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RESUMEN

Las enfermedades causadas por hongos fitopatégenos en cultivos de importancia
economica representan una de las principales problematicas en el sector agricola.
El uso de plaguicidas sintéticos para controlar fitopatégenos genera serios
problemas ambientales, por lo que encontrar alternativas es clave para disminuir su
impacto. Se ha demostrado que el control biolégico a partir de Compuestos
Organicos Volatiles (COV’s) producidos por microorganismos es una opcion eficaz
y sostenible para combatir plagas que afecten los cultivos. Kosakonia cowanii ha
demostrado capacidad antagonista frente a ciertos microorganismos mediante la
produccion de COV’s, aunque la dinamica de su perfil metabdlico en las distintas
fases de crecimiento no ha sido caracterizada. Conocer esta variacion permitiria
identificar los compuestos con mayor potencial para inhibir a Sclerotium rolfsii, un
fitopatogeno de alta relevancia. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue
determinar la composicion de los COV’s durante las fases de crecimiento de K.
cowanii y evaluar su efecto antifungico. Primero, se identificaron los COV’s
producidos por K. cowanii durante sus fases de adaptacion, exponencial y
estacionaria. También se cuantifico el efecto de los COV’s contra S. rolfsii a partir
del crecimiento radial. Para analizar la interaccién sinérgica se colocaron los COV’s
mayoritarios en conjunto con la bacteria y se midié el radio de crecimiento del
fitopatdgeno. Los resultados muestran metabolitos clave en cada fase de
crecimiento: benzaldehido y ciclododecano en la fase lag; acetoina y 2,5-dimetil-
pirazina en la fase exponencial; y etanol en la fase estacionaria. Estos compuestos
mostraron propiedades antifungicas variables, destacando su capacidad para inhibir
el crecimiento radial del hongo en ensayos in vitro € in vivo. Ademas, algunos COVs,
como el 2,5-dimetil-pirazina y etanol, potencian su capacidad inhibitoria al tener una
interaccién con la bacteria. Esta investigacion proporciona un mejor entendimiento
en las interacciones de los COV’s y los microorganismos, brindando una perspectiva

para el desarrollo de tratamientos.

Palabras clave: Kosakonia cowanii, Fitopatégenos, COV, inhibicion, interaccion.

Vi



ABSTRACT

Diseases caused by phytopathogenic fungi in economically important crops
represent one of the main challenges in the agricultural sector. The use of synthetic
pesticides to control phytopathogens generates serious environmental problems;
therefore, finding alternative strategies is key to reducing their impact. Biological
control through volatile organic compounds (VOCs) produced by microorganisms
has been shown to be an effective and sustainable option to combat crop-affecting
pests. Kosakonia cowanii has demonstrated antagonistic activity against certain
microorganisms through the production of VOCs, although the dynamics of its
metabolic profile across different growth phases have not yet been characterized.
Understanding this variation would allow the identification of compounds with the
greatest potential to inhibit Sclerotium rolfsii, a highly relevant phytopathogen.
Therefore, the objective of this study was to determine the composition of VOCs
during the growth phases of K. cowanii and evaluate their antifungal effect. First,
VOCs produced by K. cowanii during the lag, exponential, and stationary phases
were identified. The effect of these VOCs against S. rolfsii was then quantified based
on radial growth measurements. To analyze synergistic interactions, the major VOCs
were tested in combination with the bacterium, and the radial growth of the
phytopathogen was measured. The results revealed key metabolites in each growth
phase: benzaldehyde and cyclododecane in the lag phase; acetoin and 2,5-
dimethylpyrazine in the exponential phase; and ethanol in the stationary phase.
These compounds exhibited varying antifungal properties, with notable inhibition of
fungal radial growth in both in vitro and in vivo assays. Moreover, certain VOCs, such
as 2,5-dimethylpyrazine and ethanol, enhanced their inhibitory capacity when
interacting with the bacterium. This research provides a deeper understanding of
VOC-microorganism interactions, offering insight for the development of biological

treatments.

Keywords: Kosakonia cowanii, phytopathogens, VOCs, inhibition, interaction.
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1. INTRODUCCION

El dafio ambiental y los riesgos que implican a la salud los plaguicidas quimicos
sintéticos ha sido bien documentado en las ultimas décadas, a pesar de ello este
tipo de quimicos sigue siendo utilizado en gran medida como técnica de
conservacion postcosechas debido a los altos niveles de demanda alimenticia en

todo el mundo por el aumento exponencial de la poblacion.

Algunos de los factores mas comunes en la pérdida de la cosecha y postcosecha
son las infecciones fungicas que se presentan en los cultivos, como resultado se ve
afectada la calidad y la composicién de los nutrientes. Por otro lado, los esfuerzos
continuos por la preservacion de los cultivos incrementan de manera desmedida los
valores en los mercados, siendo un problema en paises con recursos limitados, los

cuales requieren alimentos con mayor calidad nutricional.

La agricultura en México genera un Producto Interno Bruto (PIB) alto
(aproximadamente 675 656 millones de pesos mexicanos anualmente), por ende,
es un importante sector dentro de la economia nacional. Anualmente producimos
millones de toneladas de cultivos de gran importancia mundial como: la cafia de
azucar, maiz, cebada, chile, entre otros. Como consecuencia, este sector es el
principal sustento econdmico en muchos estados, no obstante, los métodos
convencionales de siembra son insuficientes para la poblacion y se ve aun mas
perjudicado por la presencia de enfermedades causados por microorganismos

fitopatogenos.

El desarrollo de alternativas para la conservacién postcosecha es clave para los
agricultores en la actualidad, pues brinda oportunidades sustentables que permite
disminuir las pérdidas econémicas. Ademas, implementar estrategias que logren un
menor impacto ambiental ayuda a contribuir de manera significativa a la reduccion
de gases de efecto invernadero, producto de la contaminacién causada por algunos

fungicidas.



El control biolégico es una opcién eficaz y sostenible para las enfermedades o
plagas que pueden llegar a presentar los cultivos, sin embargo, aun existe una gran
variedad de elementos o compuestos naturales desconocidos, razén por la cual
también lo son aquellos que pueden tener propiedades relacionadas con el control

de enfermedades por microorganismos fitopatégenos.

Los compuestos organicos volatiles (COV’s) desempefian un papel crucial en el
biocontrol de plagas. Su importancia radica en su capacidad para comunicar
informacion quimica y desencadenar respuestas biolégicas especificas, las cuales
pueden estar directamente relacionadas con la competencia por el espacio y
nutrientes entre los diferentes organismos. Los COV’s microbianos provocan
cambios moleculares y fisiolégicos en hongos fitopatdgenos, por ejemplo, la
vacuolizacion, ruptura de hifas fungicas y desregulacion del metabolismo, logrando

inhibir su crecimiento.

Kosakonia cowanii es una bacteria perteneciente a la familia Enterobacteraceae que
se encuentra asociada a microbiomas de plantas, dandole caracteristicas de
bacteria promotora de crecimiento vegetal. Recientemente se registré su capacidad
para inhibir el crecimiento Alternaria alternata, ademas de la identificacion de sus
COV’s, sin embargo, aun no existen estudios en los cambios de la composicién y
abundancia de su volatiloma en distintas fases de crecimiento, asi como tampoco

de la dinamica de su metabolismo al interaccionar con dichos metabolitos.

El propdsito de esta investigacion es proporcionar un mejor entendimiento en las
interacciones entre los COV’s y Kosakonia cowanii para la inhibicién de hongos
fitopatdgenos de importancia agricola, mostrando las posibles interacciones y los
diferentes mecanismos bioquimicos involucrados en el proceso, brindando asi
nuevas perspectivas para los futuros tratamientos antifungicos con un menor

impacto ambiental.



2. ANTECEDENTES

2.1 Uso de plaguicidas y contaminacién

Los plaguicidas son productos utilizados con propdsitos fungicidas, insecticidas,
herbicidas y de regulacion en el crecimiento vegetal para el control de enfermedades
originadas por plagas que afectan la produccion agricola o la salud de humanos. Se
estima que 370 mil toneladas de residuos de plaguicidas llegan a ecosistemas
ajenos a los campos de cultivos debido a escorrentias, derivas aéreas o
fumigaciones excesivas que causan una alteracion en los ciclos bioquimicos

naturales (Bharagava & Chowdhary, 2019).

Uno de los principales plaguicidas utilizados en el siglo XX fue el
diclorodifeniltricloroetano (DDT). Se calcula que su degradacién en el suelo tarda
entre 4 y 30 afos, mientras que otros como los ACO clorados pueden tardar mas
anos en culminar su proceso. Esto se debe principalmente a su poca capacidad
fisica, quimica y biolégica de degradarse en el medio ambiente, ocasionando que
los humanos y los animales se encuentren expuestos a los efectos nocivos de estos
microcontaminantes al comer alimentos en contacto con agua o suelos

contaminados (Saka et al., 2023).

A partir del uso de estos plaguicidas se genero la necesidad de crear mas de estas
sustancias quimicas que permitieran cubrir las mismas necesidades, pero sin
afectar gravemente la integridad ambiental, sin embargo, los continuos esfuerzos
resultan en compuestos que son actualizados peridodicamente, complicando el
analisis y la elaboracién de métodos descontaminantes. Se estima que el promedio
anual de plaguicidas agricolas durante los afios 2013 y 2017 fue de 353 x 106 kg,
de los cuales se encuentran representados aproximadamente 438 plaguicidas de
uso comercial. De este promedio el 88 % se atribuy6 al uso de herbicidas y el 6 %

a los insecticidas y fungicidas (Meyer et al., 2009).



De igual forma, en un estudio realizado por Stackpoole et al. (2021) se monitoreo la
presencia de plaguicidas en diferentes regiones de Estados Unidos de América, con
el propdsito de analizar si eran utilizados diferentes tipos dependiendo de la cosecha
y zona. Los resultados mostraron diferentes incidencias, sin embargo, todos
contaban con el mismo nivel de toxicidad. Los compuestos quimicos que fueron

detectados mayormente son el glifosato e imidacloprid.

El glifosato es un compuesto organofosforado utilizado ampliamente en los
plaguicidas, ya que su estructura quimica permite la biosintesis de aminoacidos
aromaticos que le brinda caracteristicas herbicidas. Durante el afio 2017, la Agencia
Internacional de Investigacion en Cancer (IARC) clasificd a este compuesto quimico
como cancerigeno en humanos. En las ultimas décadas se proveen distintas
pruebas de los efectos resultantes del uso de plaguicidas a base de glifosato, por
ejemplo, el aumento de estrés oxidativo, la alteracion de la via de los estrogenos, el
deterioro de funciones cerebrales y la correlacion de algunos canceres (Peillex &
Pelletier, 2020).

Por otro lado, el imidacloprid ha demostrado ser un contaminante importante para
los ecosistemas acuaticos, especialmente para los artrépodos, afectando
directamente los receptores de acetilcolina. A pesar de tener una funcién insecticida,
este quimico ingresa a los cuerpos de agua a través del aire y la escorrentia
agricola, afectando la diversidad de aracnidos y hexapodos, teniendo

consecuencias directas en las redes troficas (Merga & Van den Brink, 2021).

El clorotalonil es el segundo fungicida mas utilizado en los campos agricolas
(Estrada-Gamboa et al.,2023). Acquaroni et al. (2021) demostré que los
compuestos quimicos de este producto afectan directamente en los diferentes
estadios de Rhinella arenarum (sapo grande), exhibiendo efectos en el desarrollo
de los embriones y la larva, cambios conductuales, menor capacidad de flexién en
la cola y mutaciones genéticas. Este anfibio es nativo de Sudameérica,
especificamente de Argentina, por lo que la pérdida de su poblacién representa un

grave problema en las comunidades que integran su nicho ecolégico.



La composicion de estas sustancias tiene consecuencias indirectas en organismos
no objetivo, afectando la homeostasis y regulacion en procesos basicos para su
supervivencia, principalmente en funciones endocrinas, reproductivas e
inmunologicas. Por otro lado, el uso excesivo de estos quimicos genera poblaciones
resistentes, propiciando un consumo elevado que conlleva a agudizar la
problematica. La compactacion del suelo y la contaminacion del agua son algunos
de los factores en los que se observa un impacto nocivo por parte de los
contaminantes, siendo los plaguicidas las principales fuentes (Rodriguez-Aguilar et
al.,2022).

Los ecosistemas acuaticos cuentan con la capacidad de diluir algunos
contaminantes por si solos, no obstante, las altas concentraciones de estos han
incrementado durante los ultimos afios, siendo letal para la flora y fauna. La
toxicidad de los plaguicidas dentro de los cuerpos de agua depende de varios
factores, especialmente si se estudia en un organismo en particular, sin embargo,
hasta una cantidad muy pequefia puede llegar a ser letal, incluso en los distintos

tiempos de exposicion (Muskan-Singhal et al.,2021).

2.2 Microorganismos fitopatégenos

Los microorganismos fitopatégenos son responsables de pérdidas significativas en
la agricultura. Se estima que aproximadamente 40 % de la produccion agricola es

perdida anualmente debido a alguna enfermedad fitopatdgena (Agrosemex, 2019).

Existen diversos mecanismos por los cuales estos fitopatdgenos son capaces de
afectar exitosamente los cultivos, los cuales se encuentran relacionados
directamente con el organismo patdégeno, por ejemplo, la capacidad de eludir o
subvertir las defensas del huésped. Uno de los mecanismos mas exitosos en la
infeccion son las fitotoxinas, las cuales son producidas por agentes bacterianos
como Erwinia amylovora, Pseudomonas syringae, Xanthomonas spp. y Candidatus
Liberibacter spp., mencionando algunos ejemplos. Por otro lado, existen hongos

fitopatdgenos que afectan a las plantas por medio de micotoxinas, por ejemplo,



Alternaria alternata, Botritis cinérea, Cochliobolus spp., Fusarium spp.,

Magnaporthe spp. y Penicillium spp. (Pontes et al., 2020).

La interaccion de los patdégenos con su huésped es ligada a la funcion de los
factores de virulencia con los que cuenten los microorganismos. Estos actuan como
sefales quimicas o bioquimicas que interfieren directamente con el metabolismo
del huésped, principalmente la expresion de genes y proteinas, secreciéon de
carbohidratos, tasa fotosintética y valores de pH, lo que puede causar muerte celular
0 necrosis. En algunos casos, estas interacciones pueden ser asintomaticas, es
decir, sin el desarrollo de enfermedades, esto debido a la resistencia de las plantas
y estrategias de microorganismos que pueden cohabitar con el entorno del huésped
(Kosakivska, 2008).

Como se menciond anteriormente, existen diversos microorganismos que pueden
causar enfermedades en las plantas, entre los cuales se encuentran los virus,
bacterias y hongos, siendo estos ultimos aquellos que tienen mayor impacto en el
desarrollo de fitopatologias. Cada uno de estos grupos cuentan con estrategias
especificas para el desarrollo de una infeccion en cualquier tejido de la planta,
ademas de una estructura particular y compleja, por lo que encontrar métodos en

comun para erradicarlos suele ser complejo (Chen et al., 2019).

2.2.1 Hongos fitopatdgenos

Las enfermedades en los cultivos provocan pérdidas anuales del 10 al 15 %,
transformandose en un valor monetario de hasta miles de millones de dolares. Los
patdogenos que tienen mayor relevancia en la produccion son aquellos que son
trasmitidos por medio del suelo, por lo cual los hongos representan uno de los
principales agentes fitopatdgenos, causando aproximadamente del 70 al 80 % de
las pérdidas agricolas, generando un problema significativo en el crecimiento y

rendimiento de los cultivos (Tyskiewicz et al.,2022).

Los hongos son organismos de suma importancia ecoldgica, pues se estima que

existen mas de 144 000 especies dentro de este reino que tienen un rol fundamental



en interacciones bidticas, incluyendo la patogenicidad de plantas y animales. Dicha
patogenicidad es producto del desarrollo de estrategias como el cambio de
morfologia, deteccion de sefales ambientales, mecanismos de reproduccion,
busqueda de nutrientes, invasion de tejidos y evasion de respuestas inmunes de los
hospederos (Fisher et al.,2020).

Los hongos fitopatdgenos cuentan con complejos enzimaticos que posibilitan la
degradacion de materia organica, incluyendo la pared celular de las plantas,
permitiendo obtener nutrientes de estos organismos. Algunas de las enzimas que
ayudan a esta funcion son: las proteasas, fosfolipasas, celulasas, hemicelulasas,
pectinasas, ligninasas y nucleasas, proporcionando mecanismos que sustentan la
virulencia (Fisher et al.,2020). Por otro lado, su capacidad de reproduccién sexual y
asexual, el cambio epigénetico y la tolerancia a los cambios en la plodia (nUmero
de cromosomas) de su genoma, les permiten adaptarse a entornos cambiantes y
altamente selectivos, lo que les brinda beneficios en la resistencia a los agentes

fitopatogenos (Fisher et al.,2018).

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién
(FAO), se han registrado 19 000 especies de hongos que causan graves
enfermedades a los cultivos, principalmente arroz, trigo, maiz, soya y papa, siendo
estas fuentes importantes de alimento a nivel mundial (Archana-Jain et al.,2019).
Los hongos que causan micosis pertenecen principalmente a los filos Ascomycota
y Basidiomycota, dentro de los cuales los géneros de mayor relevancia son:
Cladosporium, Botrytis, Alternaria, Asperqillus, Verticillum, Pythium, Fusarium vy
Rhizoctonia (Abbas et al.,2019; Li et al.,2019).

Se conoce que algunas de las enfermedades en cultivos son causadas por una
sinergia existente entre distintos tipos de patdégenos presentes en el medio,
representando un reto importante para la erradicacion de dichas enfermedades. Por
otro lado, existen multiples variedades de hongos fitopatdbgenos que han

coevolucionado con sus hospederos, formando interacciones complejas y altamente



especializadas que impiden una forma de inhibicion mas generalizada (Quintanilha-
Peixoto et al.,2019).

2.2.2 Sclerotium rolfsii

Esta especie es considerada como un fitopatdgeno de importancia por su
prevalencia en cultivos de alto consumo, causando enfermedades en una amplia
variedad de plantas, las cuales incluyen: hortalizas, frutas y especies ornamentales.
Uno de los principales cultivos afectados por este fitopatégeno es la especie Beta
vulgaris L. (betabel), la cual es utilizada para la obtencion de azucar en paises
orientales como Bangladesh. Se estima que el 9.74 % de este cultivo es infectado
por este hongo, causando graves pérdidas en la produccion del cultivo y, por lo

tanto, en las ganancias econdmicas provenientes de este (Paul et al., 2021).

2.2.2.1 Ecologia

Se estima que este hongo fitopatégeno cuenta con alrededor de 500 especies
hospederas en Norteamérica, estas especies (agrupadas dentro de 100 familias)
pertenecen a los grupos de monocotiledéneas y dicotiledoneas. Debido a la gran
amplitud de hospederos con los que cuenta, esta especie tiene un amplio rango de
adaptacion en distintas temperaturas, por lo que su distribucion es mundial

(Hernandez-Jiménez et al., 2004).

Ademas de sus capacidades de adaptacién, cuenta con una gran diversidad
genética, llegando a presentar diferencias en su genoma dependiendo de su
localizacion. Por ejemplo, en un estudio realizado por Flores-Moctezuma et al.,
(2007), determinaron que hongos aislados de diferentes regiones de México no
corresponden con los hospederos de origen ni con las zonas geograficas
registradas en la coleccién mundial, indicando la existencia de diversos y nuevos

genotipos.



2.2.2.2 Patogenicidad

La infeccion de este patdégeno se caracteriza por una alta abundancia de micelio
blanco, generando patrones distintivos en forma de abanico que se presentan en
los tallos inferiores, suelo u hojarasca, tal como se muestra en la Figura 1. Sus
principales sintomas incluyen una severa pudriciéon del tallo y marchitamiento de las
ramas. Las heridas en la planta comienzan comunmente en los puntos de contacto
con el suelo o con tallos previamente infectados, extendiéndose paulatinamente

hasta llegar a las partes aéreas de la planta (Dwivedi & Prasad, 2016).

Figura 1. Infeccion de Sclerotium rolfsii en una planta de pimiento (Capsicum annuum), el

micelio crece en su caracteristica forma de abanico, (tomado de Bayer, 2023).

Al ser un patégeno necrotréfico, su mecanismo de colonizacion se basa en matar a
los tejidos vegetales a partir de la produccion de algunos acidos y enzimas que
degradan la pared celular, como el acido oxalico y celulasas respectivamente. Uno
de sus principales mecanismos de sobrevivencia a condiciones ambientales
adversas son la produccién de esclerocios (Figura 2), los cuales son estructuras de

reserva nutrimentales que germinan a partir de la sefalizacién de compuestos



volatiles emitidos por la descomposicion de material vegetal. Ademas, puede
prosperar en ambientes aerobios, con un pH con valores de 3 a 5 y una temperatura
optima de 27 a 35 °C, brindandole una gran cantidad de caracteristicas para
prevalecer en el medio y poder distribuirse de manera cosmopolita (Yan et al.,
2021).

Figura 2. Formacion de esclerocios que se tornan con una pigmentacién marrén con el
paso del tiempo, (tomado de INRAE, 2024).

Como se menciond anteriormente, este hongo fitopatégeno cuenta con una gran
diversidad de hospederos, algunos de ellos son cultivos de gran importancia
econdmica. Todos ellos cuentan con una sintomatologia particular o tienen

caracteristicas en comun, tal como se resume en el cuadro 1.
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Cuadro 1. Cultivos infectados por Sclerotium rolfsii y sintomas que presentan.

Cultivo afectado

Phaseolus vulgaris

Malus domestica

Beta vulgaris

Helianthus annuus

Sintomas
Puede llegar a ser
transmitido por semillas.
Afecta el desarrollo
temprano de la planta por
el cambio en el peso en la
parte superior de las
plantulas. En los estadios
adultos presentan
clorosis y marchitamiento
lo que resulta en una
pudricion en el tallo o
seca la planta.
El micelio puede llegar a
desarrollarse en parches
y presentan manchas
marrones en la superficie
de la hoja y el tallo.
Esta planta se caracteriza
por la presencia de
tejidos suculentos y con
gran cantidad de
nutrientes, por lo que la
enfermedad avanza en
poco tiempo. Esta
comienza con la
produccion de micelio en
la parte alta de la raiz y
finaliza con una pudricion
blanda en todo el 6rgano.
El marchitamiento
caracteristico de este
fitopatégeno se presenta
primeramente en la base
del tallo, sin embargo,
una particularidad de la
enfermedad para este
cultivo es la incidencia del
hongo en las etapas de
floracibn 'y maduracion
del girasol.

Referencia

(Gonzalez, 2013)

(Chand et al., 2020)

(Aycock, 1966)

(Chaluat et al., 1981)

11



Afecta principalmente a
las partes que se
encuentran ubicadas
cerca del suelo. Las
estructuras infectadas se
tornan en colores
marrones. El micelio
crece hasta la formacion
de esclerocios. Existe un
marchitamiento

secundario en la copa y
las raices. En el caso de
los frutos, los cambios en
la coloracién en la etapa

Solanum lycopersicum (INRAE, 2024)

temprana de la
enfermedad muestran
colores amarillentos,
ademas de un
ablandamiento y
pudricion.

Los métodos de control para este hongo fitopatdégeno suelen ser generalista, es
decir, se utilizan fungicidas para controlar las pudriciones tanto en el tallo como en
las hojas, sin embargo, estos métodos son preventivos y deben realizarse después
de dos meses que se inicié la plantacién. Por otra parte, generalmente se realiza
una aplicacion adicional del fungicida después de un periodo de dos a cuatro
semanas para garantizar su funcionalidad. El uso de estos fungicidas puede tener
consecuencias ambientales severas, tal como se explico en el apartado 3.1, por lo
cual se siguen investigando diversos mecanismos de control para enfermedades en

plantas (Augusto et al., 2010).

2.3 Control de fitopatégenos

Se han generado distintas estrategias para lograr eliminar la creciente incidencia en
el desarrollo de enfermedades de origen fungico. Uno de los principales campos
dedicados a esta labor es la nanotecnologia, cuyo propdsito es crear distintos
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materiales, dispositivos o estructuras funcionales a escala nanométrica que
interrumpan el crecimiento de plagas en los campos de cultivo y cosechas
(Salvatore et al.,2021). A pesar del gran numero de beneficios con los que cuentan
las nanoparticulas, como la tolerancia al estrés abiotico, existen desventajas en su
utilizacion que tienen que ser consideradas antes de la implementacion en el
mercado, principalmente en el ambiente y en la salud humana, ya que la liberacion
generalizada de algunos materiales puede traer graves consecuencias en estos
ambitos (Zulfiqar et al.,2019).

Igualmente, se ha desarrollado e implementado una técnica quimica conocida como
MIC-MGC, la cual consiste en la combinacién de compuestos quimicos activos
como SDS, NaOH, NaHCOs y H202, causando porosidad en las células microbianas.
A pesar del bajo costo de estos compuestos, aun se cuenta con riesgos ecoldgicos
y la sanidad de la poblacion, pues no se encuentran ampliamente regulados o la
eliminacion de estos quimicos en los cultivos suele ser incompleta (El-Baky et
al.,2021).

Por otro lado, existen alternativas basadas en la composicion quimica de algunos
productos del metabolismo de diversos organismos, que permiten tener una
actividad biolégica herbicida, antibidtica y antifungicas. Estos mecanismos de
biocontrol intervienen directamente en los mecanismos de patogenicidad y

virulencia a partir de compuestos naturales (Chaluat et al., 1981).

2.3.1 Uso de microorganismos para control biolégico

Dentro de la busqueda de alternativas para el biocontrol de fitopatégeno se
encuentra el uso de diversos microorganismos con potencial inhibidor.
Recientemente, se han logrado aislar bacterias y hongos endéfitos de diferentes
sustratos, propios de distintas plantas, que demostraron ser eficaces antifungicos.
Dichos microorganismos cuentan con metabolitos que tienen facultades

fungistaticas o fungicidas (Bolivar-Anillo et al.,2020).
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Los agentes de control biolégico microbiano (MBCA) representan una forma
ecoldgica y sustentable para el control de enfermedades que afectan a las plantas,
Yy, por consecuencia, a los cultivos de importancia alimenticia. Los MBCA estimulan
el crecimiento y el rendimiento de plantas, convirtiendose en promotores de
crecimiento en plantas (PGPR/PGPF) ayudando, ademas, a inducir respuestas

inmunoldgicas con la presencia de sustancias quimicas (El-Saadony et al.,2022).

La utilizacion de la microbiota propia de las plantas para encontrar agentes
antifungicos, representa una posible solucién sostenible para los mismos cultivos.
Se han registrado varios géneros microbianos que producen metabolitos
secundarios con propiedades antifungicas, por ejemplo, las bacterias de los géneros
Bacillus y Pseudomonas son clave en la supresion de patdégenos perjudiciales para

algunos citricos (Mardanova et al., 2017; Andreolli et al., 2019).

2.4 Compuestos organicos volatiles

Los compuestos volatiles (COV’s) son sustancias quimicas producto del
metabolismo primario que se encuentra principalmente en plantas vy
microorganismos. Su influencia ha sido estudiada principalmente en las bacterias.
A diferencia de otros metabolitos secundarios, los volatiles suelen ser de menor
tamano (de aproximadamente C20), baja masa molecular (100-500 Daltones), bajo
punto de ebullicion y una fraccion lipdfila, facilitando la evaporacion y la difusién en
el ecosistema. Algunos de los grupos quimicos que componen los COV’s
producidos por bacterias son: alquenos, alcoholes, cetonas, terpenos, benzenoides,

pirazinas, acidos y ésteres (Zhou et al.,2022).

Una de las cualidades de los COV'’s es que las interacciones que presentan pueden
ser proximales, por difusién acuosa, o de mayores distancias a través de difusiéon
atmosférica, de conectividad de estructuras como poros del suelo o incluso en la
troposfera abierta. Estas interacciones pueden ayudar a otros organismos cumplir
con sus funciones o como un medio de defensa contra posibles patoégenos (Khoshru
et al.,2023).
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La clasificacion de volatiles bacterianos ha revelado 75 derivados de acidos grasos,
50 compuestos aromaticos, 74 compuestos que contienen nitrogeno, 30
compuestos de azufre, 96 terpenoides y 18 compuestos halogenados, selenio,
telurio u otros compuestos metaloides. Algunos compuestos parecen presentar una
mayor concentracion, por ejemplo, pirazinas, componentes volatiles de azufre,

geosmina y 2-metilisoborneol (Kai et al.,2006).

2.4.1 COV’s en microorganismos

Las funciones de los COV'’s bacterianos aun no se comprenden en su totalidad, sin
embargo, se puede suponer que dichos metabolitos son similares a los producidos
por otros organismos, por lo que podrian tener actividades infoquimicas para la
comunicacion interorganismos e intraorganismos, ayudar a establecer sefales de
comunicacion de célula a célula, una posible valvula de liberacion de carbono o
como agentes inhibidores o promotores de crecimiento (Weisskopf et al.,2021).
Estos a su vez son importantes para mantener las poblaciones bacterianas en
nichos ecoldgicos y como un apoyo en la ventaja selectiva para la supervivencia y

evolucion a partir de relaciones simbidticas y mutualistas (Guo et al.,2021).

Un aspecto importante es que los volatiles producidos por distintos microorganismos
son exclusivos de ciertas cepas, por lo cual, la cantidad y composicion de estos
puede variar dependiendo de las condiciones de cultivo (Netzker et al.,2020). Otros
factores que pueden influir en la produccion de COV’s son el estado fisioldgico en
la que se encuentre el organismo productor, la disponibilidad de oxigeno, la
humedad, temperatura y el pH. Con lo anterior mencionado, se infiere que la
produccion de este tipo de metabolitos secundarios sera en funcioén a los parametros
ambientales consistentes como la disponibilidad de nutrientes. De alli la importancia
para caracterizar los COV’s, ya que su composicion y abundancia podrian impactar

en las comunidades microbianas (Insam & Seewald, 2010).
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2.4.2 Propiedades antifungicas de los COV’s

Actualmente se conoce que la germinacion de esporas en hongos, asi como el
crecimiento de hifas, pueden ser inhibidos por volatiles bacterianos, ademas se ha
demostrado que algunos COV’s tienen la capacidad de cambiar la morfologia
fungica, la actividad enzimatica y la expresion génica. Un claro ejemplo es la
actividad de enzimas lacasas y tirosinasas que puede llegar a verse afectada por la
presencia de volatiles bacterianos. Sin embargo, esta sensibilidad presenta
diferencias dependiendo de la especie de hongo, por lo cual los parametros de
inhibicion estaran definidos por la interaccion bacteria-hongo. Por otra parte,
algunos volatiles también pueden influir en el crecimiento poblacional de los hongos,

asi como en el desarrollo de la virulencia (Wang et al.,2020).

Segun Picazo-Aragonés et al. (2020) algunos COV’s como el 3-hexenol y 2-cetonas
tienen la capacidad de afectar la expresidn génica de genes implicados en el
transporte y metabolismo de aminoacidos, la produccion y conversion de energia,
los mecanismos de transduccidén de sefiales y en el transporte y metabolismo de
iones inorganicos, interviniendo con las funciones basicas del hongo y su
crecimiento. Las bases quimicas con las que cuentan les otorgan propiedades
fisicoquimicas que les permiten afectar directamente a la membrana, regulando de
forma negativa la expresion de genes relacionados con la fluidez de las membranas,
el metabolismo energético, alteracion del equilibrio redox y la integridad de la pared

celular del hongo (Almeida et al., 2023), tal como se observa en la Figura 3.
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Figura 3. Cambios en la morfologia y fisiologia de hongos fitopatdgenos a partir de su

interaccion con COV’s, (modificado de Almeida et al., 2023).

En algunos casos, la conductividad extracelular se ve alterada por el efecto de los
COV’s sobre la permeabilidad de la membrana. Segun un estudio realizado por Yue
etal. (2023), los COV’s producidos por Pseudomonas fluorescens ZX lograron
inhibir la biosintesis de ergosterol (hasta una 76 %), compuesto esencial para las
membranas fungicas. Por otro lado, se inhibio la actividad de la ATPasa, la malato
deshidrogenasa y succinato deshidrogenasa, logrando interferir significativamente
en las rutas metabdlicas principales y provocando el aumento de las especies

reactivas de oxigeno.
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La inhibicion de hongos fitopatdgenos por parte de los COV’s pertenecientes a
microorganismos ha sido ampliamente estudiada. En el cuadro 2 se muestra
algunos de los COV’s con actividad antifungica y los organismos a los que

pertenecen.

Cuadro 2. COV’s con actividad antifungica y algunos de los organismos de los

cuales fueron identificados.

Principales COV’s

Organismo antagonista Referencia
identificados
2,3- butanediona; acido 3-
Bacillus subtilis (Ling et al., 2021)
metilbutirico
Acido étil éster benzoico Pseudomonas sp. (Wang et al., 2021a)
Acido 3-metil butanoico Enterobacter sp. (Wang et al., 2021b)
2-nonanona; 2-
Bacillus valezensis (Rybakova et al., 2017)
undecanona
Hidrocarburos; Aldehidos; , o
) o o Bacillus thuringiensis (He et al., 2020)
ésteres; acidos; pirazinas
Metil isobutil cetona Bacillus pumilus (Morita et al., 2019)

Como se observa en el cuadro 2, los compuestos mas relevantes con actividad
antifungica son aquellos pertenecientes a los ésteres, alcoholes, acidos y cetonas.
Sin embargo, los diferentes COV’s pueden actuar de forma aditiva y sinérgica para

mostrar una maxima actividad biolégica (Mookherjee et al., 2018).

2.5 Sinergismo en COV’s y microorganismos

El estudio de la produccion de antibiéticos o antimicrobianos volatiles es raro entre
los microorganismos y, por lo tanto, no ha sido ampliamente investigado. Este sesgo
en la informacion es aun mayor en el ambito de los COV’s y su capacidad sinérgica

para incrementar la actividad biologica (Ling et al., 2021).
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A pesar de la carencia de estudios en este ambito, la inhibicion de hongos a partir
de esta interaccion también ha sido estudiada. Wambaugh et al. (2020) registré una
amplia variedad de moléculas provenientes de extractos de plantas que interactuan
con el antifungico fluconazol para inhibir el crecimiento de hongos, especificamente
del género Alternaria, brindando un panorama de posibles alternativas para

combatir enfermedades fitopatdégenas en cultivos.

En un estudio realizado por Mookherjee et al. (2018) se mostré que un hongo
enddfito perteneciente al género Gloeosporium tiene la capacidad de producir
efectos inhibidores con sus COV’s y potenciar esta accién a partir de compuestos
afiadidos exdgenamente (denominados sinergistanos), por lo que profundizar en la
posible interaccidn que se presenta entre los diferentes compuestos originarios de

distintos organismos es de suma importancia.

Algunos de los COV’s registrados con potencial inhibidor para fitopatdégenos son
metabolitos secundarios productos de la fermentacion, proceso realizado por varios
grupos de microorganismos, incluyendo la familia Enterobacteriaceae. Esta
capacidad metabdlica esta directamente influenciada por la presencia de genes que
codifican a enzimas como alcohol deshidrogenasa y a-acetolactato sintasa,
necesarios para la via de produccion de etanol y acetaldehido respectivamente
(Marquez-Villavicencio etal.,, 2011). Determinados COV’s pueden llegar a
interrumpir vias metabdlicas, resultando en la disminucién de virulencia, por lo cual
entender las interacciones que tengan estos procesos es fundamental para

comprender a profundidad el proceso inhibitorio (AlImeida et al., 2023).

Ademas de los efectos antifungicos de los COV’s, existen otras secuelas que
pueden llegar a tener estos metabolitos en las comunidades microbianas. Zhang
et al. (2021) registré que los COV’s producidos por Pichia spp. tienen la capacidad
de modificar la diversidad en la poblaciones bacterianas y fungicas utilizadas para
la fermentacion alcohdlica. Este efecto es consecuencia de las nuevas
sefalizaciones resultantes por la interaccion entre metabolitos secundarios, lo cual

se traducen en nuevas y mejores condiciones del nicho.
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Por otra parte, la interaccion entre volatilomas de distintas especies puede dar como
resultado la expresion o inactivaciones de distintos genes. En un caso de estudio
con la levadura Saccharomyces cerevisiae se mostré una alta sobreexpresion de
los genes PDC1 y PDCS5, los cuales codifican para piruvato descarboxilasa, enzima
necesaria para llevar a cabo la fermentacién. Los cambios en la expresion de estos
genes fueron directamente correlacionados con presencia de la levadura
Metschnikowia pulcherrima, la cual aumento el contenido de glicerol y disminuyo el
acido acético, teniendo consecuencias directas en el metabolismo de los

microorganismos adyacentes (Comitini et al., 2021).

El sinergismo entre los metabolitos secundarios y diversos microorganismos
conllevan una serie de modificaciones transcripcionales y metabdlicas que permiten
potenciar sus actividades fisioldgicas. La fermentacién es uno de los procesos
metabdlicos que se encuentra estrechamente relacionado con la produccion de
COV’s, por lo que conocer las implicaciones de estas interacciones resulta de suma
importancia, principalmente en la familia Enterobacteriaceae, ya que se desconoce

aun muchos de sus metabolitos y su potencial sinérgico (Tallon et al., 2023).

2.6 Kosakonia cowanii

Kosakonia cowanii es una bacteria perteneciente a la familia Enterobacteriaceae,
sus caracteristicas la sitian dentro del grupo de las bacterias Gram-negativas,
anaerobia facultativa y con una morfologia de baston (Petrzik et al.,2021). Esta
registrada como una especie perteneciente a microbiomas asociados a plantas y
microorganismos que resultan benéficos para el rendimiento del cultivo y su calidad
nutricional, por lo cual se le confiere la cualidad de ser una rizobacteria promotora
del crecimiento vegetal (Shi & Sun, 2017). De igual forma existen pocos casos en
donde algunas cepas de la especie se presentan en infecciones humanas. Esto se
encuentra posiblemente relacionado al registro de factores de virulencia que existen
para el género, por lo cual puede considerarse como una especie patdgena

oportunista (Yang et al., 2018).
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Estudios anteriormente realizados detectaron la presencia de K. cowanii en
muestras de chile en polvo, a partir de la secuenciacién 16S rDNA, mostrando su
capacidad para poder colonizar diferentes nichos biologicos por sus distintas
caracteristicas metabdlicas que le permiten soportar estrés abiético, crecimiento en
un rango amplio de temperaturas, tolerancia a distintos valores de pH y salinidad
(Hernandez Gomez et al.,2021). De igual forma, se realizé un andlisis de su
genoma, en el cual se indica la presencia de genes de virulencia y enzimas con
actividad antibacteriana, brindando herramientas utiles en la competencia por los

nutrientes de diferentes sustratos (Gonzalez Espinosa et al., 2023).

En un analisis de la cepa K. cowanii B-6-1, aislada del tomate, se observo actividad
de biocontrol contra diversos fitopatogenos como Botrytis cinerea, Fusarium
verticillioides y Alternaria tenuissima, sin embargo, no fueron analizados los COV’s
pertenecientes a la bacteria ni como estos pudieran influenciar directamente en esta
capacidad antifungica (Shi & Sun, 2017).

Por otra parte, K. cowanii Ch1 aislada del chile en polvo mexicano, mostro
capacidades de biocontrol contra el hongo fitopatdgeno Alternaria alternata. Esta
caracteristica fue atribuida a la produccion de los compuestos volatiles de la
bacteria, por lo que fue caracterizado su volatiloma. Los resultados mostraron la
presencia de compuestos pertenecientes a grupos como alquenos, acidos grasos,
terpenos, bencenoides, cetonas y pirazinas, siendo estos ultimos grupos aquellos
en donde se encontraban los compuestos mas abundantes, por ejemplo, acetoina

y 2,5-dimetil pirazina respectivamente (Gonzalez Espinosa et al., 2023).

A pesar de la caracterizacion de los compuestos producidos por esta bacteria, aun
se desconoce los alcances en la inhibicidbn de hongos fitopatégenos que podria
llegar a realizar cada uno de sus COV’s y como podria variar la dinamica de esta
capacidad al interaccionar con la misma bacteria. Por otro parte, es de suma
importancia estudiar como podria variar su perfil metabdlico en las distintas fases

de crecimiento, pues se conoce que los requerimientos metabdlicos en cada una de

21



estas etapas podrian resultar en una variacion en la produccion de metabolitos

secundarios (Misztal et al., 2018).

2.7 Dinamica de COV'’s en diferentes fases de crecimiento microbiano

La emision de los COV’s microbianos se encuentra regulada por una gran variedad
de factores, tanto ambientales como propios de las colonias productoras. Entre
estos factores se puede encontrar los cambios de temperatura, el pH, la
disponibilidad de nutrientes y la cantidad de células presentes en el espacio, asi

como la capacidad metabdlica propia de cada cepa (Russo et al., 2022).

Ademas de los aspectos anteriormente mencionados que influyen en la produccion
de estos compuestos, los cambios dinamicos a lo largo de las fases de crecimiento
también representan un papel fundamental en la produccion de metabolitos,
principalmente en la composicion y tasa de emisibn de COV’s microbianos
genéricos o especificos de cada especie. Las emisiones de estos volatiles sufren
grandes cambios de magnitud desde el principio del ciclo de vida hasta su fin, por
ende, también los hace independientes de la abundancia y actividad microbiana en

sus diversas etapas de crecimiento (Misztal et al., 2018).

En un estudio realizado por Bjurman et al. (1997) se observaron los COV’s emitidos
por el género Penicillium durante distintas fases de crecimiento, enfatizando la
importancia de conocer cuando dicho microorganismo podria ser mas nocivo a la
salud por la produccion de volatiles dafinos. Por otra parte, los mecanismos
biolégicos de emision estan estrechamente relacionados con la demanda celular,
por lo que factores relacionados con la nutricion, el estrés o incluso la concentracién
atmosférica de COz2, pueden estar relacionados con la produccion y acumulacion de

volatiles, modificando su metabolismo (Widhalm et al., 2015) .

Las fases de crecimiento de las bacterias (latencia, exponencial, estacionaria y
muerte) estan profundamente influenciadas por la capacidad de detectar y

adaptarse a cambios ambientales mediante los mecanismos de sefalizacion y
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adaptaciéon. A medida que las bacterias avanzan a través de estas fases, activan
diferentes sistemas de deteccidon y respuesta que les permiten ajustar su
metabolismo, optimizar el uso de recursos, y prepararse para condiciones
desfavorables. En este aspecto, la relacion entre la adaptacion al entorno y la
produccion de COV'’s se encuentran estrechamente relacionadas con la modulacion

del metabolismo en cada fase de crecimiento.

Segun Barnard et al. (2007), también algunas senalizaciones pueden ocasionar
cambios en la produccion de estos metabolitos. Un claro ejemplo es la sefalizacion
quimica mediante la deteccidon de quoérum N-acil homoserina lactonas. Esta
molécula se encuentra presente en algunas especies de los géneros Pseudomona
y Pectobacterium, las cuales tienen una relacion antagonica o benéfica con plantas,
resultando en una regulacion de produccion de COV’s en respuesta a la
citotoxicidad o estrés. Sin embargo, aun es desconocida la mediacién de estos

compuestos a partir de la deteccion de quorum.
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3. HIPOTESIS

Kosakonia cowanii produce compuestos organicos volatiles (COV’s) con perfiles de
abundancia relativa diferenciales durante sus fases de crecimiento en medio de
cultivo liquido, los cuales tienen propiedades fisicoquimicas con efectos antifungicos
contra Sclerotium rolfsii y aumentan la capacidad de competencia durante la

colonizacion bacteriana en tejidos vegetales.
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4. OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS

4.1 Objetivo general

Caracterizar los compuestos Organicos Volatiles (COV’s) producidos durante las
diferentes fases de crecimiento de Kosakonia cowanii y su actividad antifungica

contra Sclerotium rolfsii.

4.2 Objetivos especificos

-ldentificar los COV’s producidos por Kosakonia cowanii durante la fase de latencia,

exponencial y estacionaria a través de HS-SPME-GC-MS.

-Determinar la actividad antifungica in vitro de los COV’s que presenten mayor
abundancia relativa en cada fase de crecimiento de Kosakonia cowanii contra

Sclerotium rolfsii.

-Evaluar cinéticas de competencia de colonizacion en frutos de Capsicum annuum
L. entre Kosakonia cowanii y Sclerotium rolfsii para determinar la participaciéon de
COV’s.
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5. METODOLOGIA

5.1 Crecimiento de Kosakonia cowanii

La cepa Ch1 anteriormente aislada por el Laboratorio de Biologia Molecular de
Microorganismos de la Facultad de Quimica de la Universidad Autonoma de
Querétaro se cultivd en agar Soya Tripticasa (TSA) (Difco Laboratories, Detroit, M,
EE. UU.). Las bacterias se dejaron incubar a 37 °C durante 24 h (Hernandez-Gémez
et al., 2022).

5.2 Material fungico

El Laboratorio de Biotecnologia Vegetal y Agricola de la Universidad Autonoma de
Querétaro proporcion6 cepas de Sclerotium rolfsii. Dichas cepas fueron cultivadas
en un medio papa dextrosa (PDA) (Difco Laboratories, Detroit, MI, EE. UU.) a 28 °C
durante 3 d.

5.3 Evaluacion de actividad antifungica de Kosakonia cowanii in vitro

Con el propdsito de conocer la actividad antifungica de Kosakonia cowanii bajo
distintas condiciones, se realizaron ensayos de inhibicion del crecimiento micelial
radial de Sclerotium rolfsii bajo diferentes tratamientos. Inicialmente, se inocul6 un
disco micelial (~7 mm de diametro) en una caja Petri con medio papa dextrosa agar
(PDA) (Difco Laboratorios, Detroit, Ml, EE.UU.). En paralelo, en otra caja Petri con
medio TSA (Difco Laboratorios, Detroit, Ml, EE.UU.), se inoculé una suspension
bacteriana de K. cowanii a una concentracion de 1 x 102 UFC mL™". Posteriormente,
se empled la metodologia descrita por Mookherjee et al. (2018), en la cual se
colocaron dos placas Petri, una con la cepa fungica en la parte superior y la otro con
el cultivo bacteriano en la inferior, permitiendo evaluar la efectividad de los

compuestos volatiles emitidos por la bacteria contra el hongo.
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En un segundo tratamiento, se inoculd el disco micelial bajo las mismas condiciones
previamente mencionadas, pero ademas se anadieron 30 pyL de la suspension
bacteriana (1 x 108 UFC mL™") alrededor del hongo. En la parte inferior de la caja

Petri se dispuso medio TSA.

Finalmente, en un tercer tratamiento, se combinaron ambas estrategias: el disco
micelial se inoculé en PDA con 30 uL de suspension bacteriana alrededor y, en la
parte inferior de la caja, se colocdé medio TSA inoculado con K. cowanii. Como
control, se inoculé unicamente el medio PDA con el disco micelial sin exposicion a
la bacteria. Todos los tratamientos se realizaron por triplicado, las placas se sellaron
con Parafilm y se incubaron a 28 °C durante 3 dias. El crecimiento micelial radial se

cuantific6 mediante la ecuacion 1 (Dennis & Webster, 1971):

cc—dt
cc

Crecimiento micelial radial (%) = * 100 (1)

Donde los términos cc y dt (en mm) representan los diametros promedio de las

colonias de los grupos de control y tratamiento, respectivamente.

5.4 Analisis de crecimiento de Kosakonia cowanii

Para comprender y definir la dinamica de crecimiento de K. cowanii, se realizé una
curva de crecimiento bacteriano por absorbancia, la cual consiste en medir la
turbidez que se presenta en una muestra liquida, lo que esta directamente

relacionado con la concentracion de células bacterianas en el cultivo.

Primeramente, se inoculé Caldo Soya Tripticasa con una suspensién bacteriana en
fase estacionaria (cultivo de 18 h) de 1 x 10* UFC mL" a 37 °C y se mantuvo en una
agitacion constante de 100 rpm. En intervalos de una hora se tom6 un mL de este
in6culo y se medié la absorbancia por triplicado a 650 nm en el espectrofotdmetro
(TECHCOMP Inc., Fulton, WA, EE. UU.) para obtener lecturas de absorbancia
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precisas. La absorbancia obtenida se registrd y graficé en funcién al tiempo en el

que el inéculo fue examinado (Kacena et al., 1999).

5.5 Identificacion del perfil de los COV’s mayoritarios pertenecientes a Kosakonia

cowanii durante sus fases de crecimiento.

Los resultados del apartado 5.5 nos permitieron conocer los tiempos especificos en
los que se presentd cada fase de crecimiento de K. cowanii. En cada uno estos
periodos se analizé la composicion del volatiloma mediante cromatografia de gases

acoplada a espectrofotometria de masas (HS-SPME-GC-MS).

Para en analisis de COV'’s de cada fase de crecimiento, se inocul6 un recipiente de
borosilicato de 80 mL con la bacteria en medio Caldo Tripticasa y se sometio al
analisis en el tiempo estipulado en el apartado 5.5. Las condiciones que se usaron
para el crecimiento de la bacteria fueron de 37 °C y permanecieron en continua
agitacion de 100 rpm. Para el control se utilizé Caldo Tripticasa (Toral et al.,2021).
Posteriormente, se realizé una microextraccion en fase solida (SPME por sus siglas
en inglés) donde las muestras se incubaron a 50 °C durante 1 h para que los COV’s
fueran liberados y recolectados en una fibra de
divinilbenceno/carboxeno/polidimetilsiloxano (fibora SPME). Los volatiles fueron
desorbidos durante 15 min a 260 °C en un puerto de inyector de GC interconectado
con un detector de masas con un rango de exploracién de 30—400 m/z, utilizando
helio como gas portador a un mL min~! caudal constante. La separacién se llevé a
cabo en una columna capilar Hp-5MS (60m de longitud x 250 um de diametro interno
x 0.25 um de espesor de la pelicula; Perkin-Elmer Inc.) (Gonzalez-Espinosa et al.,
2023).

El procesamiento de datos se realiz6 en el software MassHunter. Los compuestos
volatiles se identificaron inicialmente comparando los picos de los espectros de

masas con los de la biblioteca NIST/EPA/NIH Mass Spectra Library.
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5.6 Determinacién de la actividad antifungica in vitro de los COV’s mayoritarios
identificados en cada fase de crecimiento de Kosakonia cowanii contra Sclerotium

rolfsii.

Una vez identificados los COV’s en cada una de las fases de crecimiento, se probd
su capacidad antifungica individualmente, para ello se adquirieron compuestos
mayoritarios pertenecientes a la fase de latencia, para la fase exponencial e
igualmente para la fase estacionaria. Los compuestos puros fueron obtenidos de la
compania Sigma Aldrich (EE.UU.) y evaluados a diferentes concentraciones para

determinar concentraciones minimas inhibitorias en el crecimiento micelial.

Los ensayos antifungicos se realizaron siguiendo la metodologia descrita por
Mookherjee et al. (2018), con ligeras modificaciones. Se emplearon dos bases de
cajas Petri estériles de 8 cm de diametro, colocadas una sobre otra. En la caja
inferior, se colocé un papel filtro estéril impregnado con las concentraciones
previamente establecidas del compuesto organico volatil (COV) mayoritario. La caja
superior contenia medio PDA (Difco Laboratorios, Detroit, Ml, EE.UU.), en el cual
se inoculd un disco de 7 mm de diametro del hongo fitopatégeno Sclerotium rolfsii.
Como control negativo, se utilizd una configuracién idéntica, pero sin adicién del
COV en la base.

Para evitar contaminacion y pérdida de compuestos volatiles, las cajas fueron
selladas herméticamente con Parafilm y posteriormente incubadas a 28 °C durante
3 dias. Cada tratamiento se realizdé por triplicado, y la inhibicion del crecimiento

micelial se cuantificé empleando la Ecuacion 1.

Con el fin de evaluar si la interaccion de la bacteria con los COV influia en la
inhibicion del crecimiento micelial, se empleé una metodologia similar. En la parte
superior, con medio PDA, se inoculd un disco micelial de 7 mm de diametro de S.

rolfsii; adicionalmente, se coloco un inéculo de 100 uL de una suspensioén bacteriana
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de K. cowanii, ajustada a una concentracion de 1 x 108 UFC mL™". En la caja inferior,
se dispuso un papel filtro impregnado con las mismas concentraciones del COV
utilizadas previamente. Las condiciones de incubacién fueron idénticas a las
mencionadas anteriormente. Este ensayo también se realizé por triplicado y el

crecimiento micelial se midié para calcular la inhibicion mediante la Ecuacion 1.

Los residuos bioldgicos resultantes para K. cowani'y para S. rolfsii se manejaron de
acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002,
"Proteccién ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos
- Clasificacidn y especificaciones de manejo", ademas de los parametros

estipulados por la Facultad de Quimica.

5.7 Evaluacion de cinéticas de competencia de colonizacion en frutos de Capsicum
annuum L. entre Kosakonia cowanii y Sclerotium rolfsii para determinar la

participacion de COV’s.

Con el fin de evaluar la influencia de los COV’s en la competencia de K. cowanii se
realizaron ensayos in vivo, permitiendo analizar con profundidad las interacciones
existentes entre los microorganismos, simulando asi las condiciones naturales en
las que generalmente se encuentran. Para estas pruebas se utilizé Capsicum
annuum L. (chile serrano), en el cual se han reportado infecciones por Sclerotium
rolfsii (Liao et al., 2022). Los frutos fueron seleccionados a partir de factores como
la ausencia de enfermedades y heridas visibles. Estos fueron obtenidos de un

mercado local (La Negreta, Querétaro) con un tamano promedio de 7 cm de largo.

La desinfeccion de los chiles se llevd a cabo mediante hipoclorito de sodio al 20 %
por 10 min, después con alcohol al 70 % vy, por ultimo, un enjuague con agua

destilada estéril, secados y mantenidos en una campana de flujo laminar para evitar
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contaminacion. Posteriormente, se realizaron tres heridas equidistantes a lo largo

del chile, de aproximadamente 2 mm de profundidad usando palillos estériles.

Luego, fueron inoculados con 10 uL de una dilucion de K. cowanii de 1 x 108 UFC
mL-". Asimismo, cada una de las heridas fue infectada con S. rolfsii, colocando
esclerocios del hongo mediante una aguja de diseccion estéril en cada una de las
heridas, es decir, tres esclerocios en total. Se evaluaron las interacciones entre K.
cowanii 'y S. rolfsii mediante diferentes tratamientos de inoculacion. En un primer
tratamiento, ambas especies fueron inoculadas simultaneamente (0 h). El segundo
tratamiento consistio en inocular a K. cowanii primero, seguido de S. rolfsii a las 3,
6, 9 y 12 h posteriores. Como controles, se incluyeron: (1) frutos inoculados
unicamente con K. cowanii, (2) frutos inoculados unicamente con S. rolfsii y (3)
frutos con heridas sin inoculacion (Ruiz-Moyano et al., 2020). Adicionalmente, se
realizd una segunda inoculacién de K. cowanii a las 24 y 48 h posteriores a la
primera. En estos casos, se replico los periodos de inoculacién, permitiendo el

crecimiento de la bacteria por 3, 6, 9y 12 h antes de la infeccion de S. roffsii.

Se evalud el efecto de los COV’s mayoritarios emitidos por K. cowanii, previamente
identificados en el punto 4.5, y con actividad antifungica demostrada. Para ello, los
frutos fueron desinfectados y se les realizaron heridas siguiendo la metodologia
previamente descrita. Se aplicaron 20 pL de filtrados libres de células obtenidos a
las 3, 6, 9y 12 h de K. cowanii mediante centrifugacion vy filtros con poros de 0.22
pm (Corning Incorporated). Posteriormente, cada una de las tres heridas fue
infectada con esclerocios de S. rolffsii utilizando una aguja de diseccion estéril.
Ademas, se realizd una segunda y tercera aplicacion a las 24 y 48 h,

respectivamente.

Se evalud 2,5-dimetilpirazina, ciclododecano, benzaldehido, acetoina y etanol
(todos en concentracion pura, 100 %) para determinar su efecto antifungico en
combinacion con Kosakonia cowanii. Para cada tratamiento, se preparé una
suspension de 80 pL de peptona (0,1 %) mezclada con 10 yL de una suspension

bacteriana de K. cowanii (1 x 10® UFC mL™) y el COV correspondiente.
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Posteriormente, se inocularon 20 yL de esta mezcla en las heridas previamente
infectadas de los frutos. Los controles fueron los siguientes: un chile inoculado con
bacteria, otro infectado con el hongo, uno que presenté solamente las heridas y
aquellos que contenian los COV’s estandar sin la dilucién bacteriana (Mena Navarro
et al., 2024).

También se realizaron ensayos de combinacion binaria de 2,5-dimetil-pirazina y
acetoina siguiendo la metodologia anteriormente mencionada, pero con ligeras
modificaciones. Para este procedimiento seran afiadidos los dos compuestos en la
suspension de peptona con el inéculo de K. cowanii. La mezcla de los compuestos
se prepard con cada COV a la misma concentracion de los valores utilizados
anteriormente, es decir, la concentracion del compuesto probado individualmente
para su efecto antifungico. La suspension final fue inoculada en el chile previamente
infectado con el fitopatégeno. Los controles para estos ensayos fueron los mismos
(Medina-Romero et al., 2017).

Todos los tratamientos fueron almacenados en un contenedor de plastico
previamente desinfectado y fueron sellados herméticamente. Se mantuvieron a una
temperatura constante de 28 °C y condiciones naturales de luz solar. Cada
bioensayo se realizé dos veces con tres repeticiones por tratamiento. Después de
3 d fueron tomadas dos mediciones perpendiculares del diametro de cada colonia
de S. rolfsii con un calibrador pie de rey (Calibrador electrénico digital Vernier
herramienta micrométrica; + 0.02 mm, Mitutoyo, Tokio, Japon). El porcentaje de
inhibicion del crecimiento se determiné comparandolo con el control negativo (fruto
infectado con S. rolffsii). La tasa de inhibicién de crecimiento micelial in vivo se

calculdé mediante la ecuacion 1 anteriormente descrita.

5.8 Disefio experimental y analisis estadistico

Para lograr resultados estadisticamente significativos, se utilizaron al menos 3

concentraciones diferentes de los compuestos mayoritarios identificados en cada
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fase de crecimiento bacteriano y de familias quimicas diferentes. Las
concentraciones evaluadas con mejor efecto fueron utilizadas para los ensayos in
vivo en los frutos de Capsicum annuum L. Cada experimento se realizdé por
triplicado. Los resultados obtenidos de los bioensayos in vitro e in vivo fueron
analizados mediante un analisis de varianza (ANOVA) y comparacion de medias de
Tukey (p<0.05) para medir diferencias especificas entre los tratamientos y los
controles, asi como la interaccion entre los factores. Dichos analisis fueron

realizados en el software DPS V12.01.

33



6. RESULTADOS

6.1 Evaluacién de actividad antifungica de Kosakonia cowanii in vitro

Se llevaron a cabo ensayos in vitro para evaluar la inhibicidn del crecimiento micelial
radial de Sclerotium rolfsii bajo tres condiciones experimentales: (1) confrontacion
directa con K. cowanii, (2) exposicion a los COV’s emitidos por K. cowanii, y (3) una
combinacion de ambas condiciones, es decir, la interaccion simultanea con la
bacteria y sus volatiles. La Figura 4 muestra los efectos de estos tratamientos sobre

el crecimiento micelial.

En el tratamiento de confrontacion directa, la inhibicion no fue significativa,
alcanzando unicamente un 25 % de inhibicién en el crecimiento micelial a las 48
horas. Sin embargo, esta inhibicion no se mantuvo a las 72 h, observandose la
reanudacion del crecimiento de S. rolfsii, el cual sobrepasé la zona de aplicaciéon
bacteriana alrededor del disco micelial. En contraste, la exposicion a los COV’s de
K. cowanii generd una inhibicion del 60 %, la cual se mantuvo constante hasta las

72 horas, lo que sugiere una actividad antifungica estable de los volatiles.

El tratamiento mas eficaz fue la combinacion de la confrontacion directa con la
exposicién simultanea a los COV’s, alcanzando un 100 % de inhibicién del
crecimiento micelial, efecto que se mantuvo mas alla de las 72 h. Ademas, en este
tratamiento se observo la formaciéon de burbujas en el medio de cultivo, fenédmeno

ausente en los demas tratamientos.
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Figura 4. Ensayo de actividad antifungica de K. cowanii contra S. rolfsii. (A) representa el
crecimiento micelial. Se observa una inhibicién total del crecimiento micelial cuando S. roffsii
estd en presencia de K. cowanii y sus volatiles. (B) presenta el porcentaje de inhibicion de
los distintos tratamientos mostrados en (A). Las diferencias estadisticas se representan con
letras (p < 0,05).

Los resultados obtenidos demostraron que K. cowanii produce COV’s con actividad

antifungica significativa contra S. rolfsii. Asimismo, se observd que la interaccion
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simultanea entre la bacteria y sus volatiles potencia el efecto inhibitorio, sugiriendo
una accion sinérgica entre ambos mecanismos. A partir de estos hallazgos, se
planted como objetivo identificar los COV’s emitidos por K. cowanii y determinar la
etapa del crecimiento bacteriano en la que se producen, con el fin de evaluar si tanto
la fase de desarrollo como la composicion de los volatiles predominantes influyen

en su actividad antifungica.

6.2 Analisis de la produccion de COV’s y crecimiento de Kosakonia cowanii

Para identificar los COV’s producidos a lo largo del crecimiento bacteriano, primero
fue necesario establecer los intervalos de tiempo correspondientes a las fases lag,
exponencial y estacionaria, esto en funcién a una dinamica de crecimiento por
absorbancia. Se observo que la fase lag duré 3 h, la exponencial inicio a partir de
las 3 h y la estacionaria a las 6 h (Figura 5). El crecimiento registrado a partir de las
3 h fue logaritmico, indicando el inicio de la fase exponencial. Aproximadamente a
partir de las 6 h se observé una absorbancia constante, indicando que las bacterias
no mostraban un crecimiento adicional, caracteristica presentada en la fase
estacionaria. Las absorbancias obtenidas durante el analisis fueron consistentes en
las mediciones por triplicado, permitiendo realizar la evaluacion de volatiles para

cada fase de crecimiento.
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Figura 5. Dinamica de crecimiento de Kosakonia cowanii. La curva representa la tendencia
de crecimiento bacteriano en medio TSA (tripticasa soya con agar) liquido, incubado a 28 °C
y con agitacion constante a 200 rpm. Los puntos representan el promedio de tres réplicas

independientes (n = 3) y las barras de error indican la desviacion estandar.

6.3 Identificacion del perfil de los COV’s mayoritarios pertenecientes a
Kosakonia cowanii durante sus fases de crecimiento.

A partir de la dinamica de crecimiento de K. cowanii, se realizé la caracterizacion de
los COV’s en los tiempos establecidos para cada fase de crecimiento, esto como
una aproximacion de los metabolitos secundarios que estan presentes en cada una
de las etapas de desarrollo de la bacteria. Los resultados del analisis de CG-EM
muestran un total de 183 compuestos identificados durante la fase lag, 179 para la
exponencial y 153 en la estacionaria. De estos, se detectaron aproximadamente 16
compuestos mayoritarios (area relativa >1 %) durante la fase lag, mientras que en

las fases exponencial y estacionaria se identificaron 21 compuestos mayoritarios en
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cada una, tal como se muestra en el cuadro 3. Los volatiles mostrados, pertenecen
a grupos quimicos como alcoholes (25 %), cetonas (12 %), pirazinas (25 %), acidos
(8.3 %), aldehidos (4.1%), hidrocarburos (8.3 %), ésteres (4.1 %) y otros (13.1 %).

Cuadro 3. Compuestos organicos volatiles (COV’s) predominantes en cada fase de

crecimiento, segun su area relativa (%).

Porcentaje de Area Relativa (%)

COV's Fase Fase Fase
lag exponencial estacionaria

Antranilato de metilo 3.22 2.11 0.00
Acido octanoico 1.14 0.84 1.24
Ciclododecano 13.44 7.01 2.74
Benzaldehido 5.38 0.76 1.09
3-etil-2,5- 1.44 2.07 1.10
dimetilpirazina
Trimetilpirazina 1.83 1.52 0.86
2-Etil-5-metil-pirazina 1.44 1.00 0.5
2,5-dimetil-pirazina 19.06 12.58 9.15
Metilpirazina 217 1.58 1.35
Pirazina 2.34 0.00 0.00
Heptano 1.82 3.26 2.74
2-octamina 0.00 1.70 0.00
Hexametil- 0.00 1.63 1.24
ciclotetrasiloxanos
Isopropyl Alcohol 0.00 7.93 0.00
Etanol 0.04 5.28 7.57
Octametil 2.78 1.57 1.24
ciclotetrasiloxano
3-metil-1-butanol 2.50 3.09 4.94
Acetoina 0.00 5.46 6.04
1-octanol 0.18 1.26 0.86
1-decanol 0.00 1.92 1.73
2-butanona 1.15 1.01 1.43
2,3-butanediol 0.00 1.35 417
1-butanol 0.28 0.50 1.62
4,6-dicloro-5- 0.00 0.07 12.26
cianopirimidina
Acido nonanoico 0.00 0.00 2.37
Otros 39.79 34.5 33.56
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En la Figura 6, se presentan los COV’s con mayor abundancia relativa a lo largo del

crecimiento bacteriano. Durante la etapa lag, destacaron la 2,5-dimetil-pirazina
(19.06 %), ciclododecano (13.44 %) y benzaldehido (5.38 %). En la fase
exponencial, se observaron niveles elevados de isopropil alcohol (7.93 %), acetoina
(5.46 %), etanol (5.28 %) y 2,3-butanediol (1.35 %), mientras que la fase

estacionaria mostré un incremento en acetoina (6.04 %), etanol (7.57 %), 2,3-

butanediol (4.17 %) y 4,6-dicloro-5-cianopiramidal (12.26 %).
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Figura 6. COV’s mayoritarios producidos por K. cowanii durante sus fases de crecimiento

analizados a las 2, 4 y 6 h mediante CG-EM.
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6.4 Determinacion de la actividad antifungica in vitro de los COV’s mayoritarios
identificados en cada fase de crecimiento de Kosakonia cowanii contra Sclerotium
rolfsii.

Una vez identificados los COV’s para cada fase de crecimiento, el objetivo fue
identificar la capacidad antifungica de cada compuesto mayoritario de K. cowanii y,
ademas, si esta actividad se veia potenciada a partir de la interaccion con la

bacteria.

De acuerdo con el perfil de COV’s caracterizados para cada fase de crecimiento,
fueron cinco los compuestos que presentaron un area de pico relativa mas altas:
2,5-DMP (2,5-dimetil-pirazina), ciclododecano y benzaldehido para la fase de
latencia y; 2,5-DMP, acetoina y etanol, para la fase exponencial y estacionaria. Para
comprender el efecto de estos COV’s en el crecimiento micelial, dichos compuestos
fueron obtenidos comercialmente y probados en S. rolfsii. Para el efecto individual,
se encontro que 2,5-DMP tenia una tasa de inhibicion del 47 % en concentraciones
de 100 uL, mientras que se observd una tasa de inhibicidn del 65% cuando el
compuesto estaba en interaccion con K. cowanii. Por otra parte, el ciclododecano,
en una concentracion de 50 pL, presentd un porcentaje de inhibicion del 4.6 %, en
comparacion con una tasa de inhibicion micelial del 29% en conjunto con la bacteria.
A su vez, el benzaldehido por si solo mostré una inhibicion del 74% con una
concentracion de 10 pL, presentandose una tasa de inhibicion similar del 76% en
presencia con la bacteria, mostrando que el efecto durante la interaccion era poco
significativo. Para la acetoina, la tasa de inhibicion micelial por el compuesto (en
una concentracion de 150 uL) fue del 68%. Sin embargo, este efecto disminuyd
cuando se presentaba una interaccion con la bacteria (46%) indicando que el efecto
de este volatil es complejo en la actividad antifungica total. Por ultimo, también fue
probado el compuesto etanol, presentando una tasa de inhibicion del crecimiento

micelial del 4.6% para una concentracion de 200 uL, en un contraste significativo
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con la presencia de la bacteria, presentando una inhibicion del 48%, tal como se

muestra en la Figura 7.
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Figura 7. Inhibicion del crecimiento micelial de Sclerotium rolfsii por COV’s estandar y su
efecto en interaccion con Kosakonia cowanii. Los tratamientos aplicados fueron:
ciclododecano con una concentracion de 50 uL; benzaldehido con 10 uL, 2,5-dimetil-
pirazina (2,5-DMP) con 100 uL, acetoina con 150 uL y etanol con 200 uL. Para cada uno
de los compuestos se midié la tasa de inhibicion individualmente y en conjunto con K.

cowanii, en ambos casos con las concentraciones correspondientes.

Estos resultados muestran que la interaccion de K. cowanii con cada uno de los
COV’s identificados durante su crecimiento tiene un efecto diferente en el hongo,
siendo en algunos casos, como el etanol, un potencial inhibidor. Curiosamente, en
el caso de la acetoina la tasa de inhibicion del crecimiento micelial fue disminuida,
tal como se muestra en la Figura 8, demostrando que las interacciones entre

compuestos pueden depender de varios factores.
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Figura 8. Efecto en el crecimiento micelial de Sclerotium rolfsii en presencia de COV’s. A)

muestra el efecto de los COV’s estandar sobre el crecimiento de S. rolfsii. B) representa el
efecto de los mismos compuestos, pero cuando se encuentran en interaccion con K.
cowanii. Los compuestos utilizados corresponden a los identificados como mayoritarios en

cada una de las fases de crecimiento bacteriano.

6.5 Evaluacién de cinéticas de competencia de colonizacién en frutos de
Capsicum annuum L. entre Kosakonia cowanii 'y Sclerotium rolfsii para determinar
la participacién de COV’s.

Se evalué la capacidad de K. cowaniiy sus COV’s para inhibir la infeccion causada
por S. rolfsii en frutos de chile serrano (Capsicum annuum L.), mediante ensayos de
competencia. Para ello, los frutos fueron inoculados inicialmente con K. cowanii y,
tras un intervalo de 3, 6, 9 0 12 h, se realizd la infeccion con S. rolfsii. Los resultados
muestran que esta aplicacion previa reduce la intensidad y el ritmo de aparicion de
los sintomas de pudricién. No obstante, en todos los tratamientos, el hongo logro
establecerse y progresar, afectando por completo el tejido del fruto. Como se
observa en la Figura 9a, una sola aplicacion de la bacteria no fue suficiente para
impedir el desarrollo de la enfermedad, ya que los sintomas de pudricion inducidos

por S. rolfsii persistieron.
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Por otra parte, se determiné el efecto de una segunda aplicacion a las 24 horas,
utilizando filtrados libres de células que contenian los COV’s producidos por K.
cowanii. Estos filtrados fueron obtenidos en los mismos intervalos de crecimiento
bacteriano utilizados en el primer tratamiento (3, 6, 9 y 12 h) y aplicados de forma
correspondiente a cada condicion (por ejemplo, los COV'’s recolectados a las 3 h
fueron aplicados en combinacién con la primera inoculacién realizada a las 3 h).
Como se muestra en la Figura 9, esta segunda aplicacion potencio
significativamente la inhibicion de S. rolfsii, principalmente en los tratamientos
correspondientes a los tiempos de 9 y 12 h, donde se logr6 un porcentaje de
inhibicién del 90 % y 96 %, respectivamente. La actividad antifungica se incremento
aun mas con una tercera aplicacion a las 48 h, la cual mejor6 la eficacia en todos
los tiempos evaluados. En particular, los tratamientos de 9y 12 h alcanzaron niveles
de inhibicion del 96 % y 100 %, respectivamente, reflejando un efecto acumulativo

y dependiente del tiempo de exposicion a los COV’s.
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Figura 9. Evaluacion de la inhibicion de Sclerotium rolfsii en frutos de Capsicum annuum L.
mediante la aplicacién de Kosakonia cowaniiy sus COV’s. (A) Inoculacion con Sclerotium
rolfsiialas 3,6, 9y 12 h (T1, T2, T3 y T4 respectivamente). La infeccién fungica ocurrié
después de la aplicacién bacteriana. Se evalué el efecto de una segunda y tercera
aplicacion a las 24 y 48 h, respectivamente con sus COV’s. (B) Porcentaje de inhibicién
para cada tratamiento analizado mediante ANOVA de dos vias y prueba de Tukey. Las

diferencias estadisticas se representan mediante letras (p<0.05).

También se evalud la actividad antifungica de los COV’s de K. cowanii de forma
independiente (Figura 10). Los COV’s fueron recolectados a las 3, 6, 9y 12 h de
crecimiento bacteriano y aplicados. En la primera aplicacién, los COV’s lograron
retrasar el inicio de los sintomas causados por S. rolfsii; sin embargo, la inhibiciéon
observada no fue significativa, con un promedio general del 65 %. Por el contrario,
la segunda aplicacion realizada a las 24 h mostré una eficacia mayor, alcanzando
un promedio de inhibicion del 97 % en todos los tiempos evaluados. Finalmente,
con una tercera aplicacion a las 48 h, la inhibicidn mejoré aun mas, alcanzando
hasta un 99 % de eficacia general, y logrando una inhibicién total (100 %) en los

tratamientos correspondientes a los COV’s recolectados alas 6, 9y 12 h.
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Figura 10. Efecto de los COV’s de Kosakonia cowanii sobre la infecciéon en frutos de

Capsicum annuum L., inoculados con Sclerotium rolfsii. (A) Imagenes representativas de
los tratamientos evaluados: T1 (COV’s obtenidos a las 3 h), T2 (COV’s alas 6 h), T3 (COV’s
9 h) y T4 (COV’s 12 h). Se muestra la segunda y tercera aplicacion a las 24 y 48 h
respectivamente con los COV’s correspondientes a cada tiempo. (B) Porcentaje de
inhibicién para cada tratamiento analizado mediante ANOVA de dos vias y prueba de

Tukey. Las diferencias estadisticas se representan mediante letras (p<0.05)
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La evaluacion comparativa de los tratamientos con K. cowanii en interaccion directa
con sus COV'’s, asi como de los COV’s aplicados de forma independiente, revelo
que los tratamientos mas eficaces fueron aquellos con aplicaciones multiples. En
particular, el tratamiento con K. cowanii mas una tercera aplicacion de sus COV’s a
las 48 h alcanz6 un promedio de 94 % de inhibicion. Por otro lado, los tratamientos
con COV’s por si solos mostraron una eficacia aun mayor, con un promedio del 97
% de inhibicion tras la segunda aplicacion a las 24 h, y de un 99 % tras la tercera
aplicacién a las 48 h, como se muestra en la Figura 11. Estos resultados indican
que, si bien la actividad antifungica del cultivo completo es ligeramente inferior a la
del filtrado con COV'’s, sigue siendo una estrategia efectiva para reducir la infeccion

causada por S. rolfsii.

150

m 3
"g abcd ab abgp, -
.6 100_ be ae e 7 a aeal:~cc| a aabcab ab , a 6
:a ce ae 9
E
= e de 12
$  50- -
R

Filtrado 24 h
Filtrado 48 h

<
<
™~
o
T
]
S
=
=
>
o
=
=
=1
(&)

Figura 11. Porcentaje de inhibicion de Sclerotium rolfsii en respuesta a los tratamientos

Cultivo y Filtrado 48 h

con cultivo y COV’s de Kosakonia cowanii (filtrados). Los valores de inhibicion se presentan
en funcion del tiempo de aplicacion (0, 3, 6, 9y 12 h). Los analisis estadisticos siguieron los
parametros de la prueba ANOVA de dos vias y prueba de Tukey. Las diferencias

estadisticas se representan con letras (p<0.05).
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Por otra parte, el analisis del porcentaje de inhibicion de S. rolfsii frente a
tratamientos con compuestos estandar (2,5-dimetil-pirazina o acetoina) y en
combinacién, aplicados una sola vez, dos veces (24 h) o tres veces (48 h), mostré
niveles de inhibicion consistentes en todos los tratamientos evaluados (Fig. 12). En
todos los casos, el porcentaje de inhibicion superé el 80 %, sin diferencias
estadisticamente significativas entre los distintos compuestos ni entre las
frecuencias de aplicacion. Aunque se observé una ligera tendencia a una mayor
inhibicion con la combinacion de compuestos y aplicaciones multiples (24 h 'y 48 h),
esta diferencia no fue significativa. Estos resultados sugieren que tanto la 2,5-
dimetil-pirazina como la acetoina, asi como su combinacién, poseen una actividad
antifungica robusta contra S. rolfsii, la cual se mantiene con independencia del

numero de aplicaciones.

150

100 - -|' "'

% de inhibicion
(4,1
o
]

Pirazina—
Pirazina 24 h
Pirazina 48 h

Acetoina—
Acetoina 24 h
Acetoina 48 h
Combinacion-

Combinacion 24 h
Combinacion 48 h

Figura 12. Porcentaje de inhibicion de Sclerotium rolfsii en frutos de Capsicum annuum L.
en presencia de compuestos volatiles estandar: 2,5-dimetil-pirazina, acetoina y su

combinacion. Los tratamientos consistieron en una sola aplicacion, una segunda aplicacion
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a las 24 h, o una tercera aplicacion a las 48 h. No se observaron diferencias

estadisticamente significativas entre los tratamientos evaluados (ANOVA, p>0.05).

Estos resultados indican que los tratamientos con el volatiloma obtenido a las 9 y
12 h presentan la mayor eficacia en la inhibicion del hongo fitopatdégeno Sclerotium
rolfsii, logrando tasas de inhibicion mas elevadas y representando una alternativa

de menor costo para su control.
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7. DISCUSION

7.1 ldentificacion del perfil de los COV’s mayoritarios pertenecientes a
Kosakonia cowanii durante sus fases de crecimiento

En este estudio, se analizé por primera vez el volatiioma de Kosakonia cowanii en
cada una de sus fases de crecimiento, lo que permitid identificar compuestos
mayoritarios pertenecientes a diversas clases quimicas, incluidas cetonas,
pirazinas, alcoholes, aldehidos e hidrocarburos, entre otras (Figura 6). La
composicién quimica y concentracion de los COV’s esta influenciada por multiples
factores, siendo los ambientales (como la disponibilidad de oxigeno, la humedad, la
temperatura, concentracion de COz2, etc.) algunos de los mas determinantes (Schulz-
Bohm et al., 2017). Ademas, se ha reportado que tanto la naturaleza como la
abundancia de estos compuestos pueden variar segun la etapa de crecimiento del

microorganismo (Misztal et al., 2018).

Uno de los componentes mas relevantes fue 2,5-dimetil-pirazina, detectada de
manera consistente a lo largo de todas las fases de crecimiento de K. cowanii,
alcanzando su mayor abundancia relativa durante la fase de latencia (19 %). Sin
embargo, también se detectd en la fase exponencial (12 %) y en la fase estacionaria
(9 %), lo que sugiere una produccion continua a lo largo del ciclo de crecimiento
bacteriano. Este comportamiento podria deberse su origen en rutas metabdlicas
centrales, principalmente a partir de la degradacion de aminoacidos como la treotina
y serina (Silva-Junior et al., 2018). Desde una perspectiva ecoldgica, las pirazinas
han sido descritas como compuestos bioactivos con funciones clave en la
comunicacién microbiana y en la competencia por el nicho ecoldgico, al participar
como moléculas seRalizadoras e inhibidores del crecimiento de otros
microorganismos, incluidos hongos fitopatdbgenos (Audrain et al., 2015). La
aplicacién de 2,5-dimetil-pirazina como compuesto estandar confirmé su potencial

antifungico contra S, rolfsii, logrando una inhibicion del 47 % en ensayos in vitro 'y
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del 83 % en condiciones in vivo, lo que refuerza su posible papel competitivo
(Audrain et al., 2015).

En contraste, compuestos como el ciclododecano y el benzaldehido solo fueron
detectados durante la fase lag y no después de este punto. La produccion de
benzaldehido en bacterias se ha asociado con la activacion de rutas metabdlicas
especificas, particularmente aquellas involucradas en la degradacion o
transformacién de precursores aromaticos como la fenilalanina, lo cual podria
reflejar una respuesta metabdlica de la bacteria ante condiciones ambientales
iniciales (Gummalla & Broadbent, 2001). Por otro lado, el ciclododecano es un
hidrocarburo con propiedades hidrofébicas y potencialmente téxicas, capaz de
adsorberse en particulas del suelo y bioacumularse en los tejidos de organismos
vivos, confiriendo ventajas competitivas a la bacteria (Ofosu et al., 2021). Durante
la fase lag, K. cowanii podria estar utilizando precursores lipidicos para la biosintesis
de compuestos ciclicos, sugiriendo que la produccidon de ciclododecano podria
derivarse de la ciclacion de acidos grasos, compuestos que, ademas de participar
en la estructura celular, juega un papel relevante en la competencia microbiana a
partir de modificar parametros ambientales como el pH o inducir la sintesis de
metabolitos inhibitorios como el acetato (Vazquez & Rial, 2014). Sin embargo, se
requieren estudios que confirmen la ruta metabdlica especifica responsable de su

produccion e impacto ecolégico

La acetoina fue uno de los compuestos predominantes en las fases exponencial y
estacionaria, lo que sugiere que su produccion esta estrechamente vinculada a las
condiciones metabdlicas especificas de estos periodos. Esto coincide con los
momentos de alta actividad metabdlica, donde la via fermentativa de butanodiol y
su respectiva produccion de metabolitos secundarios esta en su punto maximo
(Tuttobene et al., 2019). En contraste, la ausencia de acetoina en la fase lag podria
deberse a una baja actividad metabdlica, caracteristica de esta etapa de adaptacion,
en la que la célula prioriza la regulacion de mecanismos de supervivencia antes de

entrar en un crecimiento activo (Molina et al., 2019).
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Durante la fase estacionaria también se detectaron alcoholes como etanol y 2,3-
butanodiol, productos igualmente provenientes de la via fermentativa del butanodiol,
comunmente encontrada en miembros de la familia Enterobacteriaceae (Audrain et
al., 2015). Esta via, ademas de generar energia bajo condiciones limitadas de
oxigeno, produce compuestos que pueden influir en las relaciones microbianas,
fomentando interacciones mutualistas y promoviendo la estabilidad poblacional
(Venkataraman et al., 2011). Por otro lado, la aparicion de isopropanol durante la
fase exponencial sugiere una ruta fermentativa secundaria a partir de acetona. Dado
su conocido efecto antimicrobiano, este alcohol podria contribuir a la competencia
ecoldgica al limitar el desarrollo de otros microorganismos en el entorno (Luther et
al., 2015).

7.2 Determinacion de la actividad antifungica in vitro de los COV’s mayoritarios
identificados en cada fase de crecimiento de Kosakonia cowanii contra Sclerotium
rolfsii.

Kosakonia cowanii es una bacteria conocida por su capacidad de colonizar diversos
nichos ecoldgicos, como suelo, agua y tejidos de plantas, asi como por establecer
asociaciones con insectos y otros organismos (Jan-Roblero et al., 2020). Aunque se
han descrito en esta especie plasmidos portadores de factores de virulencia,
también presenta rasgos de bacteria promotora de crecimiento vegetal (PGPR), lo
que sugiere un metabolismo versatil que favorece su adaptacion a multiples
ambientes(Yang et al., 2018). Estudios recientes respaldan esta dualidad ecoldgica;
por ejemplo, Gonzalez Espinosa etal. (2023) identificaron en K. cowanii una
elevada diversidad de COV’s entre los cuales destacan grupos quimicos con
actividad antifungica previamente reportada en la literatura. Estos hallazgos
refuerzan el potencial de K. cowanii como organismo de interés para la proteccién

y conservacion agricola.
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Segun los ensayos de interaccion microbiana realizados indican que COV'’s de K.
cowanii es capaz de inhibir hasta en un 60 % el crecimiento micelial de S. rolfsii. Por
otra parte, dicha inhibicién se intensificdé notablemente cuando estos compuestos
interactuaron con la dilucion de K. cowanii que estaba en competencia directa con
el hongo, alcanzando una inhibicion completa del crecimiento micelial (100 %) y
evidenciando la formacion de burbujas en el medio de cultivo. Este fenotipo,
mostrado en la Figura 4, podria estar asociado a mecanismos metabdlicos
especificos, posiblemente relacionados con una respuesta al estrés oxidativo
inducido por la interaccion fungica, sin embargo, son necesarios estudios para

esclarecer los posibles mecanismos implicados (Bearson et al., 2006).

El analisis del volatiioma a lo largo de las diferentes fases de crecimiento de K.
cowanii reveld6 que varios de los compuestos volatiles mas abundantes se
mantuvieron constantes en todas las etapas. Esta recurrencia sugiere que dichos
COV’s cumplen funciones clave en el ciclo de vida bacteriano, posiblemente
relacionadas con la adaptacion, el crecimiento, la reproduccion y la colonizacion del
nicho ecologico, como se discutio previamente. Con el fin de identificar el momento
del crecimiento bacteriano en el que se maximiza la inhibicién de S. rolfsii, se evaluo
la actividad antifungica de los compuestos mayoritarios identificados en cada fase

de crecimiento.

La 2,5-dimetil-pirazina mostrd una inhibicién del 47 % sobre el crecimiento de S.
rolfsii, ademas fue el unico compuesto volatil identificado en todas las fases del
crecimiento bacteriano, lo que sugiere un papel central en el metabolismo,
senalizacion y comunicacion celular de K. cowanii. Su presencia constante también
podria estar relacionada con su participacion en la formacién de biopelicula, los
cuales favorecen la adherencia y colonizaciéon del nicho (Huang et al., 2025).
Asimismo, el potencial antifungico de este compuesto ha sido previamente
reportado en Pseudomonas putida BP25, donde se demostré su eficacia frente a
hongos del género Colletotrichum, causantes de la antracnosis (Janamatti et al.,
2022). Las pirazinas, debido a su baja polaridad y naturaleza lipofilica, pueden
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atravesar facilmente las membranas celulares e interactuar con enzimas clave del
hongo, como la succinato deshidrogenasa. Esta interaccién puede interferir con
funciones metabdlicas esenciales, afectando la respiracion celular y contribuyendo

a la inhibicion del crecimiento fungico (Su et al., 2022).

La acetoina (3-hidroxi-2-butanona) fue otro de los compuestos volatiles mas
abundantes, detectado tanto en la fase exponencial como en la estacionaria de
crecimiento. Este compuesto mostroé una inhibicion significativa del 68 % sobre S.
rolfsii, lo que sugiere una alta eficacia antifungica. Su produccion esta asociada a
rutas fermentativas secundarias que permiten contrarrestar la acidificacion
intracelular generada por la acumulacion de acido piravico, un fenédmeno comun en
condiciones de alta disponibilidad de glucosa, pH bajo o ambientes anaerdbicos
(Cesselin et al., 2021). Ademas de su funcién en el metabolismo bacteriano, se ha
reportado que la acetoina puede inducir estrés oxidativo en células fungicas,

alterando tanto su morfologia como su actividad metabdlica (Xiao & Lu, 2014).

También se identificaron alcoholes derivados de rutas fermentativas, tales como
isopropanol, etanol y 2,3-butanodiol, presentes principalmente en las fases
exponencial y estacionaria. Estos compuestos son productos esperados durante el
crecimiento bacteriano bajo condiciones fermentativas. No obstante, los ensayos de
inhibiciéon indicaron que el etanol presentd una actividad antifungica poco
significativa, con apenas un 4.6 % de inhibicién del crecimiento de S. rolfsii, esto a
pesar de que ha sido reportado el potencial antifungico de estos alcoholes por
mecanismos como la desnaturalizacién de proteinas, la disrupcion de membranas
celulares o la induccién de estrés oxidativo (Bashir et al., 2022; Tuan et al., 2022; Yi
et al., 2016). La baja eficacia observada podria explicarse por su alta volatilidad,
rapida evaporacién o una posible inestabilidad del compuesto en el sistema
experimental, lo que reduciria el tiempo de exposicion efectiva del hongo al

compuesto activo (Do Dat et al., 2023).

Otro de los compuestos identificados durante la fase lag fue el ciclododecano, que

presento una inhibicidn limitada del crecimiento micelial de S. rolfsii, con apenas un
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4.6 %. Este hidrocarburo ha sido previamente reportado como componente volatil
en extractos de salvado de arroz, mazorca de maiz, mijo verde y amarillo, y se le ha
atribuido actividad antibacteriana, particularmente contra E. coli. Dicho efecto ha
sido relacionado con interacciones hidrofébicas entre el ciclododecano y cadenas
laterales de aminoacidos como alanina, valina y metionina presentes en la pared
celular (Ofosu et al., 2021). Sin embargo, su baja eficacia frente a S. rolfsii sugiere
que este tipo de interacciones podrian no ser suficiente para afectar la integridad
estructural o funcional de hongos filamentosos, cuyo metabolismo y arquitectura
celular son mas complejos que los de bacterias Gram negativas. Asimismo, su
naturaleza hidrofébica podria limitar su difusion efectiva en medios acuosos,

reduciendo su disponibilidad para interactuar con estructuras fungicas.

Por otro lado, el benzaldehido present6 un elevado porcentaje de inhibicién del
fitopatégeno (74 %), lo cual podria atribuirse a su capacidad para alterar los
sistemas celulares antioxidantes. Este compuesto interfiere con la homeostasis
redox celular y desestabiliza los mecanismos antioxidantes del hongo, actuando
como un agente quimiosensibilizador (Kim et al., 2011). Asimismo, un estudio previo
reportd su capacidad para inducir alteraciones en la integridad de la membrana
celular, lo que refuerza su potencial como una alternativa prometedora en el control

antifungico (Neto et al., 2021).

Por otra parte, los resultados obtenidos muestran un incremento significativo en los
porcentajes de inhibicion del crecimiento radial cuando los compuestos volatiles
identificados interactuan directamente con K. cowanii. Este fendbmeno sugiere una
actividad antifungica beneficiada entre los metabolitos bacterianos y los compuestos
aplicados externamente. De acuerdo con lo reportado por Mookherjee et al. (2018),
ciertos compuestos volatiles pueden actuar no solo como inhibidores directos del
fitopatégeno, sino también como precursores metabdlicos o sefiales quimicas que
activan rutas metabdlicas en la bacteria, favoreciendo la produccion de metabolitos

secundarios con actividad antifungica como el 2-feniletanol y 3-metil-1-butanol.
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A pesar de los resultados obtenidos, los ensayos de inhibicion del crecimiento
micelial mediante COV’s emitidos por bacterias in vitro representan apenas un
primer acercamiento para evaluar el potencial antifungico de ciertos
microorganismos, permitiéndonos identificar compuestos con actividad biolégica en
condiciones controladas. Sin embargo, factores como el pH, los niveles de CO2y
O2, la disponibilidad de nutrientes, la temperatura, la humedad e incluso las
interacciones con otros microorganismos y sus metabolitos pueden influir
significativamente en los resultados. Por ello, la realizacion de ensayos in vivo se
vuelve esencial, ya que permiten simular de manera mas cercana las condiciones

de cultivo y del entorno natural.

7.4 Evaluacion de cinéticas de competencia de colonizacion en frutos de
Capsicum annuum L. entre Kosakonia cowanii 'y Sclerotium rolfsii para determinar
la participacién de COV’s.

Segun los resultados obtenidos en los ensayos in vivo realizados en frutos de
Capsicum annuum L., donde se evaluo la inoculacion de K. cowaniiy sus COV’s en
diferentes intervalos (3, 6, 9 y 12 h), se identific6 que el tiempo es un factor
determinante en la eficacia antifungica del tratamiento. A medida que aumenta el
intervalo entre la aplicacién de K. cowanii y la posterior inoculacién de S. rolfsii, se
observa una mayor inhibiciéon del halo de infeccién. En particular, los tratamientos
realizados a las 9 y 12 horas, en combinacion con aplicaciones consecutivas de
COV’s a las 24 y 48 horas, lograron reducciones en la infeccion de hasta el 96 % y

100 %, respectivamente.

Estos resultados sugieren que un mayor tiempo de colonizacion permite a K. cowanii
establecerse adecuadamente en el tejido vegetal y alcanzar una fase
metabodlicamente activa en la que se incrementa la produccion de metabolitos
antifungicos. Estudios previos, como el realizado por X. Li etal. (2020), han
destacado el papel fundamental de los COV’s bacterianos en las comunidades
microbianas del suelo para inhibir a hongos fitopatdgenos. Se demostré que el

volatiloma bacteriano tiene un efecto inhibitorio mayor sobre hongos, provocando

55



alteraciones estructurales y metabdlicas, mientras que su impacto sobre otras
bacterias es limitado. En este contexto, la aplicacién repetida de COV’s refuerza el
efecto antifungico, al mantener una concentracion sostenida de metabolitos activos

en el tejido vegetal, ofreciendo asi una proteccion continua frente a la infeccion.

De manera complementaria, los ensayos realizados exclusivamente con los COV’s
recolectados a las 3, 6, 9 y 12 h posteriores al crecimiento de K. cowanii
evidenciaron una eficacia antifungica aun mayor que los tratamientos con el cultivo
bacteriano. En particular, los COV’s generados a las 9 y 12 horas alcanzaron
porcentajes de inhibicion promedio del 97% y 99 %, respectivamente, cuando se
aplicaron por segunda vez a las 24 h y una tercera vez a las 48 h. Esto se atribuye
a que los metabolitos pueden actuar de forma mas rapida y eficiente que la bacteria
viva, debido a su capacidad para difundirse libremente en los tejidos vegetales y
generar un entorno inhéspito para el desarrollo de S. rolfsii (Zhao et al., 2022). A
diferencia de los microorganismos vivos, que requieren un periodo de adaptacion a
las condiciones fisicoquimicas del fruto, como el pH, la presencia de metabolitos
secundarios o compuestos antimicrobianos enddgenos del chile, los COV’s no
enfrentan estas limitaciones, permitiendo una accion inmediata (Schroth & Hancock,
1982). La biotecnologia basada en COV’s microbianos ha sido ampliamente
documentada como una estrategia eficaz tanto en condiciones in vitro como in vivo,
no solo por su efecto directo sobre patégenos, sino también por su papel en la
facilitacion de la colonizacion, interaccién y establecimiento de microorganismos
benéficos en entornos competitivos (Almeida et al., 2023). En este contexto, los
resultados aqui presentados subrayan el valor del volatiloma de K. cowanii como
una herramienta prometedora para el control postcosecha de enfermedades en

frutos, destacando su potencial para aplicaciones agricolas sostenibles.

Por otro lado, los ensayos in vivo se realizaron unicamente con el volatiloma
completo y su interaccidn con K. cowanii, esto debido a los resultados obtenidos en
las pruebas in vitro y que los compuestos estandar junto con la bacteria no

mostraron resultados significativos (Anexo 2). Aunque compuestos individuales
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como la 2,5-dimetilpirazina y la acetoina mostraron actividad antifungica (65 % y 68
% de inhibicién, respectivamente), se observo que el conjunto total de compuestos
volatiles generd una respuesta mas contundente en la inhibicién de S. rolfsii (100
%), tal como se muestra en la Figura 4b. Esta mayor eficacia podria explicarse por
la activacion de rutas metabdlicas especificas inducidas por ciertos compuestos, o
bien por efectos sinérgicos entre moléculas que actuan sobre distintos blancos

celulares del hongo (Ebadzadsahrai et al., 2020).

Ademas, la aplicacion directa de compuestos estandares sobre tejidos vegetales
mostro efectos adversos, provocando dafos que podrian favorecer la entrada de
otros fitopatdogenos (Anexo 1). Por otra parte, replicar las condiciones reales de
concentracion y dispersion de cada compuesto por separado resulta complejo y
podria comprometer la efectividad bioldgica del tratamiento, ya que dentro del
volatiloma también se identificaron compuestos con potencial antifungico como el
1-deceno (Montes-Osuna et al., 2022), asi como moléculas implicadas en la
comunicacién, como el 1-undeceno (Dupont et al., 2023), los cuales, a pesar de no
ser los mas abundantes, podrian ser importantes reguladores en las poblaciones
bacterianas. Por estas razones, se optd por continuar la evaluacion utilizando el
volatiloma completo, buscando simular condiciones mas cercanas a las que ocurren
en el ambiente natural. Ademas, aunque los COV’s individuales pueden ser
efectivos, su uso aislado implica ciertos riesgos, como toxicidad ambiental o efectos
no deseados en las plantas, como la sobreproduccion de hormonas (Zhao et al.,
2022). En este contexto, el uso del volatiloma natural se presenta como una

alternativa mas segura y sustentable.

Por otro lado, K. cowanii Cp1 ha sido reportada como parte del microbioma asociado
al chile serrano, ya que fue aislada directamente de sus semillas (Gonzalez
Espinosa et al., 2023). Esto plantea la posibilidad de que los COV’s que produce no
sb6lo tengan actividad antifungica, sino que también desempefien un papel
especifico en su estrategia de colonizacién competitiva frente a fitopatdégenos.
Ademas, es posible que dichos compuestos volatiles tengan un papel fundamental
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en procesos de sefalizacion mas complejos, posiblemente actuando en conjunto
con metabolitos antimicrobianos no volatiles que no fueron identificados en este
estudio (Foster & Bell, 2012).

Por otra parte, algunos COV’s destacan por estar previamente descritos como
promotores de crecimiento vegetal o inductores de resistencia sistémica, por
ejemplo, la acetoina, el 2,3-butanodiol y el 1-butanol. Esto sugiere que K. cowanii
podria desempefar un papel multifuncional en su entorno natural, ofreciendo
beneficios tanto en el control de patégenos como en la promocion del desarrollo
vegetal (Rani et al., 2023). Sin embargo, las multiples interacciones que esta
bacteria puede establecer en diferentes nichos ecolégicos aun deben ser

exploradas con mayor profundidad.

Estas observaciones permiten comprender con mayor profundidad el papel
funcional de los COV’s en las dinamicas de colonizacién microbiana y sus posibles
aplicaciones como estrategia de control poscosecha. Por ende, los hallazgos aqui
presentados permiten establecer nuevas alternativas en el manejo de
enfermedades fungicas en frutos, que sean efectivas, ambientalmente responsables

y compatibles con el microbioma natural del cultivo.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta investigacion demuestran que el volatiloma de K.
cowanii varia a lo largo de sus fases de crecimiento, produciendo COV’s con
potencial antifangico. En particular, durante la fase de latencia se detectaron COV’s
con marcada actividad inhibidora, como la 2,5-dimetil pirazina, el benzaldehido y el
ciclododecano. No obstante, también en las fases exponencial y estacionaria se
identificaron compuestos de interés, como la acetoina, el etanol y el 2,3-butanodiol.
Estos hallazgos subrayan la relevancia del estado fisiolégico de Kosakonia cowanii
en la producciéon de compuestos organicos volatiles (COV’s), ya que dicha
produccion varia conforme a las demandas adaptativas propias de cada fase de
crecimiento. En la fase de latencia, metabolitos como el benzaldehido,
ciclododecano y 2,5-dimetil-pirazina podrian favorecer el establecimiento inicial y la
exclusién de posibles competidores. En cambio, durante las fases exponencial y
estacionaria se identificaron compuestos como la acetoina y el 2,3-butanodiol, los
cuales no solo presentan actividad antifungica, sino que también han sido asociados
con interacciones benéficas entre microorganismos y plantas. Esta variabilidad
metabdlica confiere a la bacteria una ventaja ecolégica al facilitar respuestas

adaptativas frente a diversos escenarios competitivos y ambientales.

Comprender los procesos de colonizacidn microbiana frente a organismos
patdgenos es esencial para revelar los mecanismos que intervienen en estas
interacciones y, con ello, desarrollar alternativas biotecnolégicas sostenibles y
realmente efectivas contra fitopatdgenos. Profundizar en el entendimiento de estas
interacciones, asi como de los compuestos involucrados, permite aplicar
tecnologias con mayor precision y generar condiciones que favorezcan la inhibicion

microbiana de forma mas dirigida.

En este sentido, la actividad antifungica potenciada por la interaccion de los COV’s
con K. cowanii sugiere la existencia de cambios metabdlicos complejos que aun

deben ser explorados con mayor detalle. Los resultados observados tras
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aplicaciones reiteradas indican que los tratamientos continuos podrian ser
especialmente utiles para combatir enfermedades causadas por fitopatdégenos con

estructuras de resistencia o mecanismos de defensa bien establecidos.

Sin embargo, uno de los principales retos para trasladar el uso de COV’s al ambito
agricola es precisamente su alta volatilidad. En este contexto, la combinacion de
aplicaciones periodicas con la accion conjunta de la bacteria podria representar una
estrategia viable para superar las limitaciones actuales de escalabilidad, abriendo

paso a soluciones mas eficaces y sostenibles en campo.
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10. ANEXOS

A continuacion, se presentan las imagenes correspondientes a los frutos de chile

serrano (Capsicum annuum L.) que fueron sometidos a tratamientos con

compuestos estandar, asi como a combinaciones de estos con la bacteria evaluada.

Dichas figuras documentan ensayos experimentales que no fueron considerados en

el analisis principal de la investigacion debido a los resultados obtenidos. No

obstante, su inclusién en este apartado permite complementar la informacién

previamente discutida en distintos apartados de la tesis.

24 h 24y48 h

A

2J

Combinacion

Anexo 1. Aplicacion directa de compuestos estandares sobre Capsicum annuum L. Se

observan lesiones en el tejido vegetal.
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Anexo 2. Evaluacion de la inhibicion de Sclerotium rolfsii en frutos de Capsicum annuum L.
mediante la aplicacion de Kosakonia cowanii y compuestos estandar. Se evalu6 el efecto
de una segunda y tercera aplicacién a las 24 y 48 h respectivamente.
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