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RESUMEN

La biotecnologia ha generado productos innovadores para enfrentar desafios, como
el control de plagas en la agricultura. Bacillus thuringiensis es una alternativa
biolégica eficaz, produciendo la proteina CRY durante la esporulacién, que combate
plagas al interactuar con sus membranas celulares. Se plantea que la quercetina, al
influir en procesos celulares relacionados con la esporulacion y el estrés oxidativo,
podria aumentar la produccion de la proteina CRY. El objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto de quercetina en el crecimiento, la producciéon de CRY vy el estrés
oxidativo en B. thuringiensis. Se emplearon concentraciones de 0.1, 1, 10y 100 uM,
con muestreos alas 12, 24 y 48 h. Se emplearon concentraciones de 0.1, 1, 10y 100
MM, con muestreos a las 12, 24 y 48 h. Se determiné que 0.1, 1 y 10 uM favorecieron
la produccion de CRY, siendo 10 yM la concentraciéon 6ptima (2.973 mg/mL). En
contraste, 100 yM tuvo un efecto toxico, inhibiendo el crecimiento y aumentando el
tiempo de duplicacién. También se evalu¢ el efecto de la quercetina en la generacién
de especies reactivas de oxigeno (ERO), usando el marcador H2DCFDA. Los
resultados mostraron que 1y 10 yM aumentaron las ERO a las 12 h, sin afectar el
crecimiento a las 24—-36 h, mientras que 0.1 yM no mostré diferencias y 100 uM fue
toxico. A las 24 y 36 h, ninguna concentracion alteré significativamente las ERO.
Estos hallazgos sugieren que la quercetina, en concentraciones adecuadas, puede
potenciar la produccion de CRY sin comprometer el crecimiento, abriendo nuevas
oportunidades para su aplicacion en biotecnologia agricola.

Palabras clave: Quercetina, Bacillus thuringiensis, proteina CRY, esporas



I. INTRODUCCION
La intervencion de la biotecnologia ha propiciado el progreso de productos y servicios

para encontrar soluciones a través del uso de microorganismos. Son diversas las
areas donde se establecen soluciones beneficiosas, innovadoras, de bajo costo y
con significativo potencial.

En el sector primario de la agricultura las plagas son consideradas como uno de los
principales problemas que afectan la producciéon de los cultivos, causando daios,
como el debilitamiento de las plantas, la devastacion de los cultivos, disminucion de
la calidad y rendimientos, entre otros. Existe una amplia variedad de plagas que
afectan los cultivos mexicanos, destacando el gusano de maguey, la mosca blanca,
pulgones y Trips. Estas especies invasoras causan pérdidas econdmicas
significativas, generando la necesidad de desarrollar herramientas o alternativas
efectivas para su control, resaltando el uso de insecticidas quimicos. Sin embargo,
este tipo de compuestos pueden presentar efectos téxicos a la salud y medio
ambiente. El impacto negativo del uso desmedido de insecticidas quimicos ha
incentivado la busqueda de alternativas asequibles, como el desarrollo de
bioplaguicidas, los cuales tienen el objetivo de controlar plagas especificas, para
mantener los mayores rendimientos de los cultivos.

Una de las plagas que se presenta de forma constante en una variedad de cultivos
es Aphididae spp, comunmente conocido como “pulgdn”, exhibiendo una alta
capacidad de adaptacion para el desarrollo de su actividad fitéfaga. Estos insectos
pueden causar dafos de forma directa, succionando los fotosintatos de su huésped,
o de manera indirecta, eliminando las sustancias ricas en hidratos de carbono. Las
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problematicas causadas por este tipo de plagas brindan una oportunidad de estudio
para contrarrestar los dafios provocados de manera efectiva, sostenible, amigable
con el ambiente y segura para el consumo humano.

Las soluciones propuestas van desde el control quimico, fisico y bioldgico;
destacando que en los ultimos afios las investigaciones se han centrado en el uso
de microrganismos. Algunos microorganismos al ser sometidos a condiciones de
estrés presentan mecanismos de sobrevivencia como la esporulacion. Esto en
respuesta a una condicion desfavorable, con la finalidad de conservar su material
genético en forma de cuerpos microscopicos. B. thuringiensis es una bacteria que
emplea esta forma de sobrevivencia.

Destacando que en las esporas se sintetizan proteinas con propiedades téxicas
como la proteina CRY, que presenta capacidad insecticida, esta caracteristica puede
ser una solucion potencial a la problematica causada por las plagas.

En los ultimos afos, los estudios sobre las proteinas CRY ha dado pauta a
investigaciones que permiten su evaluacion para comprender su capacidad
insecticida. Por lo cual, el objetivo de este trabajo es evaluar el efecto de la
suplementacion de quercetina sobre la producciéon de la proteina CRY en B.

thuringiensis.



Il. ANTECEDENTES

Il .1 Relevancia de la agricultura en México

La agricultura juega un rol fundamental en la produccion de insumos, el valor de esta
actividad se ve reflejada en la demanda de los productos para satisfacer las
necesidades alimentarias (Liray col., 2018). Al ser una actividad econémica primaria
los recursos naturales son explotados con la finalidad de obtener altos rendimientos
en los cultivos, sin considerar factores como la contaminacion, sobreexplotacién de
suelos, cambio climatico, entre otros (Grageda y col., 2012).

La agricultura en México es esencial para la produccion de alimentos y subproductos,
por lo cual, la demanda hacia los sistemas de produccion se da de manera interna y
externa en el comercio de los recursos producidos en el pais (Cardenas, 2021).

De acuerdo con los ambitos de seguridad alimentaria se estima un incremento en la
demanda de la produccion de alimentos en un 70% para 2050, generando la
necesidad de estrategias que permitan satisfacer la produccion de alimentos
requerida (Tomlinson, 2013). Entre las principales limitantes para el correcto
desarrollo de los cultivos destacan el incremento de la temperatura global, sequias,
contaminacion de suelos y plagas, representando afectaciones significativas en esta

actividad primaria (Sanchez y col., 2021).

1.2 Impacto del pulgén (Aphididae spp) sobre los cultivos

En las ultimas dos décadas el impacto que han tenido las plagas en los cultivos
mexicanos se refleja en reducciones que van desde un 20% hasta un 100% de la

produccidn total; representando un valor anual en pérdidas de mas de 17 millones



de ddlares (Galindo, 2022). Los pulgones (Aphididae spp), son una de las plagas que
produce pérdidas econdmicas significativas, debido a su capacidad para transmitir
enfermedades y su adaptabilidad. Resaltando que en condiciones favorables se
estimula el nacimiento de las crias y en condiciones desfavorables los huevecillos
son capaces de resistir hasta que se presenten las condiciones necesarias para
repetir su ciclo celular (Iribarne, 2016). Ademas, el pulgdn se caracteriza por su alto
potencial biético, que le permite desarrollarse en grandes poblaciones en cortos
periodos de tiempo llegando a invadir plantaciones de diversas variedades de
cultivos causando danos en tallos, hojas, flores y frutos (Pascual, 2022). La familia
Aphididae tiene alrededor de 5,300 especies distribuidas a nivel mundial, son
transmisores de vectores patogénicos y realizan relaciones mutualistas con malezas
adheridas a las plantas segun el tipo de cultivo (Tomala, 2023).

Con la finalidad de contrarrestar los estragos causados por este insecto, se han
probado sistemas o productos naturales como extractos de citricos, aceites
esenciales y controles bioldgicos. Sin embargo, estas estrategias so6lo ahuyentan
temporalmente la plaga, observando un control solo durante un periodo de tiempo
especifico (Cafizares y col., 2024). Por lo cual, los estudios se han enfocado en el
desarrollado de diversos plaguicidas enfocados en la disminucion y/o eliminacién del
insecto a través de un mecanismo de accidén quimico, fisico o biolégico (De la Pefia,

2020).

1.3 Alternativas potenciales para el control de plagas

Los plaguicidas son sustancias empleadas en diversas variedades de cultivos para

el control de especies no deseadas que perjudican o interfieren con la produccion.
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Por lo tanto, su aplicacién en cultivos se ha presentado desde el siglo XIX siendo una
opcién accesible y barata (Hernandez y col., 2011). Sin embargo, su implementacion
presenta una serie de desventajas debido a sus formulaciones quimicas, que
incluyen reactivos toxicos como ciertos derivados del fosforo, azufre, arsénico, entre
otros (Olvera, 2023). Los inconvenientes provocados por el uso de estos plaguicidas
basados en sustancias quimicas se reflejan en las repercusiones nocivas para la
naturaleza y las personas que hacen uso de estos. El dafo al medio ambiente por el
uso de plaguicidas se evidencia con la contaminacion de los productos cultivados,
suelos, cuerpos de agua, biota y aire (Jaquez y col., 2022).

En el mercado global existen mas de 80 mil productos con actividad plaguicida, de
los cuales solo el 15% han sido evaluados. Por otro lado, en México se estima que
el consumo anual de productos con impacto perjudicial sea de 40%
aproximadamente (Garcia y col., 2018).

El uso desmedido de plaguicidas afecta directamente la salud humana teniendo
relevantes efectos negativos sobre la misma, se ha descrito que la constante
exposicion a plaguicidas esta relacionada con padecimientos como cancer,
Parkinson, Alzheimer, alteraciones endocrinas, problemas neurocognitivos, dafio
renal, entre otros (Diaz y col., 2021). Ademas, los consumidores de los productos
expuestos a plaguicidas de manera indirecta presentan efectos secundarios, debido
al contacto con los alimentos, aire, polvo y/o agua que puedan presentar residuos
quimicos (Ornelas y col.,, 2020). Basado en ello, se denota la necesidad de
implementar estrategias para el control de plagas con compuestos no toxicos vy

amigables con el ambiente.



El aprovechamiento de herramientas biolégicas como los microorganismos, se ha
presentado como una opcion factible para contrarrestar la problematica del control
de plagas. El microrganismo B. thuringiensis es una bacteria Gram positiva,
adaptable, quimiorganotrofo, con actividad catalasa, capaz de fermentar sustratos
como glucosa, fructosa, maltosa y ribosa (Ramirez, y col, 2018). Esta bacteria tiene
una alta especificidad e inocuidad al hombre, animales y plantas; presentando una
minima residualidad, debido a su eficacia y caracteristicas (Kahl-Parana, 2015). En
las ultimas décadas, las investigaciones se enfocaron en B. thuringiensis, debido a
sus componentes activos, siendo de interés para el mercado de los insecticidas,
resaltando que las ventas de estos compuestos acticos representaron cerca del 2%
del mercado de insecticidas a nivel mundial (Garcia, 2014). Entre los principales
compuestos activos producidos por B. thuringiensis, destacan los cuerpos cristalinos
conocidos como d-endotoxina o cristales parasporales con propiedades toxicas para

distintos insectos (Castanet y col., 2016).

1.4 Capacidad insecticida de la proteina CRY

La ®&-endotoxina comunmente se conoce como proteina CRY (por sus siglas del
inglés CRYstal Protein) o proteina cristal, que esta conformada por una serie de
unidades polipeptidicas cuyos pesos moleculares oscilan entre los 27 y 140 kDa, su
estructura tridimensional esta conformada por tres dominios que se correlacionan
con su actividad biolégica (Lopez-Ceron, 2010). El primer dominio esta constituido
por siete a-hélices antiparalelas, de las cuales la quinta hélice esta rodeada por el
resto, este dominio se considera como el promotor de la permeabilidad del intestino

mediante la formacién de orificios (Li y col., 2021). El segundo dominio esta
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conformado por tres laminas-3, con una orientacion en forma de prisma, el dominio
presenta una forma similar a los sitios de union antigeno-anticuerpo (Gonzalez y col.,
2021). El tercer dominio esta formado por dos laminas B antiparalelas, esta seccion
ayuda al mantenimiento de la integridad total de la toxina (Jing y col, 2010). Las
toxinas compuestas por la proteina CRY se unen a proteinas receptoras localizadas
en la superficie celular del intestino medio; esto interrumpe el transporte de
membrana y provoca la muerte del organismo invertebrado que la consume (Lopez,
2018). Se sugieren dos opciones del modelo molecular de accion, la primera opcion
sugiere la formacion de poros en la membrana celular y la segunda opcién sugiere
un modelo por cascada de sefializacidén que induce la apoptosis celular (Arsov y col.,
2023).

Se ha demostrado que algunas de las proteinas CRY secretadas por B. thuringiensis
actuan de manera selectiva en la muerte de algunas plagas, CRY1Ab y CRY2Ab
pueden causar la muerte de Helicoverpa armigera, CRY1Ac/CRY3A/CRY9Ec1 son
efectivas contra Plutella xylostella y las proteinas CRY7Aa2 actuan especificamente
con Leptinotarsa decemlineata (Gu y col., 2021). Por lo tanto, diversas
investigaciones se han centrado en la optimizacidén de la produccién de la proteina

CRY.

1.5 Influencia del estrés sobre la esporulaciéon

El proceso de esporulacion de un microorganismo puede ser inducido por factores
quimicos, fisicos o bioldgicos. La esporulacion de B. thuringiensis se lleva a cabo en
varias etapas: la primera es la condensacion del material genético dentro de la célula;

la segunda es la formacién de una preespora que forma dos compartimientos donde
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se segrega el ADN de la espora en desarrollo y la célula madre; la tercera fase es la
aparicion de un cristal paraesporal y formacién de la espora; las etapas cuatro y cinco
es el proceso de formacion de la parte exterior de la espora y la ultima de las etapas
es su maduracion para ser secretada (lbraim, 2012).

El proceso de esporulacion funge como un mecanismo de defensa del
microorganismo en respuesta a diversos tipos de estrés, sugiriendo que la
estimulacion de un estrés en el microorganismo favoreceria la formacion de esporas,
los inductores quimicos pueden actuar como sefiales que desencadenan el proceso
de esporulacion en un microorganismo (Gonzalez y col., 2023) Existen diversos
compuestos quimicos como la quercetina (flavonoide), quitosana, fengicina, con
actividad antimicrobiana capaz de inducir estrés celular mediante diferentes
mecanismos como limitacion del metabolismo respiratorio o mediante estrés
oxidativo dependiente del efecto prooxidante, provocando la formacién de esporas
como mecanismo de defensa (Ley y col., 2022).

Los flavonoides se caracterizan por sus efectos benéficos sobre la salud, destacando
sus propiedades antioxidantes, mediante mecanismos directos dependientes de la
neutralizacion de radicales libres por la transferencia de electrones (Bhuyan vy
Handique, 2022). Sin embargo, se ha descrito que estos compuestos, también
pueden actuar como prooxidantes (Dzah y col., 2024). Estos, se caracterizan por la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO), las cuales, posteriormente
estimulan los mecanismos antioxidantes en los organismos (Pérez, 2003). La

quercetina en particular tiene la capacidad de formar complejos con cationes para



formar radicales libre y auto oxidarse, provocando la formacién de ERO (Souza de

Castilho., 2018).

Ademas, se ha descrito que estas moléculas estan involucradas en interacciones
directas con el transporte, metabolismo energético vias de sefalizacion celular,
provocando un estimulo externo en los microorganismos especifico dependiente del
tipo de compuesto y microrganismo (Makarewicz y col., 2021). Se ha sugerido que
estos estimulos desencadenan sefales intracelulares en los microrganismos
induciendo cambios conformacionales y activando cascadas de sefalizacién

relacionadas con mecanismos de defensa, como la esporulacion (Galicia y col, 2011).

La quercetina es un flavonoide, que se encuentra en una gran variedad de alimentos
como frutas, verduras, granos y hojas, este compuesto posee propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias (Vicente y Morales, 2013). Ademas, se ha reportado
que presenta propiedades antimicrobianas, debido a un efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de bacterias Gram-positivas como Streptococcus mutans 'y
Streptococcus sobrinus, relacionando dicho efecto con su funcionalidad estructural e
interaccion de los grupos hidroxilo (Ahmad y col., 2015). De manera similar el efecto
antimicrobiano de la quercetina fue reportado en especies como Staphylococcus
aureus, la quercetina se adiciond al caldo de cultivo en concentraciones
subinhibitorias de 2, 4, 8 y 16 pg/mL mostrando un efecto en la disminucién de
biofilms, el cual es un proceso que participa en la formacion de la alfa toxina,
probando tener un efecto sobre una actividad citotoxica (Lopez y Sanchez, 2018).

Otro ejemplo es el efecto inhibitorio de la quercetina en la formacion de biopeliculas



de Pseudomonas aeruginosa, se evalu6 a la quercetina en combinacién con otros
antibioticos, reportando una reduccion de la viabilidad de las células formadoras de
biopeliculas hasta en un 35% (Parra, 2023). Como antibidtico, la quercetina tiene un
efecto inhibitorio en bacterias del género bacillus, los cuales son afectados por este
tipo de compuestos (Nguyen y Bhattacharya, 2022). En el metabolismo respiratorio
de B. thuringiensis, la formacion de ERO tiene efecto sobre la cadena respiratoria
interfiriendo con la produccién de moléculas como adenosin trifosfato (ATP), cuando
el Bacillus entra en un estado de estrés comienza su proceso de esporulacién como
mecanismo de defensa y por consecuencia la formacion de ciertos productos que le
ayudan en la preservacion de su material genético, para el caso de B. thuringiensis,
la formacién de esporas (Sanchez y col, 2016).

Por lo tanto, el objetivo de este estudio es evaluar el efecto del estrés causado por la
suplementacion de quercetina sobre la produccion de la proteina CRY en B.

thuringiensis.
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ll. HIPOTESIS

La suplementacién con quercetina inducira estrés oxidativo debido a su efecto
prooxidante y aumentara la produccién de la proteina CRY en Bacillus thuringiensis

mediante la accidn senalizadora de las especies reactivas de oxigeno.
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IV. OBJETIVOS

IV.1 General

Evaluar la influencia de la suplementacion con quercetina sobre el crecimiento
celular, el estrés oxidativo y la produccion de la proteina CRY en Bacillus

thuringiensis.

I\V.2 Especificos
e Evaluar la influencia de la suplementacion de quercetina sobre el crecimiento
celular de Bacillus thuringiensis.

e Determinar la influencia de la suplementacién de quercetina sobre el estrés

oxidativo en Bacillus thuringiensis.
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V. METODOLOGIA

V.1 Materiales

V.1.1. Material Biolégico

El modelo de estudio propuesto es la bacteria Bacillus thuringiensis 558 HO73,
proporcionada por el Centro de Investigacion en Biotecnologia Aplicada (CIBA-IPN),

ubicado en Tlaxcala, México.

V.1.2. Medio de cultivo

Para el desarrollo de los experimentos se empledé medio nutritivo qué consiste en

(g/L) peptona (5), extracto de carne (1) y extracto de levadura (2).

V.1.3. Activacion de la cepa
La cepa de Bacillus thuringiensis se activd en caja Petri con medio nutritivo, por
medio de estriado, las cajas se incubaron a 30 °C durante 24 h.

V.2 Métodos

V.2.1. Curva de Crecimiento

El analisis de la influencia de la quercetina sobre el crecimiento celular, se realizd
mediante cinéticas de crecimiento. Se crecio la cepa activa de Bacillus thuringiensis
en 3 mL de medio nutritivo durante 12 h con agitacién constante a 30 °C.
Posteriormente, se inoculé un matraz Erlenmeyer de 250 mL que contenia 20 mL de

medio de cultivo suplementados con diferentes concentraciones de quercetina (0.1,
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1,10y 100 uM) y se incubd a 30°C, con agitacién constante durante 12 h, realizando
lecturas de absorbancia a 600nm cada hora. Posteriormente se calculd la velocidad
especifica de crecimiento empleando la ecuacién de crecimiento exponencial (Ecu,

1) y se calculé el porcentaje de crecimiento celular (Ecu, 2).

Ecuacion 1: Velocidad especifica de crecimiento (u)

_In(X; / Xo)
K= t

Donde:

« X; es la concentracion celular en el tiempo t
. XO es la concentracidn celular inicial (en el tiempo t=0),

« In es el logaritmo natural.

Ecuacion 2: Porcentaje de crecimiento celular

o (u quercetina)
% Crecimietno celular = (u control) x100

Donde:

e puquercetina es la velocidad especifica de crecimiento de las células

suplementadas con quercetina.
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e ucontrol es la velocidad especifica de crecimiento de las células no

suplementadas (control).

V .2.2 Evaluacion de la suplementacién de quercetina sobre el estrés oxidativo

La evaluacién sobre la generacién de ERO se realizé empleando diacetato de 2',7'-
diclorodihidrofluoresceina (H,DCFDA; Merck). B. thuringiensis se crecié en medio
nutritivo y se incubd 12 h a 30 °C, con agitacion constante. Posteriormente, se
inocularon matraces de 25 mL que contenian 5 mL de medio nutritivo suplementado
con quercetina (0.1,1 y 10 yM) e incubaron a 30 °C con agitacion constante, por 36
h, tomando una muestra cada 12 h. En seguida, se cosecharon 2 x 107 células a
3000 g de fuerza centrifuga durante 3 min y se desechd el sobrenadante
(conservando en el tubo 200 pyL de medio aproximadamente, para asegurarse de que
las células no se deshidraten o pierdan material durante el proceso de
centrifugacién), se homogenizaron las células y se les adiciono 4 yL H,DCFDA (5
mg/mL). Las células se incubaron durante 1 h a 28 °C con agitacion moderada.
Posteriormente, las células se recolectaron a 3000 g de fuerza centrifuga durante 3
min, se lavaron 2 veces con 500 mL de solucién salina de fosfatos (PBS) y se
resuspendieron en 200 yL de PBS. En seguida se transfirieron 150 uL de células
suspendidas a un pozo de una microplaca (negra de 96 pozos) y se midid la
fluorescencia empleando un lector de microplacas (Varioskan Flash, Thermo
Scientific) a una longitud de onda 484 £ 10 nm (excitacion) y 518 + 10 nm (emision)

(Sinha & Pick, 2021).
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V.3 Analisis estadistico

Se realizaron un minimo de tres experimentos bioldgicos independientes por
duplicado. Los resultados obtenidos se analizaron empleando un analisis de varianza
(ANOVA) de una via. Seguido de la prueba de comparaciones multiples de Dunnett,
considerando como grupo de referencia el control sin suplementacién. El analisis se
realizd con un nivel de significancia de p < 0.05, empleando los programas

estadisticos Minitab y GraphPad Prism.

VI. RESULTADOS

VI.1. Curva de crecimiento

La curva muestra una fase de adaptacion en las primeras 3 horas, seguido de una

fase de crecimiento exponencial de las 4 y 11 h, destacando que a partir de la 6 h se

presenta una etapa de desaceleracion en el crecimiento celular (Fig. 1).
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Figura 1.- Curva de crecimiento celular de Bacillus thuringiensis. Curva de crecimiento en medio
nutritivo a 30 °C con agitacion constate; la absorbancia se determiné a 600 nm cada hora durante 12
h. Las barras indican la desviacién estandar de tres experimentos independientes. Después de 1.0

de absorbancia las medidas no son fiables de acuerdo con la ley Lamber-Beer.

V1.2. Curva de crecimiento suplementando diferentes concentraciones de
Quercetina
Una vez determinada la curva de crecimiento, se evalu6o el efecto de la
suplementacion de quercetina sobre su crecimiento B. thuringiensis crecié en medio
nutritivo suplementado con cuatro concentraciones diferentes de quercetina (0.1, 1,
10 y 100 pyM), asi como su control sin quercetina (Fig. 2). Los resultados No
mostraron cambios significativos en las curvas de crecimientos celular, resaltando
que el control y las células suplementadas con 0.1, 1 y 10 uM, presentaron curvas
de crecimiento bacteriano similares alcanzando valores maximos de DOgog cercanos
a 1.5. Por su parte, la muestra tratada con 100 uM exhibié un efecto negativo sobre

el crecimiento celular de B. thuringiensis. El analisis estadistico indicé que al menos
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uno de los tratamientos afecta significativamente la velocidad de crecimiento (Cuadro

A2).

1.5

-~ Control
‘g ) :_,_.;-_::J" = 0.1 uM
TJ —+— 1 uM
2
= ¥ 10 uM
Qo
5 100 uM
(72}
el
<

Tiempo (h)

Figura 2.- Efecto de la quercetina sobre el crecimiento celular de B. thuringiensis. Se muestra la
dinamica de crecimiento bacteriano por la suplementacién con distintas concentraciones de la
quercetina (0.1 uM, 1 yM, 10 uM y 100 uM) empleando medio nutritivo, incubado a 30 °C con

agitacion continua.

El analisis de la velocidad maxima de crecimiento se baso6 en valores del eje X que
representan las diferencias entre la media de cada tratamiento y la media del grupo
control. Como se puede observar, los intervalos de confianza de las concentraciones
evaluadas incluyen el 0 (control), lo que sugiere que no se generé un efecto
significativo respecto al control, lo que sugiere que estas concentraciones no
generaron un efecto significativo respecto al control. Por otra parte, la concentracion
de 100 uM muestra un efecto significativo en comparacion al control, su amplitud de
intervalos es mayor a la del resto de las concentraciones, lo que indic6 mayor

variabilidad en los datos obtenidos (Fig. 3).
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Figura 3.- Influencia de la suplementacion de quercetina sobre la velocidad maxima de crecimiento
de B. thuringiensis. Se calculo la velocidad maxima de crecimiento de B. thuringiensis crecida en
medio nutritivo suplementado con 0.1, 1, 10 y 100 uM de quercetina. La suplementacion de 0.1, 1,
10 uM no presentaron diferencias significativas respecto al control; mientras que 100 yM mostré una
influencia negativa en comparacion con el control (P = 0.0229). Se presenta un grafico de la prueba
de Dunnett’s (p < 0.05).

Otro factor que se tomd en cuenta para el analisis estadistico fue el tiempo de
duplicacion, debido a que esta variable refleja la eficiencia con las que las células se
dividen. EIl tiempo de duplicacion es inversamente proporcional a la velocidad de
crecimiento, un valor menor indica que las células se dividen mas rapido y un tiempo
de duplicacion mayor indica que el organismo prensa una duplicacion lenta. Este
parametro también puede proporcionar informacion sobre la influencia de la

quercetina sobre el crecimiento celular.

Los andlisis muestran que los intervalos de confianza para las concentraciones

probadas abarcan el 0 (control), lo que indica que estas concentraciones no generan
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influyen sobre el crecimiento en comparacion con el tiempo de duplicacion. Cémo se
describié anteriormente los valores del eje X representan las diferencias entre la
media de cada tratamiento y la media del grupo control, mientras que los intervalos
mostrados corresponden a estimaciones ajustadas por Dunnett’s para comparar

cada tratamiento con el control.

No obstante, la concentracion de 100 pyM muestra un efecto significativo en
comparacion con el control, ya que su intervalo no cruza el 0. Ademas, la amplitud
de su intervalo es mayor que la del resto de las concentraciones, lo que indica una

mayor variabilidad en los datos obtenidos (Fig. 4).

0.1 M - CONTROL [

1M - CONTROL - | o

10 uM - CONTROL- | »

100 uM - CONTROL

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 15 2.0

Figura 4.- Influencia de la suplementacion de quercetina sobre el tiempo de duplicacién de B.
thuringiensis. Se calculo el tiempo de duplicacién de B. thuringiensis crecida en medio nutritivo
suplementado con 0.1, 1, 10 y 100 uM de quercetina. La suplementacién de 0.1, 1, 10 yM no
presentaron diferencias significativas respecto al control; mientras que 100 yM mostré una influencia
sobre el incremento del tiempo de duplicacion (P = 0.003). Se presenta la desviacion estandar de
tres experimentos independientes, analizados mediante ANOVA de una via seguido de la prueba de

Dunnett’s versus control (p < 0.05). ANOVA, analisis de varianza; ns, no significativo.
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Con la finalidad de analizar la influencia de la suplementacién de quercetina (0.1, 1
y 10 uM) sobre el estrés oxidativo, se optd por realizar un analisis de la generacion
de ERO empleando diacetato de 2',7'-diclorofluoresceina (H.DCFDA) en diferentes
tiempos del crecimiento celular (12, 24 y 36 h). Los resultados mostraron que a las
12 h la suplementacion de quercetina (1 y 10 uM) influye de manera positiva sobre
la generacion de ERO en comparacion con el control. Sin embargo, la
suplementaciéon de 0.1 yM, no muestra diferencias en comparacion con el control.
De manera similar la suplementacion de quercetina (0.1, 1 y 10 uM) no influye sobre

la generacion de especies en comparacion con el control a las 24 y 36 h (Fig. 6).
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Figura 5.- La suplementacion de quercetina altera la generacion de ERO en B. thuringiensis. Se
evalué el efecto de la suplementacién de quercetina (0.1, 1y 10 uM) sobre la generacion de ERO a
las 12, 24 y 36 horas en Bacillus thuringiensis crecida en medio nutritivo a 30 °C, con agitacion
constante. Se muestra la desviacion estandar de tres experimentos independientes, analizados
empleando ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunnett’s versus control (*p < 0.05).

ANOVA, analisis de varianza; ns, no significativo.

Ademas, los resultados muestran que el control y la suplementacion de quercetina
(1 M) no presenta cambios en la generacion de ERO durante las 12, 24 y 36 h. Por
su parte la suplementacion de 1 uM de quercetina influyé de manera positiva sobre
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la produccién de ERO a las 24 h. Mientras que la suplementacién de quercetina (10

M) influyé de manera negativa sobre la produccion de ERO a las 36 h (Fig. 7).

50
® 12 Horas m 24 Horas A 36 Horas

404

a b a a Hm

s

30—

Intensidad de fluorescencia
(unidades arbitrarias)

Control (Etanol) 0.1 uM Quercetina 1 yM Quercetina 10 uM Quercetina

Figura 6.- La suplementacion de quercetina influye sobre la generacién de ERO dependiente del
tiempo y concentracion en B. thuringiensis. a lo largo del tiempo. Se evalu6 el efecto de la
quercetina (0.1, 1y 10 uM) sobre la produccion de ERO en B. thuringiensis a las 12, 24 y 36 horas
de crecimiento en medio nutritivo a 30 °C, con agitacion constante. Se presenta la desviacion
estandar de tres experimentos independientes, analizados mediante ANOVA de una via seguido de

la prueba de Dunnett’s versus control (*p < 0.05). ANOVA, analisis de varianza; ns, no significativo.

Con la finalidad de evaluar si el incremento de ERO, observado a las 12 h, por la
suplementacion de quercetina (0.1, 1 y 10 uM), las concentraciones de 1y 10 uM
influian sobre la esporulacion se realizaron tinciones a las 12, 24 y 36 h, con el
objetivo de observar y analizar el impacto de los periodos de incubacién prolongados.

Las muestras se encontraban en condiciones de 200 rpm a 30 °C.

23



Para las tinciones realizadas, se muestran resultados cualitativos de B. thuringiensis
bajo las diferentes concentraciones experimentales. (Cuadro 2). El Panel A-C
(Control): Se observa un crecimiento progresivo con el tiempo, alcanzando una alta
densidad bacteriana a las 36 h (C), con una distribucion uniforme y formacion de
redes bacterianas. El Panel D-F (0.1 yM): En las primeras horas (D y E), el
crecimiento es bajo, pero a las 48 h (F) la densidad bacteriana es similar a la del
control, indicando que esta concentracion no inhibe el crecimiento. El Panel G-I (1
MM): Se observa un crecimiento bacteriano en aumento. A las 12 h (G) hay pocas
bacterias visibles, pero a las 24 (H) y 36 h (I) la densidad es alta, comparable al
control, lo que sugiere que esta concentracién tampoco afecta significativamente la
proliferacion. El Panel J-L (10 uM): Presenta un crecimiento similar al control. A las
12 h (J) la densidad es baja, pero a las 24 h (K) ya es evidente el aumento de
bacterias. Alas 48 h (L) la densidad celular es alta, indicando que esta concentracion
no inhibe el crecimiento. El Panel M-O (100 uM): Se observa una reduccion notable
en el crecimiento. A las 12 h (M) hay pocas bacterias y a las 24 h (N) la densidad
sigue siendo baja. A las 36 h (O) hay una disminucion significativa en la cantidad de

bacterias, lo que sugiere un efecto inhibitorio del tratamiento a esta concentracion.
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12 HORAS

24 HORAS

36 HORAS

CONTROL

0.1 M

1uM

10 M

100uM

Cuadro 2: Crecimiento de Bacillus thuringiensis a distintas concentraciones de quercetina (01, 1, 10,
100 uM) durante diferentes tiempos de incubacion (12, 24, 36 h). Cada conjunto de paneles (A—O)
representa la morfologia y densidad bacteriana observada en microscopia para un tratamiento

especifico, permitiendo comparar el efecto del tiempo y la concentracion sobre el crecimiento.
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VII. DISCUSION
B. thuringiensis es una bacteria con capacidad insecticida, debido a la produccion de

la proteina CRY en sus esporas. La esporulacién de Bacillus thuringiensis puede ser
alterada por la exposicion a estrés, diversos factores pueden influir sobre la induccion
del estrés celular (Rosamel y Carolina, 2023). Entre los cuales, se encuentran
compuestos como la quercetina, un flavonoide con propiedades antimicrobianas. Por
lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la suplementaciéon de

quercetina sobre la esporulacion dependiente del estrés oxidativo en B. thuringiensis.

La cinética de crecimiento observada en el estudio reveld patrones caracteristicos
que se alinean con los modelos de crecimiento microbiano. Durante la fase de
latencia, las células se adaptaron al medio de cultivo, mostrando una actividad
metabdlica inicial, sin incremento significativo en la biomasa. Este comportamiento
es consistente con estudios previos en los que B. thuringiensis tarda un periodo inicial
en sintetizar las enzimas necesarias para aprovechar los nutrientes disponibles
(Escalante, 2018). La adaptacion al medio es un proceso cuyo tiempo puede variar
entre especies de Bacillus. Por ejemplo, especies como B. cereus y B. pumilus
presentan una fase lag mas corta, mientras que otras, como B. subtilis, pueden
requerir hasta 4 h para adaptarse al entorno (Alvarez y Sanchez, 2016). Sin embargo,
es la fase estacionaria donde se produjo la mayor cantidad de esporas siendo esta
una respuesta al agotamiento de nutrientes, debido a ello en esta evaluacion se tomé
una muestra a las 36 h de incubacion, la formacion completa de esporas a partir de

las 19 h de incubacion y su liberacién entre las 22 y 24 h, lo que indicé que el tiempo
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seleccionado para la toma de muestra es adecuado asegurando su presencia

(Hernandez, 2014).

Para los tratamientos suplementados con quercetina, se requirieron cantidades que
no fueran inhibitorias para B. thuringiensis, con la finalidad de generar un estrés
oxidativo sin afectar su crecimiento celular, se ha reportado el uso de quercetina para
inhibicion de hongos usando concentraciones de 2.4 g/L mostrando un efecto de
inhibicién del 80% usada en varias cepas de Aspergillus flavus (Vazquez, 2016). Por
otro lado, la quercetina usada sobre microorganismos puede llegar a comprometer
la integridad de la membrana celular bacteriana, lo que resulta en la inhibicién del
crecimiento de las bacterias (Elizondo y col, 2020). Se reporté que el efecto
bacteriostatico de la quercetina en E. y coli, P. aeruginosa, S. enterica Typhimurium
y S. aureus, presentando una mayor influencia sobre bacterias Gram-positivas,
alterando las parades celulares y membranas en concentraciones minimas
inhibitorias (MIC) de 50 x MIC para E. y coliy 10 x MIC para S. aureus. Ademas, se
destaca que la actividad antimicrobiana de flavonoides tiene mayor efecto en
bacterias Gram-positivas en comparacion a las bacterias Gram-negativas (Wang y

col, 2018; Osonga y col. 2019).

En este estudio, el uso de quercetina en B. thuringiensis sugiere que, en
concentraciones de 0.1, 1 y 10 yM de quercetina, podria favorecer el crecimiento
celular, dependiente de un estrés oxidativo, sin afectar su crecimiento celular
caracteristico. A excepcion de la suplementacion con 100 yM de quercetina que

mostré un efecto inhibitorio. El estrés oxidativo es un desequilibrio a corto y largo
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plazo entre antioxidantes y prooxidantes. La prooxidacion se refiere al proceso en el
que ciertas moléculas, pueden promover la generacion de ERO en lugar de
neutralizarlas (Colina, 2018). Cuando la generacion de ERO no se regula
adecuadamente, estos compuestos pueden desencadenar un fendbmeno conocido

como estrés oxidativo (Escarza y Lépez, 2020).

Los resultados de la suplementacion con quercetina (1 y 10 yM) mostraron un
incremento en la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) alas 12 h, lo
que sugiere un estrés oxidativo dependiente, un posible efecto prooxidante por la
suplementacion de quercetina (Ortega y col, 2017). Cabe destacar que, alas 24 y 36
h, no se observaron diferencias significativas respecto a el control. Lo cual, podria
estar relacionado con una respuesta adaptativa de B. thuringiensis, dependiente de
la activacion de mecanismos antioxidantes que regulan la produccion y/o
neutralizacion de ERO (Velasquez y Cerén, 2018). El estrés oxidativo esta
relacionado con la transferencia de electrones que ocurren dentro de las células
como las de la cadena respiratoria, generando ERO, estas especies incluyen aniones
super oOxidos (03 + 1e™), perdéxido de hidrogeno (H2O, + 2e°) y radicales hidroxilos
(HO) (Carvajal, 2019). Los niveles altos de ERO pueden provocar dafios en la
membrana o provocar muerte celular, por ello la mayoria de los organismos
contienen sistemas enzimaticos que ayudan a regular el estrés oxidativo (Johnson y
Hug, 2019). Los mecanismos de esporulacion de B.subtilis, siendo SpoOA regulador
clave que inducen la esporulacion (Li y col., 2024). En su forma fosforilada se une a
una region especifica del ADN denominada "0A-Box" y funciona como un regulador
transcripcional, reprimiendo la expresién de algunos genes activos durante la fase
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vegetativa y, al mismo tiempo, activando genes relacionados con el proceso de

esporulacion (Molle y col., 2003).
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VIil. CONCLUSION
Los tratamientos suplementados con quercetina en concentraciones de 0.1, 1y 10

limitaron el crecimiento celular bacteriano. Sin embargo, la suplementacién de 100
MM de quercetina inhibié el crecimiento y aumentd el tiempo de duplicacion,
sugiriendo un efecto toxico. Ademas, se observd que la quercetina promueve la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) en las primeras horas de
crecimiento, lo que podria estar relacionado con su efecto prooxidante, generando
un estrés oxidativo en las células que podria influir sobre el crecimiento celular de B.
thuringiensis. En general, la quercetina podria ser una opcién potencial en la
produccion de proteina CRY en sus esporas, de manera dependiente de la

concentracion empleada y del tiempo de exposicion.
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Con base en las actividades de responsabilidad para el Comité de Bioética de la
Facultad de Quimica de la Universidad Auténoma de Querétaro en la revision de
proyectos de investigacion con la participacion de sujetos humanos (directamente
en ensayos clinicos, investigacion observacional o por empleo de muestras
biolégicas), asi como del uso de animales de experimentacion, le comunicamos que
el protocolo de investigacion titulado “Influencia de la suplementacion de
quercetina sobre la producciéon de la proteina insecticida CRY en Bacillus
thuringiensis”, del cual Usted es responsable, fue evaluado con una resolucion de
exento de dictamen ético debido a que el proyecto no incluye estudios con
animales de experimentacion ni sujetos humanos.

Cabe mencionar que ningun integrante del Comité declaré conflicto de interés para
la evaluacion del protocolo de investigacion. Sin mas por el momento, quedamos a
sus ordenes para cualquier duda o aclaracion.
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Cuadro 2: Analisis de medias de la velocidad de crecimiento

FACTOR N MEDIA Desv. Est.
Control 3 0.12063 0.00854
0.1 uM 3 0.116657 0.00386

1 uM 3 0.12343 0.00483
10 uM 3 0.12783 0.00438
100 uM 3 0.0582 0.0504

Cuadro 3: Analisis de varianza de la velocidad de crecimiento.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor P
FACTOR 4 0.009997 0.002499 4.69 0.022
Error 10 0.005331 0.000533
Total 14 0.015328
Cuadro 4: Analisis de varianza del tiempo de duplicacion.
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor P
FACTOR 4 4.273 1.0683 8.87 0.003
Error 10 1.204 0.1204
Total 14 5477
Cuadro 5: Analisis de medias del tiempo de duplicacion.
FACTOR MEDIA Desv. Est. IC de 95%
Control 5.764 0.392 (5.317, 6.210)
0.1 M 5.950 0.194 (5.504, 6.396)
1 UM 5.619 0.216 (5.173, 6.066)
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10 uM

5.427 0.183

(4.980, 5.873)

100 uM

6.953 0.575

(6.507, 7.400)

Desy, Est agrupada= 0.346990
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