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Resumen

El presente estudio tuvo como propoésito evaluar las caracteristicas bioquimicas y fisioldgicas
de varios aislados de bacterias pertenecientes al género Serratia, con el fin de explorar su
aplicacion en el sector agroindustrial, especificamente en el control de hongos que
contaminan granos y en el desarrollo del crecimiento de la planta de jitomate bajo
condiciones de estrés salino. Para ello, se corroboro la identidad de los aislados de Serratia
mediante su perfil bioguimico, lo que permitio conocer sus caracteristicas distintivas, ademas
de lo relacionado con su capacidad para inhibir el crecimiento de los hongos que contaminan
algunos granos. Fue posible determinar que producen quitinasas, lipasas, actividades que
pueden estar implicadas en el efecto antagonico de los hongos antes mencionados. Asi
mismo, también se determind su capacidad para secretar al medio de cultivo enzimas

hidroliticas que degradan el exoesqueleto del camarén.

El efecto antagdnico de las cepas se evalud tanto de manera individual como en consorcio,
con el fin de determinar su efectividad en el control biolégico de hongos fitopatégenos,
ademas, se investigo la capacidad de estas cepas para tolerar el estrés salino, una condicion
que afecta negativamente a las plantas, debido a esto se determind que las bacterias
estudiadas son capaces de tolerar concentraciones de NaCl superiores al promedio, con esta
dato se determin® su capacidad para proteger y promover el crecimiento de plantas de
jitomate bajo estrés salino, lo que podria abrir nuevas posibilidades para mejorar la
productividad agricola en ambientes adversos, considerando que en el pais, la cantidad de

suelos que presentan condiciones de estrés salino es alta.

Los resultados de este proyecto determinaron que las cepas estudiadas poseen cierto potencial
para ser implementadas como herramienta en la agroindustria, tanto para el manejo de plagas

fangicas como para la mejora del rendimiento vegetal en condiciones de estreés.

Palabras clave: Serratia, estrés salino, biocontrol, consorcio bacteriano, quitinasas.



Summary

The purpose of the present study was to evaluate the biochemical and physiological
characteristics of several isolates of bacteria belonging to the genus Serratia spp. to explore
its application in the agroindustrial sector, specifically in the control of fungi that
contaminates grains and in the development of tomato plant growth under salt stress
conditions. To this end, the identity of the Serratia spp isolates was confirmed. through its
biochemical profile, which allowed us to know its distinctive characteristics, in addition, the
analysis of its physiological profile of these strains focused on its ability to inhibit the growth
of fungi that contaminate some grains. It was possible to determine that they produce
chitinases and lipases, activities that may be involved in the antagonistic effect of the fungi.
Likewise, its ability to secrete hydrolytic enzymes into the culture medium that degrades the

shrimp exoskeleton was also determined.

The antagonistic effect of the strains was also evaluated, both individually and in a
consortium, in order to determine their effectiveness in the biological control of fungi. In
turn, the ability of these strains to tolerate salt stress was investigated, a condition that
negatively affects plants, since it was determined that the bacteria studied are capable of
tolerating salt concentrations higher than average, with this data their ability to protect and
promote the growth of tomato plants under salt stress was determined, which that could open
new possibilities to improve agricultural productivity in adverse environments, considering

that in the country, the amount of soils that present saline stress conditions is high.

This project determined that the strains studied have certain potential to be implemented as
a tool in agribusiness, both for the management of fungal pests and for improving plant

performance under stress conditions.

Key words: Serratia, salt stress, biocontrol, bacterial consortium, chitinases.
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|.- Introduccion

El sector agricola es de gran importancia, considerando que cubre la creciente
demanda de alimentos de poblaciones humanas y animales. Dada su alta importancia, es
necesario que se cumplan todos los pardmetros de calidad necesarios para evitar riesgos a la
salud; para ello requiere garantizar la obtencion de productos libres de patdgenos, asi como
incrementar la cantidad de producto cosechado por hectarea de terreno. El desarrollo
alcanzado se ha obtenido debido a la produccién y uso de una serie de compuestos quimicos
empleados en el sector agricola, conocidos de manera general como plaguicidas y
fertilizantes. Dichos compuestos han demostrado su alta utilidad y capacidad para proteger
los cultivos, a la vez que incrementan la produccion; sin embargo, su uso ha sido desmedido
durante décadas por parte de agricultores y grandes compafiias, que esperan mejorar la
produccion con soluciones inmediatas a los problemas del campo. Un punto que destacar es
la falta de apoyo técnico que permita la capacitacion acerca de la manipulacién adecuada de
estos productos; debido a ello se ha impactado negativamente al medio ambiente y la salud
humana (Morocho, 2019).

Los patdgenos en los cultivos representan un claro riesgo que afecta negativamente
la produccion de alimentos. Se han encontrado varios tipos de microorganismos que infectan
plantas utilizando diversos mecanismos; entre estos se destacan los hongos. Cabe mencionar
gue estos son patdgenos de plantas y de animales. Los hongos que infectan a las plantas se
conocen como fitopatdgenos; son los agentes causales de mas del 70 % de las enfermedades.
Diversos grupos filogenéticos afectan los cultivos agricolas; cabe mencionar: Fusarium,
Giberella, Rhizoctonia, Verticillium, Alternaria, Sclerotium y Botrytis, entre muchos otros
(Villasefior et al., 2022).

El analisis econdmico postcosecha realizado por Cabrero et al., determind que las
pérdidas mas significativas se producen en frutas y verduras, con estimaciones de
aproximadamente el 45% de la cantidad producida, lo cual claramente tiene un gran impacto
negativo en la economia mundial (Cabrero, 2022). Dichas perdidas se estiman en un 20% en
los paises industrializados, en mas del 50% en areas con limitaciones de almacenamiento y
transporte, es decir, en vias de desarrollo. (Martinez, 2019) La principal causa de estas

pérdidas es debida a las infecciones fungicas, puesto que, posterior a la fase de maduracion,
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la efectividad de estas infecciones depende de varios factores como la patogénesis de los
hongos, la respuesta del huésped, de manera importante las condiciones de transporte y
almacenamiento, el dafio mecénico que experimenta el producto, las cuales impactan

directamente en la vida de anaquel. (Martinez, 2019)

Los productos agricolas son invadidos frecuentemente por microorganismos durante
el desarrollo del cultivo en el campo, cosecha, transporte y almacenamiento, siendo los
hongos los méas abundantes y la principal causa de enfermedades. En cuanto a las pérdidas
postcosecha de granos, las estimaciones son del 10% de la produccion total (FAO, 2017).
Por ejemplo, para México, de un volumen de 32 millones de toneladas de maiz que el pais
produce actualmente, las pérdidas postcosecha estan estimadas en un 10 %, que representan
miles de millones de pesos (FAO, 2020).

El desarrollo eficiente de la agricultura depende en gran medida de la produccion y
aplicacion de fertilizantes, plaguicidas y reguladores de crecimiento para ser suministrados a
las plantas. Los plaguicidas se clasifican en insecticidas, herbicidas, fungicidas, acaricidas y
nematicidas, el consumo mundial de plaguicidas esta en torno a los 12 billones de euros, de
los cuales el 50% corresponde a los paises desarrollados de Europa y Ameérica del Norte
(Tejedor, 2020). Los cultivos que més plaguicidas requieren son el maiz, el arroz, los cereales
y el algoddn. Sin el uso de plaguicidas se perderia el 50% de las cosechas. (Tejedor, 2020).

La industria quimica de agroquimicos es muy competitiva, debido a que el desarrollo
de un nuevo producto mas eficaz reemplaza a otros ya disponibles en el mercado. Un
componente adicional es el desarrollo de la resistencia que manifiestan las plagas a los
compuestos aplicados; esto hace necesaria la sintesis y obtencion de nuevos plaguicidas mas
eficaces. Debido a la alta demanda, este sector junto con el farmacéutico tiene los costos mas
altos en investigacion (hasta el 8% de los ingresos brutos) (Tejedor, 2020). En la elaboracion
de estos productos intervienen quimicos que son los encargados de sintetizar el producto,
ademas de los entomologos, toxicologos, micdlogos, microbioldgicos, los cuales realizan
ensayos para asegurar que el producto resulte efectivo y seguro para su aplicacion en el
ecosistema y para la poblacion. La admision de un producto nuevo y su introduccion en el
mercado tiene mdltiples requisitos, las autoridades fitosanitarias exigen una documentacion

cientifica y técnica, cuyo costo suele ser mayor a los 12 millones de euros (Tejedor, 2020).



Los gastos suelen ser muy elevados y en cuanto a los resultados, de 10.000 compuestos

ensayados, solo uno suele alcanzar la produccion comercial (Naranjo, 2018).

Los fungicidas presentan diferentes tipos dependiendo de su composicién quimica,
por ejemplo, estan los derivados arométicos como el O-fenilfenol, el dicloran y el
clorotalonilo; estos se usan como protectores de semillas (Tejedor, 2020). Los mas eficaces
son las sales de zinc y de magnesio como el Zineb y el Maneb, que se usan principalmente
para cultivos de patatas y hortalizas, también se han usado con éxito diversos compuestos
organometalicos, fundamentalmente derivados de estafio y mercurio como el cihexatin, el

fenbutatin y el cloruro de metoximercurio (Tejedor, 2020).

El uso masivo de plaguicidas ha dado lugar a contaminantes nocivos en alimentos y
contaminacion progresiva del suelo; esto ocurre debido a los diferentes compuestos
utilizados para generarlos. Con esto su dafio y sus efectos pueden variar. Segun su toxicidad,
los plaguicidas se clasifican en tres clases: A, B 'y C, de menor a mayor. Por ejemplo, el
plaguicida organico méas antiguo es el DDT (diclorodifeniltricloroetano) que utilizo Maller
en 1939, pero fue sintetizado originalmente en 1874 por Othmar Zeidler (Bravo, 2020). Su
uso permitio tratar y evitar varias epidemias (tifus transmitido por los piojos y malaria por
mosquitos). Actualmente, su uso esta restringido debido a que su elevada persistencia causa
graves dafios al medio ambiente (Tejedor, 2020).

Los fungicidas se dividen en dos tipos segiin su modo de accion: de contacto y

sistémicos (Arroyo, 2022).

Los fungicidas de contacto; se aplican antes de que las esporas de los hongos lleguen
a la planta, actian Unicamente en la superficie donde se han aplicado, permanecen en la
superficie de la planta y no penetran en sus tejidos, por esta razén, su eficacia solo se da antes
de que los patdgenos infecten la planta, dado que la planta no los absorbe, estos fungicidas
pueden ser eliminados de las superficies por la lluvia o el riego por aspersion (Hausbeck,
2019). Se estima que una pulgada de lluvia elimina alrededor del 50% de los residuos del
fungicida, mientras que dos pulgadas de lluvia eliminan la mayor parte residual del fungicida

de la superficie de la planta, ademaés, los fungicidas de contacto son vulnerables a la



degradacion por otros factores ambientales, como la luz ultravioleta, el calor y la actividad
microbiana (Hausbeck, 2019).

La clasificacion siguiente son los fungicidas sistémicos, los cuales son absorbidos por
la planta hasta cierto grado, aunque la mayoria no son completamente sistémicos, debido a
que no se distribuyen por toda la planta, existen diferentes niveles de movimiento sistémico,
algunos productos son sistémicos solo a nivel local, lo que significa que son absorbidos por
la planta y se desplazan una corta distancia desde el punto de aplicacién, los fungicidas
altamente sistémicos son capaces de moverse por toda la planta, tanto hacia arriba, hacia las
puntas como hacia las raices (Tejedor, 2020). En el caso de los fungicidas con movimiento
translaminar, pueden trasladarse desde un lado de la hoja como la punta hacia el extremo
opuesto (la base de la hoja) para protegerla (Hausbeck, 2019). Otro ejemplo de estos son los
fungicidas sistémicos de xilema, que se mueven dentro de la hoja, generalmente hacia la
punta, o ascienden por la planta hacia las puntas de los brotes, pero no se desplazan hacia las
raices. (Hausbeck, 2019). Sin embargo, solo unos pocos fungicidas se consideran altamente

sistémicos.

Los quimicos empleados en la elaboracién de fungicidas, en su gran mayoria, tienen
efectos adversos que dafian la piel, los pulmones y los ojos; los quimicos como el metam-
sodio, ziram y ferbam se les conoce por provocar dermatitis de contacto, una afeccion cronica
de la piel, problemas visuales, edema pulmonar y otros efectos secundarios (Arroyo, 2022).
Otro ejemplo es que el captafol puede afectar a las personas con asma; y beber alcohol
después de estar expuesto al tiram también puede causar reacciones adversas, ademas, cabe
mencionar que todos los fungicidas son venenosos cuando se ingieren (Arroyo, 2022). En el
caso de los fungicidas cimoxanilo y tridemorf pueden dafiar al feto en caso de exposicién de

mujeres embarazadas. (Arroyo, 2022).

Los factores como la lluvia o irrigacion pueden distribuir el fungicida aplicado a las
plantas hacia acuiferos u otros suelos, con esto no solo se hace dafio a la fauna acuatica, sino
que también contamina el agua que otros animales pueden beber. Los fuertes vientos pueden
soplar los quimicos lejos de los cultivos enfermos hacia otras areas no contaminadas, por
ende, hay etiquetas que especifican no rociar fungicidas con vientos superiores a 160 km/h

(Arroyo, 2022). Ademas, los granos tratados con fungicidas no deben alimentar a los
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animales de ganado, debido a sus efectos toxicos, debido a que pueden envenenarlos
(Zuccarelli, 2019).

1.2.- Aplicacion de plaguicidas en México

El consumo de plaguicidas mundialmente es considerablemente alto, y México no es
excepcién. En 2017, se registré un consumo de 1.77 kg/ha, el cual ha ido en aumento desde
el afio 2000, cuando era de 0.63 kg/ha, alcanzando su punto maximo en 2013 con 2.23 kg/ha
(FAO, 2017). El uso excesivo de plaguicidas ha generado preocupacién en el pais, debido a
que se han detectado niveles elevados de contaminantes toxicos, como metales pesados y
plaguicidas, en el suelo, agua y plantas en diversas regiones de México, ademas, se han

observado efectos adversos sobre la salud humana (OECD, 2013).

El Plan Nacional de Desarrollo en México no abarca directamente a los plaguicidas. Pero se
incluyen metas y objetivos en varios instrumentos politicos y regulatorios que abordan estas
sustancias (SHCP, 2019). Hasta ahora hay tres leyes generales o federales que constituyen
las més importantes para la gestion de plaguicidas en México:

o LaleyGeneral de Salud (LGS) de 1984, que regula los principales
elementos del ciclo de vida de plaguicidas;

o LaLey General del Equilibrio Ecologico y Proteccion al
Ambiente de 1988 con la meta de prevenir la contaminacion del suelo y el
agua (LGE)

o LaLey Federal de Sanidad Vegetal (LFSV) de 1994

El pais de México es de los pocos de la OCDE que han implementado amplios
impuestos a los plaguicidas para reducir su uso indiscriminado (Guerrero, 2019). La Ley
General de Salud de México establece que sélo se puede autorizar el uso de plaguicidas
persistentes y bioacumulativos si no representan un peligro para la salud humana, de lo
contrario, se busca sustituirlos con otros que presenten menos efectos secundarios o riesgos
(INEGI, 2019). México cuenta con una clasificacion de plaguicidas (a través de la Norma
Técnica Oficial NOM-232-SSA1-2009), donde la clasificacion de toxicidad se basa en los



criterios de la OMS, sin embargo, esta NOM no especifica cuando el riesgo se considera

inaceptable.

El uso de fertilizantes en México es fundamental para la agricultura, debido a que
busca aumentar la productividad de los cultivos y mejorar la calidad de los suelos, sin
embargo, su aplicacién tanto de organicos como de inorganicos ha generado preocupaciones
ambientales debido a su potencial para contaminar cuerpos de agua y afectar la biodiversidad,
aunado al fendmeno de eutrofizacion. En el pais, 24.6 millones de hectareas se destinan para
la agricultura, de las cuales se cultivan 20.7 millones con la participacién de 5.8 millones de
personas que hacen posible una produccion de 287.7 millones de toneladas de productos
agricolas (INEGI, 2019).

La produccion y productividad del sector agricola mexicano depende, entre otros
factores, del uso de fertilizantes quimicos y consecuentemente de su disponibilidad en el
mercado, con oportunidad y a precios accesibles para los productores. Conforme a cifras de
la Encuesta Nacional Agropecuaria (ENA) en 2019, el 67.4 % de las unidades de produccion
del sector utilizaron fertilizantes quimicos y el restante 24.4 % abonos naturales (INEGI,
2019). En 2022, los cultivos anuales mas destacados fueron: el algodon, con el 70.6 % de la
produccion nacional; la papa, con el 58.4 %; el brocoli, con el 54.5 %; la cebolla, con el 49.4
%; el maiz grano amarillo, con el 45.0 %; la soya, con el 42.3 %; el trigo grano, con el 41.8
% y el arroz, con el 40.6 % (INEGI, 2022). Del total de grandes productores que realizaron
agricultura a cielo abierto, el 65.5 % aplicé fertilizantes quimicos. Donde mas superficie
fertilizada hubo fue en Chihuahua, Sonora, Sinaloa, Jalisco, Tamaulipas y Guanajuato
(INEGI-2022).

Los agricultores siguen utilizando estos productos para asegurar la seguridad
alimentaria en un pais donde la agricultura desempefia un papel fundamental en la economia.
Sin embargo, en los Gltimos afios ha surgido un creciente interés por adoptar practicas mas
sostenibles, como la agricultura orgénica y el uso de fertilizantes de liberacion controlada,

que buscan equilibrar la productividad agricola con la preservacion del medio ambiente.



1.3.- Control de la presencia de hongos utilizando microorganismos benéficos

La practica mas novedosa considerada para la reduccion de plagas es el control
bioldgico, que implica implementar el uso de organismos para tratar o disminuir el efecto de
una plaga especifica, haciéndola menos abundante. Los organismos empleados como agentes
de control biologico (ACB) que actian contra las plagas incluyen microorganismos y
animales como artropodos. Dentro del control bioldgico, la produccion de bioplaguicidas a
base de bacterias, hongos y virus entomopatdgenos ha cobrado importancia en los Gltimos
afios, debido a que suelen ser especificos con su blanco de ataque y son de bajo impacto

ambiental, a diferencia de sus equivalentes sintéticos (Chillo, 2023).

Los microorganismos presentan una gran diversidad, de los cuales varios son
empleados para el control de plagas, los cuales pueden sustituir o complementar ciertos
plaguicidas. Algunos de los factores mas relevantes para la produccién a gran escala y la
expansion del uso de estos plaguicidas bioldgicos incluyen las condiciones de crecimiento,
asi como la recuperacion y conservacion del material biologico con efecto plaguicida (Fenibo
etal., 2021).

1.4.- Bacterias como herramientas biotecnolégicas para controlar hongos
deterioradores

La presencia de hongos deterioradores es un factor de alta importancia, ademas de las
pérdidas monetarias, asi como la calidad del producto. Los hongos como Aspergillus,
Alternaria, Fusarium y Penicillium plantean un importante reto a la salud, debido a que
algunas especies son productoras de micotoxinas, incluidas aflatoxinas, ocratoxinas,

alternariol y fumonisinas (Fenta, 2023).

La problematica planteada determina que es necesario implementar alternativas
seguras y amigables con el medio ambiente para controlar las infecciones postcosecha. El

empleo de microorganismos antagonistas para el control biolégico es una alternativa



novedosa entre los diversos métodos para prevenir la infeccién postcosecha provocada por
patdgenos. En comparacion con los fungicidas sintéticos, la aplicacién de microorganismos
antagonistas en el manejo de enfermedades postcosecha tiene varias ventajas, como ser
inherentemente menos dafiinos que los pesticidas quimicos, ademas, a diferencia de los
pesticidas convencionales de amplio espectro, afecta Unicamente a la plaga objetivo (Fenta,
2023). En los ultimos afios, el control bioldgico ha sido objeto de estudio y ha demostrado

ser efectivo en el control de enfermedades postcosecha.

La eficacia de diferentes microorganismos antagonistas ha sido evaluada en el control
de varios hongos y se han presentado resultados prometedores; tal es el ejemplo de
Burkholderia spinosa con aplicaciones previas a la cosecha para fitopatdgenos en banano,
Pantoea agglomerans con aplicacion precosecha para controlar enfermedades postcosecha
en citricos, con resultados que mostraron una eficiente proteccion de la naranja contra
Penicillium digitatum durante el almacenamiento (Hernandez, 2019). La combinacion de
antagonistas con otros compuestos antimicrobianos podria ser un método eficaz para mejorar

el rendimiento de biocontrol.

1.5.- Consorcios microbianos

Un consorcio microbiano es un conjunto de dos 0 mas especies microbianas en un
mismo nicho, que actdan conjuntamente como una comunidad donde no se presentan rasgos
antagonistas. La asociacion requiere estilos de vida sinérgicos en los que el crecimiento y el
metabolismo de nutrientes se conducen mas efectivamente que en poblaciones individuales
(Oliveros, 2023). Considerando esto, en un consorcio microbiano, sus miembros mantienen
la compatibilidad metabdlica y ecoldgica, pueden desempefiar funciones complicadas que
bacterias pertenecientes a un genero y especie, de manera individual, no podrian; ademas, la
sinergia de la asociacion puede generar mayor resistencia a las fluctuaciones del ambiente y

promover la estabilidad de las bacterias involucradas (Carrefio, 2010).

La implementacion de consorcios para el control de hongos fitopatdgenos es una
oportunidad novedosa que ha sido poco estudiada. A la fecha existen algunas publicaciones

que respaldan la utilidad de utilizar consorcios bacterianos como biocontroladores; un



ejemplo es el uso de tres cepas de Bacillus spp (C1) y otro formado con dos cepas
de Pseudomonas spp (C2) como potenciales biocontroles de Solanum tuberosum, en este
caso se observo que los consorcios bacterianos C1 y C2 redujeron significativamente los
dafios causados por Spongospora subterranea f. sp. subterranea. (Mufioz et al., 2021). En
otro ejemplo, se evalud el potencial de un consorcio formado por Bacillus megaterium,
Bacillus marisflavi, Exiguobacterium aurantiacum y Pseudomona mendocina en el
biocontrol del fitopatdgeno Lasiodiplodia pseudotheobromae; mostrd6 un 87.73% de

inhibicidn contra el hongo L. pseudotheobromae (Mota, 2021).

Los consorcios bacterianos presentan potencial en la promocion del crecimiento de
las plantas, debido a que facilitan la disponibilidad de nutrientes esenciales y mejoran la salud
del suelo. Ademas, en condiciones de estrés salino, la presencia de ciertas bacterias reduce
los efectos adversos al producir metabolitos que ayudan a las plantas a tolerar la salinidad,
regulando la homeostasis de iones y promoviendo mecanismos de defensa. Asi, la interaccion
sinérgica entre plantas y consorcios bacterianos no solo potencia el crecimiento, sino que

también ofrece una estrategia eficaz para enfrentar condiciones ambientales desfavorables.

Los resultados documentados muestran otros ejemplos importantes de interacciones
positivas entre plantas y microbios asociadas a la promocién del crecimiento de las plantas
incluyen Pseudomonas, Azotobacter, Serratia y Azospirillum, capaces de mejorar la
disponibilidad de nutrientes en el suelo, la absorcion y asimilacion de nutrientes de las

plantas, asi como apoyar el ciclo del nitrégeno (Lugtenberg, 2015; Chepsergon, 2023).

El enfoque nuevo que se ha propuesto en los Ultimos afos, consiste en la
incorporacion de inoculantes microbianos eficaces para replicar las redes bioldgicas
presentes en los suelos nativos. Este proceso estimula la recuperacién de grupos microbianos
funcionales y beneficiosos que estan relacionados positivamente con la fertilidad del suelo
(Stringlis et al., 2018). Dichos tratamientos pueden promover la fijacion de nitrdgeno, la
solubilizacion de fosfatos y la produccion de siderdforos, fitohormonas y exopolisacaridos,
los cuales son conocidos por mejorar el crecimiento de las plantas y, al mismo tiempo,
protegerlas del estrés abidtico, como las temperaturas extremas, el pH desfavorable, la
salinidad y la sequia (Van Oosten et al., 2017). Ademas, estos inoculantes contribuyen a la

mitigacion de la contaminacidn por metales pesados y pesticidas (Ayilara, 2023).



1.6.- Serratia spp. como herramienta biotecnologica

El género Serratia, que pertenece a la familia Enterobacteriaceae, incluye diversas
especies de bacterias Gram negativas, la mayoria de las cuales se distinguen por producir un
pigmento rojo denominado prodigiosina (Williamson et al., 2005). En plantas, se ha
demostrado que estas bacterias son capaces de inducir resistencia sistémica contra patégenos
y de promover el crecimiento vegetal (Jeong et al., 2015). Ademaés, se ha comprobado su
capacidad para establecerse como endofitas, una caracteristica interesante que favorece su
supervivencia en el campo y le permite ejercer efectos antagonicos desde el interior de los
tejidos vegetales (Tan et al., 2015). El analisis, la comparacion y la secuenciacion de su
genoma han permitido identificar varios genes que otorgan a Serratia diversas actividades y
atributos que refuerzan su potencial como agente de biocontrol (Li et al., 2015).

Las actividades principales metabolicas que le otorgan a Serratia spp. el potencial
como ABC de plagas y fitopatdgenos es su eficiente maquinaria quitinolitica, la cual utiliza
y activa para degradar la quitina estructural de las paredes celulares de los hongos vy el
exoesqueleto de los artropodos fitéfagos (Latgé, 2010). La maquinaria enzimatica de S.
marcescens ha sido ampliamente estudiada y se compone de tres quitinasas principales
(ChiA, ChiB, ChiC), una posible proteina asociada a la quitina (CBP21) (Suzuki et al., 2002),
y una quitobiasa (Toratani et al., 2008). Esta maquinaria quitinolitica se activa en condiciones
de laboratorio al utilizar medios minimos suplementados con quitina coloidal como Unica
fuente de carbono (Singh et al., 2016).

Los miembros del género Serratia se han estudiado y se han encontrado varias cepas
con potencial antifungico debido a sus propiedades bioquimicas y metabdlicas, por ejemplo:
Serratia marcescens, Serratia nematodiphila, Serratia enthomophyla, por mencionar
algunas, las cuales mostraron actividad quitinolitica, glucanolitica, celulolitica y la
produccién de prodigiosina, constituyendo asi candidatas potenciales como agentes de

biocontrol para hongos (Alexander, 2022).

Los experimentos reportados muestran resultados favorables para el uso del género
Serratia como agente de biocontrol, por ejemplo, contra Sclerotinia minor, causante de la

pudricion basal en lechuga; encontraron una reduccién significativa en el crecimiento in
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vitro, cero incidencia de la enfermedad en plantas de invernadero y una alta capacidad de
colonizacion de la rizdsfera (El-Tarabily et al., 2000). Posteriormente, se reportd sinergismo
en la actividad antifungica sobre Botrytis cinerea debido al efecto antifingico de la
prodigiosina y las quitinasas extracelulares de esta misma cepa (B2) (Someya et al., 2001).
También otro grupo purificd parcialmente una quitinasa de S. marcescens B4A, la cual
mostrd actividad antifingica sobre las hifas de Rhizoctonia solani, Bipolaris sp, Alternaria
raphani y A. brassicicola, actividad que se visualizé con cambios estructurales en las paredes

celulares de los hongos (Castillo, 2022).

Las capacidades que se han observado en bacterias del género Serratia para controlar
hongos fitopatdgenos muestran potencial biotecnoldgico, en este proyecto proponemos
utilizar cepas de Serratia spp. como una herramienta biotecnolégica, la cual permita
antagonizar hongos postcosecha que atacan granos, a la vez que se demuestra su efecto

promotor de crecimiento en jitomate.
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I1.- Hipotesis

La coleccion de aislados de Serratia spp. poseen caracteristicas fisiologicas y bioquimicas
que le permiten antagonizar hongos que contaminan granos, y promueven un efecto benéfico
en cultivo de jitomate en condiciones de estrés salino.

I11.- Objetivo general

Evaluar las caracteristicas bioquimicas y fisiologicas de un conjunto de cepas de Serratia
spp. para su aplicacion en el sector agroindustrial enfocada al control de hongos que
contaminan granos, y determinar su efecto promotor de crecimiento en planta de jitomate
crecido en condiciones de estrés salino.

IV.- Objetivos particulares

1.- Corroborar la identidad de los aislados de Serratia spp. por su perfil bioquimico.

2.- Determinar el perfil fisiolégico y bioquimico de los aislados de Serratia spp. con

capacidad para antagonizar el crecimiento de hongos que afectan granos.

3.- Evaluar la susceptibilidad a antibiéticos de aislados de Serratia spp. mediante pruebas de
sensibilidad in vitro, con el fin de identificar patrones de resistencia y posibles mecanismos

de tolerancia.

4.- Determinar el efecto antagonico de Serratia spp. de manera individual y en consorcio

contra hongos que contaminan granos.
5.- Evaluar la capacidad de tolerar el estrés salino en los aislados de Serratia spp.

6.- Evaluar el efecto promotor de crecimiento por parte de los aislados de Serratia spp. en

planta de jitomate sometido a estrés salino
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V.- Materiales y Métodos

V.1.- Material bioldgico.

Las bacterias 1226, 1227, 1291, 1292 y 1293 del cepario del Laboratorio de Microbiologia
Molecular (LAMIMO), FCN-UAQ), se conservan a -80 °C en glicerol al 40 %; para su uso,
se sembraron en agar nutritivo (AN) y se incubaron a 28 °C por 24 h.

El cultivo liquido de las bacterias ajustado a densidad Optica deseada a 600 nm (DOsao) Se
prepard de la siguiente manera: se inoculd la bacteria de interés en caldo nutritivo (CN,
BIOXON) por 24 h a 28 °C, se midi6 la DOsoo en un espectrofotometro Genesys 10S UV-
Vis de Thermofisher, se prepard el volumen necesario al valor de DOsgo deseado (segln se

indigue en el experimento utilizando CN para diluir).

Los hongos de interés agroindustrial que contaminan granos: (Sclerotium rolfsii, Fusarium
oxysporum) pertenecen al cepario del LAMINO. Los hongos Sclerotium rolfsii donados por
el Dr. Alfredo Herrera: Langebio Cinvestav-Unidad Irapuato y Fusarium oxysporum donado
por la Dra. Blanca Estela Gomez de la Universidad de Guanajuato. Todos los hongos se
encuentran conservados a -80 °C en una matriz de celofan. Para su crecimiento, se inoculo
en una caja de agar papa dextrosa (PDA, BIOXON) un fragmento de dicha matriz y se incub6

a temperatura ambiente por una semana.

Los ensayos con jitomate se realizaron con las semillas comerciales Jitomate Saladet y

Rancho los Molinos; se sembré en mezcla de suelo general.

V.2.- Pruebas bioquimicas

La bateria de pruebas bioquimicas: TSI, KIA, LIA, Citrato, Sim, Urea, Indol, se realiz6 en el
UMBA. Que se inocularon con las bacterias 1226, 1227, 1291, 1292, 1293, se incubaron de
24 a 48 h a una temperatura de 28 °C (Blancas, 2014).

V.3.- Produccion de prodigiosina

Las cajas de agar peptona glicerol se prepararon, se crecieron las cepas en CN segun el punto
1, se ajusto el cultivo a DOsoo de 1.0, se inocularon 25 pL de cada cultivo bacteriano. Las
cajas se incubaron a temperatura ambiente (TA) 28 °C por 96 h. La presencia de prodigiosina

se determind por el desarrollo de color rojo. El experimento se realizé por triplicado.
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V.4.- Sensibilidad a antibioticos

La sensibilidad de las bacterias a antibi6ticos se realizé por la técnica de Kirby-Bauer. Se
utilizé agar Mueller-Hinton (MH, BIOXON) para evaluar a las 5 cepas (1226, 1227, 1291,
1292, 1293). Los cultivos bacterianos se ajustaron a DO600 de 0.2, como se indic6 en el
punto 1. Cada bacteria se inocul6 en agar MH con 200 mL; las células se distribuyeron
uniformemente de tal manera que se formd un tapete utilizando un hisopo estéril. Se
colocaron los sensidiscos comerciales (ceftazidima, cefotaxima, metoxazolina, cefoxitina,
estreptomicina, cefazolina) para los diferentes antibidticos de manera equidistante en la
placa. Se incubaron a 28 °C de 24 a 48 h. Se midieron los halos de inhibicién con un vernier.

El experimento se realiz6 por triplicado.

V.5.- Secrecion de hemolisinas

Las placas de agar sangre se prepararon con sangre de borrego 5-10 %. Las bacterias se
ajustaron a la DO600 como en el punto 1. Se coloco una gota de 20 puL de cada bacteria.
Como control se incluyo la cepa de Escherichia coli (892) y un aislado clinico de Serratia
marcescens (91). Una vez seca la gota, las placas se incubaron a 28 °C por 72 h. El halo de

inhibicion se midid a contraluz con un Vernier. El ensayo se realiz6 por triplicado.

V.6.- Secrecion de quitinasas

El medio sintético: NaHPO4 6gL™, KH2PO4 3gL™, NH4Cl 1gL™, extracto de levadura 0.05
gLt, almidon 1 %, quitina coloidal 10 gL, agar bacterioldgico 2% se realizé previo a la
inoculacion de las bacterias. Las placas se inocularon como en el punto anterior (40 pL), se
incluyeron los mismos controles. Una vez seca la gota, las placas se incubaron a 28 °C por
96 h. Para evidenciar el halo de hidrolisis de quitina, la placa se tifié con una solucién de rojo
Congo (2 %) durante 2 minutos. Se lavd con agua corriente hasta eliminar el exceso de

colorante (Wang et al., 2023). El experimento se realizo por triplicado.

V.7.- Degradacion de quitina (exoesqueleto camaron)

Las cepas se crecieron como en el punto 1. Se preparé medio sintético compuesto por litro:
69 Na2HPOs, 3 g KH2PO4, 1 g NH4CI, 0.5 g NaCl, 7.5 mL de quitina coloidal, 5 g almidon,
0.5 g de extracto de levadura y 0.5 g de MgSOs y 2% exoesqueleto de camaron. Los
exoesqueletos de camar6n se lavaron y se esterilizaron de manera independiente.

Posteriormente se agregaron al medio de cultivo. Previamente las bacterias se crecieron y se
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ajusto su DOsoo como en el punto 1 a 1.0, posteriormente se inocularon 750 pL de cultivo de
cada cepa independiente y 375 pL de cada bacteria en el caso de consorcio. El medio de
cultivo se incubd 28 °C en agitacion a 150 rpm durante 6 dias. Transcurrido el tiempo de
incubacion los restos de exoesqueleto de camardn se recuperaron por filtracion, se secaron
en horno a 80 °C durante una semana y por diferencia de peso se determiné el porcentaje de
degradacion de exoesqueleto (Awaludin y col., 2020). EI experimento se realiz6 por
triplicado.

V.8.- Prueba DNAsa

Las cajas de agar DNAsa (BBL) se prepararon previo a inocular las bacterias, las bacterias
se prepararon como en el punto 1. Se inoculd una gota de 20 uL de la bacteria de interés, una
vez seca la gota se incubo a 28 °C de 24 a 48 h. Posteriormente se agreg6 acido clorhidrico

(1 N) por 5 minutos para observar el halo de hidrdlisis (Britania, 2014).

V.9.- Prueba lipasa

Las cajas con peptona se prepararon con las siguientes especificaciones: 1 gL, NaCl 4gL?,
CaCl, 1 gL, se agregd Tween 80 al 1%. Las bacterias ser prepararon como en el punto 1, y
se inocularon como en el punto anterior. Una vez pasado el tiempo de incubacion se
determind la presencia del halo gris formado alrededor de la bacteria, considerando asi una

prueba positiva (llesanmi et al., 2020), el experimento se realizé por triplicado.

V.10.- Sintesis &cido cianhidrico (HCN)

La sintesis de HCN se identificd utilizando agar LB adicionado con 4.4 gL de glicina. La
bacteria de interés se estri6 de forma masiva en toda la superficie de la placa (60x15). En la
parte superior de la placa se colocd un papel de filtro Whatman N° 1 impregnado con una
solucion de carbonato de sodio al 12.5 % y &cido picrico al 2.5 %. El viraje de color del papel
filtro de color amarillo a naranja/rojo se consideré como una prueba positiva (Sriwati et al.,

2023). El experimento se realizé por triplicado.

V.11.- Solubilizacion de fosfato tricalcico

El agar Pikovskaya (glucosa 10 gL NaCl 0.2 gL, KCI 0.2 gL, (NH4)SO4 0.5 gL*,
MgSO4-7H20 0.1 gL, extracto de levadura 0.5 gL, fosfato tricalcico 5 gL, FeSOs-7 H.0
0.004 gL, MnSO4-7H20 0. 008 gL, agar bacterioldgico 20 gL, purpura de bromocresol
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(0.04 %) pH 6.8 se realizd conforme a las especificaciones en el UMBA. Las bacterias se
prepararon como en el punto 1. En la placa se inocul6 una gota de 20 pL para cada una de
las bacterias de forma equidistante, la placa se incub6 a 28 °C durante 48 h (Lu et al., 2021).

El ensayo se realiz6 por triplicado.
V.12.- Curvas de crecimiento

El cultivo liquido de las bacterias se prepar6 como en el punto 1. A partir de esta solucién a
DOsoo de 1.0, se inocularon 10 mL de CN a una DOego final de 0.05. Se incubaron a 28 °C en
agitacion a 150 rpm. Cada 24 h de incubacion se tom6 1 mL de cada cepa y se midié su
DOsoo. El experimento se realiz6 por triplicado, en cada ocasion se utilizaron tres muestras.

Los datos se analizaron con una prueba de ANOVA.

V.13.- Efecto antagonico del extracto rico en quitinasas (ERQ) en el crecimiento de
hongos filamentosos

El cultivo se prepard como el punto anterior; las células se eliminaron por centrifugacion a
8000 rpm/10 min. El extracto asi obtenido se tratd con kanamicina (50 mg/mL) 5 pL por
cada mL de medio y se incubd por 6 h. Se preparé agar PDA a el doble de concentracion
(PDA 2X), se mezcl6 en proporcion 1:1 con ERQ para preparar cajas de PDA a concentracion
normal. En el centro se inoculé un disco de micelio del hongo a probar. Se midio6 el
crecimiento radial posterior a 10 dias de incubacion a 28 °C, cuando la caja control del hongo

haya cubierto la superficie de la caja en su totalidad.

El sobrenadante (SN) se recuper0 y se utilizé para preparar PDA suplementando con SN, que
posteriormente se centrifug6 a 6000 rpm durante 8 minutos, se traté con 2 mL de kanamicina
(50 mg/mL) por mL de SN durante 6 h en agitacion. Este SN libre de célula y tratado con
Km se utilizd para preparar agar PDA. Para ello, se esteriliz6 agar PDA a la concentracion
2X; una vez estéril, se agregé un volumen del SN para obtener PDA adicionado de los
metabolitos producidos por el consorcio. Como control se utilizd un cultivo de Escherichia
coli (Awaludin y col., 2020)

V.14.- Pruebas de compatibilidad para la formacion de consorcios bacterianos
El medio utilizado fue el agar Muller-Hinton. Las bacterias se prepararon como en el punto

1, se ajustaron a la DOsoo de 1.0 y 0.2, se prepard un tubo de 1.5 mL para cada DOsgoo. Una
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vez con el cultivo ajustado, se inocul6 cada cepa por separado sus respectivas cajas de MH,
para obtener el tapete de la bacteria de interés, para ello se inocularon 200 pL del cultivo
ajustado a DOeoo 0.2, este se distribuyo con hisopo estéril en toda la superficie del agar. Una
vez seco se agrego una gota de 20 pL de los cultivos bacterianos de las otras cepas DOsoo
(1.0), estas se distribuyeron de manera equidistante en la superficie de la placa. Una vez secas
las gotas, las placas se incubaron a 28 °C por hasta 96 h, se revisaron cada 24 h. La presencia
de un halo de inhibicién indica una reaccion no compatible, la ausencia de halo indica una

reaccion compatible (Cao, 2022). El ensayo se realiz6 por triplicado.

V.15.- Crecimiento del consorcio bacteriano en medio liquido

Los consorcios se crecieron en medio liquido para su inoculacién en plantas, las bacterias se
crecieron de manera independiente, como en el punto 1. Una vez ajustada la DOsoo de 1.0 se
combinaron los cultivos bacterianos en proporcion 1:1, dependiendo del experimento a

realizar en funcion de la cantidad necesaria se escal6 el volumen preparado.

V.16.- Efecto del estrés salino en el crecimiento de Serratia spp.

Las bacterias se crecieron y se prepararon para su inoculacién segun lo indicado en el punto
1. Se prepararon 10 mL de CN suplementado con NaCl o KCI de manera independiente con:
0.5 M, 1 My 2 M respectivamente y polietilenglicol (PEG) a la concentracién de 10 %, 15
% y 20 % (peso a volumen). Cada medio de cultivo se inocul6 con 50 pL de células, se
incubd a 28 °C por 5 dias en agitacion a 150 rpm. Se tom6 1 mL de cada cultivo para medir
la DOsoo cada 24 h. El ensayo se realizo por triplicado (Ketola, 2014). Los datos se analizaron
con una prueba ANOVA.

V.17.- Efecto de Serratia spp. en cultivos de jitomate

Los ensayos se realizaron con 40 plantas de jitomate en sustrato estéril (mezcla general de
vermiculita, perlita, peat moss) para inocular con cultivo bacteriano, a su vez, se prepararon
cultivos para la bacteria 1226, 1227 y el consorcio 1226:1227. Se tomaron 10 plantas con
cada tratamiento y se mantuvieron 10 plantas regadas con agua corriente como control, los
tratamientos se aplicaron por 2 meses y al finalizar se retiraron las plantas de las macetas
(buscando preservar raices, tallo y hojas intactas) para medir y cuantificar las caracteristicas
de cada planta, una vez se obtuvieron resultados estos se tabularon y se compararon (Mayak,
2004).
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V.18.- Efecto de Serratia spp. en cultivo de jitomate sometido a estrés salino

El ensayo inicial se realizo preparando 120 plantas de jitomate, que se ordenaron en 4 lotes
de 30 plantas cada uno. Control con agua corriente, tratamiento 1: suplementado con
consorcio bacteriano, tratamiento 2: NaCl, tratamiento 3: NaCl suplementado con consorcio
bacteriano. Para suministrar el NaCl se utiliz6 1 mL de una solucién de NaCl 250 mM, que
se aplicd 3 dias por semana con intervalos de 1 dia entre la aplicacion (lunes, miércoles y
viernes). Al consorcio bacteriano 1226/1227 (preparado como en el punto 15) se le
suministré 1 mL de cultivo, una vez a la semana, antes de aplicar los tratamientos con NaCl.
El experimento se mantuvo a lo largo de 75 dias y se suministré agua corriente como riego
cuando fue necesario. Una vez terminado este tiempo, se retiraron las plantas de las macetas
(buscando preservar raices, tallo y hojas intactas) para medir y cuantificar las caracteristicas
de cada planta. Una vez se obtuvieron resultados, estos se tabularon y se compararon (Mayak,
2004).

El ensayo siguiente se realizd preparando 60 plantas de jitomate; se ordenaron en 4 lotes de
15 plantas cada uno, con los mismos tratamientos indicados en el parrafo anterior. Bajo las
mismas condiciones, en este caso se suministré6 1 mL de una soluciéon de NaCl 250 mM
durante las primeras 6 semanas de tratamiento, y en las Gltimas 2 semanas se suministrg 2
mL de la misma solucion en las mismas condiciones. Este tratamiento se mantuvo por 2

meses.

V1.- Consideraciones Bioéticas

Las bacterias para utilizar en este proyecto no son patdgenas para humano, los hongos a
utilizar son fitopatdgenos y relacionados con el dafio postcosecha. Utilizaremos medidas de
seguridad adecuadas para el manejo de las muestras bioldgicas, como el uso de bata, guantes,
lentes de seguridad, zapato cerrado y todas las normas de seguridad en un laboratorio nivel

1 de bioseguridad ademas del uso de campanas de bioseguridad tipo 1 y II.

La recoleccion de residuos peligrosos biolégicos o quimicos la realiza quincenalmente la
empresa TRIRSA, segin la norma NOM-052-SEMARNAT-2005, la cual identifica y

clasifica los residuos peligrosos para su posterior tratamiento, criterios que seguimos para su
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disposicion basados en el sistema CRETIB. Los cultivos liquidos y sélidos, tanto de bacterias
como de hongos, se inactivan por esterilizacion en autoclave; posteriormente, la biomasa se
deposita en bolsas rojas de plastico (RPBI) para su manejo por la empresa TRIRSA, NOM-
087-SEMARNAT-SSAL1 2002. Lo mismo aplica para residuos de puntas, tubos de plastico

que han sido utilizados para manipular a los microorganismos.

Las plantas que se usaran seran de jitomate, las cuales no estan protegidas por alguna norma
mexicana. Las semillas para utilizar son variedades comerciales. Una vez terminado el
experimento, los cadaveres de plantas seran eliminados del sustrato, y esterilizados en
autoclave. El suelo utilizado, de igual manera, seré esterilizado para eliminar la presencia de
microorganismos. Todo el material de desecho, una vez esterilizado, sera dispuesto para su
manejo por la empresa TRIRSA, el cual es organizado por el técnico del laboratorio M. en

C. Salvador Ramirez Baltazar.
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VI1.- Resultados

Objetivo 1.- Corroborar la identidad de los aislados de Serratia spp. por su perfil
bioguimico.
VI1.1.- Identificacion bioquimica de la coleccion de cepas de Serratia spp.

VI11.2.- Identificacion bioquimica de los aislados de Serratia spp.

Los cinco aislados de bacterias no caracterizadas se analizaron (1226, 1227, 1291, 1292,
1293) (Tabla 1), se compararon con los resultados esperados del género Serratia descritos en
la bibliografia (Carroll, 2019); el género Serratia generalmente presenta un TSI positivo, lo
que indica la fermentacion de glucosa y posiblemente lactosa o sacarosa, con produccion de
gas en algunos casos. En el andlisis, la mayoria de las cepas evaluadas (1227 y 1291)
coinciden con este perfil, aunque 1226, 1292 y 1293 presentan discrepancias. Similar al TSI,
un KIA positivo sugiere fermentacion de azlcares, y esta caracteristica fue observada en las

cepas 1227, 1291 y 1292, en concordancia con Serratia spp.

Serratia spp. puede presentar variabilidad en la prueba LIA, y los resultados obtenidos
reflejan esta diversidad, con algunas cepas positivas (1291 y 1292) y otras negativas. En
cuanto a la prueba de citrato, algunas especies como Serratia marcescens pueden utilizarlo
como Unica fuente de carbono, en este estudio, las cepas 1227, 1291 y 1292 fueron citrato

positivas, lo que es consistente con este perfil, mientras que 1226 y 1293 fueron negativas.

Serratia spp. es generalmente negativa en la produccion de sulfuro de hidrogeno y en la
prueba de indol (SIM), aunque algunas cepas pueden ser positivas. En este andlisis, la cepa
1291 mostrd un resultado positivo en SIM, mientras que las demds fueron negativas, lo que
podria indicar variabilidad dentro del género. En cuanto a la ureasa, todos los resultados
fueron negativos, excepto en la cepa 1292, que mostrd actividad ureasa, lo cual es atipico

para el género Serratia.

La prueba de DNAsa es caracteristica del género Serratia, debido a que muchas cepas son
DNAsa positivas, en este estudio, 1227, 1291, 1292 y 1293 mostraron actividad DNAsa, lo
cual es consistente con el género, pero la cepa 1226 resultod negativa, lo que representa una

discrepancia con el perfil esperado.
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Tabla 1.- Perfil bioguimico de los aislados de Serratia spp.

TSI KIA LIA Citrato SIM Urea Nut DNA

1226 + = = - - - + +

1227 + + - + - - + +

1291 + + - + - - + -

1292 - + - + - R + N

1293 - - - - - - + )
Serratia

spp. + + Variable + + - + +
esperado

TSI = Prueba Hierro de Triple Azucar, KIA = Prueba de Hierro de Kiegler, LIA = Prueba Lisina
Hierro Agar, SIM = Prueba Sulfuro-Indol-Movilidad

Los resultados de algunos aislados, con base en los resultados esperados reportados en la
literatura (particularmente la cepa 1227 y 1291) corresponden con las caracteristicas tipicas
del género Serratia. Por lo tanto, es posible que los aislados mas parecidos no identificados
pertenezcan a este género, sin embargo, no se puede hacer una caracterizacion solo con estos
datos por lo que se recomienda realizar pruebas adicionales para una identificacion concreta

Yy precisa.

Obijetivo 2.- Determinar el perfil fisioldgico y bioguimico de los aislados de Serratia

spp. con capacidad para antagonizar el crecimiento de hongos que afectan granos.

VI11.3.- Produccidn de prodigiosina

La prodigiosina es un pigmento natural producido por ciertas bacterias que pertenecen al
género Serratia, éste ha suscitado un interés significativo en el ambito cientifico debido a sus
notables propiedades antibacterianas. Sin embargo, la pigmentacion solo esta presente en un
pequefio porcentaje de cultivos aislados entre diferentes cepas de S. marcescens. La
produccidn de pigmentos es muy variable entre especies y depende de muchos factores, como

el tiempo de incubacidn, la de especie, el pH, la fuente de carbono y de nitrégeno (Araujo,
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2010). EI pigmento prodigiosina de S. marcescens, ademas de participar en la competencia
de Serratia contra otras especies bacterianas, el compuesto y otras moléculas similares
poseen efectos antimicrobianos, anticancerigenos e inmunomoduladores en mamiferos.
Actualmente, se encuentra bajo investigacion para su posible uso como agente terapéutico
(Esteves, 2024).

Los medios de cultivo diferenciales y selectivos para el crecimiento del género Serratia y la
produccion de prodigiosina presentan varias opciones. En este ensayo, se seleccionaron cinco
bacterias para determinar su capacidad productora de prodigiosina, cuya caracteristica es
tipica de este género. Se utilizd un medio adicionado con glicerol y peptona, ambos
compuestos favorecen la sintesis de esta molécula. De las cinco bacterias utilizadas: 1226,
1227, 1292, 1291 y S. marcescens (control positivo), todas son productoras de prodigiosina,
a excepcion de la cepa 1291, la cual produce poco o escasa prodigiosina (Fig. 1), cabe
destacar que el control positivo (S.m.), el cual es un aislado clinico de Serratia marcescens,

visiblemente produce grandes cantidades de este pigmento.

Fig. 1.- Produccion de prodigiosina en medio peptona-glicerol. Se inocul6 una gota de 25 pL de las bacterias
de interés ajustadas a DOggo de 1. Posterior a 5 dias de incubacién a TA, se observd la produccién de

prodigiosina.

El pigmento es caracteristico de las bacterias del género Serratia, y su produccion esta

influenciada por factores como la fuente de carbono y el pH del medio. Por ejemplo, Harned
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reporté un rendimiento de 5 mg/L utilizando glucosa como fuente de carbono (Harned et al.,
1954). En un estudio realizado por Cang et al., se obtuvo un rendimiento de 3000 mg/L en
un medio con etanol como fuente de carbono (Cang et al., 2000). Por su parte, Giri et al.
alcanzaron rendimientos maximos de 16,680 y 38,750 mg/L utilizando caldo de semillas de
sésamo y mani, respectivamente, como medio de cultivo (Giri et al., 2004). Se ha reconocido
que la especie Serratia marcescens es la que produce mayores cantidades de prodigiosina.
En este contexto, la produccion de este pigmento se empleé6 como un criterio para la
identificacion del género Serratia (Takaki et al., 2010). La investigacion actual enfocada en
la prodigiosina se ha centrado principalmente en tres aspectos: la optimizacion del
aislamiento y la produccion de cepas productoras de prodigiosina, la actividad y funcion
bioldgica de la prodigiosina y el estudio de los mecanismos de sintesis y regulacién de
prodigiosina en cepas bacterianas. EI mecanismo de sintesis y regulacion de la prodigiosina
es esencial para su produccion y modificacion efectivas y la base para sus aplicaciones
futuras (Jia et al., 2021).

VI1.4.- Produccion de quitinasa

La quitinasa es una enzima sintetizada en diversos organismos, desde bacterias, plantas y
hongos, ésta desempefia un papel fundamental en la degradacion de quitina, un polisacarido
estructural abundante en la naturaleza, principalmente presente en hongos e insectos. La
capacidad de la quitinasa para catalizar la hidrolisis de la quitina la convierte en una
herramienta prometedora en aplicaciones biotecnoldgicas. Debido a esto, se evalud la
coleccion de cepas de trabajo para determinar su capacidad de secretar quitinasa,
considerando que las cepas de S. marcescens secretan varios factores de virulencia, como
DNasa, lipasa, gelatinasa, hemolisina, proteasas y quitinasa. S. marcescens es una bacteria
eficiente en la degradacion de quitina, puede producir hasta cinco enzimas quitinoliticas
diferentes después de ser inducida con quitina como fuente de carbono. En este ensayo, se
seleccionaron las bacterias 1226, 1227, 1291, 1292, 1293, S.m y una cepa de E. coli como
control negativo para evaluar la capacidad productora de quitinasas. Para ello se utiliz6 un

medio de cultivo preparado a base de quitina.

La produccién de quitinasas de las 7 bacterias analizadas se detectd por la produccion de
quitinasa por la presencia del halo de hidrolisis de quitina en las bacterias 1293, 1292, 1226,
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1291, 1227 y el control S.m. (Fig. 2). Cabe destacar que el control negativo (E. coli) no
produjo halo de hidrdlisis, mientras que el control positivo, la cepa de S. marcescens, si. El
sistema quitinolitico descrito en S. marcescens es extracelular, estd compuesto por una
endoquitinasa, una quitobiasa y un factor (CH1) necesario para la hidrolisis de la quitina
(Taira et al., 2001). Este sistema, al ser inducible por la presencia de quitina y secretado al
medio, resulta de utilidad para llevar a cabo la degradacion de hongos de interés (Taira et al.,
2001). La quitinasa de S. marcescens ha mostrado caracteristicas especificas y actividades
sinérgicas en la degradacion de la quitina (Horn et al., 2006). Ademas, S. marcescens ha sido
reconocida como un microorganismo con alta actividad quitinasa, reportando valores de 35,2
U/mL (Cha et al., 2004), 61,01 U/mL (Green et al., 2005) y 77,3 U/mL (Parani et al., 2011).
Los estudios realizados hasta ahora han demostrado que la maquinaria quitinolitica de
Serratia spp. es eficiente a comparacion de otros microorganismos quitinoliticos, siendo esta

una herramienta potencial de aplicacidn biotecnoldgica (Dzakiyya et al., 2020).

El equipo de Taira demostrd con un bioensayo que las quitinasas de clase | inhiben el
alargamiento del micelio mejor que las quitinasas de clase 1. Estos informes sugieren que el
dominio de union a quitina de la quitinasa de clase | contribuye en gran medida a la actividad
antifingica de esta enzima (Taira et al., 2001). En las paredes celulares de los hongos, a cierta
distancia de la punta de las hifas, los polisacaridos se entrecruzan para formar fibras mixtas
de quitina y glucano que a la vez pueden estar recubiertas por otros polisacaridos y capas de
proteinas, con este ensayo se demostrd que la quitinasa de clase | se unia a las puntas de las
hifas, las paredes laterales y los septos, pero la clase Il se unia solo a la punta de las hifas.
Ademas, la clase | tenia una mayor afinidad por las paredes celulares que la clase Il (Taira et
al., 2001).
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Fig. 2.- Hidrdlisis de quitina.- Las bacterias analizadas se sembraron en medio suplementado con quitina.
Posterior a 4 dias de incubacién a TA, se observd un halo de hidrélisis, el cual se reveld por la adicion de Rojo
Congo. Control positivo cepa Sm; S. marcescens, control negativo, E. coli cepa Top10 (E.c.). Las bacterias se
crecieron en AN por 24 h/28 °C, 150 RPM, se ajusto la DOsoonm @ 1.0, Se inocularon 20 pL de las bacterias
excepto S.m. 5 L.

La medicion de los halos de hidrélisis mostr6 que practicamente todas las bacterias probadas
presentan un halo mayor que el producido por la cepa clinica, cabe mencionar que para este
control se inoculd con la mitad de volumen en comparacién con el resto de las cepas. Este
dato indica que la coleccion de bacterias analizadas lleva a cabo de manera efectiva la
degradacion de este polisacarido y puede ser considerado como una herramienta de

biocontrol (Fig. 3).
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Fig. 3.- Degradacion de quitina. Las bacterias indicadas se crecieron en agar suplementado con quitina coloidal
(Fig. 2). La prueba se realizd por triplicado. Los datos obtenidos se analizaron con la prueba ANOVA. Las

diferencias se visualizan con las letras de significancia obtenidas con la prueba post hoc de Tuckey.

VI1.5.- Produccion de hemolisis

La hemolisis es un proceso bioldgico en el cual los glébulos rojos presentes en la sangre se
rompen, liberando su contenido intracelular, este fenémeno puede ocurrir de manera natural,
por condiciones patoldgicas 0 como resultado de manipulaciones externas como la accion
enzimatica mediada por las hemolisinas producidas por algunas bacterias patogenas. (Palmer,
2001). S. marcescens se ha descrito que tiene actividad hemolitica, el inico factor hemolitico
y citotoxico de S. marcescens informado hasta el momento es la hemolisina ShlA. (Hertle,
2005). Este tipo de enzimas normalmente forma un homooligbmero integrado en su
membrana celular objetivo, lo que cambia la permeabilidad celular y conduce a la muerte
celular. Sin embargo, se ha demostrado que la hemolisina ShlA aumenta la permeabilidad de
la membrana celular, pero no forma un oligdmero lo cual implica un método de accion
diferente al normalmente visto en este tipo de enzimas. (Shimuta, 2009) En este ensayo, se
seleccionaron las bacterias 1226, 1227, 1291, 1292, 1293, y una cepa S.m en placas de agar

sangre (sangre de borrego 5-10 %) para observar su capacidad hemolitica (Fig. 4).
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Fig. 4.- Hemdlisis.- Para determinar la capacidad de producir hemolisis por parte del conjunto de bacterias
utilizadas en este trabajo, se procedi6 a inocularlas en un medio de agar sangre (sangre de borrego 5-10 %).

Posterior a 2 dias de incubacién a TA, se observaron los halos de hemdlisis.

VI1.6.- Produccion de lipasa

La capacidad de S. marcescens para secretar lipasas al medio de cultivo ha despertado un
creciente interés en la investigacion biotecnolégica debido a las diversas aplicaciones
potenciales de estas enzimas. Las fosfolipasas catalizan la hidrolisis de los enlaces éster en

los fosfolipidos, liberando &cidos grasos y otras moléculas.

La seleccion para este ensayo fue de seis bacterias: 1226, 1227, 1291, 1292, 1293 y S.m para
determinar su capacidad para secretar lipasas. En todas las bacterias analizadas fue posible
detectar la capacidad para hidrolizar fosfolipidos; en este caso se utiliz6 el Tween 80, dado
que es posible observar el halo de hidrdlisis alrededor de la colonia, indicando que esta
enzima se secreta al medio de cultivo. Cabe destacar que cualitativamente el control de la
cepa de S. marcescens produjo un halo equiparable a los aislados bacterianos analizados (Fig.
5).
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Fig. 5.- Produccion de lipasas. Las bacterias utilizadas se inocularon en un medio con Tween 80. Se inoculd
una gota de 15 uL de las bacterias ajustadas a DOgoo de 1. Posterior a 5 dias de incubacion a TA, se observaron

halos alrededor de las colonias, este dato indica la capacidad de producir lipasas.

La literatura muestra que se ha reportado que una de las muchas proteinas secretadas de S.
marcescens es la enzima fosfolipasa PhlA; se ha determinado la presencia de cuatro genes
(cyaA, crp, fliJ y fliP) que estan involucrados en la via de secrecion de PhlA (Anderson et
al., 2017). La capacidad para hidrolizar fosfolipidos cobra importancia en el ambito del
control biolégico de hongos, puesto que se ha demostrado su potencial antifingico. En el
experimento realizado por Quintero y colaboradores, se demostrd que algunas fosfolipasas
A2 presentes en el veneno de serpiente (SVPLA2) y sus péptidos derivados exhiben actividad
fungicida y bactericida. Estas fosfolipasas denominadas MTX-I y Il mostraron un efecto

inhibidor en el crecimiento de E. coli y de C. albicans (Quintero et al., 2015).

El mecanismo de accion implicado ha sido poco investigado, la toxicidad de MTX-Iy Il en
bacterias; estos generan alteraciones de la membrana celular a través de residuos catidnicos

y aminoacidos hidrofobicos en el extremo C de la proteina (Quintero et al., 2015).
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VI1.7.- Produccion de proteasas

Las proteasas son un grupo de enzimas que desempefian un papel crucial en la degradacion
de proteinas, al hidrolizar proteinas, y ser un biopolimero abundante, lo que la hace valiosa
en diversas industrias. Entre los microorganismos que producen proteasas, las cepas de
Serratia spp. destacan por su capacidad para sintetizar esta enzima de manera eficiente. La
actividad de las proteasas ha sido reconocida como un factor de virulencia en esta bacteria,
pero enfocada como una caracteristica importante en el control bioldgico, implica el

hidrolizar proteinas del huésped (Petersen, 2014).

La seleccion fue de cinco bacterias en este ensayo, para determinar su capacidad productora
de proteasas, cuya caracteristica es tipica de este género. Se utilizé un medio agar gelatina
como sustrato de degradacion. De las cinco bacterias utilizadas: 1226, 1227, 1292 y 1293,

son productoras de proteasa, mientras que la 1291 no mostrd secrecion de proteasas (Fig. 6).

Fig. 6.- Produccion de proteasas en medio gelatina. Se inocul6 un raspado de las bacterias de interés. Posterior
a 3 dias de incubacion a 28 °C, se observo la licuefaccion de gelatina para una prueba positiva posterior a ser

refrigerado el tubo.

S. marcescens es capaz de secretar multiples tipos de proteasas, aunque la mayor parte de su
actividad se debe a una metaloproteasa de 56 kDa denominada PrtA. Secretada por un sistema
de transporte ABC LipBCD, en el caso de S. marcescens, la agresividad de la cepa esta
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directamente relacionada con la alta capacidad para producir la proteasa PrtA (Jupatanakul,
2020).

V11.8.- Sintesis de acido cianhidrico

La capacidad de algunas bacterias para producir &cido cianhidrico (HCN) tiene varias
aplicaciones potenciales, debido a que, por ejemplo, en el entorno natural, el HCN es una
molécula volatil que actia como un mecanismo de defensa para estas bacterias, ayudandolas
a protegerse de microorganismos antagonistas y depredadores al inhibir el crecimiento de
otras especies microbianas y patégenos. A su vez, el uso de bacterias productoras de HCN
puede ser aprovechado para el control bioldgico de enfermedades de las plantas, debido a
que el &cido cianhidrico puede reducir la poblacion de hongos y bacterias dafiinas en el suelo.
Ademas, estas bacterias pueden ser empleadas en procesos de biorremediacion para la
degradacidn de compuestos toxicos, al degradar ciertos residuos contaminantes en formas

menos perjudiciales (Bhat, 2021).

Las bacterias 1226, 1227, 1291, 1292, 1293 y la bacteria 752 (control positivo) fueron
utilizadas en este ensayo. De todas las bacterias empleadas, solo la 752 mostré un resultado
positivo en el ensayo de sintesis de HCN (datos no mostrados), el cual se evidencié por una
coloracion roja-naranja del indicador (acido picrico-carbonato). Estos resultados indican que
ninguna de las bacterias utilizadas en este estudio tiene la capacidad de producir acido
cianhidrico, lo que sugiere que este no es un mecanismo de inhibicién que pudiera estar

involucrado en la capacidad para controlar el crecimiento de hongos.

Tabla 2.- Caracteristicas bioquimicas con actividad antagdnica en aislados de Serratia
spp.
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Hemodlisis

Lipasa

Quitinasa

Gelatinasa

HCN

269

n.d.

S.m

n.d.

1226

1227

1291

1292

1293

HCN = Prueba de produccién de acido cianhidrico. S.m., Serratia marcescens. n.d., no determinada.

Los ensayos utilizaron medios especificos y se incorporaron 1 control positivo (S.m)y 1

control negativo (269) los cuales fueron proporcionados por el M. en C Daniel Mendoza

para poder realizar los ensayos de forma completa.

De los resultados obtenidos (Tabla 2) la Gnica bacteria utilizada en nuestro experimento que

resulté negativo en la prueba de hemolisina fue la bacteria 1227 lo cual en concordante con

el resultado obtenido del control positivo de Serratia marcescens, sin embargo ya

considerando los resultados de las pruebas de lipasa, quitinasa y gelatinasa, las bacterias que

mas se asemejan a los resultados de nuestro control son las bacterias 1291 y 1293, lo cual

nos indica que, de las pruebas el perfil bioquimico de nuestro aislado clinico de Serratia spp.

y las bacterias 1291 y 1293 es similar, sin embargo, se requieren mas pruebas y analisis para

tener resultados més precisos de las bacterias no caracterizadas. Cabe mencionar que todas

las bacterias, a excepcion del control negativo 269, mostraron produccion de quitinasa

positivo.
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Obijetivo 3.- Evaluar la susceptibilidad a antibi6ticos de aislados de Serratia spp.

mediante pruebas de sensibilidad in vitro, con el fin de identificar patrones de

resistencia y posibles mecanismos de tolerancia.

VI11.9.- Perfil de resistencia a antibioticos

Las bacterias que habitan en la rizosfera son esenciales para la salud y el crecimiento de las
plantas, debido a que facilitan el suministro de nutrientes fundamentales y favorecen el
desarrollo de varios cultivos. Una de las caracteristicas mas relevantes de estas bacterias es
su capacidad para resistir antibiéticos, lo que les permite desempefiar un papel beneficioso
en los ambientes agricolas, reduciendo los efectos adversos de ciertos tratamientos quimicos.
Ademas, en un entorno donde los nutrientes pueden ser limitados, las bacterias enfrentan una
competencia constante con otros microorganismos. Los mecanismos de resistencia que
poseen les brindan una ventaja competitiva, favoreciendo su supervivencia. Esto les permite
seguir cumpliendo su funcion en la rizosfera, promoviendo la salud del suelo y mejorando la
productividad de los cultivos (Habboush et al., 2023).

Los andlisis de este perfil se realizaron utilizando diferentes tipos de antibidticos en esta
prueba para observar el espectro de resistencia de las bacterias a utilizar en este proyecto: Se
incluyeron las cefalosporinas de tercera generacion: ceftazidima y cefotaxima, la cefoxitina
de segunda generacion y la cefazolina de primera generacion, estas inhiben la sintesis de la
pared celular bacteriana al unirse a las transpeptidasas. En el caso de la estreptomicina, es un
aminoglucosido que inhibe la sintesis de proteinas bacterianas al unirse irreversiblemente a

la subunidad 30S del ribosoma bacteriano.

Los resultados obtenidos muestran que de las cepas de Serratia spp. manejadas en este
proyecto, todas las cepas son resistentes a cefotaxima y ceftazidima, las cuales son
cefalosporinas de tercera generacion, caso contrario, todas las cepas de Serratia spp.
manejadas en este proyecto fueron susceptibles a los antibidticos estreptomicinay cefazolina,

los cuales son aminoglucosido y cefalosporina de primera generacion respectivamente.

El estudio realizado por Cosimato et al. analizo el perfil de resistencia a antibiéticos de S.
marcescens y se compararon los resultados con los resultados obtenidos de un estudio previo
de Simsek et al. En el trabajo de Simsek, se encontro que las cepas aisladas de Serratia spp.
presentaron sensibilidad a amikacina (95,7 %), ciprofloxacina (91,5 %) y gentamicina (82,2
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%), destacando que tanto la amikacina como la gentamicina pertenecen al grupo de los
aminoglucosidos (Simsek et al., 2019). En su estudio, Cosimato observo que la resistencia a
la amikacina era baja (4,4 %), a la ciprofloxacina era del 20,7 % y a la gentamicina del 6,8
% (Cosimato et al., 2024). Otros estudios también han sefialado la resistencia de las cepas de
S. marcescens a los antibioticos betalactamicos, en particular a las cefalosporinas (Cosimato
etal., 2024).

El estudio de Simsek et al., mostré que los aislados clinicos de Serratia spp. presentaron una
alta resistencia a ceftriaxona, ceftazidima y piperacilina, sin embargo, la cefotaxima y la
gentamicina fueron los antibioticos mas eficaces y adecuados para el tratamiento, en el
estudio de Cosimato encontraron que el antibiético ceftazidima, de acuerdo con el estudio,

tiene una tasa de resistencia del 20,2 % (Cosimato et al., 2024, Simsek et al., 2019).

Tabla 3.- Halo de inhibicion de crecimiento detectado en las cepas de Serratia spp

1226 1227 1291 1292 1293

Ceftazidima + + + + +
Cefotaxima + + + + +
Mitoxantrona - o - - -
Cefoxitina + - + - +
Estreptomicina - - - - -
Cefazolina - _ - - _
1226 1227 1291 1292 1293
Ceftazidima 4 mm 1 mm 6 mm 5 mm 0.05 mm
Cefotaxima 3 mm 4 mm 5 mm 2 mm 3 mm
Metoxazolina - 3 mm - - -
Cefoxitina 2 mm - 3.2 mm - 0.05 mm
Streptomicina - - - - -
Cefazolina - - - - -

Tamario de halo inhibitorio formado en cada cepa
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Los resultados obtenidos (Tabla 3) muestran una alta resistencia de las cepas del género
Serratia spp. a los antibi6ticos evaluados, particularmente a ceftazidima y cefotaxima, todas
las cepas analizadas mostraron algin grado de resistencia a estos antibidticos, aunque se
observaron diferencias en los halos de inhibicion, lo que sugiere una variabilidad en la
sensibilidad de las cepas. Por ejemplo, la cepa 1291 mostro el halo de inhibicion mas grande
para ceftazidima (6 mm), mientras que la cepa 1293 fue la mas resistente (0.05 mm). Por otro
lado, los antibidticos estreptomicina y cefazolina no mostraron halos de inhibicién en
ninguna de las cepas, lo que indica una resistencia completa de las bacterias a estos

compuestos.

Los resultados con otros antibidticos muestran variacion, por ejemplo, la cefoxitina y la
metoxazolina mostraron cierto grado de eficacia, aunque con una variabilidad considerable
entre las cepas, la cepa 1291 presentd un halo de inhibicién de 3.2 mm con cefoxitina,
mientras que la cepa 1293 apenas mostré inhibicion (0.05 mm), la metoxazolina solo generd

un halo en la cepa 1227 (3 mm), lo que indica una actividad limitada.

El anélisis general de los resultados indica que la mayoria de las cepas presentan una
resistencia significativa a los antibiéticos evaluados. Sin embargo, la cepa 1292 demostrd
una mayor susceptibilidad a cuatro de los seis antibiéticos analizados, lo que podria sugerir

una menor expresion de mecanismos de resistencia en esta cepa especifica.

Objetivo 4.- Determinar el efecto antagonico de Serratia spp. de manera individual vy

en consorcio contra hongos que contaminan granos.

V11.10.- Pruebas de compatibilidad para la formacion de consorcios bacterianos

La compatibilidad entre las bacterias presenta una oportunidad, debido a que indica la posible
coexistencia de dos 0 mas microorganismos en un mismo nicho. La ventaja que otorga es
que se pueden obtener metabolitos o subproductos sintetizados por los dos microorganismos
al mismo tiempo, de igual manera la sintesis se potencia debido a la presencia de otros

microorganismos (Fuentes, 2019).

Los resultados obtenidos muestran que las bacterias 1291, 1292 y 1293 son incompatibles
con las otras bacterias, mientras que la bacteria 1226 muestra compatibilidad con el resto de

las bacterias del grupo. Considerando estos resultados se optd por analizar al consorcio
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formado por las bacterias 1226 y 1227 para experimentos posteriores, debido a que se
buscaba observar si se presentaba un efecto sinérgico entre bacterias compatibles solo se optd
por generar un consorcio el cual fue seleccionado con base en su efectividad para degradacion
de quitina (Tabla 3).

Tabla 4.- Ensayo de compatibilidad entre aislados de Serratia spp.

1226 1227 1291 1292 1293

1226
1227
1291
1292

1293

Verde: sin inhibicién, reaccién compatible; Rojo: inhibicion, reaccion no compatible.

Los consorcios muestran interacciones positivas en conjunto entre las especies pueden incluir
la produccion de compuestos que promueven el crecimiento de las plantas, la fijacion de
nitrégeno atmosférico, la solubilizacién de fosfatos y el efecto antagdnico contra agentes
fitopatdgenos. Ademas, la diversidad dentro de un consorcio bacteriano puede aumentar su
estabilidad y adaptabilidad frente a condiciones bi6ticas o abioticas adversas. Actualmente,
los consorcios bacterianos representan herramientas biotecnolégicas en el sector
agroindustrial para promover el crecimiento de los cultivos, mejorar la salud del suelo y

aumentar la resistencia a enfermedades de las plantas (Lahiri et al., 2022).

VI1.11.- Curvas de crecimiento

La curva de crecimiento para las bacterias 1226, 1227 y 1292 se realiz6 con la finalidad de
conocer su comportamiento en dos temperaturas, a 28 y 37 °C, para ello se utiliz6 CN. El
crecimiento de las tres bacterias fue mejor a 28 °C, en este caso la fase estacionaria se alcanzo
entre las 72 y 96 h (Fig. 7). Este dato es importante, puesto que los metabolitos secundarios

se acumulan en esta etapa de crecimiento (Clements et al., 2019).
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Fig. 7.- Curva de crecimiento de las cepas 1226, 1227,1292. Se incubaron las bacterias por 120 h en caldo
nutritivo. Se tomaron alicuotas cada 24 h para medir la DOgoo. La prueba se realiz6 por triplicado y se calculd

la desviacion estandar. Panel A, a 28 °C, panel B a 37 °C.

La temperatura de 37 °C en el mismo medio de cultivo resulté no ser adecuada para estas

bacterias, puesto que a las 24 h de incubacion se observO su crecimiento Optimo, para
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comenzar a descender drasticamente, este comportamiento se observo en las tres bacterias
analizadas (Fig. 7). Con este resultado, los cultivos de las bacterias, asi como de los
consorcios, se optimizd su cultivo durante 96 h para potenciar la produccién de metabolitos

secundarios.

El ensayo realizado por Decker et al., tuvo como objetivo analizar el perfil metabdlico
secundario de algunas cepas de S. marcenses utilizando UPLC-MSE. Dichos metabolitos
mostraron actividad antibacteriana y antifingica, las condiciones de incubacion fueron de 48
a 96 h, dato que concuerda con la etapa estacionaria mostrada por las bacterias incluidas en
este estudio (Clements y col., 2019). En el estudio mencionado se utilizé la cepa NP10 de S.
marcescens que produjo diferentes tipos de “stephensiolides” (Decker et al., 2023, Clements
etal., 2019). De igual manera, la cepa B8 de S. marcescens produjo metabolitos secundarios
con actividad antifngica contra hongos fitopatégenos, dichos metabolitos se obtuvieron
posterior a los 5 dias de incubacion tanto en cultivo sumergido como en agar (Mendongca et
al., 2023). Con estos resultados y con los obtenidos en este ensayo, se determiné un tiempo
de incubacion de 4 dias para que las cepas produjeran los metabolitos que posteriormente se
utilizardn en ensayos de antagonismo, asi como para determinar su efecto promotor de

crecimiento en planta.

VI11.12.- Efecto de los metabolitos bacterianos secretados al medio de cultivo contra
hongos.

La capacidad de inhibir el crecimiento por parte de las bacterias por la secrecion de
metabolitos al medio de cultivo se determin6 con la prueba de antibiosis donde se analiz6 el
efecto que se produce cuando una especie produce una sustancia nociva para otra especie que
compite con ella. Posterior a crecer las bacterias sobre una pelicula de celofan en PDA, se
retird el celofan; se obtiene asi una placa suplementada con metabolitos de distinta indole. A
este tipo de ensayos se les hace referencia como “caja envenenada”. En este caso
encontramos que los hongos utilizados en este ensayo (1274, 1262, 1284, 1264, 1283, 1276
y 1270) presentaron diferentes perfiles de retardo en el crecimiento frente a los metabolitos
presentes en el medio. Los resultados observados de este ensayo muestran que, en
comparacion con los controles, los metabolitos bacterianos tuvieron un efecto en el desarrollo

de todos los hongos utilizados en el ensayo (Fig. 8), lo cual confirma que todas las cepas de
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Serratia spp. utilizadas en este proyecto producen compuestos antagénicos para el desarrollo
de los hongos. Los hongos que mostraron mayor resistencia fueron: 1274, 1284 y 1283,
mientras que la bacteria que mostré menos efectividad en el ensayo fue la bacteria 1292.
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Fig. 8 .- Antagonismo de metabolitos generados por cepas de Serratia spp. contra hongos que afectan granos.
Los hongos indicados se retaron con los metabolitos secundarios producidos por las bacterias en PDA, como
control se utilizaron cajas de PDA con disco de celofan sin bacteria. Las placas se inocularon con 10,000
esporas. Posterior a 5 dias de incubacion a 28 °C, se retird el disco de celofan obteniendo el medio PDA
suplementado con los metabolitos producidos por las bacterias. Las cajas se inocularon con 10,000 esporas y

se incubaron a TA por una semana.

V11.13.- Degradacion de exoesqueleto de camaron

El exoesqueleto de camardn es un subproducto abundante de la industria camaronera;
normalmente es desechado debido a que no es comestible, sin embargo, tiene un gran
potencial para su reutilizacion, en lugar de ser descartado como residuo, el exoesqueleto
puede ser procesado para extraer quitina y quitosano, compuestos de alto valor agregado que
tienen aplicaciones en la medicina, agricultura, biotecnologia y tratamiento de aguas. El
aprovechamiento de estos desechos no solo reduce el impacto ambiental asociado con la
acumulacion de residuos, sino que también crea nuevas oportunidades economicas para la
industria camaronera (Robles, 2018). Integrar estos subproductos en la economia circular

contribuye a un uso mas eficiente de los recursos y promueve un modelo econémico mas
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sostenible y resiliente, ademas de representar menos contaminacion al ambiente (Robles,
2018).

El exoesqueleto de camardn fue seleccionado como un aditivo a nuestro medio de cultivo
para favorecer la produccién de quitinasas. Al tener un medio adicionado con camarén,
realizamos una prueba de degradacion de exoesqueleto de camaron con las bacterias 1226,
1227, 1292, el consorcio de interés y una cepa de E. coli (269), la cual manejamos como
control negativo para observar la eficacia del perfil degradativo. Una vez analizados los datos
resultantes del perfil degradativo, se determind que la bacteria 1226 degrada en menor
porcentaje el exoesqueleto, y que las bacterias 1227, la 1292 y el consorcio, presentan un
mejor perfil degradativo, mientras que el control (E. coli) presenté 0% de degradacion (Fig.
9).

Capacidad litica de Serratia spp en el exoesqueleto de camaron
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Fig 9.- Capacidad litica de Serratia spp. en el exoesqueleto de camaron. EI medio minimo se suplementé con
exoesqueleto de camardn como fuente de carbono, se inocularon las bacterias 269, 1226, 1227, 1292, 269, y el
consorcio formado de las bacterias 1226 y 1227. El cultivo se incubé por una semana a 28 °C en agitacion a
150 rpm. Posterior a una semana de incubacion, el porcentaje de degradacion se determiné por diferencia de

peso. El ensayo se realizo por triplicado.
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VI11.14.- Cultivo de hongos en medio enriquecido con quitinasas

La capacidad de inhibir el crecimiento de los hongos por parte de las bacterias debido a la
accion de las quitinasas secretadas al medio de cultivo se determiné preparando un medio
minimo suplementado con exoesqueleto de camaron (Materiales y métodos seccion 13),
donde posteriormente las células se eliminaron por centrifugacion a 8000 rpm/10 min. El
extracto enriquecido en quitinasas y otros metabolitos, se utilizé para preparar el medio de
cultivo. Como control se utilizo el extracto libre de células obtenido a partir de un cultivo de
Escherichia coli. En el centro de la placa se inocul6 un disco de micelio del hongo a probar.
Se registraron resultados a 10 dias de incubacién a 28 °C, cuando la caja control del hongo
cubri6 la superficie de la caja en su totalidad. En este caso encontramos que de los hongos
utilizados en este ensayo (1262, 1264, 1274, 1278) se presentaron diferentes perfiles de
inhibicidén en el crecimiento frente a las quitinasas, asi como metabolitos secundarios
secretados al medio de cultivo. Los resultados observados de este ensayo muestran que, en
comparacion con los controles, el conjunto de moléculas bacterianas si tuvo un efecto en el
crecimiento de todos los hongos utilizados en el ensayo (Fig. 10), lo cual confirma que todas
las cepas de Serratia spp. utilizadas en este proyecto producen compuestos antagonicos para
el desarrollo de los hongos. Los hongos que mostraron mayor resistencia fueron: 1274, 1264
y 1278, mientras que la bacteria que mostré menos efectividad en el ensayo fue la bacteria
1227. Es importante destacar el efecto aditivo conseguido en el consorcio 1226 y 1227. Cabe
mencionar que, ademas del efecto observado en el crecimiento radial de la colonia, también
se detectaron cambios en la coloracion de la colonia, asi como en la produccion de esporas,

determinado de manera cualitativa.
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Fig. 10.- Antagonismo de cepas de Serratia spp. contra hongos que afectan granos. Los hongos indicados se
retaron con el extracto libre de células producidas por las bacterias indicadas, como control se utilizaron cajas
de PDA con extracto libre de células producido por E. coli. Las placas se inocularon con disco de micelio.

Fotografia posterior a 10 dias de incubacion a 28 °C. El ensayo se realiz6 por duplicado.

El caso siguiente muestra cémo se utilizd la misma metodologia con diferentes hongos,
encontramos que los hongos utilizados en este ensayo (1270 y 1284) presentaron diferencia
en el desarrollo durante su crecimiento en medio suplementado con moléculas producidas
por las bacterias (quitinasas, asi como metabolitos secundarios). Los resultados observados
de este ensayo muestran que, en comparacién con los controles, si hay un efecto en el
desarrollo de todos los hongos utilizados en el ensayo (Fig. 11). Sin embargo, en estos 2
casos, se observd también la formacion incrementada de conidios, principalmente en el
hongo 1284, lo cual confirma que las cepas de Serratia spp. utilizadas en este proyecto
producen compuestos antagonicos para el desarrollo de los hongos y pueden influenciar la
conidicacion. Este aspecto es importante de analizar en hongos benéficos, en el cual la

produccién de conidias es un beneficio, como es el caso de Trichoderma (Narvaez, 2023).
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Fig. 11.- Antagonismo de cepas de Serratia spp. contra hongos que afectan granos. Los hongos indicados se
retaron con quitinasas producidas por las bacterias en agar PDA 2X que se adicion6 con quitinasas, como
control se utilizaron cajas de PDA fresco. Las placas se inocularon con un disco de micelio. Fotografias tomadas

a partir de 24 h de incubacion a 28 °C. El ensayo se realiz6 por duplicado.

Obijetivo 5.- Evaluar la capacidad de tolerar el estrés salino en los aislados de Serratia

spp.

VI11.15.- Efecto del estrés salino y osmético en el crecimiento bacteriano

El estrés salino es una condicién que supone una alteracion tal que las bacterias han
desarrollado la capacidad para adaptarse y sobrevivir en condiciones de alta salinidad, lo cual
puede afectar negativamente su crecimiento y metabolismo. La exposicion a altos niveles de
sal induce un estrés osmotico, que obliga a las bacterias a implementar diversas estrategias
para mantener la homeostasis celular, por ejemplo, Halobacterium salinarum, una bacteria
extremofila haldfila, ha desarrollado mecanismos especializados como la acumulacion de
iones y solutos compatibles para contrarrestar la alta concentracion de sal en su entorno
(Vauclare, 2015). De manera similar, Bacillus cereus, conocido por su capacidad para tolerar
salinidad moderada, ajusta su composicion lipidica de la membrana celular para preservar su

integridad y funcionalidad (Besten, 2006). S. marcescens puede tolerar y prosperar en
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ambientes salinos al regular activamente sus mecanismos de transporte ionico y sintetizar
osmoprotectores que equilibran la presion osmotica interna. Estos mecanismos de adaptacion

permiten a las bacterias prosperar en ambientes salinos extremos (Ketola, 2014).

Los resultados muestran que las bacterias presentan una respuesta positiva a la presencia de
las sales utilizadas, como agentes de estres salino se emplearon NaCl y KCI; ademas se utilizé
el PEG como agente de estrés osmatico, este reactivo es utilizado en plantas para estudiar el
proceso de estrés por sequia. En el caso del NaCl, las bacterias crecieron bien al inocularse e
incubarse en un caldo adicionado con 1 M de NaCl; sin embargo, a concentraciones de 1.5
My 2 M de NaCl adicionado en el medio, su crecimiento se observé claramente afectado
(Figura 11). Los datos de los diferentes ensayos de estrés osmdtico realizados en este
experimento junto con lo reportado por Hamane y Jagtap muestran diferentes
concentraciones de salinidad analizadas en cada ensayo, pero corroboran que las bacterias
del género Serratia presentan un buen perfil de resistencia a estrés salino en comparacion

con otras bacterias Gram negativas (Hamane et al., 2023; Jagtap et al., 2023).

Los resultados al ser analizados muestran que, en las diferentes condiciones de estrés
analizadas, en las mayores concentraciones de los 3 tratamientos se presenta la mayor
inhibicion de crecimiento bacteriano. En el caso del NaCl, a partir de las concentraciones 1.5
My 2 M, se observo un gran decremento en el crecimiento de ambas bacterias. Cabe
mencionar que comparando la bacteria en control con la concentracion 1 M hay una
diferencia entre la bacteria 1226 y 1227, la bacteria 1226 parece verse favorecida con la
concentracion 1 M de NaCl, debido a que las lecturas indicaron mayor concentracion
bacteriana con este tratamiento a comparacion del control. En el caso de la bacteria 1227,
ocurrio lo opuesto: la concentracion 1 M decrementd el crecimiento de la bacteria a

comparacion del control, lo cual era el resultado esperado (Fig. 12).
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Fig 12.- Efecto del estrés salino y osmético en las bacterias 1226 y 1227. Las bacterias crecieron en diferentes
cantidades de NaCl, KCI, y Polietilenglicol (PEG). Los cultivos se incubaron en agitacion durante 96 h, se

midi6 la DOggo de los cultivos intervalos de 24 h. El ensayo se realizé por triplicado.

El resultado del KCI, de igual forma que en el ensayo realizado con NaCl, se observa que en
mayores concentraciones el efecto inhibitorio; sin embargo, el crecimiento bacteriano de la
cepa 1226 es mas vulnerable al efecto del KCI que la cepa 1227, debido a que en promedio
el decremento es mas notorio en la cepa 1226. El ensayo realizado con PEG mostro resultados
similares; a mayores concentraciones de PEG, disminuyd significativamente el crecimiento

bacteriano de las cepas 1226 y 1227.

El estudio de Kulkova et al., confirmé el potencial de las cepas de Serratia spp. como
biofertilizantes capaces de promover el crecimiento de las plantas, al mismo tiempo que
mejoran diversos pardmetros fisioldgicos, bioquimicos y moleculares en condiciones de
estrés salino. No obstante, los autores consideran necesario llevar a cabo mas investigaciones
sobre las cepas de Serratia spp., debido a que estas han demostrado tolerancia a la salinidad
en un rango de 0.993 a 1.71 M de NaCl, ademas de un significativo potencial para favorecer
el crecimiento vegetal en condiciones normales (Hamane et al., 2023, Jagtap et al., 2023,
Kulkova et al., 2024).

El experimento realizado por Palamiyandi, se enfoc6 en probar cepas de Streptomyces para
determinar su tolerancia a diversas concentraciones de NaCl: 0.171 M, 0.342 M, 0.685 M y
1.027 M de NaCl suplementado en medio agar de Bennett, posteriormente, observaron que
las cepas PGPA39 y PGPA42 toleraron hasta 1.026 M de NaCl, mientras que la cepa
PGPA36 fue capaz de tolerar NaCl 1.027 M, mientras que el resto de las otras cepas toleraron
solo NaCl a 0.342 M (Palamiyandi, 2014).

La cepa PGPA39 utilizada en el estudio de Palamiyandi promovi6 el crecimiento de plantas
de tomate a 0.180 M de NaCl, concentracion que afecta significativamente el desarrollo de
las plantas. Es importante resaltar que, en condiciones de cultivo axénico retado con NaCl,
la bacteria es capaz de crecer a 1 M (Palamiyandi, 2014). Esta actividad de la bacteria podria

deberse principalmente a su tolerancia al NaCl hasta 1 M.
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Los mecanismos principales de Serratia spp. muestran algunos que pueden promover el
crecimiento de las plantas en condiciones normales, de estrés salino y de sequia son:
produccion de fitohormonas, produccion de ACC desaminasa, facilitacion de la
disponibilidad de nutrientes (solubilizacion de P o Zn), neutralizar especies reactivas de
oxigeno (ROS), produccion de osmolitos, sintesis de exopolisacaridos (EPS), homeostasis de
iones en plantas, induccién de la expresion de genes que codifican la tolerancia al estrés por
sal y sequia (Saikia et al., 2018; Mahdi et al., 2021; Nordstedt y Jones, 2021; Ahmad et al.,
2022).

El potencial papel de cepas del género Serratia en la solubilizacion de nutrientes ha sido
descrita por muchos trabajos; por ejemplo, se observd un aumento estadisticamente
significativo en el contenido de nitrégeno, fésforo y potasio en plantas de maiz después de la
inoculacién con Serratia spp. QW45 (Zhang et al., 2018). También se observo estimulacion
del crecimiento de las plantas mediante la solubilizacion de fosfatos con cepas como Serratia
S2, S. marcescens CDP-13 (Dogra et al., 2019), Serratia sp KPS-14 (Hanif et al., 2020),
Serratia sp. LX2 (Guo et al., 2021) y S. plymuthica BMAL (Borgi et al., 2020).

La problematica presente es que Serratia spp. en comparacion con la mayoria de los
promotores bacterianos del crecimiento de las plantas, no se ha estudiado tan
exhaustivamente, particularmente en lo que respecta a su potencial para promover el
crecimiento de las plantas mediante la modulacion del suelo o la microbiota de las plantas
(Kulkova, 2024).

Obijetivo 6.- Evaluar el efecto promotor de crecimiento por parte de los aislados de

Serratia spp. en planta de jitomate sometido a estrés salino.

VI11.16.- Efecto protector de Serratia spp. contra el estrés salino y osmotico en el
desarrollo de plantas de jitomate.

La salinidad en el suelo tiene un impacto significativo en el desarrollo de las plantas; altos
niveles de sal pueden reducir la disponibilidad de agua y la solubilidad de nutrientes
esenciales, causando estrés hidrico y disminucién del crecimiento. La acumulacion de sales
altera el equilibrio osmético, lo que puede llevar a la deshidratacion celular y la muerte de

las plantas, lo cual representa un riesgo, debido a que en areas utilizadas para agricultura se
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Ilegan a emplear quimicos para el manejo de plagas, enriquecimiento del medio, ajuste de

acidez, actividades que causan acumulamiento de sales en el suelo (SADR, 2021).

El afio 2021 fue el afio donde la Secretaria de Agriculturay Desarrollo Rural de México llevd
a cabo un analisis sobre la calidad del suelo, en el cual se observo que 3.43 millones de
hectareas presentaron una afectacion leve por sodio, mientras que 2.43 millones de hectareas
fueron afectadas levemente por salinidad. Ambas afectaciones representaron el 60% de la
superficie agricola de riego (SADR, 2021). A una profundidad de 30-100 cm, se registré un
aumento de la presencia de sales en 3.37 millones de hectareas de tierras de riego, ademas,
se reportaron 1.27 millones de hectareas con salinidad moderada, 183,263 hectareas con
sodicidad moderada y 518,567 hectareas con condiciones salino-sodicas. La salinidad en las

areas mas profundas (30-100 cm) aumentd en 2.15 millones de hectéreas (SADR, 2021).

El enfoque fue analizar el efecto que puedan ejercer las bacterias sujeto de estudio en cuanto
a la proteccion contra el estrés salino. Para ello se trataron plantas de jitomate bajo el
siguiente esquema: se formaron 4 grupos de 15 plantas con un tratamiento diferente: 1 agua
normal, 2 consorcio bacteriano, 3 consorcio bacteriano y NaCl, 4 adicion de NaCl (Materiales
y Métodos punto 18). Posterior a 75 dias del tratamiento se analizaron los resultados (Fig.
13).
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Fig. 13.- Plantas de jitomate sometidas a estrés salino. Las plantas de jitomate se sometieron a diferentes
condiciones. A.- Agua corriente, B.- Consorcio bacteriano, C.- Consorcio bacteriano y estrés salino, D.- Estrés

salino. El experimento se termind a los 75 dias.

Las plantas tratadas fueron medidas en varios pardmetros: longitud de tallo, nimero de hojas
y longitud de raiz. En cuanto a la longitud de tallo, se observé que las plantas pertenecientes
al blogue tratado con el consorcio bacteriano presentaron mayor longitud de tallo en
promedio, a diferencia de las plantas tratadas solamente con solucién de NaCl, las cuales

presentaron la longitud de tallos mas reducida de los 4 grupos (Fig. 14).
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Fig. 14.- Longitud del tallo en plantas de jitomate. Se analizé el efecto del tratamiento en la longitud del tallo,
se calculé el promedio de los 4 grupos. Se calculé el error estandar y se realiz6é un anélisis ANOVA con prueba

post-hoc Dunnet, para determinar si los resultados eran significativos entre los 4 tratamientos.

Las mediciones también consideraron la cantidad de hojas producidas por la planta, en este
caso los resultados mostraron que el grupo tratado con NaCl presentd menor cantidad de

hojas que los otros tres tratamientos (Fig. 15).
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Fig. 15.- Cantidad de hojas en plantas de jitomate. Se calcularon los promedios, se calcul6 el error estandar y
se realizé un anélisis ANOVA con prueba post-hoc Dunnet, para determinar si los resultados eran significativos

entre los 4 tratamientos.

El aspecto importante en cuanto al desarrollo de la planta de jitomate, asi como en etapas
fenoldgicas posteriores, es que un desarrollo masivo de la raiz se relacionard directamente
con mayor produccién de fruto. Es por ello por lo que se analiz6 la longitud de la raiz. Los
resultados demostraron que en este caso el grupo tratado con NaCl mostro tener las raices

mas cortas en comparacion con los otros tratamientos (Fig. 16).
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Fig. 16.- Longitud de la raiz en planta de jitomate. Se calcularon los promedios, se calculd el error estandar y
se realizd un anélisis ANOVA con prueba post-hoc Dunnet, para determinar si los resultados eran significativos

entre los 4 tratamientos.

El ensayo final se realizd para determinar el efecto protector del consorcio bacteriano contra
la toxicidad del NaCl en el desarrollo de la plantula. En este caso de las 15 plantas tratadas,
se observo que el efecto tdxico del NaCl es considerable, debido a que después de 2 meses,
partiendo de 15 plantas del grupo, solo 3 sobrevivieron, mientras que del grupo tratado con
consorcio bacteriano y NaCl sobrevivieron 9 plantas, lo que corrobora que el consorcio
bacteriano protege a las plantas del efecto citotoxico ejercido por el NaCl. Cabe mencionar
que el grupo tratado con el consorcio bacteriano a simple vista se puede observar mayor
desarrollo de la planta, lo cual demuestra que el consorcio utilizado no presenta un efecto

dafino para las plantas (Fig. 17).

Los ensayos realizados muestran resultados favorables, sin embargo, es importante
mencionar el hecho de que es necesario que se realice con una mayor cantidad de plantas
para mejorar la precision y veracidad de los resultados; sin embargo, este experimento piloto

revela la importancia de estas bacterias en estos ensayos.
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Fig. 17.- Efecto citotdxico del NaCl en la viabilidad de la plantula de jitomate. (A) control, (B), consorcio
bacteriano, (C) consorcio bacteriano y NaCl, (D) NaCl. Se presentan solo las plantas sobrevivientes al

tratamiento con NaCl durante 2 meses. La n inicial de cada grupo fue de 15 plantas.

La acumulacion de sales en los tejidos vegetales puede dafiar las membranas celulares y
desestabilizar la funcion enzimatica, afectando negativamente el metabolismo celular. La
combinacion de estos factores conduce a una reduccion en la tasa de crecimiento,
disminucion de la produccion de biomasa y deterioro del desarrollo de las raices y hojas. A
medida que las plantas intentan adaptarse a estas condiciones adversas, la calidad y cantidad
de los cultivos pueden disminuir considerablemente, afectando la productividad agricola
(Tarolli, 2024).

La adicion de NaCl 100 mM se observé que resultd en un retroceso del proceso de
germinacion, pasando de 2 dias en el control hasta 8 dias en presencia de NaCl, y que la

adicion de NaCl 150 mM inhibe por completo la germinacion (Rosca et al., 2023).

VI1I11.- Conclusiones

1.- Del conjunto de cepas utilizadas; 1226, 1227, 1291, 1292, 1293, en particular las bacterias
1227 y 1291 comparten las mismas propiedades bioquimicas descritas esperadas para el

género Serratia. Para su identificacion robusta se procedera a secuenciar el marcador 16S.
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2.- Fue posible establecer un consorcio bacteriano (el consorcio 1226/1227), aungue las
bacterias no se han caracterizado para observar si pertenecen al mismo género, la

compatibilidad solo se observo entre algunas de las bacterias.

3.- La capacidad de estas cepas para producir quitinasas y actuar sobre diversos sustratos
organicos, proteinas, quitina (incluso presente en exoesqueleto), lipasas demuestra su
potencial metabolico en la descomposicion de materia organica y la utilidad y aplicacion de

su perfil bioquimico como agentes antifungicos potenciales.

4.- Las cepas utilizadas en este proyecto antagonizan el crecimiento de hongos debido a la

sintesis de diversos compuestos antimicrobianos y enzimas que afectan a los hongos.

5.- Las bacterias trabajadas en este estudio son excelentes candidatas para la produccion de
enzimas liticas capaces de degradar el exoesqueleto de camaron, el cual estd compuesto
principalmente de quitina. EI exoesqueleto de camaron, al ser considerado un producto de
desecho, puede entrar en una cadena de economia circular al producir compuestos de valor
agregado a partir del perfil metabdlico generado por estas bacterias utilizando el exoesqueleto
de camaron como fuente de carbono y de nitrégeno.

6.- Las bacterias demostraron una notable resistencia a condiciones de crecimiento de estrés
salino hasta 1.5 M, lo cual indica que se presentan mecanismos fisiologicos y bioquimicos
que les permiten mantener la homeostasis idénica y osmotica, como la sintesis de compuestos
osmoprotector o la regulacion de bombas de iones que expulsan el exceso de sodio y otros
iones. Condicién que les permitira crecer en ambientes hostiles en los que exista estrés salino

y osmotico.

7.- Los ensayos con tratamiento de consorcio bacteriano en cultivos de jitomate mostraron
beneficios para la salud y el crecimiento de las plantas. Se observé que con consorcios de
Serratia spp. que presenta la capacidad para inhibir el crecimiento de hongos, fortalecer las
defensas naturales de las plantas y promover el crecimiento vegetal. Estos hallazgos abren
oportunidades para explorar su uso en estrategias de manejo integrado de plagas y en la

mejora de la resiliencia de cultivos en condiciones adversas.
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El resultado de la investigacion estadistica presentada nos permite determinar que se presenta
un efecto de proteccién en cultivos de jitomate frente a estrés, en este caso salino, al ser
inoculados con bacterias que presentan propiedades bioquimicas pertenecientes al género de
Serratia. Debido a la resistencia a estrés salino que presentan las bacterias y la produccion
de enzimas y pigmentos por parte de las bacterias, los cuales se pudieron ver optimizados al

estar trabajando en consorcios bacterianos.
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IX.- Perspectivas

1.- Considerando la capacidad para degradar exoesqueleto de camardn por parte de las
bacterias, investigar la factibilidad de utilizar estas bacterias para degradar la pared celular
de hongos y producir un céctel rico en enzimas liticas y explorar su produccién para

generacion, de protoplastos en hongos de interés en investigacion.

2.- A partir del cultivo sumergido se obtuvo un alto porcentaje de degradacion de
exoesqueleto de camaron. Al utilizar este sobrenadante para investigar su efecto como elicitor

de la respuesta de defensa de la planta al contener productos de degradacion de la quitina.

3.- Realizar ensayos de proteccion en granos por efecto de un liofilizado preparado a base de

los metabolitos secretados por el consorcio bacteriano en el medio de cultivo.

4.- Determinar el efecto promotor de crecimiento de las bacterias analizadas en plantas de
jitomate hasta la etapa productiva, tanto en condiciones de estrés salino comparando con la

condicion control sin este estrés.

5.- Investigar a nivel molecular los mecanismos especificos mediante los cuales las bacterias

analizadas protegen las plantas de jitomate.
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