiales y métodos

7.1. Métodos

7.1.1. Andlisis bioinformatico para la identificacién de genes productores de
biosurfactantes

La identificacion de los genes relacionados con la biosintesis de biosurfactantes se

realiz6 en el genoma de S. ureilytica UTS mediante la herramienta bioinformatica

AntiSMASH desde su servidor https://antismash.secondarymetabolites.org/#!/start

(Medema et al., 2011), con este andlisis lo que se busca es identificar los posibles
genes relacionados con la biosintesis de los metabolitos secundarios presentes en el

genoma de S. ureilytica UTS.

AntiSMASH permite la entrada de archivos de diferente tipo (FASTA, GBK o EMBL) y
también puede proporcionar un nimero de acceso a GenBank/RefSeq, que es utilizado
por el servidor web para obtener el archivo asociado de GenBank. Si se elige la opcién
de archivo FASTA, el programa realiza una prediccion de genes utilizando su
herramienta de marcos abiertos de lectura largos (ORFs largos) para construir un
modelo del gen basado en la secuencia proporcionada. (Espinoza, 2022).

También se utiliz6 la herramienta bioinformatica BioSurfDB desde su servidor

www.biosurfdb.org la informacion obtenida con este programa se compara con la base

de datos de su servidor, que incluye listas de biosurfactantes, agrupados por organismo
productores de biosurfactantes, nombre del surfactante, clase y referencia (Oliveira et
al., 2015).

El modelo de base de datos del sistema BioSurfDB fue disefiado para hacer el
modelado de los principales conceptos y relaciones en los dominios de biodegradacion
y produccién de surfactantes. Este modelo fue implementado en mySQL. Se han
creado secuencias de comandos Perl para admitir el filtrado y la carga de datos de
GenBank (Benson et al., 2012). Todos los datos de secuencias nucleicas o proteicas,
KEGG se representaron utilizando formatos de archivo estandar FASTA (Pearson,

1990; Kanehisa, 2001), para las vias y PUBMED para las referencias de articulos. Se
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han incluido enlaces URL para conectar los datos de este repositorio a fuentes externas

con el objetivo de respaldar una politica de datos enlazados (Oliveira et al., 2015).

7.1.2. Agar azul de metileno

El medio agar azul de metileno fue descrito por (Siegmund & Wagner, 1991) para la
identificacién de ramnolipidos, de la familia de los glucolipidos, sin embargo, esta
prueba es de bajo espectro ya que debido a la naturaleza solo detecta biosurfactantes
con carga anionica, para la identificacion de la presencia de biosurfactantes anionicos
el azul de metileno y el bromuro de hexadeciltrimatilamonio (CTAB) hacen que ocurra
una precipitacion del biosurfactante y asi formando un halo alrededor de las colonias,
este proceso es el sugerido de lo que ocurre en el medio de cultivo, la condiciones de
incubacion fueron; 24 h a 30 °C, y para favorecer la visualizacion del halo se sugiere
almacenar las placas a 4°C durante 24h (Gunther et al., 2005; Sumathi & Yogananth,
2016; Barrionuevo, 2017; Jaramillo, 2019).

7.1.3. Produccioén del biosurfactante

Se realiz6 un pre-cultivo de la cepa S. ureilytica UTS y se incubo 17 h a 30°C por 140
rpm en un matraz de 250 mL con un total de 50 mL de medio LB. En un matraz de 1 L
con 400 mL de medio estéril PG (peptona de caseina 4 g/L, glicerol 14 g/L y (NH4)2SOa
1.50 g/L) se inéculo el 10% de su volumen del medio PG (Rosas-Galvan et al., 2018) y
fue incubado a 30°C por 144 h a 140 rpm.

7.1.4. Recuperacion del biosurfactante crudo

Después de las 144h de incubacion el medio de cultivo fue centrifugado a 6000 rpm
por 25 min a 4 °C. Todo el sobre nadante libre de células fue obtenido y acidificado a
pH 2 con una solucién de HCI 1 M, (Mukherjee et al, 2006) posteriormente se le agrego

2 volumenes de etanol frio (4 °C % 2) (Phetrong et al, 2008) La solucion etandlica se
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agito durante 30 min, y se incubo a 4 °C por 72 h con el objetivo de precipitar el
biosurfactante. Los sedimentos formados se eliminaron por centrifugacion a 6000 rpm
por 20 min a 4°C, la solucion libre de impurezas fue evaporada en un rotavapor, hasta

obtener una solucion marrdn de aspecto viscoso (Garcia-Reyes et al, 2018).

7.1.5. Pruebas tensioactivas

Se realizaron cuatro pruebas para detectar la actividad tensioactiva del biosurfactante
producido por la cepa S. ureilytica UTS. Las pruebas fueron aplicadas al sobrenadante
libre de células donde se encuentra el biosurfactante; la reduccion de la tension
superficial, indice de emulsificacion, dispersion de aceite y el colapso de gota, con esto
se pudo comprobar la actividad tensioactiva del biosurfactante.

7.1.5.1. Tension superficial

La tension superficial serd determinada con el sobrenadante libre de células del
producto de la incubacion de la cepa S. ureilytica UTS, se midi6 a temperatura ambiente
(28 °C) con la ayuda de un tensiémetro, la validez de las lecturas de tension superficial
se comprobara con agua destilada (67 £ 1.7 mN/m) antes de cada lectura (Aparna et
al., 2012; Somoza-Coutifio et al., 2020).

7.1.5.2. indice de emulsificacién

La prueba de emulsificacion se determind con el sobrenadante libre de células del
medio de cultivo de 144h, el cual sirvio para realizar el ensayo utilizando aceite de soya
en una relacion 1:1. Después se agito por dos minutos con la ayuda de un vortex a
maxima velocidad, después de 24 h se tomd la medida de emulsificacion (Cooper &
Goldenberg, 1987; Sumathi & Yogananth, 2016; Barrionuevo, 2017; Garcia-Reyes, et
al, 2018; Jaramillo, 2019), y se determiné el porcentaje mediante la siguiente formula:
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Ecuacion 1

IE= Ha/Hb x 100

Donde Ha es la altura de la capa de emulsion, Hb es la altura de la mezcla total.
IE= hx100/H

Donde H es la altura total de la mezcla y h es la altura de la emulsificacion

7.1.5.3. Colapso de gota

Para la prueba de colapso de gota se utilizé tubos eppendorf de 200 pL, agregandoles
100 pL de aceite de soya (sin embargo puede ser sustituido con alguna otra base de
hidrofobica), posteriormente se agreg6é 10 pL del sobrenadante libre de células, la
capacidad de los biosurfactantes para desestabilizar una superficie de origen
hidrofobica que a su vez tiene una relacion con la tension superficial, a su vez las
moléculas de agua al ser agregadas fueron repelidas y permanecieron estables, sin
embargo, el sobrenadante que porta el biosurfactante, colapso debido a la reduccion
de la tension superficial (Jain et al., 1991; Walter et al., 2010; Sumathi & Yogananth,
2016; Santos-Goncalves, 2017).

7.1.5.4. Dispersion de aceite

Se realizé la metodologia de Morikawa et al (2000) con modificaciones de acuerdo con
los objetivos del proyecto, consistié en afiadirle 20 mL de agua a una caja Petri de 90
x 15 mm para posteriormente afiadir 1 mL de aceite quemado de motor para tener una
capa de aceite, luego se coloca suavemente 0.2 mL del sobrenadante libre de células,
si hay biosurfactante presente en el sobrenadante el aceite se desplazara y se formara
un halo transparente. El diAmetro del halo transparente se correlaciona con la actividad
tensioactiva, ya que un aumento del diametro significa una elevada actividad del
biosurfactante. (Sharma et al., 2014; Garcia-Reyes & Yafez-Ocampo, 2016). Los datos
del didmetro del halo fueron obtenidos con un vernier electrénico y se representaron

por el promedio del halo de transparencia.
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7.2. Actividad bioldgica del biosurfactante producido por la cepa Serratia
ureilytica UTS

7.2.1. Ensayo contra Nacobbus aberrans

La actividad biolégica del biosurfactante producido por la cepa S. ureilytica UTS fue
evaluado a tres diferentes concentraciones: 10, 20 y 30 mg/mL, se coloc6 un grupo
control positivo (Nematrol Plus 6 mg/mL) y un grupo control negativo (agua), las
pruebas in vitro se realizaron en una placa Elisa de 96 pocillos en cada pocillo se le
afadié 50 pL del tratamiento correspondiente (Nematrol, agua o biosurfactante a
diferentes concentraciones) y 50 uL de agua destilada que tenia 100 J2 y se mezcld
suavemente, cada pocillo representa una unidad experimental, para la distribucion de
los tratamientos se realizd6 un disefio completamente aleatorizado, por lo tanto, los
tratamientos consistieron en cinco repeticiones y se realizaron tres replicas
experimentales. Posteriormente se incubo en una camara de humedad a 28°C con
agitacion; después de 72 h, la mortalidad fue evaluada afiadiendo 10 pL de NaOH 1 N
a cada tratamiento (pocillo), esto estimulo a los J2 sobrevivientes, mientras que los
nematodos que no presentaron motilidad se consideraron muertos. Las muestras se
observaron bajo un microscopio éptico (10X), mientras que los resultados porcentuales
de mortalidad del bioensayo se estimaron con la siguiente formula (Gomez-Gutiérrez
et al., 2023).

%Mortalidad = (nUmero de larvas muertas/nimero de larvas muertas + nimero de

larvas vivas) x 100
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7.2.2. Ensayo antifungico

La actividad antifangica del biosurfactante de la cepa S. ureilytica UTS fue evaluado
mediante la inhibicion del crecimiento micelial de F. oxysporum, Alternaria solani y
Fusarium sp. Las concentraciones evaluadas del BS crudo fueron (0.02, 0.04, 0.1, 0.5
y 1 %), se utilizaron 15 mL de medio PDA para verter en placas Petri y se indculo con
discos de 12 mm con micelios de los hongos fitopatégenos en el centro de cada placa
ya solidificada y se incubaron a 28°C por 7 dias (144h) mientras que para el control se
utilizé agua destilada estéril, cada tratamiento se realizé por triplicado, el diametro del
crecimiento micelial se midi6 cada 24 horas hasta las 144h y el porcentaje de inhibicion
del crecimiento micelial se calculé con la siguiente formula (Mnif et al., 2015; Sarwar et
al., 2018; Ben Khedher et al., 2020).

Formula 1

%MGI= (dc-dt/dc) x 100
Formula 2

%Inhibicion = (1-(FG/CG)) x100

Donde FG es el diametro del crecimiento del hongo tratado y CG es el didmetro del

crecimiento del hongo control.
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7.3. Anélisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los bioensayos se utilizdé un disefio completamente al
azar (DCA) para los datos de mortalidad del nematodo Nacobbus aberrans (J2) y los
datos del porcentaje de inhibicibn del crecimiento micelial (%MGI) fueron
transformados mediante la funcién arcoseno para cumplir con los supuestos de
normalidad. Los datos fueron sometidos a un ANOVA de una via, posteriormente se
realizd una prueba Tukey con un nivel de significancia de a= 0.05 para la comparacion
de medias, para verificar la normalidad de la mortalidad de los J2 y el porcentaje de
inhibicion de los hongos por la actividad del biosurfactante se realiz6 una prueba
Shapiro-Wilk. Las pruebas fueron analizadas usando R version del programa 4.3.2
(Team, 2023).
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7.4. Andlisis por cromatografia de gases acoplado a masas (GC-MS)

El andlisis de cromatografia de gases acoplados a masas se realizd en un equipo
TRACE GC de la marca Thermo Scientific con un detector de masas con trampa de
iones ITQ900 (Thermo Electron Corporation, Milan, Italia). El gas portador fue helio con
un flujo de 1 mL/min. La columna utilizada fue TRACE-5MS (30 m, 0.25 um de pelicula
y 0.25 mm de diametro interno). El GC estaba equipado con un inyector split-splitless
que se mantuvo a 270°C. En el método, el horno se programé de la siguiente manera:
inicialmente 50°C por 1 min, luego la temperatura se aumento en tres pasos: de 50 a
300°C a 7°C/min y finalmente se mantuvo a 300°C por 5 min, dando un tiempo
cromatografico total de 56 min. Los espectros de masas se adquirieron mediante
ionizacion por impacto de electrones a 70 eV y el detector se configur6 en modo
TIC/Scan (corriente de iones total) de 50 a 650 m/z con una velocidad de escaneo de
0.2 s-1 (Dwell). Las temperaturas de la linea de transferencia y de la fuente de iones
se mantuvieron a 270 y 200°C respectivamente. Los datos brutos se procesaron
utilizando el software XcaliburTM version 4.0 (Thermo Scientific, EE. UU).
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8. Resultados

8.1. Andlisis bioinformatico para la identificacion de genes productores de
biosurfactante

El programa AntiSMASH detecto diferentes regiones que estan involucradas en la
sintesis de metabolitos secundarios como se observa en la Tabla 3, ademas se
pudieron observar siete regiones de péptidos no ribosomal (NRPS) los cuales se
describen en la Tabla 4, y se detectd una serrawettina W2, sin embargo, al analizar
todas estas regiones hubo otra region de la cual podria codificar para la serrawettina
W1. Para confirmar la presencia de cualquiera de las serrawettina se hizo un Blast
global con secuencias que contienen la region de biosintesis de dicho biosurfactante.
Ademas de la identificacion de los metabolitos que se encuentran en el genoma,
también muestra una prediccion de la arquitectura de los dominios presentes en la
biosintesis del gen de interés en este caso la serrawettina W1 (swrW); Dominios de

Condensacion (C), Acetilacion (A), Thiolacion (T), y Thioesterasa (TE).
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Tabla 3. Resultados de la identificacion de la regidn de sintesis de metabolitos secundarios en

Serratia ureilytica UTS

Sitios gendmicos

Sitio de Sitio de
Inicio Termino
185,895 231,603
22,715 42,993
55,816 126,324
44,923 71,365
49,059 71,156
98,489 124,157
1 30,126
39,030 39,704
1 26, 213
68,210 93,533
1 50, 947
6,335 46, 367
629 34, 899
1 2,393

Tipos de producto

NRPS
Contienen RRE
T1PKS, NRPS

Tiopéptido
Metal6foro similar
a los opinos
Betalactona
NRPS

Hserlactona
NRPS
NRPS

NRP-metal6foro,
NRPS

NRPS, Tiopéptido,
LAP
NRPS
NRPS

Cluster conocido mas similar

Productos mas similares

Prodigiosina
Lankacidina C
Viobactin
Antigeno O

Yersinopina

5-dimetilalilindol-3-
acetonitrilo
xenotetrapéptido
rizomia A/rizomio B/rizomido
C
tricrisobactina/
tricrisacactina
ciclica/crisobactina/dicrisoba
ctina

microcina E492

Kolossin

Similitud
12%
13%
46%

14%
100%

22%

100%

100%

46%

12%

100%
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Tabla 4. Resultados de la identificacion de la regidn de sintesis de metabolitos secundarios en
Serratia ureilytica UTS

Region | coordenadas Claster similar Similitud

1.1 185,895 — | Prodigiosina 12%
23,1603
(45,708pb)

12.1 1 - 30,126 | 5-dimetilalilindol-3-acetonitrilo 22%
(30, 126 pb)

18.1 1 - 26,213 | xenotetrapéptido 100%
(26, 213 pb)

19.1 68, 210 — 93, | rizomia Alrizomio B/rizomido C 100%
533 (25, 323)

23.1 1 — 50, 947 | tricrisobactina/ tricrisacactina 46%
(50, 947 pb) | ciclica/crisobactina/dicrisobactina

46.1 629 — 34, 899
(34, 270 ph) ) .

65.1 1 — 393 (393 | Kolossin 100%
pb)
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Ademas de la identificacion de los metabolitos que se encuentran en el genoma, también nos da una prediccion de la arquitectura
de los dominios presentes en la biosintesis del gen de interés en este caso la serrawettina W1 (swrW); Dominios de

Condensacion (C), Acetilacion (A), Thiolacién (T), y Thioesterasa (TE) como se muestra en la Figura 6.

NRPS

D G @ = )

Figura 6. Grupo biosintético de la estructura del gen swrW (serrawetina W1) Organizacion genética del genoma de la cepa Serratia ureilytica UTS
por el analisis AntiSMASH. A) Grupos de genes biosintéticos con la identificacion del core del gen swrW: dominio de condensacion, dominio de
acetilacion, dominio de thiolacién, dominio de thioesterasa. B) organizacion del gen. C) proteina biosintética con los dominios de condensacion,
acetilacion, thiolacién y thioesterasa.
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Se utilizaron 28 secuencias con regiones NRPS que codifican para una serrawettina
(Marques-Pereira, 2022), para la confirmacion de posibles serrawettina se realizé una
comparacion de genes mediante la herramienta de Blast alineamiento global con las
secuencias antes mencionadas y los contig 19 y 23 (Tabla 5 y 6), asi mismo, se realizo

un arbol filogénico por el método de Neighbor Joining (Figura 7).

Tabla 5. Andlisis blast global con la secuencia NRPS del contig 19 del genoma de S. ureilytica UTS
con 11 secuencias de biosintesis del Biosurfactante.

Contig 19 alineamiento con 11 secuencias de serrawettina W2 (SrwA)
Numero de Cluster del gen Porcentaje de
accesion similitud

Serratia marcescens SM39 DNA 28%
BAO35825.1 genoma completo
Cepa Serratia marcescens 28%
ALE98111.1 SmUNAM836, genoma complete
Cromosoma Serratia sp. SSNOH1 28%
AUY16873.1 cromosome genoma completo
Aislado de Serratia marcescens 28%
SAY45247.1 PWN146_ensamblaje del genoma,
cromosoma
. . 3
KKO55915.1 Serratia marcescens strain UMH7, 30%
genoma completo
Serratia marcescens strain RSC-14, 30%
ALD45109.1 genoma completo
. . 5
ETX44761 1 Serratia marcescens strain 1274 34%
genoma
AOF02338.1 Serratia sp. YD25, genoma completo 19%
AIM23801.1 Serratia sp. SCBI, genoma completo 19%
Cromosoma Serratia marcescens 19%
KMU50701.1 strain BWH-23, genoma completo
i 0,
CDG14244.1 Serratia marcescens sub sp. 19%
Marcescens Db11, genoma completo
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Tabla 6. Andlisis blast global con la secuencia NRPS del contig 19 del genoma de S. ureilytica UTS
con 11 secuencias de biosintesis del biosurfactante.

Contig 23 alineamiento con 17 secuencias de serrawettina W1 (srwW)
Numero de Cluster del gen Porcentaje de
accesion similitud
ERH70695.1 Péptido sintetasa no ribosémica 32%
AGE20181.1 Sintetasa serrawettin W1 32%
AlA46701.1 Sintetasa putativa serrawettin W1 31%
EME04443.1 Proteina de adenilacion de 31%
aminoacidos
KFF87803.1 Péptido sintetasa no ribosémica 32%
BAO21138.1 Sintetasa putativa serrawettin W1 32%
ASM18665.1 Péptido sintetasa no ribosémica 32%
KED14984.1 Proteina que contiene dominio de 31%
adenilacion de aminoacidos
KFL05097.1 Péptido sintetasa no ribosémica 32%
EZQ62923.1 Péptido sintetasa no ribosémica 31%
KLE36484.1 Péptido sintetasa no ribosémica 31%
WP_063202307.1 | Péptido sintetasa no ribosémica 31%
AEG30284.1 Péptido sintetasa no ribosémica 31%
AEF47625.1 Péptido sintetasa no ribosémica 31%
WP_013814722.1 | Péptido sintetasa no ribosomica 31%
SMZE8711.1 Proteina que contiene dominio de —
adenilacién de aminoé&cidos
KFB89923.1 Péptido sintetasa no ribosémica 32%
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75 ERH70695.1 Serratia marcescens EGD-HP20 swrw
33 L AGE20181.1 Serratia marcescens WW4 swrw
EMF04443.1 Serratia marcescens VGH107 swrw
AlA46701.1 Serratia sp. FS14 swrw
100 KFF87803.1 Serratia nematodiphila DZ0503SBS1 swrw

50

45

KFD14984.1 Serratia marcescens subsp. marcescens ATCC 13880 swrw
100 98 | [ BAO21138.1 Serratia marcescens swrw
55 L ASM18665.1 Serratia marcescens swrw
— EZQ62923.1 Serratia marcescens BIDMC 81 swrw
100 = KLE36484.1 Serratia sp. TEL swrw
100 — SMZ58711.1 Serratia grimesii swrw
L KFB89923.1 Serratia grimesii swrw
79 ———————————— WP 063202307.1 Serratia plymuthica swrw
100 f AEG30284.1 Serratia sp. AS13 swrw
100 \—,: AEF47625.1 Serratia plymuthica AS9 swrw
100 WP 013814722.1 Serratia swrw
CONTIG23 Serratia ureylitica UTS

100 KMU50701.1 Serratia marcescens swra
100 L

100

CDG14244.1 Serratia marcescens subsp. marcescens Db11 swra
AIM23801.1 Serratia sp. SCBI swra
AOF02338.1 Serratia surfactantfaciens swra

94 100

100 [ KKO55915.1 Serratia ureilytica swra
100 )
ALDA45109.1 Serratia marcescens swra
100 SAY45247.1 Serratia marcescens swra
100 AUY16873.1 Serratia sp. SSNIH1 swra
65 f ETX44761.1 Serratia marcescens BIDMC 44 swra
\_,7 BAO35825.1 Serratia marcescens SM39 swra
93

84 L ALE98111.1 Serratia marcescens swra

YP 008757900.1 Lithobates catesbeianus

Figura 7. Arbol filogenético de genes de serrawetina, se puede observar que el contig 23 de S.

ureilytica UTS en negritas, se separa de los dos grupos de serrawettina, indicando que puede ser
otro biosurfactante.
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8.2. Agar azul de metileno

En esta prueba in vitro no hubo presencia de un halo blanquecino transparente que da
como resultado de un complejo entre las cargas anidnicas del biosurfactantes y
cationicas del CTAB/Calcio, esto indicaba que podria deberse al tipo de biosurfactante,
ya que los Unicos que presentan este tipo de interacciones son los glucolipidos como

los ramnolipidos (Figura 8).

Figura 8. Caja de Petri de agar azul de metileno con la cepa S. ureilytica
UTS, mostrando resultado negativo.
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8.3. Evaluacion del biosurfactante

La produccién de biosurfactante en cualquier microorganismo puede ser detecta por
pruebas tensioactivas como la tension superficial, vencimiento de la gota, dispersion
de aceite, indice de emulsificacion, entre otras como se puede observar en la siguiente

Tabla 7.

Tabla 7. Pruebas tensioactivas aplicadas al extracto crudo del biosurfactante

Cepa Tensién indice de Colapso de Dispersion de
superficial emulsificacion gota aceite
24h

Serratia 48 + 4 mN/m 40.71+0.34 % Positivo 53.05+4.6 mm
ureilytica UTS

Media £ del porcentaje del bioensayo

8.4. Tension superficial

La técnica mide la energia externa aplicada sobre un liquido con la cual se rompe la
tension superficial de dicho liquido expresandose la resistencia en mN/m, diferentes
reportes indican que un buen biosurfactante es capaz de bajar la tensién superficial
hasta 35 mN/m para el caso de la cepa S. ureilytica UTS el extractd crudo del
biosurfactante pudo disminuir la tensién superficial de 67 £ 1.7 mN/m del agua que se

utilizé6 como control a 48 + 4 mN/m.
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8.5. Indicé de emulsificacion

Este tipo de pruebas permite identificar la produccion de algun biosurfactante por
alguna bacteria, debido a la emulsion entre el aceite o hidrocarburo con el
sobrenadante libre de células, ya que una mayor capa de emulsificacion formada
indicara una produccion mayor produccion del biosurfactante, para la cepa S. ureilytica
UTS se observé una emulsificacion (IE24) con aceite de soya de 40.71 + 0.34 % a las

24 h, como se observa en la Figura 9.

Figura 9. Emulsificacion del biosurfactante con base hidrofébica, a) emulsificacion
alas 0 h, b) emulsificacion a las 24. La flecha roja indica la altura total de la mezcla,
mientras que la flecha azul indica la emulsificacion.

8.6. Colapso de gota

Es uno de los métodos rapidos y faciles para comprobar la presencia de biosurfactante
presentes en el medio de cultivo, haciendo uso del sobrenadante libre de células con
una base hidrofébica (aceite mineral, aceite de soya, aceite de motor, entre otros),
manteniendo un control negativo como es el agua, el sobrenadante de la cepa S.
ureilytica UTS mostré un colapso positivo respecto al control negativo, indicando la

presencia de biosurfactante como se observa en la siguiente Figura 10.
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Figura 10. Colapso de gota. a) se utilizé un microtubo eppendorf de 200 uL, se afiadio
una base hidrofobica y se afiadié 10 pL del sobrenadante libre de células, b) se utilizo un
gota de agua y se le afiadi6 5 pL del sobrenadante libre de células, la flecha verde in
indica la gota de agua, la flecha roja indica la actividad del biosurfactante.

8.7. Dispersion de aceite

Esta prueba mide indirectamente la actividad superficial donde un mayor diametro de
limpieza del aceite indica un a mayor actividad, para el biosurfactante de la cepa S.
ureilytica UTS tuvo un diametro de 53.05 + 4.6 mm de desplazamiento del aceite

guemado de motor como se puede observar en la Figura 11.

Figura 11. Dispersién de aceite. a) efecto de dispersién por la presencia de un biosurfactante,
b) base hidrofébica antes de la presencia del biosurfactante, la flecha roja representa el
diametro del halo.
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8.8. Actividad nematicida

Los resultados obtenidos de la evaluacion in vitro del biosurfactante a las
concentraciones de 10, 20 y 30 mg/mL, un control negativo (agua) y un control positivo
(Nematrol), contra N. aberrans J2 fue de una p-Value de <2e-16 en el analisis de
varianza (ANOVA) indicando que hay un diferencia significativa entre los grupos para
el cual se aplicé una prueba de Tukey con una confiabilidad del 0.05 para comprobar
si hay diferencias significativas entre las medias de los tratamientos para lo cual arrojo
tres grupos donde el mejor tratamiento fue el grupo testigo positivo (Nematrol) con un
porcentaje de mortalidad de 92 + 4.28 %, el segundo grupo fueron los tratamientos con
el biosurfactante con un porcentaje de 90.6 + 5.76% (10 mg/mL), 87.0 + 3.65 (20
mg/mL)y 92.3 £ 4.28 (30 mg/mL) este ultimo tratamiento estadisticamente es similar
al grupo testigo positivo (Nematrol), asi mismo se pudo observar que entre los
tratamientos del biosurfactante 10, 20 y 30 mg/mL no hubo diferencia significativa,
por ultimo el tercer grupo fue el tratamiento del agua obteniendo 2.90 + 0.79% estos
resultados se pueden observar en la Tabla 8 y Figura 12, también se observan los
efectos causados por los tratamientos en los nematodos Figura 13.

Tabla 8. Porcentaje de mortalidad de la actividad nematicida del biosurfactante crudo.

Tratamiento Concentracion %mortalidad
mg/mL

Biosurfactante 10 90.6 + 5.76"°

Biosurfactante 20 87.0 + 3.65°

Biosurfactante 30 92.3 +4.28%

Agua - 2.90 +0.79¢

Nematrol 6 96.0 +£ 2.582

Media + del porcentaje de mortalidad, p < 0.001, test Tukey 0.05 de confiabilidad,

las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Actividad nematicida

100.000 96.01
90765 92:34
90.000 86.99
80.000
70.000
a
)
= 60.000
<
I 50.000
% .
=
“ 40.000 C
S
30.000
20.000
10.000 2.90
0.000 | ———
Control Nematrol 10 mg/mL 20 mg/mL 30 mg/mL

TRATAMIENTOS

Figura 12. Actividad nematicida del biosurfactante producido por la cepa Serratia ureilytica UTS
contra Nacobbus aberrans J?, se muestra la media + de la desviacion estandar del porcentaje de
mortalidad, p < 0.001, test Tukey 0.05 de confiabilidad, las medias que no comparten una letra son
significativamente diferentes.

Figura 13. Vista microscopica (4X) de la actividad nematicida; A) Control, B) Nematrol, C) 10mg/mL,
D) 20mg/mL, E) 30 mg/mL
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8.9. Actividad antifungica

Los resultados in vitro del biosurfactante contra hongos fitopatdgenos Fusarium
oxysporum, Alternaria solani y Fusarium sp fueron evaluados a cinco diferentes
concentraciones (0.02, 0.04, 0.1, 0.5 y 1 %) del biosurfactante crudo. Para los
resultados de la evaluacion de las tres cepas se realizé un ANOVA y un prueba a
posteriori Tukey con una confiabilidad de 0.05, en la Tabla 9 se puede observar que el
biosurfactante alcanzo el menor rango de inhibicion de 33.5 + 6.97 y 45.6 + 3.76 %
respectivamente a concentracion de 0.02% y el mayor rango de inhibicion fue de 72.2
+ 1.03 y 80.2 + 2.62 respectivamente, a una concentracion de 1%. En el analisis
ANOVA se obtuvo una p de 0.0202* para Fusarium oxysporum por lo que se realiz6 la
prueba de Tukey con una confiabilidad de 0.05, dando como resultados dos grupos
donde las concentraciones 0.1, 0.5 y 1 % no tuvieron diferencia significativa, pero 0.1
y 0.5% no eran diferentes al resto del de los tratamientos. Mientras que Fusarium sp
se obtuvo una p de 0.00446** indicando que habia una diferencia de medias para esto
se aplico la prueba de Tukey mostrando que los tratamientos 1 y 0.5% pertenecian al
mismo grupo, sin embargo, el tratamiento 0.5% no habia diferencia significativa con el
resto de los tratamientos a menor concentracion. La cepa de Alternaria solani tuvo el
menor rango de inhibicién de 49.4 + 5.06% una concentracién de 0.02% y el mayor
rango de inhibicién del 100% a una concentracion de 1%, el analisis ANOVA arrojo una
p de 5.6e-10*** indicando que habia una alta diferencia significativa para esto la prueba
de Tukey mostro la presencia de tres grupos donde el mejor tratamiento era al 1%,
seguido de 0.5% y por ultimo las tres concentraciones. En el analisis de inhibicion del
crecimiento micelial se logré observar que mientras la concentracion del biosurfactante
sea mayor, habra menor crecimiento micelial, es decir, habra una mayor inhibicion del

crecimiento micelial como se observa en las Figuras 14 y 15.
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Tabla 9. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelar de la actividad antifingica del
biosurfactante.

. Inhibicion del crecimiento micelar (%)
Concentracion (%)

Fusarium oxysporum*  Fusarium sp**  Alternaria solani***

0.02 33.5+ 6.97° 45.6+ 3.76° 49.4 + 5.06°
0.04 36.8+ 6.64° 46.9 + 3.81° 52.8 +£4.92°¢
0.1 44.3 + 4,432 52.3 + 3.45° 55.9 + 3.74¢
0.5 47.1 +0.302 61.2 + 4.343 81.9+ 1.09°
1 72.2+1.032 80.2 £ 2.622 100.0 £ 0

Medias + del porcentaje de inhibicidon micelial, las medias que no comparten letras

son significativamente diferentes determinada por el test de Tukey (a= 0.05), *p <
0.05, **p <£0.01, ***p < 0.001.

Figura 14. Vista macroscopica de la inhibicion del crecimiento micelar por un biosurfactante. Todos los
tratamientos estan de menor a mayor concentracién en direccion de izquierda a derecha, iniciando con el
control, a) Fusarium oxysporum, Fusarium sp y Alternaria solani.
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Figura 15. Vista microscopia 40x de la actividad antifingica de un biosurfactante. Las imagenes del
lado izquierdo corresponden al control, mientras que las imagenes del lado derecho corresponden al
porcentaje mas alto, sin embargo A. solani, solo llega al T4. A), Fusarium oxysporum, b) Fusarium sp
y ¢) Alternaria solani.
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8.10. Identificacion por GC-MS

El extracto crudo producido por la cepa S. ureilytica UTS, analizado por GC-MS, se
detectaron tres sefiales a los 11.29, 17.05y 17.69 minutos RT, que corresponden a los
metabolitos Alanina, N-acetil-3-fenil-N-(trifluoroacetilo) éster metilico, DL- Homocistina
y L-Valina, N- [2 (cloroimino)-3-metil-1-oxobutil]-, respectivamente. También se
detectaron sefales a los 15.17, 16.36 y 18.93 minutos RT, que corresponden a los
metabolitos acido 4,7-octadecadiinoico (acido esteérico), acido dodecanoico (acido
laurico) y acido hexadecanoico (acido palmitico), respectivamente, que son acidos

grasas.
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9. Discusion de resultados

Con base en el analisis bioinformatico con el programa AntiSMASH, se obtuvieron dos
regiones que posiblemente podrian estar involucradas para la produccion de un
biosurfactante. La busqueda de genes se realizd con lo reportado para el género de
Serratia, como menciona Clements (2019) existen dos tipos de biosurfactantes
producidos por este género, como los lipopéptido dentro de este grupo existen dos
familias; serrawettina y sephensiolide, también estan presentes los glucolipidos de
igual manera existen dos familias presentes; ramnolipidos y rubiwettin, es por eso que
se analizaron principalmente 28 secuencias ya reportadas para la biosintesis de
serrawettina W1y W2 (17 y11 respectivamente) (Marques-Pereira et al., 2022). En el
alineamiento global con el contig 19 y 23 con las 28 secuencias ya reportadas para los
genes swrwW (W1) y swrA (W2) a nivel de proteina obteniendo hasta un 33% de
homologia con el gen swrW, esto se llevo a cabo debido a que, a nivel de arquitectura,
los médulos presentes en el programa muestran una similitud. Ademas, se realizé un
arbol filogenético para evaluar si existia algun parentesco con las secuencias
previamente identificadas. Sin embargo, se observo que el contig 23 se separaba de
los dos grupos se serrawettina, lo que sugiere que podria tratarse de otro tipo de

biosurfactante.

Para lo cual se realiz6 la produccién del biosurfactante, asi como su extraccion, con la
finalidad de realizar pruebas tensioactivas y observar la actividad del extracto, todas las
pruebas que se realizaron fueron positivas, indicando la presencia de un biosurfactante
producido por la cepa S. ureilytica UTS. También se realizé la prueba agar azul de
metileno para identificar la presencia de ramnolipidos, sin embargo, fue negativa,

indicando que podria ser algun otro tipo de biosurfactante.

Las pruebas para la actividad biolégica presento una actividad contra N. aberrans (J2)
con diferentes concentraciones del extracto crudo. En la concentraciéon 30 mg/mL se
obtuvo 92.3 + 4.28 porciento de mortalidad que es mayor en comparacion con el 39.29
+ 18.36 por ciento de mortalidad que se obtuvo cuando se evaluo el biosurfactante por

las del género de Bacillus (Gomez-Gutiérrez et al., 2023), existen reportes de
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lipopéptido que muestras una actividad nematicida, contra Caenorhabditis elegans,
donde evaluaron la mortalidad de dos cepas de Bacillus paralicheniformis y Bacillus
subtilis obteniendo 100 y 63 por ciento de mortalidad respectivamente (Chavarria-
Quicafio et al., 2023), ademas, el nematodo Meloidogyne incégnita que fue evaluado
con el cultivo filtrado de la cepa Bacillus subtilis HussainT.AMU donde alcanzé un
maximo porcentaje de mortalidad del 95.90 % a las 72 h contra J2 a una concentracion
del 100% del cultivo filtrado, asi mismo, una minima de 73.01% de mortalidad al 50%
del cultivo filtrado, indicando que el lipopéptido producido por la cepa tiene un efecto
nematicida. Es importante destacar que este estudio se observaron porcentajes
similares a los reportados, incluso a concentraciones menores o equivalentes. Aunque
los modelos bioldgicos utilizados son diferentes, cabe resaltar que el biosurfactante
producido por la cepa S. ureilytica UTS tiene un efecto similar a los nematicidas

comerciales.

Por otra parte, el uso de biosurfactante a cinco diferentes concentraciones contra
hongos fitopatégenos Fusarium oxysporum, Alternaria solani y Fusarium sp tuvo un
resultado prometedor con porcentajes maximos de inhibicién micelial del 72.2 + 1.03,
100.0 £ 0y 80.2 + 2.62 respetivamente, a la maxima concentracion del extracto crudo
que fue del 1% del biosurfactante, donde se presentaba una cambio de color a la orilla
del diametro del crecimiento micelial, ademas que el hongo tenia un crecimiento vertical
y no radial observandose a una vista macroscopica. Por otra parte, se realizaron
tinciones de azul de lactofenol para observar cambios en las hifas, se observé una
reduccion de esporas en comparacion con el control (sin biosurfactante). Ademas, se
lograron ver cambios en las hifas, que aparecian mas delgadas y con algunas
deformidades. Por otra parte, Bacillus subtilis V26 mostré una actividad contra Botrytis
cinérea del 100% de inhibicion del crecimiento micelial a 2 mg/mL del biosurfactante
extraido, asi como la deformacion de las hifas (Ben Khedher et al., 2020). De igual
manera, Mnif et al., (2016) reportd que la purificacion de biosurfactante lipopéptido
producido por Bacillus subtilis SPB1 tenia actividad antifingica contra Rhizoctonia
bataticola y R. solani, obteniendo porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial del
100% a concentraciones del 0.04 mg/mL y del 100% de inhibicién a una concentracion

de 4 mg/mL respectivamente. De igual forma se pudo observar dafios a las hifas del
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hongo, ademas las cepas Bacillus amyloliquefaciens FZB42 tuvo una actividad contra
Fusarium oxysporum y Fusarium moniliforme del 82% de inhibicion a 2000 ppm
mientras que Bacillus subtilis NH-100 tuvo una inhibi6 del 85% con las mismas cepas,
y también mostro actividad contra Fusarium solani y Trichoderma atroviride del 83% de
inhibicién (Sarwar et al., 2018). Estos resultados son equiparables a los obtenidos en
este estudio. Aunque algunas cepas de hongos pertenecen a géneros diferentes, la
actividad fungicida esta presente, lo que sugiere que este biosurfactante podria ser una

alternativa viable para el control bilogico.

Los resultados del analisis de cromatografia de gases acoplada a masas (GC/MS) se
observd la presencia de aminoacidos y acidos grasos lo que indica que el
biosurfactante producido por S. ureilytica UTS podria tratarse de un lipopéptido, lo cual
concuerda con lo reportado para el género de Serratia (Clements et al., 2019) asi
mismo, los biosurfactantes considerados lipopéptidos como la surfactina, fengicina,
putisolvin y serrawetina, presentan en uno de sus extremos aminoacidos (hidrofilico),
mientras que en el otro extremo acidos grasos (hidrofébico) (Banat et al., 2014) esto es

caracteristicos del biosurfactante de origen lipopéptido.
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10. Conclusién

Con base a los resultados bioinforméaticos y analisis filogenéticos, se puede sugerir que
el biosurfactante producido por la cepa Serratia ureilytica UTS probablemente es
diferente al biosurfactante serrawettina W1y W2, ya que serrawettina ha sido reportado
en Serratia marcescens. Ademas, este biosurfactante mostré actividad nematicida
contra el nematodo falso agallador (Nacobbus aberrans J2), asi como actividad
antifangica contra tres hongos fitopatdgenos. Estos resultados sugieren que podria ser
una alternativa prometedora para el control biolégico de enfermedades como el tizén

temprano, la fusariosis y la plaga del nematodo falso agallador.
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11. Perspectivas

Obtener la estructura quimica del biosurfactante por métodos de espectroscopia de

resonancia magnética nuclear (RMN), espectrometria de masas (EM).

Evaluar el biosurfactante crudo en invernadero para observar el efecto de proteccion,
nematicida y fungicida en cultivos de interés economico.

Evaluar cada una de las fracciones que se obtengan del extracto crudo del

biosurfactante para obtener la fraccion con la actividad antagonica.
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Anexos

13.1. Medios de cultivos utilizados

Condiciones de cultivo

La cepa S. ureilytica UTS se crecié en medios de cultivo con la finalidad de crecimiento
bacteriano, y produccién de biosurfactante.

Medios de cultivos utilizados

Bacto-peptona 10 g/L
Extracto de levadura 5 g/L
NaCl 10 g/L

Medio agar Luria-Bertani (LB)

Bacto-peptona 10 g/L
Extracto de levadura 5 g/L

NaCl 10 g/L
Agar 15g/L

Medio peptona-Glicerol (PG)

Peptona de caseina 4 g/L
Glicerol 14 g/L
(NH4)2504 1.5g/L
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Medio agar azul de metileno (MBA)

(NH4)2HPO4

KH2PO2

Extracto de levadura
CTAB

MgSO04 1M

Azul de metileno 0.001g/L
Agar

1.5¢g/L
4 g/lL
0.4 g/L
0.2g/lL
8 mi
15 ml
15
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Abstract

In the present study, the nematicidal and fungicidal activity of the biosurfactant (BS) produced by the strain Serratia ureilytica
UTS was evaluated. The highest mortality of J2 juveniles of the nematode Nacobbus aberrans was 92.3% at a concentration
of 30 mg/mL. Among the phytopathogenic fungi, the concentration of 1.0% of the crude extract of the biosurfactant was the
one that obtained the highest percentage inhibition against the phytopathogens Fusarium oxysporum 72.2%, Fusarium sp.,
80.2% and Alternaria solani 100% at 168 h of incubation. Analysis of the BS by GC-MS revealed the presence of the three
amino acids alanine, homocystine and valine in its composition. As well as the presence of fatty acids: stearic acid, lauric acid
and palmitic acid. With nuclear magnetic resonance (NMR) and mass spectrophotometry (MS) analysis, the crude extract
was found to have the structure of a quaternary ammonium salt derived from stearic fatty acid, which is a component of the
biosurfactant. Based on this evidence, it is suggested that the BS produced by S. ureilytica has a lipopeptide-like chemical
structure and possesses nematicidal and fungicidal activity, and is therefore proposed for potential use and application as a

biopesticide for the benefit of regenerative and sustainable agriculture.
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Introduction

Plant-parasitic nematodes are soil inhabitants that para-
sitize numerous plants, causing an estimated $80 billion
in crop losses worldwide [1]. More than 4000 species of
plant parasitic nematodes have been reported that affect
different plant tissues, including leaves, stems, flowers,
and roots [2]. In agriculture, the false root-knot nematode
N. aberrans affects crops of economic interest from 18
families with approximately 84 species, including crops
and weeds [3]. Additionally, fungi are other phytopatho-
gens that cause damage to the roots, stem, drowning of the
seed, as well as a decrease in the quality of the fruits, and
their destruction of up to 60% [4].

Pesticides are used to control these pathogens; however,
they have generated resistance to agrochemicals [5, 6]. An
alternative that gradually replaces pesticides is the appli-
cation of secondary metabolites produced by microorgan-
isms, such as biosurfactants, because they have antago-
nistic activity and can be used as agents for biocontrol.
Biosurfactants are molecules of hydrophobic and hydro-
philic nature, their interest in the environmental, health,
cosmetics and agriculture areas has increased in the last
two decades [7, 8]. In the agricultural area, studies have
focused on molecules such as: surfactin, iturin, rhamnolip-
ids, and fengycin that have been reported to have antifun-
gal, antibacterial and anthelmintic activity [9]. Toral et al.
[10] reported the effect of biosurfactants from the lipopep-
tide group when applied to seeds control Botrytis cinerea,
as well as the biosurfactant from the rhamnolipid group
controls the pathogen F. verticillioides [11]. Surfactin A
produced by Bacillus NH-100 and NH-217 have antifungal
activity against strains of F. moniliforme, F. oxysporum,
and F. solani.

In the Serratia genus it comprises 18 species, among
which is S. marcescens, an opportunistic pathogen of
nosocomial infections, another species of biotechnologi-
cal interest is S. ureilytica, which is genetically related to
S. marcescens, which can be differentiated metabolically
because it only uses urea as the sole source of nitrogen
[12-14]. Also, in the Serratia genus, the production of bio-
surfactants has been identified by some species such as: S.
marcescens, S. rubidaea, and S. surfactantfaciens. These
species produce two classes of biosurfactants: lipopeptides
and glycolipids [15]. The S. marcescens strain produces
serratamolides and has antifungal activity against patho-
genic oomycetes [16]. S. rubidaea SNAUO2 has also been
reported to produce rhamnolipid with antifungal activity
against F. oxysporum and Colletotrichum gloeosporioides
at a concentration of 100 pg/mL [17]. Another activity that
has been reported for biosurfactants is against nematodes.
Hussain et al. [18] reported that the Bacillus susbtilis
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strain HussainT-AMU that the biosurfactant produced by
this strain causes 90% of J2 mortality and significantly
reduces the hatching of Meloidogyne incognita eggs.
Gomez-Gutiérrez et al. [19] reported that the biosurfactant
produced by Bacillus strains has activity against juve-
niles (J2) of the nematode N. aberrans. Reference [20],
reported the nematicidal activity of S. ureilytica UTS at a
concentration of 4 x 10° cells/mL, decreasing the number
of galls, eggs and egg masses, as well as the penetration
of the nematode N. aberrans into the roots of chili plants.
With this background, the objective was to characterize
and evaluate the in vitro effect of the biosurfactant second-
ary metabolite produced by the S. ureilytica UTS strain
against the nematode N. aberrans and the phytopathogenic
fungi Fusarium sp., F. oxysporum and A. solani, to be
considered as an alternative for biocontrol.

Materials and Methods
Isolation and Identification of Bacterial Strain

The Serratia strain was isolated from nodules of Mimosa
pudica in the Lacandon Jungle, Chiapas, Mexico, and pre-
served in 20% glycerol at — 80 °C [21]. Taxonomic identifi-
cation was performed by genome sequencing as S. ureilytica
UTS, the genome was deposited in GenBank under acces-
sion number JAIQCT000000000 [20, 22].

Obtaining Phytopathogenic Fungi

The strains of phytopathogenic fungi, Fusarium sp., F.
oxysporum, and A. solani were provided courtesy of the
LANGEBIO herbarium, CINVESTAV Irapuato, Mexico.
They were grown for 7 days at 28 °C in PDA medium (2%
casein peptone, 2% dextrose, and 1% yeast extract) [21, 23].

Obtaining the N. aberrans Inoculum

The inoculum of N. aberrans was obtained from galled roots
of tomato grown in naturally infested soil at Colegio de Post-
graduados, Montecillo campus, State of Mexico, Mexico,
and kept in greenhouse tomato plants (cv. Rio Grande).
Nematode eggs extraction was carried out following the
methodology described by Vrain [24], and they were incu-
bated at 28 + 1 °C in Petri dishes with sterile distilled water,
until hatching of the second-stage juveniles (J2) [20, 25].

Biosurfactant Production
A 40 mL pre-culture was carried out in LB medium of the

S. ureilytica UTS strain for 24 h at 30 °C and 140 rpm.
The inoculum was added at 10% (v/v) in 400 mL of sterile
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PG medium (casein peptone 4 g/L, glycerol 14 g/L and
(NH,),S0, 1.50 g/L) and was incubated at 30 °C for 168 h
at 140 rpm [26].

Recovery of Crude Biosurfactant

After 168 h of incubation, the culture medium was centri-
fuged at 6000 rpm for 25 min at 4 °C. The cell-free superna-
tant obtained was acidified to pH 2 with a 1 M HCl solution
[27], subsequently, 2 volumes of cold ethanol were added
[28], the solution ethanol was stirred for 30 min, and kept at
4 °C for 72 h. The sediments formed were eliminated by cen-
trifugation at 6000 rpm for 20 min at 4 °C, the solution free
of impurities was evaporated in a rotary evaporator, until
obtaining a brown solution with a viscous appearance [29].

In Vitro Evaluation of Antifungal Activity

The antifungal activity of the biosurfactant from the S. urei-
Iytica UTS strain was evaluated against the phytopathogenic
fungi F. oxysporum, A. solani, and Fusarium sp., in Potato-
Dextrose-Agar (PDA) medium. PDA medium was prepared
and concentrations of the crude biosurfactant at 0.02, 0.04,
0.1, 0.5, and 1% were added. Subsequently, a circle of
approximately 4 mm? of medium with fungus incubated for
five days was placed in the PDA boxes treated with the bio-
surfactant and the control (PDA without biosurfactant). The
circles were placed in the center of the box and incubated
at 28 °C for 168 h. The diameter of the micellar growth was
measured every 24 h until 168 h. To obtain the percentage of
inhibition, the following formula was used: Mycelial inhibi-
tion (%) =[1 — (Da/Db)] x 100, where Da =the diameter of
the growth zone in the treated plates, Db=the diameter of
the growth zone on the control plate [30-32]. Three repeti-
tions were performed for each test.

In Vitro Evaluation of Biosurfactants Against
Nacobbus aberrans

The biological activity of the biosurfactant produced by the
S. ureilytica UTS strain was evaluated at concentrations of
10, 20, and 30 mg/mL, for which a 96-well microtiter plate
was used, negative (water) and positive (nematrol 6 mg/mL;
Organic nematicide derived from chitin and plant extracts.)
controls were also placed on each plate. In each well, 50 uL
of distilled water containing 100 N. aberrans J2 was mixed
with 50 pL of the corresponding biosurfactant treatment,
each of the treatments and control groups, consisted of five
repetitions. Subsequently, they were incubated in a humidity
chamber at 28 °C for 72 h, J2 mortality was evaluated, add-
ing 10 pL of NaOH to IN to stimulate the juveniles 2 and
the response to the chemical stimulus was observed under a

stereoscope with 4x and 10x objectives (VelaQuin Model
VE-S6) [33].

The percentage results of the different bioassays and mor-
tality experiments were estimated based on the following
formula [34]:

%Mortality = (treated group — negative control)/
(100 — negative control) x 100

number of dead juvenile

%Mortality = x 100
oMortaity (number of dead juvenile + number of live juvenile )

Biosurfactant Characterization

Three tests were carried out to detect the surfactant activity
of the biosurfactant produced by the S. ureilytica UTS strain.

Dispersion Test

The oil dispersion test consisted of adding 20 mL of water to a
Petri dish and then adding 200 L of burned engine oil to the
center of the Petri dish. Finally, 20 pL of the crude extract was
gently added to the middle of the drop of oil. The presence of
the biosurfactant in the crude extract is visualized by the forma-
tion of a transparent halo, the diameter of the transparent halo
correlates with the surfactant activity [35, 36].

Determination of Surface Tension

The surface tension measurements of the supernatant were
carried out with an Easy Dine KRUSS K20® tensiometer,
using the Wilhelmy Plate method [37], which consists of
measuring the surface tension (mN/m) between a liquid and
a solid, measuring the force acting on a submerged vertical
plate. For measurements, distilled water was used as a con-
trol with a surface tension of 66—67 mN/m.

Emulsification Index

The emulsification rate of the culture samples was deter-
mined by adding 2 mL of cell-free supernatant to 2 mL of
soybean oil in a test tube, vortexing for 2 min, and letting it
sit for 24 h at room temperature. The emulsion formed was
compared with that formed by sodium dodecyl sulfate (SDS)
and 0.5% Tween 80 as a positive control. The emulsification
index was calculated by dividing the height of the emul-
sion layer (HE) by the total height of the mixture (HT) and
multiplying by 100, as follows: EI24 (%)= (HE/HT) x 100
[38, 39].
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Biosurfactants Characterization by GC-MS Analysis

Analysis of gas-mass chromatography was performed on a
Thermo Scientific brand TRACE GC with an ITQ900 ion
trap mass detector (Thermo Electron Corporation, Milan,
Italy). The carrier gas was helium with a flow of 1 mL/min.
The column used was TRACE-5MS (30 m, 0.25 pm of film,
and 0.25 mm internal diameter). The GC was equipped
with a split-splitless injector that was held at 270 °C. In
method the oven was programmed as follows: initially 50 °C
by 1 min, then the temperature was ramped in three steps:
from 50 to 300 °C at 7 °C/min and finally held at 300 °C by
5 min, giving a total chromatographic time of 56 min. The
mass spectra were acquired by electron impact ionization at
70 eV and the detector was set in TIC/Scan (Total Ion Cur-
rent) mode from 50 to 650 m/z with 0.2 scan s~ (Dwell) of
scanning rate. The transfer line and ion source temperatures
were held at 270 and 200 °C, respectively. The raw data were
processed using XcaliburTM software version 4.0 (Thermo
Scientific, USA).

Extract Purification

500 mg of the extract was purified by chromatography in
an open column packed with SiO, (Merck® Silica gel 60
(0.063-0.2 mm, 70-230 mesh ATSM), and with a mixture
of AcOEt (previously destilled): MeOH (J.T. Baker, HPLC
grade) (90:10). Thin Layer Chromatography (TLC) was
used to monitor the progress of column chromatography
(Merck® silica gel 60 F,s, plates) From this purification
process, seven fractions were obtained, however, only one
of them presented an acceptable purity, with a yield of 25%,
to be able to carry out the corresponding analyzes and their
characterization by mass spectrometry and NMR (‘H, 13C,
COSY, HSQC and APT).

Structural Analysis of the Pure Fraction
Mass Spectrometry (MS)

For MS analysis, the dry extract was analyzed on a JEOL
The JM-Station JMS-700 mass spectrometer at a voltage
of 70 eV.

Nuclear Magnetic Resonance (NMR)

Analysis of approximately 50 mg of the purified fraction was
conducted using a 500 MHz Bruker Avance spectrophotom-
eter. As the solvent, 500 uL. of MeOD-d4 (Sigma-Aldrich,
99 atom % D) was used to dissolve the sample in a 5 mm
NMR tube (Wilmad®). The performed analyses were H,
13C, APT, COSY, and HSQC. The spectra were processed
in the MestReNova® software.
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AntiSMASH Analysis

In the analysis of the S. ureilytica UTS genome, genes
related to the biosynthesis of biosurfactants were identified
using the AntiSMASH bioinformatics tool from its server
https://antismash.secondarymetabolites.org/#!/start [40], the
default parameters were used and additional features were
added such as,MiBiG cluster comparison, Pfam cluster anal-
ysis, cluster explosion, Pfam-based GO term annotation and
TIGRFam.

Statistical Analysis

Mortality data for nematodes N. aberrans (J2) and were nor-
malized using the square root and analyzed as a completely
randomized design. The means were compared using the
Tukey test, considering a statistical significance value of
a=0.05. The tests were analyzed using R software version
4.1.1 [41].

Results
In Vitro Evaluation of Antifungal Activity

The biosurfactant was evaluated in the mycelial growth inhi-
bition test against phytopathogenic fungi. In the 0.02 and
0.04% treatments, a significant difference was found with the
1.0% treatment in the percentage of inhibition of mycelial
growth against the fungus F. oxysporum at 168 h of incu-
bation. The biosurfactant concentration at 1.0% had 72.2%
inhibition, this value being the highest percentage. Concern-
ing the phytopathogen Fusarium sp., the treatments of 0.02,
0.04, and 0.1%, a significant difference was found with the
treatment of 1.0% of the biosurfactant, while between the
concentrations of 0.5 and 1.0% there is no significant dif-
ference, the highest percentage of inhibition was 80.2 at the
1.0% concentration (Table 1). In the evaluation of the fungus

Table 1 Inhibition of mycelial growth of the biosurfactant produced
by S. ureilytica UTS at different concentrations against phytopatho-
genic fungi

Concen-  Pathogen growth inhibition (%)

tration - - - -
(%) Fusarium oxysporum  Fusarium sp. Alternaria solani
0.02 33.5+6.97° 45.6+3.76° 49.4+5.06°
0.04 36.8 +6.64° 46.9+3.81° 52.8+£4.92¢
0.1 44.3 +4.43% 52.3+3.45° 55.9+3.74°
0.5 47.1+0.30" 61.2+4.34®  81.9+1.09°
1.0 72.2+1.03* 80.2 +2.62° 100.0+0*

Average with different letters indicates that there are significant dif-
ferences (Tukey, P <0.05)
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A. solani, a significant difference was found between the
treatment at 1.0% of the biosurfactant with respect to the
treatments 0.02, 0.04, 0.1, and 0.5, with the concentration
of 1.0% being the best treatment with 100% inhibition of
mycelial growth (Table 1). In the evaluation of the three
phytopathogenic fungi, the greatest effect was observed in
the treatment of 1% of the biosurfactant against A. solani,
the percentage of inhibition was 100%, while, for Fusarium
sp., it was 80.2% and for F. oxysporum it was of 72.2%.
We can also observe in the macroscopic morphology of the
fungi in the different concentrations that the biosurfactant
was evaluated that from the concentration of 0.1% changes
are observed in the morphology of the growth of the fungi
with respect to the control and the concentrations of 0.02 and
0.04 (Fig. 1), starting from a concentration of 0.1%, a white
color is observed in the mycelium of the phytopathogenic
fungi (Fig. 1).

In Vitro Evaluation of Biosurfactants Against N.
aberrans

In the in vitro evaluation of the three concentrations of the
biosurfactant against N. aberrans (J2) at 72 h we can observe
that the concentration of 10 mg/mL the mortality percent-
age was 90.6%, while in the concentration of 20 mg/mL

0.02%

Control

0.04%

Fig. 1 Antagonist activity of different concentrations of the biosur-
factant produced by S. ureilytica UTS, against phytopathogenic fungi.
The control columns mean the phytopathogenic fungus without the

Table 2 In vitro evaluation of the biosurfactants produced by the S.
ureilytica UTS strain at different concentrations against the false root-
knot nematode N. aberrans (J2)

Treatment Concentration %Mortality
mg/mL

Biosurfactant 10 90.6+5.76°

Biosurfactant 20 87.0+3.65°

Biosurfactant 30 92.3+4.28%

Water - 2.90+0.79¢

Nematrol 6 96.0+2.58*

Average with different letters indicates that there are significant dif-
ferences (Tukey, P <0.05)

was 87.0% and that of 30 mg/mL was 92.3%, although a
difference is observed in the percentage values at the differ-
ent concentrations, statistically there is no significant differ-
ence between them (Table 2), while in the concentration of
30 mg/mL there is no significant difference with respect to
the control that is nematrol (Table 2).

Genes Related to Biosurfactant Synthesis

Analysis of the S. ureilytica UTS genome with the AniS-
MASH program predicted 14 groups of genes involved in the

0.1% 0.5%

——

1.0%

presence of biosurfactant. Row a Fusarium oxysporum; row b Fusar-
ium sp., row ¢ Alternaria solani
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Table 3 Results of secondary

. . . Genomic sites Product types Most similar known gene clusters

metabolite synthesis region

identification in S. ureilytica Start site  Ending site Most similar products Similarity (%)

TS 185,895 231,603 NRPS Prodigiosin 12
22,715 42,993 RRE-containing Lankacidin C 13
55,816 126,324 T1PKS, NRPS Viobactin 46
44,923 71,365 Thiopeptide O-antigen 14
49,059 71,156 Opine-like-metallophore  Yersinopine 100
98,489 124,157 Betalactone - -
1 30,126 NRPS 5-dimethylallylindole-3-acetonitrile 22
39,030 39,704 Hserlactone - -
1 26,213 NRPS Xenotetrapeptide 100
68,210 93,533 NRPS Rizomide A/rizomide B/rizomide C 100
1 50,947 NRP-metallophore, NRPS  Trichrysobactin/cyclic trichrysobac- 46

6335 46,367
629 34,899
1 2393

NRPS
NRPS

NRPS, Thiopeptide, LAP

tin/chrysobactin/dichrysobactin
Microcin E492 12

Kolossin 100

Table4 Screening of the surfactant activity of the S. ureilytica UTS
strain

Strain Drop col- Oil diffu- Surface Emulsi-
lapse sion (mm) tension fication
(mN/m) index;E,, (%)
S. ureilytica + 53.03 48+4 40.7

UTS

Positive test+

syntheses of secondary metabolites, 9 non-ribosomal peptide
synthetase (NRPS) were found, of which three have 100%
similarity with xenotetrapeptide, rhizomide A/rhizomia B/
rhizomide C and Kolossin (Table 3), while another NRPS
has 46% similarity with viobactin and trichrysobactin/cyclic
trichrysobactin/chrysobactin/dichrysobactin (Table 3), the
other NRPS have below 22% similarity with prodigiosin,
5-dimethylallylindole-3-acetonitrile and microcin E492;
while for an NRPS, no similarity was found with reported
gene groups (Table 3).

Biosurfactant Activity

The crude extract of the S. ureilytica UTS strain decreased
the surface tension from 66 to 48 (mN/m) at 24 h at a con-
centration of 100 mg/L; the extract was also positive in the
droplet collapse test. As well as the oil diffusion test with
53.0 (mm), with an emulsification index at 24 h of 40.7%
(Table 4).

Characterization of Biosurfactants by GC-MS

In the crude extract produced by the S. ureilytica UTS strain,
analyzed by GC-MS, three signals were detected at 11.19,
17.05 and 17.69 min RT, which corresponds to the metabolites
Alanine, N-acetyl-3-phenyl-N-(trifluoroacetyl) methyl ester,
DL-Homocystine and L-Valine, N-[2-(chloroimino)-3-methyl-
1-oxobutyl]-, respectively (Table 5). Signals were also detected
at 15.17, 16.59 and 18.93 min RT, which corresponds to the
metabolites 4,7-Octadecadienoic acid methyl ester (stearic
acid), dodecanoic acid (lauric acid) and hexadecanoic acid
(palmitic acid), respectively, which are fatty acids (Table 5).

Table 5 Isoforms detected by
GC-MS of crude biosurfactant

extracted from bacteria S.
ureilytica UTS

Chemical name RT (min) MW

Alanine, N-acetyl-3-phenyl-N-(trifluoroacetyl)-, methyl ester 11.19 317.26
4,7-Octadecadienoic acid methyl ester 15.17 294.50
DL-Homocystine 17.05 268.35
L-Valine, N-[2-(chloroimino)-3-methyl-1-oxobutyl] 17.69 248.70
Dodecanoic acid, 2,3-bis(acetyloxy)propyl ester 16.59 358.46
Hexadecanoic acid, methyl ester 18.93 270.45

'National Center for Biotechnology Information (2024). PubChem Compound Summary. Retrieved

November 18, 2024
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Chemical Analysis

500 mg of extract were purified, being fraction number 4
with which we worked in the analysis to be able to elucidate
if it was a biosurfactant. Pure fraction 4 was analyzed using,
13C (Fig. 2a), 'H (Fig. 2b), APT (Fig. 3S), COSY (Fig. 29),
and HSQC (Fig. 4S) NMR. Table 1S presents the number
of peaks observed in the '*C NMR spectrum of purified
fraction 4. The spectrum DEPT-135 reveals the presence
of double bonds, with signals at 130.16 and 134.98 ppm.
Additionally, several CH, groups were observed in the range
of 10.77-58.72 ppm, corresponding to CH, bonds. No sig-
nals corresponding to CH; groups are observed in the APT
spectrum. No evidence of resonances near 95-105 ppm
(C1 sugar carbon) were found, ruling out the presence of
a sugar group. The '3C NMR spectrum of purified Fraction
displayed peaks around 172 ppm and 173, typical of car-
bonyl groups (Fig. 2a).

The 'H NMR spectrum of fraction 4 provides further evi-
dence, showing the presence of various methylene protons.
Consistent with fatty acid structures, the spectrum also high-
lights p-protons and a-protons (at 1.58 ppm and 2.25 ppm,
respectively), along olefinic protons at 5.45 ppm. This data
supports the presence of fatty acid chains (Fig. 2b).

The chemical shifts for all proton and carbon couplings
were determined using the HSQC spectrum and are listed in
Table 2S. Figure 4S illustrates the HSQC spectrum, which
shows that the proton at 0.88 ppm is coupled with carbons at
22.94 ppm and 32.21 ppm (CH, region) as well as with car-
bons in the carbonyl region (177.07 ppm and 177.16 ppm).
Proton couplings were further validated using the COSY
spectrum, with the data consistently indicating the presence
of fatty acids in this purified fraction (Fig. 2S).

Table 2S shows the correlation of peaks in the HSQC
spectrum, in the NMR experiments, no signals are observed
for CHj;, only signals that can be assigned to both aliphatic
and vinyl CH, groups are observed, therefore, it was deter-
mined that there is a terminal double bond in a 18 C chain.
In addition, many signals corresponding to CH, groups are
observed. At 170 ppm a signal is observed that is typical of a
carbonyl group. After carrying out the analyzes to character-
ize the pure fraction, it was proposed that it is a quaternary
ammonium salt, in this case possibly the compound N, N,
N-tris(2-(hexadec-15-enoyloxy) ethyl) but- 3-in-1-aminium
(Fig. 2¢).

Discussion

The use of biosurfactants to control diseases and pests is an
alternative that can reduce the use of agrochemicals. Some
bacteria of different genera produce metabolites that may
have biocontrol activity against some phytopathogenic fungi

and nematodes that cause diseases and pests on different
crops. In this study, a crude extract was obtained from the
strain S. ureilytica UTS, which reduced surface tension,
emulsification capacity and oil displacement. These prop-
erties are indicators of surfactant activity and indicate char-
acteristic parameters of the biosurfactants (Table 4).

The highest antifungal activity of the biosurfactant
against the phytopathogenic fungi Fusarium sp., F. oxyspo-
rum, and A. solani was with the 1.0% crude extract. Sarwar
et al. [32] reported antagonistic activity against the phy-
topathogens F. oxysporum, F. moniliforme, F. solani, Tricho-
derma atroviride, and T. reesei, of the biosurfactant Surfac-
tin A produced by the Bacillus strains NH-100 and NH-217,
obtaining 84% inhibition at a concentration of 2000 ppm,
this percentage of inhibition of Surfactin A is similar to that
produced by the crude extract of the biosurfactant produced
by S. ureilytica UTS against F. oxysporum and Fusarium sp.,
but lower than that of A. solani. The highest antifungal activ-
ity of the biosurfactant against the phytopathogenic fungi
Fusarium sp., F. oxysporum and A. solani was obtained with
the 1.0% crude extract. Sarwar et al. [32] reported antagonis-
tic activity against the phytopathogenic fungi F. oxysporum,
F. moniliforme, F. solani, Trichoderma atroviride, and T.
reesei, of the biosurfactant Surfactin A produced by Bacil-
lus strains NH-100 and NH-217, obtaining 84% inhibition
at a concentration of 2000 ppm. This percentage of inhibi-
tion of Surfactin A is similar to that produced by the crude
extract of the biosurfactant produced by S. ureilytica UTS
against F. oxysporum and Fusarium sp., but lower than that
of A. solani.

It has also been reported that strain B. mojavenis A21
produces a biosurfactant of the lipopeptides class, which at
a concentration of 3 mg/mL has an antifungal effect against
Fusarium sp., and inhibits sporulation. This effect of anti-
fungal activity is observed with the crude extract of the bio-
surfactant of the strain S. ureilytica UTS, in which mycelial
growth of F. oxysporum, Fusarium sp. and A. solani was
evaluated at a concentration of 1.0%. This concentration of
the biosurfactant of S. ureilytica UTS is higher than that
evaluated with the lipopeptide produced by B. mojavesis
A21 [42]. In strain B. velenzis PW192, the production of
lipopeptides fengycin A and B was detected. This biosur-
factant showed antifungal activity against C. gloeospori-
oides and C. musae strains at concentrations of 500 and
1000 pg. The antifungal activity of lipopeptides produced
by a marine strain of B. subtilis subsp. spizizenii MC6B-22
against the phytopathogens C. gloeosporioides and Monili-
ophthora roreri of tropical crops at a concentration of 25 pg/
ml has also been reported [43]. This fungal activity was also
detected in the crude extract of the biosurfactant produced
by the strain S. ureilytica UTS evaluated in this work [44].

The production of biosurfactants has been reported
in species of the genus Serratia; As is the case of S.
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Fig.2 NMR characterization
of fraction 4 obtained from the
crude extract produced by S.
ureilytica: a *C-NMR spectrum
(125 MHz) in MeOD-d4. b
"H-NMR spectrum (500 MHz)
in MeOD-d4. ¢ The proposed
structure corresponds to the
N,N,N-tris(2-(hexadec-15-enoy-
loxy)ethyl)but-3-en-1-aminium,
MW =912.8 g/mol

@ Springer
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marcescenses produces serratamolide, a biosurfactant with
antifungal activity against pathogenic oomycetes.

S. rubidaea SNAUO2 also produces rhamnolipid with
antifungal activity against F. oxysporum and C. gloe-
osporioides [16, 17]. Granada et al. [45] reported the anti-
fungal activity of serratamolide A, prodigiosin and hateru-
malide NC against the avocado pathogens Phytophthora
cinnamomi and C. gloeosporioides. The antifungal activity
of lipopeptides has been reported in different species of
the genus Bacillus and Serratia. However, in this work,
the production of biosurfactant is reported in S. ureilyt-
ica, a species in which there is no report of production of
this metabolite. Furthermore, this biosurfactant exhibits
antifungal activity, with the percentage of inhibition of
mycelial growth being comparable to that reported for
biosurfactant-producing Bacillus and Serratia species.

Another important group of organisms that attack
crops are nematodes, as they damage the roots of plants.
The false root-knot nematode N. aberrans causes losses
in potato (Solanum tuberosum), tomato (Solanum lyco-
persicum), chili (Capsicum annum) and bean (Phaseolus
vulgaris) crops [3, 25]. The crude biosurfactant of the S.
ureilytica strain caused 92.3% mortality in juveniles (J2).
The same effect was observed with other biosurfactant-
producing bacteria such as B. subtilis HussainT-AMU,
where the filtrate obtained from the culture of this strain
caused 90% mortality in second-stage juveniles (J2) and
reduced the hatching of Meloidogyne incognita eggs by
97-99% under in vitro conditions. It also reduced the
number of root galls by 58.79% when evaluated in tomato
plants [18, 18], this percentage reported in Bacillus is
similar to that reported in this work for the biosurfactant
produced by S. ureilytica UTS, which is 92.3% mortality
in J2 of the nematode N. aberrans. Gémez-Gutiérrez et al.
[19] reported that the biosurfactant produced by Bacil-
lus strains causes a mortality of 39% in the Juveniles (J2)
of N. aberrans, this percentage of mortality produced by
Bacillus strains being lower than the mortality obtained
with the biosurfactant produced by S. ureilytica UTS. It is
important to emphasize that this is the first report on the
nematicidal activity of the biosurfactant produced by the
S. ureilytica UTS strain.

To determine the type of biosurfactant produced by S. ure-
ilytica UTS, the crude extract was analyzed by GC-MS, three
amino acids, Alanine, N-acetyl-3-phenyl-N-(trifluoroacetyl),
DL-Homocystine and L-Valine, N-[2-(chloroimino)-3-me-
thyl-1-oxobutyl], were detected (Table 5). The presence of
the fatty acids 4,7-octadecadienoic acid (stearic acid), dode-
canoic acid (lauric acid) and hexadecanoic acid (palmitic
acid) was also detected (Table 5). This is consistent with the
reports of [46], who also detected palmitic acid and oleic
acid as part of the characterization of a lipopeptide produced
by Wickerhamomyces anomalus strain CCMA 0358.

The crude extract was also fractionated by chromatog-
raphy to elucidate its chemical composition. A fraction
with acceptable purity (fraction 4) was obtained, which was
analyzed by Mass Spectrophotometry and a fragmentation
pattern was obtained, which was confirmed by Nuclear Mag-
netic Resonance (1H, 13C, APT, COSY and HSQCQC) [47].
The evaluation of these spectra and the interpretation of the
fragmentation pattern suggest that the signals from both
analytical techniques could be N, N, N-tris-(2-(hexadec-
15-enoyloxy)-ethyl)-but-3-en-1-aminium, a quaternary
ammonium salt derived from the fatty acid stearic acid.
Furthermore, these results are consistent with the results of
the GC-MS analysis, which also detected stearic acid. Thus,
with these results, we can propose that S. ureilytica UTS
produces a biosurfactant derived from stearic acid and could
be a lipopeptide, since the presence of amino acids and fatty
acids, which form the structure of these molecules, was also
detected. These results of identification of fatty acids and
amino acids by GC-ME, MS and NMR correlate with the
presence of the genes involved in the synthesis of lipopep-
tides detected by analysis with the Antimash program in the
genome of S. ureilytica UTS, where two possible lipopep-
tides were found, such as rhizomide A/rhizomia B/rhizomide
C and Kolossin, which could be produced by this strain.

Conclusion

The production of biosurfactants by S. ureilytica UTS was
evidenced, the crude BS had antifungal activity against
Fusarium sp., F. oxysporum and A. solani, as well as nemati-
cidal activity against J2 of N. aberrans. According to the
analyzes carried out on the extract and fraction four by
GC-MS, MS and NMR, it was found that said BS are deriva-
tives of stearic acid. This biosurfactant can be an alterna-
tive for the biocontrol of diseases and pests caused by these
phytopathogens.

Supplementary Information The online version contains supplemen-
tary material available at https://doi.org/10.1007/s00284-024-04042-8.
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