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RESUMEN

La soya es uno de los cultivos mds importantes a nivel mundial, pero es muy susceptible a
ataques de microorganismos, los cuales se pueden controlar con fungicidas quimicos. El uso
excesivo de agentes quimicos para controlar enfermedades causadas por microorganismos
en los cultivos es un problema mundial que causa intoxicacién, contaminacién y resistencia
a patégenos. Una alternativa para disminuir su exceso, es el uso de metabolitos secundarios
de origen bacteriano con actividad antifungica, como fluopsina C (FLC). En el presente
estudio, se determind el efecto inhibitorio de FLC frente a diferentes hongos patdgenos de
soya. La FLC fue producida por la bacteria Pseudomonas aeruginosa cepa LV. Los dafios
provocados por la FLC en el hongo Phomopsis sojae se observaron con microscopia
electrénica de barrido. Se realizaron pruebas de patogenicidad siguiendo los postulados de
Koch y se aislaron los patégenos Pythium sp. y Rhizoctonia solani de teijdos de plantas de
soya infectados. Se realizaron pruebas de difusidon de discos a diferentes concentraciones
de FLC frente a los patégenos y se observo que se puede inhibir hasta el 60 % de R. solani'y
41 % de Pythium sp. Se determind la concentracion minima inhibitoria de FLC para R. solani
de 18 pg/mL y de 9 pug/mL para Pythium sp. Ademas, se realizaron pruebas con FLC en
semillas de soya infectadas con patdgenos y se observé que FLC no afecta la germinacion ni
la longitud de raiz de las semillas, reduce los sintomas de infeccién y disminuye la incidencia

de enfermedad.



ABSTRACT

Soybean is one of the most important crops worldwide, but it is highly susceptible to attacks
by microorganisms, which can be controlled with chemical fungicides. The excessive use of
chemical agents to control diseases caused by microorganisms in crops is a global problem
that leads to poisoning, contamination, and pathogen resistance. An alternative to reduce
their excess is using secondary metabolites of bacterial origin with antifungal activity such
as fluopsin C (FLC). In the present study, the inhibitory effect of FLC against different
soybean pathogenic fungi was determined. FLC was produced by the bacterium
Pseudomonas aeruginosa strain LV. The damage caused by FLC on the fungus Phomopsis
sojae was observed using scanning electron microscopy. Pathogenicity tests were
conducted following Koch's postulates, and the pathogens Pythium sp. and Rhizoctonia
solani were isolated from infected soybean plant tissues. Disc diffusion tests at different
concentrations of FLC were carried out against the pathogens, and it was observed that up
to 60 % inhibition of R. solani and 41 % of Pythium sp. could be achieved. The minimum
inhibitory concentration of FLC was determined to be 18 pg/mL for R. solani and 9 pg/mL
for Pythium sp. Furthermore, FLC was tested on pathogen-infected soybean seeds, and it
was observed that FLC does not affect seed germination or root length, reduces infection

symptoms, and decreases disease incidence.



INTRODUCCION

La produccién agricola es crucial para la seguridad alimentaria global, por lo que la
proteccion de cultivos contra patdgenos se convierte en una prioridad ineludible. Entre los
cultivos fundamentales para la alimentacion humana y animal se encuentra la soya (Glycine
max), cuya susceptibilidad a diversas enfermedades, especialmente aquellas causadas por
hongos patdgenos, plantea desafios significativos para su cultivo y rendimiento (Patifio-
Moscoso, et al., 2023). En este contexto, el uso extensivo de fungicidas quimicos ha sido
una prdactica comun para controlar las enfermedades fungicas en los cultivos de soya. Sin
embargo, este enfoque presenta serias preocupaciones ambientales y de salud publica
debido a la contaminacidn del suelo, agua y aire, asi como la generacion de resistencia a los
patégenos (Montoya et al., 2024). En busca de alternativas mas sostenibles y eficaces, la
investigacion se ha dirigido hacia el uso de metabolitos antifungicos naturales producidos
por microorganismos beneficiosos. Entre estos metabolitos, la fluopsina C (FLC), producida
por la bacteria Pseudomonas aeruginosa cepa LV, ha emergido como un candidato
prometedor para el control de hongos patégenos en la soya. La FLC ha demostrado poseer
propiedades antimicrobianas, lo que sugiere su potencial aplicacién en la proteccién de
cultivos contra enfermedades fungicas (Afonso et al., 2022). Con el objetivo general de
evaluar la actividad antifungica de la FLC producida por Pseudomonas aeruginosa LV frente
a los hongos patdégenos de la soya en condiciones de laboratorio, este estudio se propuso
investigar el efecto de este metabolito en la fase critica de germinacion de las semillas de
soya. Mediante un enfoque metodolégico riguroso y analisis detallados, se examinaron los
efectos de la FLC en la inhibicién del crecimiento flngico y su capacidad para prevenir la
infeccion en las plantulas de soya. Los resultados obtenidos en este estudio proporcionan
informacidn crucial sobre el potencial de la FLC como una alternativa viable a los fungicidas
qguimicos en el control de enfermedades fungicas en los cultivos de soya. Ademas, destacan
la importancia de explorar y aprovechar los recursos naturales, como los metabolitos
microbianos, para promover practicas agricolas mas sostenibles y respetuosas con el medio

ambiente.



1. ANTECEDENTES

1.1. Metabolitos secundarios
Los metabolitos son sustancias de bajo peso molecular resultado de la actividad metabdlica
de los organismos (Canuto et al., 2018). Estos se clasifican en dos categorias: metabolitos
primarios y metabolitos secundarios, los metabolitos primarios son esenciales en los
procesos de crecimiento, desarrollo y reproduccién, en contraste, los metabolitos
secundarios cumplen una funcidn esencial en la respuesta a situaciones de estrés ambiental
y en la proteccién contra depredadores y agentes patdgenos (Sanchez, 2022). Los
metabolitos secundarios son producidos por plantas, algas, hongos y bacterias como
resultado de la evolucién y las interacciones entre seres vivos, se pueden identificar
diversos metabolitos secundarios, los cuales, segln sus vias biosintéticas, se dividen en
diferentes familias moleculares, entre las que se incluyen los fendlicos, terpenos,
esteroides, alcaloides y flavonoides (Pang et al., 2021). En la figura 1 se observa la sintesis
de las diferentes familias de metabolitos secundarios. En la figura 1, una molécula central
en el metabolismo energético, como la glucosa, se utiliza como fuente de energia en forma
de ATP. A partir del metabolismo de la glucosa, se forman las vias del acido shikimico y del
acetil-CoA. Los terpenos se derivan de la ruta del acetato a través del intermediario del
mevalonato, que proviene del 2-etil-1,3-butaldehido conocido como isopreno. Los
compuestos fendlicos se sintetizan a partir de dos rutas metabdlicas principales: la via del
acido shikimico y la via del dcido maldnico. De la ruta del acetil-CoA, que se origina a partir
de la glucosa, puede resultar el ciclo de Krebs, el cual produce ornitina y lisina, que a su vez
generan alcaloides como la putrescina. Del acetil-CoA también se produce el mevalonato,
que luego puede convertirse en isoprenoides que producen terpenoides como el mentol y
esteroides como el cortisol. Al combinar las rutas del acetil-CoA y del acido shikimico,
pueden producirse flavonoides como la quercetina. Del acido shikimico se deriva el acido
galico, del cual se forman los taninos. También del acido shikimico se obtienen la
fenilalanina y la tirosina, que posteriormente generan alcaloides como la morfina. Ademas,

el acido shikimico puede generar fenoles como el acido cafeico.



Figura 1. Ciclo de sintesis de metabolitos secundarios. Modificada de Barreto et al. (2020).
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1.1.1. Metabolitos secundarios de plantas
El metabolismo secundario de las plantas incluye vias y procesos de sintesis que generan
moléculas de bajo peso molecular, que no son esenciales para la supervivencia inmediata
de la planta. Estas sustancias desempeian un papel crucial en la respuesta defensiva contra
herbivoros, patégenos como bacterias, hongos y virus, asi como en la interaccién con otras
plantas. Tambien pueden servir como sefiales para comunicarse plantas y sus simbiontes
microbianos, y para atraer polinizadores y facilitar la dispersion de semillas (Yang et al.,
2018). Estos compuestos secundarios son el producto de mutaciones hereditarias en las
vias metabdlicas primarias. Entre ellos se encuentran alcaloides, glucésidos cianogénicos,
glucosinolatos, alcamidas, terpenos, compuestos fendlicos y saponinas (Bhat et al., 2020).
Es importante destacar que estos compuestos poseen un gran interés econémico, dado que
presentan propiedades de relevancia en areas como la farmacologia, la agricultura y la
medicina (Robles-Garcia et al., 2016). Ejemplos de MS sintetizados por plantas son los
capsaicinoides como se muestra en la figura 2 donde primero se elimina el carbono 8 de Ia
arginina, lo que genera agmatina, a partir de la cual se forma putrescina y otros compuestos.
La putrescina se transforma en espermidina mediante la adicién de grupos aminopropilo, y
posteriormente, la espermidina se convierte en espermina por la transferencia de grupos

aminopropilo, lo que finalmente da lugar a la sintesis de termospermina.
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Figura 2. Biosintesis de termospermina. Modificado de Bajguz y Piotrowska, 2023.

1.1.2. Metabolitos secundarios de algas
Las algas, organismos fotosintéticos eucariotas, prosperan en diversos entornos, desde
suelos humedos y cuerpos de agua dulce hasta nieve, desempefiando un papel esencial en
los ecosistemas que habitan, por su abundancia y diversidad, las algas se dividen
principalmente en dos grupos segln su organizacidén y tamano: las microalgas y las
macroalgas, aunque se encuentran predominantemente en los océanos, su presencia se
extiende por una amplia variedad de habitats (Alves de Aguilar et al.,, 2022). Estos
organismos, como las plantas, pueden producir su propio alimento; sus pigmentos
fotosintéticos, como la clorofila, capturan la energia luminica y la utilizan para sintetizar
moléculas organicas (Manjarrez et al., 2020). Las algas son una fuente rica y diversa de
metabolitos, con mas de 1,140 metabolitos secundarios identificados en algas marinas de
géneros como Dictyota, Padina y Sargassum, estas sustancias son de gran interés en la
industria debido a sus aplicaciones medicinales, ya que contienen aminoacidos, terpenos,

florotaninos, esteroides, compuestos fendlicos, cetonas, alcanos halogenados y polisulfuros
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ciclicos (Lozano, 2018). Otro jemplo muy conocido de MS de algas es el alginato, como se
observa en la figura 3, su biosintesis inicia con el ciclo de Calvin en algas pardas, del cual se
produce fructosa, la cual es transformada en manosa mediante la accién de una enzima
conocida como manosa-6-fosfato isomerasa. Luego, la manosa se convierte en guanosina
difosfato (GDP) a través de la enzima manosa 1 fosfato guanilitransferasa. A continuacion,
el GDP se convierte en guanosina difosfato manurénico mediante la accion de la enzima
GDP-manosa 4,6 deshidrogrenasa. Posteriormente, la guanosina difosfato manurdnico se
transforma en manuronato, el cual a su vez se convierte en alginato a través del proceso de

polimerizacién mediado por la glicosiltransferasa.

Figura 3 Metabolitos secundarios sintetizados por algas. Modificado de Shao y Duan
(2022).
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1.1.3. Metabolitos secundarios de hongos
Muchos hongos tienen un metabolis mo secundario bien desarrollado. La diversidad de
especies de hongos y la diversificacion de grupos de genes biosintéticos subraya un
potencial casi ilimitado de variacion metabdlica y un recurso sin explotar para el
descubrimiento de compuestos, los hongos sintetizan metabolitos secundarios para
conquistar diversos habitats y sostener su existencia (Bills et al., 2016). También cumplen
funciones muy diversas, como mediar en la comunicacion dentro de una especie o entre
especies diferentes, defenderse contra competidores, adquirir nutrientes e incluso
participar en interacciones simbidticas (Macheleidt et al, 2016). Entre los hongos
productores, el género Pycnoporus spp. son productores de cinnabarina, segun sefiala el
estudio de Pineda-Insuasti et al. (2017). Especies pertenecientes al género Pleurotus tienen
la capacidad de sintetizar esteroles y compuestos triterpenoides, como ha sido destacado
por Vega (2016). Los hongos enddfitos, por su parte, son reconocidos por su notable
produccién de fenoles, entre los cuales se incluyen las cumarinas, como indican los
hallazgos de De Almeida Ribeiro et al. (2020). Un ejemplo adicional es el género Diaporthe
sp, que se destaca por la producciéon de metabolitos como la carboxamida, demostrando
propiedades antibacterianas segun la investigaciéon de Tonial et al. (2023). Uno de los
metablitos secundarios mas producidos por hongos por su importancia medicinal es la
penicilina, como se presenta en la figura 4. La biosintesis de la penicilina en Penicillium
chrysogenum involucra la conversion de sustratos simples como el 3-fosfoglicerato en
precursores clave. El 3-fosfoglicerato se convierte en 3-fosfohidroxipiruvato, el cual es un
punto de partida en la sintesis de serina, un aminoacido esencial. La serina, a su vez, puede
contribuir a la formacidén de cisteina, otro aminodcido crucial en la produccién de penicilina.
Esta ruta metabdlica demuestra la complejidad y la interconexidon de los procesos

bioquimicos involucrados en la sintesis de este importante antibidtico.
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Figura 4. Biosintesis de metabolitos secundarios de hongos. Modificado de Azizan et al.
(2016).

1.1.4. Metabolitos secundarios de bacterias
Las bacterias, como una de las formas de vida mas antiguas de la Tierra, han demostrado
una notable capacidad para colonizar diversos habitats, desde ambientes extremos hasta
organismos vivos como animales y plantas, esta adaptabilidad ha sido posible gracias a su
evolucidon a lo largo de 3.200 millones de afos, durante los cuales han desarrollado
complejas capacidades biosintéticas (D'Souza et al, 2018). Una de las habilidades
adquiridas debido a su gran capacidad de adaptacion es la produccién de una amplia gama
de metabolitos secundarios, generados a partir de vias biosintéticas bien definidas y
compuestos precursores en la etapa estacionaria de su crecimiento, la cual se observa en

la figura 5 (Tyc et al., 2017; Kumari et al., 2021).
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Figura 5. Produccion de metabolitos secundarios bacterianos. La produccién de metabolitos
secundarios ocurre al final de la fase exponencial y al comienzo de la fase estacionaria del
crecimiento bacteriano(A). Diversos mecanismos de biosintesis de metabolitos secundarios en
bacterias (B). Modificado de Andryukov, et al. (2019).

Los metabolitos secundarios pueden encontrarse dentro de la célula, en el medio
extracelular o en el espacio de cabeza del cultivo, estos compuestos son absorbidos,
producidos, degradados o excretados por las bacterias (Kumari et al., 2021). La produccién
de metabolitos secundarios suele estar asociada con una baja tasa de crecimiento y una
respuesta a condiciones de estrés (Gokulan et al., 2014). Estos metabolitos son el resultado
de vias biosintéticas especificas, reguladas por grupos de genes biosintéticos (BGCs) que
codifican megasintetasas, como las sintetasas de poliquétidos y las sintetasas de péptidos
no ribosomales, estos genes producen compuestos con multiples funciones, tales como
proteccion contra factores de estrés, captura de hierro y actividad antimicrobiana (Dilshad

et al., 2022).
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Estos conjuntos de genes trabajan en coordinacidn para codificar vias biosintéticas
especificas para metabolitos secundarios y estan regulados por procesos de desarrollo
bacteriano, esporulacién y respuestas a antibidticos y otros factores estresantes (Chevrette
etal., 2022). Por ello, para optimizar la produccién de estos compuestos, es crucial controlar
las condiciones de crecimiento bacteriano, como la temperatura, el pH y los requisitos
nutricionales (Dror et al., 2020). Para las bacterias, los metabolitos secundarios juegan un
papel fundamental en las interacciones microbianas, que pueden ser competitivas o

cooperativas, asi como en la mediacion de sefiales especificas (Chevrette et al., 2022).

Los metabolitos secundarios bacterianos tienen aplicaciones significativas en diversas
industrias, incluyendo la medicina y la agricultura como se muestra en la tabla 1 (Keswani
et al., 2020). En el dmbito agricola, los metabolitos secundarios bacterianos se utilizan para
reducir el uso de pesticidas quimicos, mitigando problemas como la resistencia de plagas,
residuos en alimentos, degradacidn del ecosistema y efectos adversos en la salud humana
(Keswani et al., 2020). En la medicina, estos compuestos desempefian un papel crucial en
la lucha contra la resistencia a los antimicrobianos, un problema creciente debido al uso
excesivo de antibidticos (Qadri et al., 2020). Ademds, también se utilizan para promover el
crecimiento de plantas y tienen aplicaciones emergentes en campos como la farmacéutica,

la cosmética y la quimica (DeBritto et al., 2020; Gupta et al., 2020).
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Tabla 1. Bacterias productoras de metabolitos secundarios.

Bacteria Metabolito secundario Aplicacién industrial Referencias
Actinomicetos Tetraciclinas Antibidtico inhibe sintesis de Quifiones-Aguilar et al.
proteinas (2016).
Bacillus subtilis Surfactinas Desestabilizantes de membranas | De Francga et al. (2021)
bioldgicas
Pseudomonas Pocianina Antibioticos Tirado y Duran (2017).
spp. Siderdforos agente quelante
Brevibacillus sp Brevilaterin B Anticancerigeno ‘ Zayed et al. (2021).
Burkholderia Bactobolin Antibidtico Klaus et al. (2020).
thailandensis
Streptomyces Valinomicina Antifungico Wei, et al. (2021).
sp.
Burkholderia Pirrolnitrina Hongos oomicetos bacterias my
lata grampositivas Mahenthiralingam
(2022).

1.2.La soya
La soya cultivada (Glycine max (L.) Merr., es de origen asidtico (Mederos-Ramirez et al.,
2021). Es una planta que pertenece a la familia Fabaceae, conocida como la familia de las
leguminosas, prospera en regiones subtropicales caracterizadas por climas
permanentemente humedos, por lo general, alcanza una altura maxima de 80 cm, con sus
semillas desarrolldandose dentro de vainas que suelen medir entre 4 y 6 cm de largo,
conteniendo cada una de 2 a 3 granos de soya (Boldrini et al., 2022). Su ciclo de vida abarca
entre 80 y 200 dias (Chipana y Calle, 2017). La formay el color de las semillas varian segun
la diversidad genética de la especie, presentdandose en tonalidades principalmente
amarillas, negras o verdes (Boldrini et al., 2022). El tallo de la planta se desarrolla de manera
vertical y erguida como se observa en la figura 6, donde las plantas de soya fueron cultivadas
por 21 dias para observar su crecimiento, mientras que su sistema radicular estd
fundamentado en una raiz pivotante de la cual surgen raices secundarias y terciarias, asi
como raices adventicias con pelos radiculares, las hojas son alternas y trifoliadas, con
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foliolos de forma ovalada. Las flores emergen de la axila de la hoja y pueden presentar un

color blanco o purpura (Gémez et al., 2021).

Figura 6. Plantas de soya cultivadas en invernadero en Londrina, Parana. Elaboracion
propia.

En la actualidad, la soya ha ganado reconocimiento como una fuente crucial de aceite y
proteina vegetal, con un contenido que oscila entre el 40 % y el 42 %. Su versatilidad la ha
convertido en un recurso ampliamente utilizado en la acuicultura, la alimentacion animal y
la dieta humana (Pagano & Miransari, 2016). En México, la importancia de la soya se refleja
en la amplia demanda de los subproductos en la industria alimentaria, especialmente en la

produccién de harinas y aceites comestibles (Gonzalez-Molotla et al., 2021).

Segun el informe del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) de 2023,
la produccién mundial de soya alcanzd 396.95 millones de toneladas, con Brasil a la cabeza
con 163 millones de toneladas, seguido de Estados Unidos (113 millones) y Argentina con

48 millones (Servicio de informacion agroalimentaria y pesquera [SIAP], 2023).
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En México, se cultiva en una extensa drea que abarca tanto los estados del norte como del
sur del pais. Se siembran 1,512 hectdreas con una produccidon total de 288,202.57
toneladas. Los principales estados productores son Campeche, Tamaulipas, San Luis Potosi,
Veracruz, Yucatdn, Chiapas, Quintana Roo, Sonora y otros (SIAP, 2023). En la figura 7, se
observa la produccién de soya a nivel mundial en millones de toneladas en 2022, donde el
principal productor de soya fue Brasil con mas de 120 millones de toneladas, seguido de

Estados Unidos con mas de 116 toneladas.

Produccion de soya en 2022
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Figura 7. Produccion mundial de soya. Elaboracion propia sobre informacién proveniente de
Food and Agriculture Organization of the United Nations [FAQ], 2022.
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1.2.1. Enfermedades de la soya
Al igual que la produccion de otros cultivos de importancia econdmica, la produccién de
soya enfrenta constantemente diversos factores abidticos y bidticos (Bandara et al., 2020).
La soya es susceptible a muchas enfermedades y plagas (Roth etal., 2020). Dichas
enfermedades son una preocupacién significativa y dificil de controlar, ocasionando
pérdidas de rendimiento (entre 10 y 15 %) del grano cultivado para la produccién de
alimentos, alimento para animal y combustible (Allen et al., 2017; Lavilla et al., 2021).
Existen mas de 200 patégenos que infectan a la soya, de los cuales 35 son econdmicamente

importantes (Lin et al., 2022).

Uno de estos patdgenos Colletotrichum spp., un hongo que induce la antracnosis. Esta
patologia se situa entre las mas comunes y perjudiciales que afectan a la soya desde su
etapa de semilla hasta su madurez (Junior et al. 2020). Produce lesiones oscuras,
deprimidas e irregulares en cotiledones, vainas, tallos y peciolos; ademds, puede
manifestarse mediante la aparicién de patrones necréticos en las venas abaxiales de las
hojas (Dias et al., 2019). Los hongos pueden infectar la semilla, comenzando por su cubierta,
los cotiledones y los ejes embrionarios, sin que se manifiesten sintomas visibles, lo que
afecta el vigor y la viabilidad debido al deterioro (Pérez et al., 2023). La antracnosis se
transmite a través de las semillas o mediante lesiones en las plantas, como los dafios
causados por insectos; este patdgeno puede incluso ocasionar el marchitamiento de las
plantulas de soya. Las condiciones ambientales de alta humedad relativa y lluvias frecuentes

favorecen el desarrollo de esta enfermedad (Reis et al., 2023).

Otra enfermedad es la roya asiatica de la soya, causada por el hongo biotréfico Phakopsora
pachyrhizi, representa una enfermedad foliar devastadora que supone un desafio
significativo para el sector mundial de la soya (Hossain et al., 2024). Esta enfermedad no
solo afecta la salud de las plantas, sino que también disminuye el tamafio y el peso de las
semillas, asi como el contenido de aceite y el rendimiento total (Childs et al., 2018). Los
primeros sintomas de la infecciéon suelen aparecer en el lado adaxial de las hojas y se

propagan a todos los drganos, manifestandose como pequenas lesiones de color marrén
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que evolucionan hacia tonos mas oscuros con la produccion de urediniosporas (Hossain et
al., 2024; Reis et al., 2016). Como consecuencia, las plantas envejecen prematuramente y
experimentan defoliacion anticipada debido a la disminucidn de la fotosintesis durante la
etapa de floracién (Hossain et al., 2024). En México, esta enfermedad ha provocado
pérdidas que oscilan entre el 25 % y el 80 % en la produccion de soya (Garcia-Rodriguez et

al., 2017).

Pythium sp es un oomiceto patogeno del suelo que afecta a la soya principalmente a través
de la raiz. Inicia su infeccién mediante zoosporas flageladas que, en suelos con suficiente
humedad, encuentran la raiz y la penetran (Zitnick-Anderson et al., 2017). Los sintomas
generales de la infeccidn por Pythium sp incluyen la pudricién de la semilla, un menor
crecimiento de las plantulas y la presencia de lesiones marrones en la radicula (De Souza

Feitosa et al., 2023).

Phytophthora sojae es otro patdgeno que se propaga a través del suelo y puede infectar la
soya en cualquier etapa, desde la siembra hasta la cosecha, desencadenando la enfermedad
de pudricidon de raiz y resultando en una pérdida de rendimiento que puede alcanzar del 10
% al 40 % (Zhao et al., 2017; Dorrance, 2018). Los sintomas principales de esta infeccion
incluyen el marchitamiento de las plantulas, la pudricion de las semillas, la aparicién de
lesiones amarillentas en las hojas, manchas marrones en los tallos, marchitez de las hojas y
la progresion del tejido infectado hasta la muerte prematura de la planta (Zhu et al., 2018).
Este patdgeno tiene la capacidad de sobrevivir mediante oosporas en el tejido y puede
persistir en el suelo durante periodos prolongados (Giachero et al., 2022). En suelos con
alta humedad, desarrolla esporangios de los cuales emergen zoosporas que se liberan en
medios acuosos y encuentran las raices de la soya para iniciar su invasion (McCoy et al.,

2023).
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La enfermedad de la mancha purpura de la semilla o de tizén foliar, causada por Cercospora
kikuchii, se distingue principalmente por la coloracidn purpura rojiza de las semillas, que
pueden manifestarse como pequenas manchas hasta cubrir por completo las semillas,
afectando su capacidad germinativa (Sautua et al., 2019; Lavilla et al., 2022). Este hongo
coloniza la testa de la semilla de soya, donde provoca necrosis en las células y los elementos
vasculares, se manifiesta con lesiones rojizas en las hojas y necrosis de color parduzco en
tallos, peciolos y foliolos (Lavilla et al., 2022). Este hongo produce un gran numero de
conidios dentro de la planta, los cuales son dispersados por el aire hacia nuevos hospederos,
especialmente en condiciones de alta humedad relativa, superiores al 80 %, y temperaturas

entre 23 °Cy 27 °C (Maldonado et al., 2021; Lavilla et al., 2022).

Otra enfermedad es la mancha marrén, causada por el hongo Septoria glycines, tiene la
capacidad de infectar a la planta de soya en todas sus etapas de crecimiento y puede
resultar en pérdidas de rendimiento de hasta el 30 %. Sus sintomas caracteristicos incluyen
la aparicién de lesiones de color marrdn, tejido amarillento y la caida prematura de las hojas

(Martinenko et al., 2021; Neves et al., 2022).

Rhizoctonia solani es un patdgeno necrotréfico que se encuentra en el suelo y causa la
enfermedad de pudricidén de raices. Sus sintomas caracteristicos incluyen la formacién de
lesiones marrones en peciolos y tallos, la presencia de hifas en el tejido infectado, el
desprendimiento de hojas afectadas y la pudricién de raices, especialmente en condiciones

de alta humedad (Ajayi-Oyetunde & Bradley, 2017; Melzer et al., 2016).

El impacto econdmico de estas enfermedades ha estimulado la investigacién sobre su
biologia, epidemiologia y manejo (Roth et al.,, 2020). En la tabla 2 se muestran algunas

enfermedades de soya y sus sintomas caracteristicos.
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Enfermedad

Tabla 2. Enfermedades de la soya.

Microorganismo

Sintomas

Referencia

Tizén de plantulas

Sindrome de muerte
subita (SDS)

Antracnosis

Pudricién parda del
tallo

Cancro del tallo de
Diaporthe

Pustula bacteriana

Pudricidn carbénica

Deterioro de la raiz
primaria

Tizén foliar
Mancha morada de
las semillas

Mancha foliar ojo de

rana

Phytophthora sojae

Fusarium solani

Colletotrichum spp.

Cadophora gregata

Diaporthe spp.

Xanthomonas
axonopodis pv. glicinas

Macrophomina
Phaseolina

Xylaria sp.

Cercospora kikuchii

Cercospora sojina

Mancha marrén de
Septoria

Roya de la soya
Enfermedad de las
plantulas de soya

Septoria glycines

Phakopsora pachyrhizi
Rhizoctonia spp.

Tallos de plantulas blandos y himedos.
Marchitamiento.

Pudricién de raices secundarias.

Hojas amarillentas que finalmente
mueren.

Pudricidn de las raices

Manchas amarillas y secas en las hojas
inferiores.

Manchas oscuras, deprimidas e
irregulares en la planta.

Venas laminares necrosadas.
Defoliacién de hojas.

Pudricién de vainas.

Germinacion prematura.

Oscurecimiento de la médula y el tejido

vascular.

Necrosis foliar.

Clorosis foliar.

Hojas marrones y marchitas.
Decoloracion.

Necrosis marrén rojiza en el tallo.
Lesiones de cancro.

Hojas con pequeiias manchas verde
amarillento con centro amarillo.

Pustulas en la parte inferior de las hojas.

Marchitamiento prematuro.

Oscurecimiento de raices y tallo.

Disminucién de la raiz principal.
Clorosis y necrosis intervenal.
Crecimiento micelial algodonoso blanco
Manchas tefiidas de color purpura
Decoloracién purpura

Manchas redondeadas de color marrén a
gris en las hojas

Manchas marrones.

Lesiones en las hojas.

Lesiones de color canela a rojo

Pudricidn de la raiz en soya

Rojas et al. (2017).

Sjarpe et al. (2019).
Bajwa et al. (2017).

Boufleur et al. (2021)

" McCabe y Graham (2020).

Mena et al. (2020)

Bertoglio et al. (2023)

Deshmukh y Tiwari (2021)

Allen, Bluhm, et al. (2017).

Gomzhina et al. (2024)

Hosseini et al. (2023).
Batzer et al. (2016)

Okello et al. (2020).
Ajayi-Oyetunde y Bradley
(2017).

En la tabla 2, se presentan algunas de las principales enfermedades que afectan a la soya.

Como se puede observar, estos patdgenos comparten sintomas comunes que pueden

comprometer significativamente el rendimiento de las plantas. La severidad y tipo de
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enfermedad estdn influenciados por diversos factores, entre ellos, el manejo efectivo de los
patégenos. Por ello, es fundamental no solo conocer los sintomas, sino también identificar
los agentes causantes de las enfermedades para aplicar controles adecuados (Lin et al.,

2022).

1.2.1.1. Pythium sp.
El oomiceto Pythium sp. es el principal agente causante de enfermedades como el mal de
talluelo y la pudricién de semillas y plantulas de soya (Radmer et al., 2017). Pythium, un
género de oomicetos patdgenos, tiene la capacidad de infectar una amplia variedad de
plantas, entre ellas la soya, ocasionando enfermedades como la marchitez y la
podredumbre de raiz, lo que puede resultar en pérdidas significativas de rendimiento,
llegando hasta un 20 % segun investigaciones recientes (Cardenas-Rodriguez et al., 2022).
Los sintomas asociados con las enfermedades causadas por Pythium sp. incluyen
estrangulamiento, marchitez, disminucién del crecimiento y muerte repentina de las
plantas, asi como la pudricion de semillas, necrosis de raices y la marchitez y muerte de
plantulas (Jiménez-Pérez et al., 2022; Cardenas-Rodriguez et al., 2022). A diferencia de los
hongos, Pythium sp. es un oomiceto homotalico que presenta celulosa y betaglucanos en
su pared celular. Su reproduccion se lleva a cabo mediante mecanismos asexuales, a través
de zoosporas, y sexuales, mediante la produccidn de oosporas. Su micelio se caracteriza por
ser hialino, con hifas cenociticas de crecimiento apical. Los esporangios, globosos en su
estructura, liberan zoosporas que actian como indculo para la infeccidn y se desplazan a
través de flagelos en medios liquidos hasta alcanzar las raices jévenes, donde ingresan por
lesiones o mediante presidon mecdnica y degradacién enzimatica de tejidos vegetales. Este
microorganismo puede sobrevivir tanto como saprofito como parasito (Ho, 2018; Cardenas-

Rodriguez et al., 2022; Jiménez-Pérez et al., 2022; Cruz et al., 2022).

1.2.1.2. Rhizoctonia solani
Rhizoctonia solani perteneciente a la familia Ceratobasidiaceae y al género Rhizoctonia, se

encuentra taxondmicamente clasificado en 14 grupos con base en su considerable
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diversidad morfoldgica, marcadores bioquimicos y capacidad patogénica. Sus hifas, de
naturaleza multinucleada y septada, manifiestan una pigmentacion marrén, careciendo de
la presencia de conidios o de pigmentaciones divergentes del matiz antes mencionado
(Bradley et al., 2018). Este hongo basidiomiceto se encuentra naturalmente en el suelo y
subsiste como sapréfito al colonizar materia orgdnica o mediante la formacidon de
esclerocios. La infeccidn en plantas de soya se desencadena a través de heridas o por una
capa de micelio que dafa la cuticula y penetra en la epidermis de la planta. Este patégeno
exhibe una mayor agresividad en temperaturas comprendidas entre 15 °Cy 18 °C en suelos
humedos. En la fase inicial, la infeccién genera cancros profundos en las plantulas, los cuales
pueden estrangular y provocar danos tanto antes como después de la emergencia. Como
consecuencia, se observa una disminucion en el desarrollo del rodal, la vitalidad y la
productividad del cultivo (Les et al., 2020). La transmisidn de este hongo se produce a través
de semillas y suelo, manteniéndose en forma de esclerocios y micelios en semillas y suelos
infectados con restos de plantas afectadas, con la presencia de agua, los esclerocios se
propagan a través del suelo y los residuos de cultivo, posteriormente, los esclerocios
germinan y forman micelios que, al entrar en contacto con la planta, crecen y generan
estructuras de infeccidon que facilitan la penetracion del micelio en los tejidos de la planta,
ademas, la planta puede infectarse a través de las estomas (Senapati et al., 2022). Se
emplean diversas estrategias de control contra R. solani, incluyendo el tratamiento de
semillas, practicas de labranza para disminuir la carga de inoculacidn, rotacion de cultivos
con especies no hospedantes, aplicacién de fungicidas y la utilizacidn de cultivos resistentes.
La complejidad en el control de este patdgeno radica en su habilidad para resistir el
invierno, ya sea en forma de esclerocios de larga duracion o como micelios presentes en

restos de diversos cultivos (Bradley et al., 2018).

1.2.2. Estrategias de control de enfermedades de soya
Se pueden emplear una variedad de practicas de forma individual o en combinacién para

mitigar el impacto negativo de las enfermedades, que incluyen la aplicacidn de pesticidas,
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la sanidad de semillas, técnicas culturales y el despliegue de resistencia (Bandara et al.,

2020). En la tabla 3, se muestran algunas estrategias implementadas para controlar

enfermedades de soya.

Tabla 3. Estrategias de control de enfermedades de soya.

Enfermedad Causa Control Referencia
Roya asidtica Phakopsora Fungicidas con triazoles Enciso-Maldonado et al.
pachyrhizi estrobilurinas (2021).

Mancha marrén

Pudricidon de raices y

tallos

Tizon foliar

Mancha purpura

Antracnosis

raiz

Mancha foliar y
podredumbre de

raiz

Septoria glycines

Phytophthora sojae

Cercospora kikuchii

Colletotrichum

truncatum

Podredumbre de

Tythium sp

Rhizoctonia solani

Variedades de soya resistentes

Fungicidas con
estrobilurinas y carboxamidas
Semillas con etaboxam
oxatiapiprolina,  fungicidas

metalaxil.

Variedades de soya con genes

resistentes

Fungicidas inhibidores externos de

quinona (Qol) y tiofanato metilico

Fungicidas con carbendazym

Rotacién de cultivo

Semillas libres de patdgenos

Semillas tratadas con metalaxil,
mefenoxam y estrobilurinas

Carbendazim, fludioxonil,
thiabendazole

triazoles,

Davila et al. (2021).
Garcia-Rodriguez etal

(2017).

Couretot et al. (2018).

Lavilla et al. (2024).
Lépez-Cardona et al. (2018).
Dorrance (2018).

Ahmad (2018).

McCoy et al. (2023).

Lavilla et al. (2016).
Maldonado et al. (2021).

Esquivel et al. (2019).
Vargas-Gonzalez et al. (2019).
Reis et al., (2023)

McCoy et al. (2021).

Goulard (2022).

La aplicacion de pesticidas se considera una estrategia efectiva para controlar

microorganismos patdgenos y satisfacer la creciente demanda de produccién de alimentos.
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La falta de plaguicidas podria ocasionar una pérdida del 74 % en la produccion de frutas y
del 32 % en la produccidn de cereales (Carranza-Patifio et al., 2023; Rangel-Ortiz et al.,
2023). México, como importante productor agricola, ha incrementado el uso de fungicidas
y bactericidas de 14.1 mil toneladas a 28.6 mil toneladas para satisfacer la creciente
demanda de alimentos (Rangel et al., 2023). Sin embargo, el uso masivo y descuidado de
plaguicidas en la agricultura ha desencadenado una serie de problemas ambientales y de
salud publica, tales como intoxicaciones, presencia de residuos de plaguicidas en alimentos
y en el ambiente, ruptura de mecanismos de control biolégico y desarrollo de resistencia en

las poblaciones de plagas (Mu et al., 2022; Patel et al., 2019; Kalantary et al., 2022).

Existen diversas alternativas para reducir el uso de fungicidas en la agricultura. Una de ellas
consiste en emplear variedades mejoradas seleccionadas para aumentar los rendimientos.
Sin embargo, esto puede resultar en cultivos con deficiencias nutricionales, la desaparicion
de especies vegetales nativas y una reduccién en el tamano de los cultivos (Pazos et al.,
2016). Otra estrategia prometedora es el uso de microorganismos beneficiosos, los cuales
poseen mecanismos tanto directos, que mejoran la nutricion de las plantas, como
indirectos, que protegen a las plantas contra patégenos. Estos mecanismos favorecen el
crecimiento de los cultivos y representan una alternativa tecnoldgica para una agricultura
sustentable (Rezende et al., 2021; Alonso-Torres et al., 2022). Estos microorganismos
pueden estimular el crecimiento de las plantas, degradar compuestos toxicos mediante
biorremediacidon y producir sustancias téxicas para microorganismos patégenos de los
cultivos (Alonso-Torres et al., 2022). El estudio y la aplicacién de microorganismos en la
agricultura contribuyen de diversas maneras, como la reduccion del uso excesivo de
plaguicidas, la disminucién de la presencia de microorganismos patdgenos y la reduccién

del uso de fertilizantes (Diaz et al., 2019; Lahlali et al., 2022).

1.2.2.1. Pseudomona aeruginosa cepa LV
El nombre Pseudomonas proviene del griego "pseudo" (falso) y "monas" (una sola unidad),
y fue acufiado por el cientifico Walter Emil Friedrich en 1894 debido a la semejanza de estas

bacterias con ciertos nanoflagelados conocidos como Monas. Las Pseudomonas son bacilos
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aerobios gramnegativos que pertenecen a la familia Pseudomonadaceae. Son no
fermentadores de glucosa, catalasa positivos y poseen flagelos polares, aunque no forman

esporas (Pinzén, 2019).

Pseudomonas aeruginosa posee un flagelo que le otorga movilidad y pili que le permiten
adherirse a superficies, esta bacteria oportunista, demuestra una notable resistencia a
diversos entornos. Se clasifica como aerobia facultativa debido a su capacidad para
sobrevivir en condiciones anaerobias, utilizando nitrégeno o arginina como aceptores
finales de protones, puede colonizar tanto ambientes acudticos como terrestres,
adaptandose a condiciones nutricionales minimas. Puede prosperar en un amplio rango de
temperaturas, desde los 20 °C hasta los 43 °C. A pesar de su incapacidad para fermentar
lactosa, P. aeruginosa logra obtener energia a través de la oxidacién de azucares (Paz-Zarza

etal., 2019).

Estas bacterias han adquirido importancia debido a la influencia que ejercen en la
promocion del crecimiento de las plantas, la induccidn de resistencia sistémica en ellas y el
control de fitopatdgenos. Tienen la capacidad de producir una variedad de compuestos
antimicrobianos, como el 2,4-diacetilfluoroglucinol, la mupirocina, la pioluteorina, enzimas

celuloliticas, fitohormonas y sideréforos (Barraza-Roman et al., 2017).

La cepa LV de Pseudomonas aeruginosa corresponde a un aislado obtenido de una antigua
lesién (LV) en naranjas (Citrus sinensis cv. Valencia) en la ciudad de Astorga, Brasil. Dicha
lesion fue causada por Xanthomonas citri pv. citri y fue recolectada con el propdsito de
investigar sus efectos antagonistas contra este fitopatégeno. En pruebas realizadas en
plantas en condiciones de invernadero, las cepas LV y LN demostraron efectos positivos

(Rampazo, 2004).

Uno de los principales agentes antimicrobianos producidos por la cepa LV de Pseudomonas

aeruginosa es la fluopsina C (FLC).
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1.2.2.1.1. Fluopsina C
Las bacterias dependen de iones metalicos para llevar a cabo procesos bioldgicos esenciales
y para defenderse contra el exceso de metales (Palmer et al., 2016). Entre estas defensas,
algunas bacterias han evolucionado la habilidad de producir productos naturales con
afinidad por el cobre, lo que facilita su desintoxicacidén en situaciones de exceso de este
metal (Ross et al., 2019). La fluopsina C (FLC), un metabolito secundario organocuprico, es
sintetizado por bacterias como Pseudomonas spp. en medios con elevada concentracién de
cobre mediante una compleja reaccién entre iones de cobre y dos moléculas del sideréforo
tioformina (acido N-metiltioformohidroxamico), el cual juega un papel crucial en el
transporte deiones de hierro a través de la membrana de bacterias, algas y hongos (Navarro
et al., 2020). Este metabolito de bajo peso molecular (243,786 g-mol-1) fue identificado
inicialmente en 1970 y se presenta en forma de cristales verde oscuros con potente
actividad antimicrobiana. Desde su descubrimiento, numerosos estudios se han llevado a
cabo para investigar su efectividad contra bacterias y hongos (Afonso et al., 2022). En la

figura 8 se presenta la estructura de FLC y su mecanismo molecular.
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Figura 8. Estructura de fluopsina C y mecanismo molecular. En elevadas concentraciones de
cobre, pero no tdxicas, hay hiperexpresidon de 9 genes agrupados funcionalmente como
transportadores de iones metalicos, reguladores transcripcionales, biosintesis de fenazinas y
proteinas hipotéticas como respuesta a la resistencia al cobre (A). La estructura de fluopsina C
contiene cobre (ll) al cual se le atribuye su funcién antimicrobiana (B). Adaptado de Patteson et al.
(2021).
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Investigaciones recientes han evidenciado la participacién de un grupo de genes que
codifican cinco proteinas, incluyendo una metiltransferasa, dos liasas de adenilosuccinato
y dos enzimas responsables de sintetizar un metabolito natural que se une al cobre
(Patteson et al., 2021). La identificacion de este conjunto de genes se basa en su
sobreexpresién en concentraciones elevadas de cobre, pudiendo clasificarse en genes
transportadores de iones metalicos (PA3574a; PA3920; PA3523; PA3251), reguladores
transcripcionales (PA4878), biosintesis de fenazinas (phzA2) y proteinas hipotéticas
(PA2691; PA4141; PA4782). La sobreexpresion de genes asociados al transporte de iones
metalicos sugiere que la biosintesis de FLC se emplea como un mecanismo de
biorremediacién para proteger contra niveles elevados de cobre intracelular. El gen phA2
es responsable de la produccién basal de acido fenazin-1-carboxilico (PCA), que podria ser

el precursor metabdlico de la tioformina (Bartolomeu-Gongalves et al., 2022).

La FLC, que contiene cobre y dos ligandos de tiohidroxamato, inicia su sintesis con el
acoplamiento de cisteina y fumarato, catalizado por la liasa C-S FlcB. Este proceso resulta
en una S-succinilcisteina, la cual se oxida mediante la accién de dos enzimas similares a la
hemooxigenasa dependiente de hierro (FICE y FlcD), eliminando tanto el carboxilato como
el carbono alfa de la cisteina. FICE cataliza la descarboxilacion y N-hidroxilacién para formar
una oxima, mientras que FlcD cataliza una escisién de metino, liberando el carbono de la
oxima en forma de acido formico. Finalmente, el tiohidroxamato se escinde del succinato
mediante otra liasa C-S FIcB y se metila mediante la accidn de FIcA para formar un ligando
de cobre en la fluopsina (Chen et al., 2023). Este compuesto exhibe una notable actividad
antimicrobiana contra bacterias y hongos, lo que lo convierte en una opcidon prometedora
para el desarrollo de nuevas moléculas destinadas al control de microorganismos que
afectan a diversos cultivos. Se ha observado que las bacterias patdgenas expuestas a FLC
presentan una disrupcién completa de la membrana celular y una frecuente presencia de
células con septacion (De Oliveira et al., 2016). Estudios destinados a determinar el efecto
de FLC sobre bacterias Gram negativas y Gram positivas han reportado que este compuesto

altera la membrana celular, incrementando su permeabilidad, asi como la pared celular en
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diversos géneros de bacterias Gram negativas. Se ha observado una disminucidn drastica
en el nimero de células en bacterias Gram positivas expuestas a la FLC, junto con una
alteracion en la estructura de la membrana celular que induce la muerte de las bacterias
(Navarro et al., 2020). Su potencial radica en la capacidad de prevenir pérdidas masivas y
reducir el impacto ambiental derivado del uso excesivo de pesticidas quimicos (Kerbauy et

al., 2016).

1.2.2.2. El efecto del cobre como antibiético microbiano
Para los organismos vivos, el cobre representa un micronutriente esencial (Capinera et al.,
2016). En el caso de los hongos, estos organismos requieren metales de transicién como el
cobre, el cual posee caracteristicas de potencial redox especificas necesarias para sus
procesos biolégicos (Antsotegi-Uskola et al., 2019). Sin embargo, debido a su pared celular
rica en carbohidratos y su membrana plasmatica casi impermeable al cobre, se ven
obligados a desarrollar un sistema de captaciéon de este metal (Smith et al., 2017). Los
hongos han evolucionado un sistema de programacién génica que codifica componentes
para la absorcidon y desintoxicaciéon del cobre en respuesta a las fluctuaciones en su
disponibilidad (Moraes et al., 2023). Inicialmente, las hifas fungicas captan el cobre, el cual
puede encontrarse en el ambiente en dos formas de oxidacién: Cu?* y Cu* (Raffa et al.,
2019). Sin embargo, solo el Cu* es aprovechable por los hongos. Cuando se encuentra en
estado Cu?*, una ferrirreductasa de la membrana plasmética reduce Cu?* a Cu* para su
captacién (Raffa et al., 2019). Una vez dentro de la célula, el Cu* es transportado por
proteinas especializadas llamadas Ctr, que exhiben una alta especificidad por este metal.
Estas proteinas se localizan en la membrana plasmatica y en vesiculas endosdmicas, lo que

facilita el transporte del cobre hacia el citoplasma (Ren et al., 2019).

Posteriormente, el cobre se une a chaperonas u otros componentes celulares que facilitan
su entrega a enzimas dependientes de cobre o su almacenamiento (Moraes et al., 2023).
Para regular la concentracién de cobre, los hongos cuentan con factores de transcripcién
sensibles a este metal, los cuales detectan los bajos niveles de Cu* intracelular y activan

genes que codifican transportadores de cobre y la ferrirreductasa (Ballou & Wilson, 2016).
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Los altos niveles de Cu* intracelular son detectados por el factor de transcripcion Acel, el
cual activa genes que codifican metalotioneinas, proteinas de almacenamiento de metales
que se unen al ion, evitando la formacién de especies reactivas de oxigeno EROS (Llases et

al., 2019). La figura 9 ilustra el proceso de adquisicion de cobre por los hongos.

Figura 9. Adquisicién de cobre en hongos. Pasos: 1 transportadores de alta afinidad
dedicados en la membrana plasmatica facilitan la importacién unidireccional de cobre desde el
espacio extracelular al citoplasma. 2 el cobre es unido por chaperonas de cobre u otros
componentes amortiguadores, 3 entrega de cobre a enzimas citoplasmicas y mitocondriales, 4
activacidn dependiente de cobre o a compartimentos subcelulares para almacenamiento o carga
en enzimas secretoras dependientes de cobre, 5 el cobre se acumula mas alla de las capacidades
homeostaticas, los hongos emplean mecanismos de desintoxicacidn del cobre como la
sequestracion o la expulsidn de cobre. Bajo condiciones de deficiencia de cobre extracelular, las
células movilizan las reservas de cobre vacuolar como se presenta en los pasos 6 y 7. Adaptado de
Smith et al. (2017).
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A pesar de que se trata de un elemento esencial para la sobrevivencia de los organismos, el
cobre exhibe propiedades biocidas de amplio espectro, tiene propiedades para actuar como
agente fungicida o fungistatico (Robinson et al., 2021). Se utiliza como materia prima en el
desarrollo de formulaciones de cobre inorganico para combatir bacterias, hongos y
oomicetos (Capinera et al., 2016). El cobre posee la capacidad de interactuar con los acidos
nucleicos, perturbar los sitios activos de las enzimas, interferir con el sistema de transporte
de energia y alterar la integridad de las membranas celulares (Lamichhane et al., 2018). En
el caso de los hongos, se sugiere que el dano causado por el contacto directo comienza con
un extenso deterioro de la membrana fungica, seguido de un agrandamiento y desaparicién

de las vacuolas celulares. En la figura 10 se observa el efecto antifingico del cobre.

Figura 10. Efecto antifungico del cobre. El cobre dafia al hongo principalmente mediante el
estrés oxidativo, provocado por la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS). El cobre
desestabiliza la pared y la membrana celular, alterando su permeabilidad y facilitando su entrada
mas rapida en la célula como lo menciona Salah et al. (2021). Los iones de cobre inducen toxicidad
y estrés oxidativo, lo que resulta en la degradacién de compuestos, la inactivacién de proteinas y
el dafio a enzimas, asi como al ADN en base a la informaciéon de Long et al. (2017). Adaptado de
Shende et al. (2021).
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Los productos elaborados a partir de cobre se aplican como agentes protectores en los
cultivos, con el fin de reducir la cantidad de inéculo que podria infectar a las plantas
(Oussou-Azo et al., 2020). De esta forma, se ha utilizado como estrategia de control de
diversas enfermedades, como el tratamiento de la enfermedad del cancro citrico,
ocasionada por X. citri subsp. citri (Behlau et al., 2017), asi como en la lucha contra el
patégeno Colletotrichum gloeoesporioides (Oussou-Azo et al., 2020). Asimismo, se ha
informado de su eficacia en el control de Poria hypolateritia, agente causal de la pudriciéon
roja de la raiz en plantas de té (Ponmurugan et al., 2016), y su utilidad en la proteccién

contra Fusarium oxysporum y Phytophthora capsici (Pham et al., 2019).

2. JUSTIFICACION

El aumento de la poblacion humana ha motivado a los paises a implementar estrategias
para producir alimentos y satisfacer las demandas globales. La soya es uno de los cultivos
mas criticos a nivel mundial; enfrenta una vulnerabilidad considerable ante enfermedades
causadas por insectos, bacterias y hongos, siendo un reto significativo por sus efectos
devastadores en el rendimiento y calidad de los cultivos. El control quimico es un método
eficaz para combatir estas enfermedades. Sin embargo, su uso excesivo de estos productos
en la agricultura moderna ha provocado la disminucién de la fertilidad del suelo y la
resistencia emergente en microorganismos fitopatégenos en todo el mundo. Dada la
creciente necesidad de producir alimentos seguros y preservar la salud de los cultivos, el
desarrollo de métodos de control de enfermedades que sean respetuosos con el medio
ambiente y reduzcan la dependencia de agroquimicos se ha convertido en una prioridad
para fomentar la sostenibilidad en la agricultura. Una solucidn viable radica en la
explotacién de compuestos generados por bacterias como agentes de control bioldgico. En
este sentido, se ha destacado recientemente la capacidad de Pseudomona aeruginosa cepa
LV para sintetizar metabolitos secundarios, entre ellos la FLC, la cual tiene propiedades
fungicidas que podrian inhibir el crecimiento de hongos patégenos en la soya. Por lo tanto,
es importante realizar estudio en P. geruginosa cepa LV sobre la produccidon de FLC para

evaluar su actividad en el control de diversos hongos patégenos de la soya.
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3. HIPOTESIS

Si la bacteria Pseudomona aeruginosa cepa LV produce FLC que presenta actividad
antifungica, esta podra inhibir el crecimiento de algunos hongos patdgenos en plantas de

soya.

4. OBIJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la actividad antifungica de Fluopsina C producida por Pseudomona aeruginosa LV

frente a los hongos patdgenos de soya en condiciones de laboratorio e invernadero.

4.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener el metabolito secundario Fluopsina C de Pseudomona aeruginosa LV

e Analizar el efecto antifungico de fluopsina C frente a hongos patégenos de soya

e Determinar la concentracién minima inhibitoria de fluopsina C para Pythium sp y R.
solani

e Evaluar la fitotoxicidad en semillas de soya expuestas a fluopsina C.

e Evaluar la capacidad protectante de fluopsina C en semillas de soya infectadas por

hongos Pythium sp y R. solani.

5. INCIDENCIA, IMPACTO SOCIAL O AMBIENTAL ESPERADO

El presente trabajo aportara conocimientos en el drea de biotecnologia vegetal sobre
nuevas estrategias de control biolégico de hongos fitopatégenos. Del mismo modo, se
espera que este proyecto contribuya a los objetivos de la Organizacién de las Naciones
Unidas correspondientes a la disminucidn de hambruna y pobreza causadas por la pérdida
econdmica y material como consecuencia de la pudriciéon de cultivos, aumentando la
productividad agricola del cultivo de soya. Este proyecto es una alternativa para reducir el
uso de fungicidas y aminorar la degradacidon de suelos fértiles y la afectacidon al medio
ambiente por el abuso de estos compuestos. Ademds, se busca impulsar nuevas
biotecnologias que promueven la innovacién y favorezcan con el desarrollo industrial
sustentable, impidiendo el desperdicio de los recursos naturales gastados en el cultivo de
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soya. Con este trabajo se busca contribuir al programa nacional estratégico de soberania
alimentaria al producir alimentos sanos cuidando el suelo del uso indebido de agroquimicos
propuesto por el Consejo Nacional de Humanidades, Ciencias y Tecnologias (CONAHCYT) asi
como favorecer el programa de sistemas socioambientales y sustentabilidad el cual tiene
como objetivo la produccidon sustentable que implica la disminucién de emisiones

contaminantes como los residuos de agroquimicos en el agua vy aire.

6. METODOLOGIA

6.1. Localizacion del estudio
La parte experimental del estudio se realiz6 en las instalaciones del Laboratorio de
Ecolégica Microbiana a cargo del Dr. Galdino Andrade Filho, dentro de la Universidad

Estadual de Londrina (UEL), Paran3, Brasil.

6.2. Origen de los microorganismos
La bacteria P. aeruginosa cepa LV se obtuvo a partir de una lesion de cancro citrico en
plantas de naranja recolectadas en Astorga, Brasil (Rampazo, 2004). Tanto P. aeruginosa
cepa LV como los hongos patégenos de la soya (Phomopsis sojae, Collectotrichum
truncatum, Pythium sp, Rhizoctonia solani y Cercospora kikuchii) forman parte de la
coleccion del Laboratorio de Ecologia Microbiana, gentilmente cedidos por el doctor
Galdino Andrade Filho del Departamento de Ciencias Bioldgicas de UEL para fines de

investigacion.

6.3. Produccion de fluopsina C
P. aeruginosa cepa LV se conservd en agar nutritivo (AN: extracto de carne 3 g; peptona 5
g; agar 15 g) con un 30 % de glicerol a una temperatura de -20 °C. Para la produccidn de
fluopsina C, se cultivé P. aeruginosa cepa LV en placas Petri con 20 ml de AN suplementado
con un 0.01 % de cloruro de cobre (CuCl;- 2H,0) a pH de 6.8 a 28 °C durante 24 h, siguiendo
el protocolo de Munhoz et al. (2017). Una vez que el cultivo alcanzo la fase logaritmica (10
8 UFC/mL, OD 0,09, A = 590 nm), se inoculd una suspensién celular de 100 pL en un litro de

caldo nutritivo (CN: extracto de carne 3 g; peptona 5 g) suplementado con una
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concentracién de 100 mg/L de CuCl; - 2H,0. Posteriormente, se cultivaron en agitacién a
100 rpm durante 10 dias a 28 °C y pH de 6.8. Los residuos se separaron mediante
centrifugacién a 9,000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, siguiendo el procedimiento descrito
por Simionato et al. (2017). Posteriormente, se elimind el sedimento y el sobrenadante libre
de células se concentrd en una estufa de secado durante 48 h a 40 °Cy se resuspendid en
agua destilada. Los metabolitos fueron extraidos tres veces utilizando dos volumenes de
diclorometano (CH,Cl,) en cada extraccién para obtener la fase CH,Cl, (FD). Posteriormente,
FD se concentré en un rotavapor a 45 °C, adaptando la técnica descrita por Bedoya et al.

(2019).

6.4. Purificacion de fluopsina C
Los metabolitos de FD se extrajeron mediante la técnica de cromatografia en columna
abierta (CC), utilizando una serie de solventes organicos de polaridad creciente. Una
fraccion semipurificada, denominada F4A, se obtuvo mediante cromatografia liquida al
vacio de FD utilizando una columna de vidrio (20 mm de diametro, 350 mm de altura)
rellena con gel de silice 60 (0.063-0.200 mm) y aplicando un vacio de aproximadamente 150
mm Hg. Cada fase mdvil se dividié en dos alicuotas cada una (A y B). La columna se eluyé
con 200 mL de hexano (F1Ay F1B), 200 mL de hexano/diclorometano (1:1; F2A y F2B), 200
mL de diclorometano (F3A y F3B), 200 mL de diclorometano/acetato de etilo (1:1; F4A y
F4B), y 200 mL de acetato de etilo, siguiendo el método descrito por Munhoz et al. (2017)
adaptado al estudio. Se concentrd la fraccion F4A y se realizd una purificacion de los
compuestos mediante cromatografia flash (CF), utilizando una columna de 100 mm de
altura y 8 mm de diametro, rellena con gel de silice 60 (0.04-0.063 mm). El compuesto
organometalico FLC fue extraido empleando CH,Cl, y éter etilico en proporcion de 90:10
(v/v) conforme a lo descrito por dos Santos et al. (2021) con algunas modificaciones. Para
evaluar cualitativamente la produccién de FLC en las fracciones obtenidas en procesos de
separacion se prepararon cromatografias en capas finas utilizando placas de gel de silice de
dimensiones 5 cm x 5 cm (Merck 60 F254) en soporte de aluminio. El sistema eluyente

utilizado para el desarrollo de las placas fue una mezcla de cloroformo, diclorometano y
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acetato de etilo en una proporcién de 1:1:1. Las manchas se identificaron bajo luz
ultravioleta a 254 nm y 366 nm y se determind el valor de Rf (factor de retencién) FLC

mediante la ecuacion:
RF = ds/dm

Donde ds es la distancia, en mm, recorrida por la sustancia sobre la placa de silice, y dm es

la distancia total entre el inicio y el final de la fase movil.

6.5. Observacion del efecto antifiingico de FLC
El efecto antifungico de FLC se evalué mediante microscopia electrénica de barrido,
analizando el hongo mds sensible a este compuesto. Para identificar el hongo mas sensible,
se realizaron pruebas de confrontacidon directa con Phomopsis sojae, Colletotrichum
truncatum, Pythium sp., Rhizoctonia solani y Cercospora kikuchii. En estas pruebas, se
colocaron discos de 5 mm de micelio de cada patégeno en el centro de placas de Petri con
APD, en un extremo de cada placa, se ubicd un disco impregnado con 20 uL de FLC a
concentraciones de 10, 5y 1 mg/mL, mientras que en el extremo opuesto se colocé un disco
impregnado con diclorometano (CH,Cl,) como control negativo (Figura 11). Las placas se
incubaron a 28 °C durante 4 dias a 28 °C. Posteriormente, se midid el crecimiento radial de
los hongos para determinar el porcentaje de inhibicién, con tres repeticiones por

tratamiento, siguiendo la metodologia adaptada de Cubilla-Rios et al. (2019).

Figura 11. Pruebas de confrontacidn directa.

Los puntos marrones representan los discos fungicos, el punto celeste representa el disco
con FLC mientras que el punto blanco representa el disco con solvente.
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Las muestras se prepararon para su observacién en microscopia electrénica de barrido. La
fijacion de muestras se llevd a cabo utilizando una solucidn de glutaraldehido al 2.5 %,
paraformaldehido al 2 %, y un tampdn de cacodilato de sodio al 0.1M con pH de 7.2, durante
un periodo de 12 horas a 4 °C, empleando la técnica descrita por de Oliveira et al. (2016),
con algunas modificaciones. El proceso de post-fijaciéon se llevd a cabo mediante tres
lavados con tampdn de cacodilato de sodio al 0.1M, cada uno durante 10 minutos.
Posteriormente, las muestras fueron tratadas con tetroxido de osmio al 1 % y almacenadas
en oscuridad durante 30 minutos. Ademas, se realizaron tres lavados adicionales con
tampon de cacodilato de sodio al 0.1M, siguiendo una modificacion de la técnica de
Abdullah (2022). Seguidamente, las muestras fueron deshidratadas mediante una serie de
lavados con etanol a diferentes concentraciones (30 %, 50 %, 70 %, 90 %, 100 %), cada uno
durante 10 minutos, repitiendo el Ultimo lavado tres veces, segun la técnica descrita por
Gibbons y Geetha-Loganathan (2019), adaptada para este estudio. Posteriormente, las
muestras se secaron en un desecador por punto critico de diéxido de carbono (Bal-Tec CPD
030 Critical Point Dryer) y fueron recubiertas con oro siguiendo el método descrito por
Gonzdlez-Ramirez et al. (2016) con algunas modificaciones. Finalmente, las muestras se
observaron mediante microscopia electrénica de barrido y se analizaron para identificar los

cambios estructurales en el hongo mas sensible al FLC.

6.6. Determinacion de hongos patégenos viables para el estudio
Para determinar los hongos patdgenos viables para los siguientes estudios, se realizaron
pruebas de patogenicidad en plantas y semillas de soya. Para la preparacidn de los inéculos
los hongos P. sojae, C. truncatum, Pythium sp, R. solani y C. kikuchii se cultivaron en cajas
Petri con medio APD por 3 dias a 28 °C. Para las pruebas de patogenicidad en semillas, se
siguio el método descrito por Grijalba et al. (2017), con adaptaciones especificas. Se
recolectaron discos de crecimiento fungico y se colocaron en una superficie de papel filtro
humedecido con agua estéril dentro de placas Petri. Sobre cada disco de hongo se colocd
una semilla de soya previamente desinfectada con una solucion de hipoclorito al 1.5 %

durante 30 segundos. Las placas se almacenaron durante 7 dias a 28 °C. Posteriormente, las
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semillas fueron desinfectadas nuevamente y se realizaron cortes en las raices que
presentaban posibles sintomas de infeccidn. Los cortes de las raices se colocaron en medio
de APD con 200 pg/mL de ampicilina, y las placas se incubaron a 28 °C durante 2 dias.
Finalmente, se efectuaron cortes en el crecimiento fungico observado en las placas, los
cuales fueron transferidos a nuevas placas con medio de APD, también adicionado con 200
pug/mL de ampicilina, manteniendo la incubacién a 28 °C durante 4 dias. Las pruebas de
patogenicidad en plantas se evaluaron observando los sintomas de infeccidén de tejidos en

plantas de soya de 21 dias de crecimiento.

Para el cultivo de la planta, se desinfectaron las macetas con hipoclorito de sodio al 1.5 %y
se llenaron con una mezcla tindalizada de tierra de Parand y sustrato comercial en
proporciéon 1:1, aproximadamente 200 g por maceta. En cada maceta se sembré una semilla
de soya previamente desinfectada con hipoclorito al 1.5 % por 30 segundos. Tras un periodo
de 21 dias, las plantas fueron extraidas y desinfectadas. Luego, se colocaron en frascos
estériles conteniendo agua estéril, a la cual se afiadid el contenido fungico de una placa
Petri de cada hongo. Tras 7 dias de incubacidn, se procedio a la observacién de los sintomas
presentes en las plantas. Para cada patdgeno se utilizaron 4 plantas y se incluyeron también

4 plantas no infectadas como control.

Se realizaron comparaciones macroscopicas y microscopicas del crecimiento del cultivo
flngico obtenido en estos ensayos. Una semana después de la incubacidn, se prepararon
portaobjetos a partir de las colonias puras de los hongos aislados. Estas preparaciones se
usaron para observaciones microscdpicas con un microscopio compuesto con un objetivo
de 40X, para examinar las caracteristicas morfoldgicas de los hongos la identificacion se
llevé a cabo mediante la comparacién con imdagenes y descripciones disponibles en la
coleccién de microorganismos del laboratorio de Ecologia Microbiana de la Universidad

Estadual de Londrina, siguiendo la metodologia descrita por Ttacca y Calderén (2016).
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6.7.Porcentaje de inhibicién
Siguiendo la técnica descrita por Reverchon et al. (2020), se dispusieron discos de micelio
de 5 mm de diametro en el centro de cajas Petri con medio de APD. En un extremo de la
placa se colocé un disco impregnado con FLC disuelto en CH;Cl, a diferentes
concentraciones: 25, 50, 100, 200 y 400 pg/mL, mientras que en el otro extremo se colocd
un disco con CHCl,. Se midiod el crecimiento radial de los tratamientos con y sin FLC cada
24 h. Los porcentajes de inhibicion del crecimiento fungico se calcularon para cada
tratamiento utilizando la siguiente formula: % inhibicion = [(R - r) / R] x 100, donde "R"
representa el crecimiento radial en ausencia de FLC y "r" representa el crecimiento radial
en presencia de FLC. La zona de inhibicion se determind midiendo en milimetros la zona sin
crecimiento micelial del hongo. Para analizar los datos del porcentaje de inhibicién, se
realizd6 un andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias, utilizando como variables
independientes los patdgenos y la concentracion de FLC, con un nivel de significancia del
0.05. Posteriormente, se llevé a cabo una prueba de Tukey para identificar los tratamientos
con diferencias significativas. Ambas pruebas se realizaron utilizando el software GraphPad

Prism (versién 8).

6.8. Concentracion minima inhibitoria
Antes de determinar la concentracidn minima inhibitoria de FLC, se realizaron pruebas para
determinar la concentracién a la que los solventes no inhiben el crecimiento de los
patdgenos. Estas pruebas consistieron en determinar la concentracion minima inhibitoria
de los solventes metanol, cloroformo y dimetilsulféxido. En placas de 24 pozos, se dispuso
medio APD, en el cual se agregaron concentraciones de 3.5 %, 3%, 2.5%,2 %, 1.5%y 1%
de cada solvente. Posteriormente, se colocaron fragmentos de crecimiento micelial de 0.5
cm de cada hongo en los pozos. Cada experimento se realizdé con dos repeticiones, ademas
se prepararon controles de medio y controles de hongo. Transcurridos 3 dias, se observaron
las placas para evaluar el crecimiento fungico y determinar la concentracion adecuada de

solvente que no inhibe el crecimiento de los patdgenos.
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Para determinar la concentracion minima inhibitoria de FLC, se utilizé el método de dilucion
siguiendo la técnica descrita por Kowalska-Krochmal y Dudek-Wicher (2021), adaptada a las
caracteristicas especificas del estudio. En placas de 24 pozos, se dispuso FLC diluida en 1.5
% de DMSO a concentraciones de 7.5 %, 3.75 %, 1.85 %, 0.9 %, 0.2 % y 0.05 %.
Posteriormente, se anadieron los indculos a los pozos. Para el inéculo de R. solani, se
preparé cortando un cuadrado del crecimiento micelial de 0.5 centimetros. Por otro lado,
para el inéculo de Pythium sp, se prepard una suspension de 20 pL de oosporas (1 x 10°
oosporas/mL). El crecimiento se determiné mediante su medicion después de la inoculacion

durante 3 dias a 28 °C. Los tratamientos de cada pozo se observan en la figura 12.

18 pg/mLFLC

(Control Medio

Control Medio

Control Hongo

Control Hongo

18 pg/ml FLC

Control Medio

Control Medio

0999
U000

Control Hongo

Control Hongo

Figura 12. Tratamientos para concentracion minima inhibitoria.

Preparacion de concentracion minima inhibitoria de FLC en placa de 24 pozos, se especifica
la preparacion de cada pozo.

6.9. Evaluacidn de efecto antifungico de FLC en semillas infectadas
Antes de llevar a cabo el experimento, las semillas de soya fueron sometidas a un proceso
de desinfeccidon mediante tres lavados con hipoclorito de sodio al 1.5 %, seguido de cinco
enjuagues con agua destilada estéril, siguiendo el procedimiento descrito por Prakash et al.
(2015), con algunas adaptaciones menores. Se prepararon indculos de Pythium sp utilizando
20 plL de oosporas (2 x 10* oosporas/mL) en solucidn salina (0.85 %), conforme al método
descrito por Yacoub et al. (2016). Para los indculos de R. solani, se colocaron 5 discos de
crecimiento micelial (de 5 mm de diametro) en solucién salina (0.85 %), adaptando el

protocolo de Porto et al. (2019) a las condiciones especificas del presente estudio. Para la
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prueba se empled un disefio completamente al azar con siete tratamientos, cada uno con
cuatro repeticiones. La unidad experimental consistio en lotes de 10 semillas desinfectadas
de soya. Cada tratamiento requirié 40 semillas, sumando 280 utilizadas en el estudio. El
recubrimiento de las semillas se llevd a cabo mediante inmersiéon en una solucién de

alginato al 1 %. Los tratamientos aplicados fueron los siguientes:

e T1 semillas de soya sin tratamiento

T2 semillas de soya infectadas con Pythium sp

e T3 semillas de soya infectadas con R. solani.

e T4 semillas de soya con 9 pug/mL de FLC.

e T5 semillas de soya con 18 pg/mL de FLC.

e T6 semillas de soya con 9 pg/ mL de FLC infectadas con Pythium sp

e T7 semillas de soya con 18 pug/mL de FLC infectadas con R. solani

El proceso se llevd a cabo bajo condiciones de asepsia, utilizando una campana de flujo
laminar para prevenir la contaminacion. Después de un periodo de 30 minutos, se colocaron
10 semillas en cada placa Petri de 200 mm de didmetro, previamente preparadas con un
papel filtro humedecido con agua estéril. Posteriormente, se afiadieron 25 uL de inoculante
segun el tratamiento correspondiente, y las placas se sellaron herméticamente con parafilm
estéril. Finalmente, las placas se incubaron a 28 °C durante 4 dias, siguiendo el protocolo

adaptado de Da Ros Zanette et al. (2018) a las condiciones especificas del presente estudio.

6.10. Evaluacion de efecto antifuingico de FLC en semillas modificado
El experimento se llevd a cabo bajo condiciones similares al anterior. Sin embargo, en este
caso, la infeccién de las semillas de soya se promovié mediante el tiempo de contacto con
los patégenos. Para ello, se colocaron semillas desinfectadas en placas Petri junto con los
patdgenos R. solaniy Pythium sp. durante periodos de 6, 12 y 24 horas, respectivamente.
Posteriormente, estas semillas fueron transferidas a placas Petri de 200 mm de diametro,
selladas y luego incubadas a 28 °C durante 7 dias. Para este experimento se prepararon 600

semillas de soya.
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Los tratamientos aplicados fueron los siguientes:

e Tra 1: Semillas control

e Tra 2: Semillas con 9 ug de FLC

e Tra 3: Semillas con 18 pg de FLC

e Tra 4:Semillas con 9 pg de FLC infectadas con Pythium sp durante 6 horas
e Tra 5:Semillas con 9 pg de FLC infectadas con Pythium sp durante 12 horas
e Tra 6: Semillas con 9 ug de FLC infectadas con Pythium sp durante 24 horas
e Tra 7: Semillas con 18 pg de FLC infectadas con R. solani durante 6 horas

e Tra 8: Semillas con 18 pg de FLC infectadas con R. solani durante 12 horas
e Tra 9: Semillas con 18 pg de FLC infectadas con R. solani durante 24 horas
e Tra 10: Semillas infectadas con Pythium sp durante 6 horas

e Tra 11: Semillas infectadas con Pythium sp durante 12 horas

e Tra 12: Semillas infectadas con Pythium sp durante 24 horas

e Tra 13: Semillas infectadas con R. solani durante 6 horas

e Tra 14: Semillas infectadas con R. solani durante 12 horas

e Tra 15: Semillas infectadas con R. solani durante 24 horas

Este procedimiento se realizd adaptando la metodologia descrita a las condiciones

especificas de este estudio siguiendo el planteamiento propuesto por Castillo et al. (2022).

Para evaluar el efecto antifungico de los tratamientos, se determiné la incidencia de
patdgenos en las semillas de soya en los diferentes tratamientos mediante el cdlculo del

porcentaje de incidencia (Pl) empleando la formula:
(Si)/ Ts x100

Pl representa el porcentaje de incidencia, Ts el total de semillas y Si las semillas infectadas,

en la tabla 4 se muestran los sintomas de infeccidén a considerar de los patégenos.
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Tabla 4. Sintomas de infeccion de semillas de los patégenos de soya.

Patégeno Sintoma Referencia

Pythium sp. Necrosis Grijalba y Ridao (2017).

R. solani Menor crecimiento Valle y Torres (2018)

Pythium sp. | Pudricién de semilla Arora et al. (2021).

Pythium sp Tejidos vasculares oscuros Van Der Heyden et al. (2019).

R. solani Necrosis en raices o pequefias lesiones marrones | Ajayi-Oyetunde y Bradley (2017).
Pythium sp Lesiones marrones en las puntas de las raices Raudales et al. (2016).

Pythium sp Pudricién de raiz Wu et al. (2020).

Pythium sp Raiz principal descolorida, sin raices secundarias. Van Der Heyden et al. (2019).

Asimismo, se calculd el porcentaje de germinacién (PG) utilizando la siguiente férmula:
(Sg / Ts) x100

PG es el porcentaje de germinacién, Sg el nimero de semillas germinadas y Ts el nimero

total de semillas siguiendo el procedimiento descrito por Da Ros Zanette et al. (2018).

6.11. Anilisis estadisticos
Se empled el software GraphPad Prism versién 8 para realizar el analisis estadistico de los
datos. Los datos registrados fueron evaluados mediante analisis de varianza (ANOVA)

seguido de la prueba de Tukey con significancia de 0.05.

7. RESULTADOS

7.1.Produccion y purificacion de FLC
Para la produccion de FLC, se reactivd la bacteria P. ageruginosa cepa LV de su estado de
crioconservacion. En medio de agar nutritivo, se observé el crecimiento de pequefas
colonias redondas con bordes ondulados, de color amarillo verdoso, superficie lisa y

consistencia mucoide (figura 13A). La obtencién de FLC se realiz6 mediante fermentacion
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liquida en matraces Erlenmeyer de un litro. Después de una incubacién a 28 °C con agitacion
constante durante 10 dias, se observé un cambio en la turbidez y el color del medio como
resultado de la fermentacidon, como se muestra en la figura 13B. El medio fue centrifugado
para separar las bacterias del sobrenadante, como se muestra en la figura 14C.
Posteriormente, el sobrenadante se concentrd y se resuspendié en agua estéril. Para la
extraccion de FLC, se prepard el medio concentrado con CH,Cly, tal como se observa en la
figura 13D. La coloracion azul se atribuye a la presencia de FLC. Finalmente, FLC se purificd

mediante cromatografia en columna abierta.

Figura 13. Fases de proceso de obtencion de fluopsina C.
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A) Cultivo de P. aerugnosa LV. B) Preparacion para fermentacidn bacteriana. C) Proceso de
separacion de células bacterianas. D) Preparacion para extraccion de metabolitos. E) Separacion
de metabolitos secundarios por Cromatografia en columna abierta.

Para monitorear la presencia de FLC, se utilizé la técnica de cromatografia en capa fina. Al
detectar la presencia de FLC, se calculd su factor de retencién (Rf), el cual fue de 0.4 (figura

14).

Figura 14. Cromatografia en capa fina de FLC.

La cromatografia en capa fina, visualizada bajo luz UV a longitud de onda de 254 nm, reveld
la presencia de FLC y fenazina. Se determind un factor de retencién de 0.4 para FLC.

Las fracciones obtenidas utilizando una fase mévil de diclorometano y éter etilico en una

proporcion de 90:10 (v/v) fueron almacenadas para experimentos posteriores.

7.2. Observacion del efecto antiftingico de FLC
Se llevd a cabo la prueba de difusion en disco con confrontacién directa de los hongos P.
sojae, C. truncatum, Pythium sp, R. solaniy C. kikuchii, expuestos a FLC como se muestra en
la figura 15. En la figura 15A se observa el crecimiento de C. kikuchii, que presenta un micelio
denso de color blanco que se desarrolla de manera radial. La figura 15B ilustra el

crecimiento de P. sojae, cuyo micelio blanco se extiende y se mezcla con tonos gris claro o
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marrdn, formando una apariencia algodonosa. En la figura 15C se muestra el crecimiento
de C. truncatum, caracterizado por un micelio filamentoso y poroso de color verde oscuro,
similar al musgo, con manchas anaranjadas que se asemejan al dxido en la parte inferior. La
figura 15D representa el crecimiento de R. solani, cuyo micelio marrdén claro esta formado
por una red densa y algodonosa con una textura sedosa, mostrando variaciones en tonos
marrones claros y oscuros. Por ultimo, la figura 15E muestra el crecimiento de Pythium sp.,

gue presenta un color crema y una textura algodonosa.

Figura 15. Inhibiciéon de hongos patogenos.

Ensayo de confrontacién directa de los patdgenos C. kikuchii (A), P. sojae. (B), C. truncatum (C), R.
solani (D) y Pythium sp (D). P. sojae (E) exhibié un crecimiento notablemente menor en
comparacion con los otros microorganismos al ser expuesto a la FLC.

La capacidad antifungica de la FLC sobre P. sojae mostré el mayor porcentaje de inhibicidn,

alcanzando hasta un 60 % de inhibicidn del crecimiento micelial (figura 16).
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Figura 16. Porcentaje de inhibicion de los hongos expuestos a FLC a concentracion de 1
mg/mL.

La FLC demostré capacidad para inhibir el crecimiento micelial de los hongos P. sojae. (60 %), C.
truncatum (38 %), C. kikuchii (35 %), R. solani (34 %) y Pythium sp (32 %). Las barras de error
indican la desviacion estandar (n=3).

El hongo P. sojae presentd mayor sensibilidad a la FLC y fue seleccionado para su analisis en
microscopia electrénica de barrido. Mediante el microscopio electrénico de barrido (MEB),
se pudo observar que en concentraciones de 5 y 10 mg/mL de FLC se produjeron
deformaciones en las estructuras de las hifas, presentando agrandamientos irregulares,
formacidn de biopelicula y la aparicion de grandes vesiculas similares a tumores, asi como
la fuga citoplasmatica en los micelios, en comparacion con el grupo control. Este ultimo
mostré hifas sin deformaciones, asi como ausencia de biopelicula y vesiculas como se
presenta en la figura 17. En el grupo de control (figural7A y figural7B), se observaron las
hifascaracteristicas del hongo sin alteraciones aparentes. En el grupo tratado con 5 mg/mL
de FLC (figura 17Cy figura 17D), la densidad micelial fue similar al control, pero se evidencid
la aparicion de vesiculas deshidratadas y una ligera formacién de biopelicula. Por otro lado,

en el grupo tratado con 10 mg/mL pg, se observé una fuga del contenido de membrana y
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una abundante formaciéon de biopelicula, ademas de hifas completamente deformadas y

mas alargadas de lo normal (figural7E y figura 17F).

Figura 17. Efecto antifungico de FLC.

Microscopia electrdnica de barrido del efecto antifungico de FLC en P. sojae.

52



7.3. Determinacién de hongos patdégenos viables para el estudio
En la figura 18, se presentan las etapas del proceso de patogenicidad de los hongos en
estudio. Inicialmente, se infectaron plantas de soya con P. sojae, C. truncatum, Pythium sp,
R. solani y C. kikuchii (figura 18A). Se seleccionaron las plantas con sintomas de infeccion
como disminucién del vigor, clorosis foliar, marchitamiento descendente y enroscamiento
de las hojas, en la figura 18B se observan plantas de soya sin infeccion de los hongos
patdgenos, sus hojas son verdes sin presencia de sintomas, en la figura 18C se observan
sintomas de infeccién como puntos amarillos en las hojas y marchitamiento de hojas en la
planta infectada con R. solani. En la figura 18D se observan sintomas de marchitamiento de

hojas y clorosis en la planta infectada con Pythium sp.

© O,

Figura 18. Plantas de soya con sintomas de infeccion.

Pruebas de patogenicidad en plantas de soya (A), las plantas de soya fueron cultivadas e
infectadas por los hongos patogenos. Los sintomas se determinaron por control visual de
cambios observados (B-C, D) al comparar plantas control.
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Por otra parte, se infectaron semillas de soya con los hongos P. sojae, C. truncatum, Pythium
sp, R. solani y C. kikuchii. Después de 7 dias de incubacién, se recolectaron las semillas de
soya infectadas que presentaron sintomas como tejido necrosado, manchas moradas,
puntas de raices negras, asi como pudricién de raices y semillas (figura 19). En la figura 19A,
se observan partes con lesiones marrones en la raiz de la semilla indicando dafo en el tejido
radicular y punta negra como sintomas caracteristicos de semillas infectadas con Pythium
sp. En la figura 19B los sintomas de infeccién por R. solani son manchas marrones claro y
punta negra de la raiz asi como color marron claro del cuello que puede indicar el inicio de

pudricién del cuello.

Figura 19. Semillas con sintomas de infeccion.

En las semillas de soya con sintomas de infeccidon fungica, se pueden apreciar zonas
necrosadas, asi como pudricion de la semilla.

Una vez recolectadas las plantas y semillas que presentaron sintomas de infecciéon fungica,
se prepararon las raices y se desinfectaron antes de cultivarlos en placas de Petri con medio
de agar papa dextrosa enriquecido con ampicilina. Después de 4 dias de incubacién, se
recolectd el crecimiento micelial de las placas y se cultivd nuevamente para obtener
microorganismos puros segun los postulados de Koch. Posteriormente, se observd su
crecimiento bajo un microscopio para comparar sus caracteristicas con los hongos de
referencia del laboratorio. En la figura 20A, se observan raices infectadas por R. solani en
medio APD. A partir de estas raices infectadas, se desarrollé micelio, que fue recolectado
para cultivarlo en placas de APG. La figura 20B muestra el crecimiento de micelio originado
de Pythium sp. a partir de fragmentos de raices infectadas por el patégeno. De estas dos

figuras, se recolectaron muestras para su observacién al microscopio a una magnificacién

54



de 40x, donde se identificaron hifas (figura20C) y esporangios (figura20D). También se
pudieron visualizar estructuras similares a zoosporangios (figura20E) y zoosporas
(figura20F). Finalmente, el micelio observado en las placas con raices fue cultivado
nuevamente para obtener colonias puras de R. solani (figura20H) y Pythium sp (figura20l),

las cuales presentan sus caracteristicas distintivas.

Figura 20. Hongos patdgenos aislados de tejidos infectados.

En la imagen se muestra el proceso de identificacion de patdgenos aislados.
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7.4. Porcentaje de inhibicion de los patégenos R. solani y Pythium sp
FLC inhibid el crecimiento de R. solaniy Pythium sp estudiados como se observa en la tabla
5. En el caso de R. solani, el porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial varié entre un
54 % y un 60 %. Por otro lado, Pythium sp mostrd una inhibicion del 38 % al 41 %. Los
tratamientos con diferentes concentraciones de FLC presentaron diferencias significativas,
evidenciando que a mayor concentracién de FLC, mayor es la inhibicidon del crecimiento

micelial de ambos patégenos.

Tabla 5. Porcentaje de inhibicidn de R. solani y Pythium sp con FLC.

Concentracion FLC (ug/mL) Porcentaje de inhibicidn
R. solani Pythium sp
0 02 0°
25 9b 1l
50 7% st
100 20¢ 19°
200 35d 29¢
400 60° 41

Las diferencias significativas al nivel de (p < 0,05), por la prueba Tukey estan representadas

por letras diferentes.

En la Figura 21, se muestra la accion antifingica de FLC a concentraciones de 25, 200 y 400
ug/mL contra el patdgeno R. solani. Se observa que el antifungico generé una zona de

inhibicion de hasta 16 milimetros.
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Control 25 pg 200 ug 400 pg

0mm 10 mm 16 mm

Figura 21. Zona de inhibicion de R. solani.
Inhibicion de R. solani a diferentes concentraciones de FLC.
En la Figura 22, se muestra la zona de inhibicién del patégeno Pythium sp expuesto a

concentraciones de 25, 200 y 400 ug/mL. Se observa que el antifungico generd una zona de

inhibicién de hasta 24 milimetros.

Control 25 pg 200 pg 400 ug

0mm 19 mm 24 mm

Figura 22. Zona de inhibicidn de Pythium sp.
Zona de inhibicidn a diferentes concentraciones de FLC.
7.5. Concentraciéon minima inhibitoria de R. solani y Pythium sp
Para seleccionar la concentracién adecuada de solvente para disolver FLC sin inhibir el
crecimiento de los hongos patégenos, se determind la concentracion minima inhitoria (CIM)
de los solventes metanol, cloroformo y DMSO como se muestra en la figura 23, en medios

liquidos y sodlidos. En la figura 23A se observa la concentracion minima inhibitoria de los

57



solventes en R. solani, en todos los solventes se observo que a 1.5 % no se inhibie su
crecimiento, esto se observo también en Pythium sp en la figura 23B. Por lo tanto, esta

concentracion fue seleccionada para estudios posteriores.

®

Figura 23. Concentracion minima inhibitoria de solventes.

Los solventes metanol, cloroformo y DMSO se anadieron a concentraciones de 3.5 %, 3 %, 2.5 %, 2
%, 1.5 % y 1 % en medios de agar papa dextrosa, y se inocularon con R. solani. (A) y Pythium sp.
(B). A la concentracion del 1.5 %, ninguno de los solventes inhibié el crecimiento de los patdgenos.

Posteriormente, FLC fue disuelta en DMSO al 1.5 % mostré actividad antifungica frente a R.
solani y Pythium sp a las concentraciones evaluadas. La concentracion minima inhibitoria

(CMI) fue de 18 pug/mL para R. solaniy de 9 ug/mL para Pythium sp, como se muestra en la

figura 24, siguiendo los tratamientos para concentracion minima inhibitoria expuestos en

la figura 13.
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9 ug/mL

150 75 37 18 4 150 75 37 18 9 4

18 pg/mL

Figura 24. Concentracidon minima inhibitoria.

Prueba de concentracidn minima inhibitoria por dilucién en pozos, siguiendo los tratamientos
planteados en la figura 13, se determind la concentracién minima inhibitoria a concentracién de 9
ug/mL para Pythium sp donde se muestra que a esta concentracion no afecta el crecimiento del
patdgeno, mientras que de R. solani la concentracién minima inhibioria fue de 18 pg/mL.

7.6. Evaluacion de efecto antifungico de FLC en semillas infectadas
Para evaluar el efecto antifungico de la FLC contra los patégenos de la soya R. solani y
Pythium sp, se infectaron semillas de soya y se les aplicd un tratamiento con FLC a
concentraciones minimas inhibitorias. Estas concentraciones fueron de 18 ug/mL para R.
solani y 9 pg/mL para Pythium sp. Para evaluar la fitotoxicidad de FLC se prepararon

tratamientos con semillas expuestas a las mismas concentraciones utilizadas para inhibir
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los patégenos. Las semillas infectadas con R. solani y Pythium sp exhibieron una mayor
incidencia de sintomas como pudricion de semillas, tejidos necréticos y manchas marrones
en las raices. Se observd un crecimiento mas pronunciado de las raices en las semillas
tratadas con R. solani y expuestas a 18 pg/mL de FLC. Ademas, se notd un menor desarrollo
de raices en las semillas tratadas con la misma concentracién de FLC. Estos resultados

indican que la FLC tiene un efecto antifungico notable contra R. solaniy Pythium sp.

En la figura 25A se muestra la disposicion de las semillas en la placa Petri, tal como se
prepararon para todos los tratamientos del experimento. Después de 4 dias, las semillas
fueron retiradas de las placas Petri y dispuestas como se observa en las figuras 25B, 25Cy

25D.

En la figura 25B, se observan las semillas infectadas con Pythium sp, presentando un
porcentaje de germinacion del 70 %, raices necrosadas y lesiones marrones. La figura 25C
muestra las semillas infectadas con R. solani, con un porcentaje de germinacion del 50 %,
raices torcidas, manchas marrones y areas necroéticas. En contraste, la figura 25D presenta
semillas de soya infectadas con R. solani tratadas con 18 pug/mL, donde se observa un mayor
porcentaje de germinacién (100 %) y un mayor crecimiento de las raices en comparacion

con el tratamiento de la figura 25C.
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Figura 25. Evaluacion del efecto antifungico de FLC en semillas de soya infectadas con R.
solani y Pythium sp. Evaluacion visual del efecto antifungico de FLC en semillas. Las semillas del
estudio fueron colocadas en cajas Petri como se observa en la imagen y analizadas mediante
observacién, se muestran sintomas de infeccién como pudricion de semilla y manchas marrones
necrosadas en el tratamiento con Pythium sp.(B). En el tratamiento con R. solani se presentan
sintomas de infeccién como pudricién de semillas y tejido necroso (C).
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En la Tabla 6 se presenta el efecto de la FLC en semillas de soya. Se observé que los
tratamientos con semillas expuestas a FLC no mostraron diferencias significativas, lo que
sugiere que la FLC no presentd fitotoxicidad en las semillas de soya. Sin embargo, cuando
las semillas fueron infectadas con patdgenos, se observé una disminucién en el porcentaje
de germinacion, llegando a ser hasta un 30 % menor con R. solani y un 28 % con Pythium
sp. Las semillas infectadas con Pythium sp. y tratadas con FLC incrementaron su porcentaje
de germinacion en un 19 % en comparacién con las semillas infectadas sin tratamiento con
FLC. Ademas, las semillas tratadas con FLC e infectadas con R. solani aumentaron su

longitud de raiz hasta en 1 cm a comparacién de las semillas infectadas sin tratamiento de

FLC.
Tabla 6. Efecto antifungico de FLC.
Tratamiento % Germinacion Longitud Raiz (cm)
Semillas de soya sin tratamiento 98 5.6°2
Semillas de soya infectadas con Pythium sp 70b 4.2°
Semillas de soya infectadas con R. solani. 68P 4b
Semillas de soya con 9 pug/mL de FLC. 91a 49°
Semillas de soya con 18 pug/mL de FLC. 89a 4,72
Semillas de soya con 9 pug/ mL de FLC infectadas con Pythium sp 892 3.7¢
Semillas de soya con 18 pg/mL de FLC infectadas con R. solani 76b 5@

Las diferencias significativas al nivel de (p < 0,05), por la prueba Tukey estan representadas por letras

diferentes.

Para evaluar con mayor precision la actividad de la FLC en semillas de soya, se realizé un
experimento adicional modificando el tiempo de exposicién de las semillas a los patdgenos.
Se expusieron las semillas tratadas con la concentracidon minima inhibitoria de FLC para cada
patdgeno a R. solaniy Pythium sp durante 6, 12 y 24 h antes de colocarlas en cajas Petri
para su observacidn. Posteriormente, se evaluaron las caracteristicas de las semillas,
incluyendo el porcentaje de incidencia de enfermedad, la longitud de la raiz y el porcentaje

de germinacion.
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El porcentaje de germinacién de las semillas control alcanzé el 100 %, como se muestra en
la Figura 26. Los tratamientos con semillas expuestas a 9 ug/mL de FLC lograron hasta un
89 % de germinacién. Asimismo, en la Figura 26 se observa que las semillas expuestas al
patogeno Pythium sp. durante 24 h redujeron su germinacién a un 65 %. Sin embargo, en
los tratamientos donde las semillas fueron expuestas a Pythium sp. durante 24 h y tratadas
con FLC, el porcentaje de germinacién aumentd hasta un 38 %. Del mismo modo, se observo
un aumento significativo en la germinacion cuando las semillas expuestas a Pythium sp. por

6 horas fueron tratadas con FLC.

Figura 26. Germinacion semillas de soya infectadas con Pythium sp tratadas con FLC.
Porcentaje de germinacion de semillas de soya tratadas con 9 pg/ml de FLC expuestas a diferentes
horas al patégeno Pythium sp. Las diferencias significativas al nivel de (p < 0,05), por la prueba
Tukey estan representadas por letras diferentes.
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En la Figura 27 se observd una disminucidn del 38 % en el porcentaje de germinacidn cuando
las semillas fueron tratadas con 18 pg/mL de FLC, lo que sugiere una posible toxicidad del
compuesto. Ademas, la misma figura muestra una reduccidon de hasta un 77 % en la
germinacién de semillas expuestas a R solani durante 24 h debido a la infeccidn. Sin
embargo, en los tratamientos donde las semillas fueron expuestas a R. solani durante 12 h
y luego tratadas con 18 pg/mL de FLC, se observé un aumento significativo en el porcentaje
de germinacién en comparacién con las semillas infectadas que no recibieron tratamiento
con FLC. Un patron similar se observo en las semillas tratadas con 18 pug/mL de FLC, donde
el porcentaje de germinacién también aumentd al ser expuestas a R. solani durante 12 h.
Estos resultados refuerzan la teoria de que la FLC activa algin mecanismo de defensa en las
semillas contra los patégenos. Por otro lado, las semillas expuestas durante 24 h a R. solani
y tratadas con FLC mostraron un aumento en el porcentaje de germinacién de hasta un 29
% en comparacién con aquellas no tratadas con FLC y expuestas al patdégeno por el mismo

tiempo.

64



porcentaje
-
[=]
[=]
|
-
(]

(4]
o
1

Tratamientos

Figura 27 Germinacion semillas de soya infectadas con R. solani tratadas con FLC.
Porcentaje de germinacidn de semillas de soya tratadas con 18 pg/ml de FLC expuestas a
diferentes horas al patdgeno R. solani. Las diferencias significativas al nivel de (p < 0,05), por la
prueba Tukey estan representadas por letras diferentes.

En la Figura 28 se presentan semillas infectadas tratadas con FLC. En los tratamientos con
semillas infectadas con R. solani, se observaron sintomas como pudricidon y lesiones
marrones en las raices. Estos sintomas aumentaron su incidencia con tiempos de exposicién
mas prolongados al patégeno, como se muestra en la Figura 28A. En la Figura 28B se
observa la incidencia de sintomas de infeccion por R. solani en semillas tratadas con FLC
como necrosis, menor crecimiento de raices, pudricion de raices y semillas, tejidos
vasculares oscuros y esiones marrones en las raices expuestas al patégeno por 24 h; en
comparacion con la Figura 28A, se observa un mayor crecimiento de la raiz después de
medir los centrimetros de crecimiento de racies de las semillas de los tratamientos. En los

tratamientos expuestos por 12 horas a R. solani y tratados con FLC (Figura 28C), se observd
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un notable crecimiento de raices (mas centimetros de crecimiento), una disminucién de los
sintomas de infecciéon (menor aparicion de semillas con sintomas de infeccién) y la aparicion

de raices secundarias.

En los tratamientos expuestos por 24 h a Pythium sp se observaron sintomas como
pudricidon de semillas, raices decoloradas y lesiones marrones en las puntas de las raices
(Figura 28E). Sin embargo, en las semillas expuestas por el mismo periodo, pero tratadas
con FLC, se observé un mayor crecimiento de raices y menos sintomas de infeccién (Figura
28D). En los tratamientos con semillas expuestas a 12 horas a Pythium sp (Figura 28F), se
observé una menor incidencia de sintomas (menos semillas infectadas), aunque también
un menor crecimiento de raices, con lesiones marrones y enroscamiento de las raices. Estos
resultados indican que la FLC puede mitigar algunos de los efectos negativos de los
patégenos en las semillas de soya, mejorando el crecimiento de las raices y reduciendo los

sintomas de infeccién, especialmente con tiempos de exposicion moderados.

66



Figura 28. Semillas de soya infectadas tratadas con FLC. Analisis Visual de los Tratamientos
con FLC: Evaluacién de presencia de sintomas de infeccién. Se observa mayor incidencia de
sintomas en tratamientos sin FLC.

En la Figura 29 se presentan sintomas de infeccién como pudricidon de semillas, raices con
heridas marrones (figura29A y figura29B), puntas de raices negras (figura29E) o violetas
(figura29C) observados en semillas infectadas con R. solani y Pythium sp. La presencia de
sintomas disminuyd en todos los tratamientos con FLC en comparacion con las semillas

infectadas sin tratamiento, segln se determiné por control visual.
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Figura 29. Sintomas de infeccidn en semillas. Se observan sintomas como lesiones marrones y
crecimiento de micelio (A-E) en semillas infectadas por R. solani. Se observa lesiones negras en las
raices, asi como tejido necroso en semillas infectadas con Pythium sp.
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En la Tabla 7 se observd que los tratamientos con semillas de soya expuestas a Pythium sp
durante 6 y 12 h, pero tratadas con FLC, mostraron menos sintomas de infeccidn. La
incidencia de sintomas disminuyd hasta un 28 % en semillas expuestas por 6 h y hasta un
43 % en semillas expuestas por 12 h calculado por la formula 1. Ademas, se observé que las
semillas expuestas durante 12 y 24 h a R. solani y tratadas con FLC presentaron una
reduccion en la incidencia de infeccién, con disminuciones de hasta un 18 % en 12 h y un

15 % en 24 h.

Tabla 7. Porcentaje de incidencia de tratamientos de semillas expuestas a patdgenos.

Tratamiento % incidencia
Semillas con 9 pg de FLC infectadas con Pythium sp durante 6 horas 17 a
Semillas infectadas con Pythium sp durante 6 horas 45°b
Semillas con 9 g de FLC infectadas con Pythium sp durante 12 horas 18°
Semillas infectadas con Pythium sp durante 12 horas 61c
Semillas con 9 pug de FLC infectadas con Pythium sp durante 24 horas 714
Semillas infectadas con Pythium sp durante 24 horas 78 ¢
Semillas con 18 pg de FLC infectadas con R. solani durante 6 horas 252¢
Semillas infectadas con R. solani durante 6 horas 34¢
Semillas con 18 pg de FLC infectadas con R. solani durante 12 horas 44 °
Semillas infectadas con R. solani durante 12 horas 62¢
Semillas con 18 pg de FLC infectadas con R. solani durante 24 horas 734
Semillas infectadas con R. solani durante 24 horas 88f

Las diferencias significativas al nivel de (p < 0,05), por la prueba Tukey estan representadas por letras

diferentes.

El analisis revela que existe un mayor porcentaje de incidencia cuando las semillas se
exponen durante un tiempo prolongado a los patégenos, lo que sugiere su infeccién. En la
Tabla 8, se detallan las mediciones de longitud de raiz en centimetros. Se observé que en
semillas tratadas con FLC a una concentracion de 9 pg/mL, la longitud de la raiz aumenté
significativamente hasta 1.2 centimetros. Ademads, en los tratamientos con semillas
expuestas durante 6 y 12 horas a Pythium sp y tratadas con FLC, la raiz crecié en

comparacion con las semillas expuestas el mismo tiempo, pero no tratadas, alcanzando
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hasta 1.2 cm en semillas expuestas por 6 horas a Pythium sp y tratadas con 9 ug/mL de FLC.
Las semillas tratadas con FLC y expuestas por 12 horas a Pythium sp. crecieron 1 centimetro.
En los tratamientos expuestos a R. solani por 12 y 24 horas y tratadas con FLC, la raiz crecio
hasta 2 centimetros en semillas expuestas por 12 horas y tratadas con FLC, mientras que las
semillas expuestas por 24 h y tratadas con FLC crecieron hasta 2.2 cm en comparacidn con

las semillas no tratadas con 18 pug/mL de FLC.

Tabla 8. Efecto antifungico de FLC a diferentes tiempos de exposicidén al patégeno.

Tratamiento Longitud Raiz (cm)

Semillas control 4.8°

Semillas con 9 pg de FLC 6"

Semillas con 18 pg de FLC 3¢
Semillas con 9 pg de FLC infectadas con Pythium sp durante 6 horas 5.8 bd
Semillas infectadas con Pythium sp durante 6 horas 46°
Semillas con 9 pg de FLC infectadas con Pythium sp durante 12 horas 6.3°
Semillas infectadas con Pythium sp durante 12 horas 532
Semillas con 9 ug de FLC infectadas con Pythium sp durante 24 horas 3.7¢
Semillas infectadas con Pythium sp durante 24 horas 4.4°
Semillas con 18 pg de FLC infectadas con R. solani durante 6 horas 452
Semillas infectadas con R. solani durante 6 horas 41°

Semillas con 18 pg de FLC infectadas con R. solani durante 12 horas 6°

Semillas infectadas con R. solani durante 12 horas 4°
Semillas con 18 pg de FLC infectadas con R. solani durante 24 horas 7.48 ¢
Semillas infectadas con R. solani durante 24 horas 5.23

Las diferencias significativas al nivel de (p < 0,05), por la prueba Tukey estan representadas por letras

diferentes.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

Dos de los hongos fitopatdgenos que afectan el cultivo de la soya son R. solani y Pythium
sp. R. solani es un patdgeno que provoca tizon de plantulas y pudricidon de raices en soya,
manifestando sintomas como pudricidn de raiz, marchitez y lesiones (Chang et al., 2017).
Este patégeno puede causar pérdidas de hasta el 60 % en el rendimiento del cultivo (Akber
et al., 2023). Las estrategias de manejo para controlar este patégeno incluyen el uso de
semillas limpias, practicas de labranza y fungicidas, aunque estos ultimos pueden conducir
a la resistencia del patégeno (Lin et al., 2022). Pythium sp, provoca pudricién de raiz,
ademas de reducir el crecimiento y rendimiento de las plantas de soya (Li et al., 2019).
Debido a las pérdidas ocasionadas por estas enfermedades y los problemas de
contaminacién y resistencia derivados del uso excesivo de fungicidas quimicos, es necesario
investigar alternativas para el control de estos patégenos. Entre estas alternativas, los
metabolitos secundarios antifungicos, como FLC, presentan un potencial prometedor para

el control de enfermedades en la soya.

P. aeruginosa es una especie de bacterias gramnegativas en forma de bacilos, capaces de
producir una gran variedad de metabolitos secundarios. En 2004 Rampazo aislé la cepa LV
de P. aeruginosa de una lesidn en naranjo causada por Xanthomonas citri subsp. citri en
Brasil. Desde entonces, se ha estudiado su produccidon de metabolitos secundarios, entre
ellos la FLC, un compuesto organocuprico sintetizado por la bacteria como mecanismo de
resistencia a elevadas concentraciones de cobre. Este metabolito resulta de la reaccion
entre dos siderdforos tioformina e iones de cobre, y ha mostrado actividad antimicrobiana
contra bacterias, hongos y oomicetos patdgenos que afectan cultivos susceptibles a
enfermedades, como la soya, uno de los cultivos mds importantes y nutritivos a nivel
mundial (Oyarvide et al., 2023). En este trabajo se evalud la capacidad antifungica del

metabolito FLC contra hongos patdgenos de la soya.
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Produccidn de FLC
Se sintetizé el metabolito FLC de la bacteria P. aeruginosa cepa LV agregando CuCl; al 1 %
en los medios de cultivo. Estas bacterias son ampliamente estudiadas por su capacidad para
producir diferentes metabolitos secundarios. Segun Depke et al. (2017), esta bacteria puede
producir fenazinas, ramnolipidos, lactonas de homoserina y alquilquinolonas; que tienen
propiedades antibidticas de amplio espectro contra muchos patégenos vegetales fungicos,
bacterianos y oomicetos (Biessy et al., 2018). Hafeez et al. (2017) también estudiaron los
metabolitos secundarios producidos por la cepa BRp3 de P. aeruginosa como estrategia de
biocontrol del tizén bacteriano de las hojas de arroz y mencionaron que estos metabolitos
poseen diversas propiedades bioldgicas significativas, incluyendo su funcién como factores

de virulencia, sideréforos, biosurfactantes y agentes antimicrobianos.

FLC es un compuesto organocuprico que tiene en su estructura iones de cobre y es
producido como estrategia de resistencia a elevadas concentraciones de cobre. Algunos
autores han mencionado esta estrategia de supervivencia de algunos microorganismos,
Kenney y Rosenzweig (2018) afirman que algunas bacterias tienen la capacidad de producir
compuestos aglutinantes de cobre para facilitar la importacion de este metal cuando es
limitado o para desintoxicarlo como un mecanismo de resistencia, segun su estudio sobre
metaldforos que se unen al cobre. Patteson et al. (2021) reportan que, como respuesta al
estrés por cobre, P. aeruginosa desarrolld una via biosintética que integra el cobre en un

antibidtico de amplio espectro.

El CuCl; - 2H,0 es responsable de inducir la produccion del metabolito FLC como respuesta
al estrés. Nuestros resultados son similares a los de Gionco et al. (2017), ya que en el cultivo
de P. aeruginosa cepa Iv ellos mostraron que en ausencia de CuCl; - 2H;0 no se detecta
actividad antimicrobiana. Kerbauy et al. (2016) también destacan el papel del CuCl? en el
medio de cultivo para inducir la produccion de componentes antibiéticos de Pseudomonas

sp., reportando la ausencia de inhibicién en cepas cultivadas sin cobre.
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Aislamiento e identificaciéon de hongos fitopatégenos de la soya

Con la finalidad de comprobar la patogenicidad de los hongos patdgenos de soya, estos se
propagaron en plantas y semillas y posteriormente los tejidos infectados fueron sembrados
en medio de cultivo. Al analizar sus estructuras con el microscopio, se observaron hifas
septadas ramificadas en dngulo recto. Estas caracteristicas coinciden con las reportadas por
varios autores del hongo R. solani. Betancourth et al. (2021) analizaron la morfologia y
patogenicidad de R. solani y mencionaron diferentes caracteristicas como colonias blancas
0 marrones, con o sin presencia de esclerocios. También reportaron sintomas en plantas
infectadas como amarillamiento, reduccion de raices, lesiones necréticas en las puntas de
las raices y marchitez. Estos resultados son muy similares a los nuestros cuando se
infectaron las plantas de soya con R. solani. Otros estudios con resultados similares a los
nuestros son los de Aydin (2022) quien infecto plantas de trigo con R. solani y reportd la
presencia de hifas segmentadas y colonias de color marrén claro. Jaaffar et al. (2016)
describieron el crecimiento de colonias de color marrdn claro con micelio aéreo algodonoso
en cepas de R. solani, y reportaron danos a las raices con lesiones marrones y pudricién, asi
como reduccion del tamaio radicular. Datta et al. (2021) estudiaron la biologia de R. solani
como causante de la enfermedad de la vaina del arroz y reportaron la presencia de hifas
maduras con pigmentaciéon marrén y septadas. Dutta y Deb (2020) investigaron la
inoculacidn artificial de R. solani y mencionaron el crecimiento de micelio esponjoso de
color marrén claro con hifas septadas y hialinas. Finalmente, Gondal et al. (2019) estudiaron
los grupos de R. solani asociados a anastomosis en tomate y reportaron caracteristicas
morfolégicas del hongo, como hifas ramificadas en angulo recto y colonias de color marrén

claro a oscuro, ademads de marchitamiento en plantas infectadas.

El patédgeno Pythium sp fue aislado de tejidos que presentaban pudricion de raices, lesiones
necrdticas y marchitamiento de hojas en placas de agar papa dextrosa. Se observd un
crecimiento de micelio blanco con apariencia algodonosa y pelos esponjosos. Al analizarlo
con el microscopio, se identificaron esporangios y zoosporangios alargados. Los sintomas

de infeccion y las caracteristicas encontradas coinciden con las reportadas por otros
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autores. Ashwathi et al. (2017) reportaron que algunos sintomas de infeccion por Pythium,
como el marchitamiento y la pudricion de raices, son comunes en su estudio de la
morfologia y patogenicidad de Pythium aphanidermatum. Talubnak et al. (2022) estudiaron
la identificaciéon morfoldgica y molecular de Pythium sp en lechuga, reportando un
crecimiento de micelio algodonoso aéreo en medios de APD, ademas de provocar pudricidén
de semillas y raices. Almohammedy et al. (2020) estudiaron la morfologia y patogenicidad
de Pythium sp aislado de plantas en Irak, mencionando la formaciéon de micelio blanco,
algodonoso y esponjoso, similar a lo observado en nuestro estudio, y la presencia de

esporangios.
Efecto antiflingico de FLC contra hongos patégenos de soya

De las pruebas de suceptibilidad frente a los hongos patégenos de soya, el hongo mas
sensible fue Phomopsis sojae mostrando mayor porcentaje de inhibicion y fue seleccionado
para su observacion en microscopia electronica de barrido. Las imagenes obtenidas
mediante microscopia electrénica de barrido revelan el efecto antifiingico de FLC (figura 18)
que fue capaz de inhibir el crecimiento del hongo Phomopsis sojae induciendo cambios en
su estructura como deofrmacion de hifas, formacion de vesiculas similares a tumores
rugosos y fuga citoplasmatica. Nuestros resultados son muy similares a los reportado por
otros autores, por ejemplo, Afonso et al. (2022) destacan la capacidad de FLC para controlar
patdégenos como Xanthomonas citri, Pectobacterium carotovorum, Bipolaris sorokiniana y
Pythium ultimum subrayando su potencial en el manejo de enfermedades agricolas. En
algunos de nuestros resultados, se observé que FLC, a una concentracion de 5,000 pg/ml,
provocod deformaciones en las hifas de P. sojae, causando agrandamientos irregulares,
apariencia arrugada y protuberancias superficiales inusuales. Estos dafios son similares a
los reportados en otros estudios de microorganismos tratados con FLC, por ejemplo;
Navarro et al. (2020) reportaron la alteracion de la membrana y la pared celular en las
bacterias Xanthomonas citri subsp. citriy Klebsiella pneumoniae, donde observaron que FLC
actia de manera similar en diferentes géneros gramnegativos. En ese mismo estudio

observaron la accidon de FLC en bacterias gramnegativas y grampositivas, teniendo efectos
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distintos en las bacterias grampositivas E. faecium ATCC 6569 y MRSA N315. Observaron
que con E. faecium ATCC 6569, hubo una disminucién en el nimero de células sin dafio a la
membrana ni a la pared celular., sin embargo, con las bacterias de la cepa MRSA N315
presentaron dafios en la membrana, la pared celular y cambios en el citoplasma.
Anteriormente, Navarro et al. (2019) reportaron la eficacia antibiética de FLC contra
bacterias grampositivas y gramnegativas, observando que FLC provoca lisis celular y

degradacion de la matriz celular contra Klebsiella pneumoniae.

Efecto de FLC en la inhibicion de los patégenos R. solani y Pythium sp
La zona de inhibicion de R. solani expuesto a 400 ug/Ml de FLC es de 16 mm. Sin embargo,
otros autores han reportado halos de inhibicién mayores utilizando diferentes compuestos.
Pineda-Mendoza et al. (2019) caracterizaron la actividad antifungica de rizobacterias y
reportaron que Pseudomonas tolaasii produjo un halo de inhibicion de 26 mm, mientras
gue Rhizobium aquatilis mostré un halo de inhibicién de 34 mm, atribuyendo esta actividad
a la produccion de metabolitos antibidticos. En el caso de Pythium sp, el halo de inhibicion
observado es de 24 mm. Gade (2023) estudiaron la actividad antifungica in vitro utilizando
el método de difusidn en disco y observaron un halo de inhibiciéon de 12 mm con sulfato de
cobre, 20 mm con el fungicida Mancozeb, y un halo de inhibicién mayor de 25 mm con

nanoparticulas de cobre.

Los resultados obtenidos con FLC muestran una efectividad moderada en comparacién con
otros compuestos y métodos estudiados por diversos autores. La diferencia en los tamafios
de las zonas de inhibicion puede atribuirse a la naturaleza y concentraciéon de los
compuestos antifungicos utilizados, asi como a los mecanismos especificos de accién
estudiados por otros autores. Por ejemplo, los metabolitos antibidticos producidos por
rizobacterias como Pseudomonas tolaasii y Rhizobium aquatilis son altamente eficaces

contra R. solani.

En comparacion, los fungicidas comerciales como Metalaxyl M y Azoxytrobin muestran una
alta eficacia contra Pythium aphanidermatum, lo que resalta la potencia de los fungicidas

sintéticos frente a los patégenos especificos. Sin embargo, la variabilidad en los resultados
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de diferentes estudios subraya la necesidad de una evaluacién exhaustiva de los agentes

antifdngicos en condiciones especificas de cada patégeno y entorno.

Concentracion minima inhibitoria de R. solani y Pythium sp
Al estudiar la eficacia de FLC contra R. solani, se determind una concentraciéon minima
inhibitoria (CMI) de 18 pg/mL. Este resultado posiciona a FLC como una prometedora
alternativa frente a los fungicidas quimicos convencionales, que cominmente inducen
resistencia en los patdgenos. Investigaciones previas han demostrado la efectividad de
varios fungicidas quimicos contra R. solani. Chauhan et al. (2022) reportaron una inhibicidn
del 100 % de R. solani utilizando Carbendazim 50 % WP a una concentracién de 6 ppm, asi
como combinaciones de Azoxystrobin 11 % con Tebuconazole y Tebuconazole 50 % con
Trifloxystrobin 25 % WG a 10 ppm, logrando la misma inhibicién en menos de 24 horas.
Estos fungicidas actian inhibiendo procesos cruciales como la mitosis en las hifas de los
hongos y la produccién de ATP en las mitocondrias. Asimismo, Karkee y Mandal (2020)
informaron que los fungicidas Nativo y Dhanucop inhibieron el 100% de R. solani a 10 ppm
después de 10 dias de aplicacién. Otros fungicidas como Folicure, Titan y Saaf lograron la
misma eficacia a 100 ppm en el mismo periodo. Aunque los fungicidas quimicos son
ampliamente utilizados, su aplicacion excesiva ha provocado problemas de contaminacion,
intoxicaciones y resistencia de los patdgenos. En este contexto, el uso de metabolitos como
Fluopsina C surge como una alternativa prometedora, buscando mitigar los problemas
asociados al uso excesivo de quimicos. Zhao et al. (2022) exploraron sustancias de plantas
con propiedades fungistaticas para controlar R. solani y encontraron que extractos de
corteza de Moutan a una concentracién de 1,000 pg/mL inhibieron completamente el
patdgeno, atribuible a metabolitos secundarios como paeonol y quercetina que daiian la
membrana celular. De manera similar, Wang et al. (2021) reportaron que extractos
etandlicos de frutas de Syzygium aromaticum inhibieron el 100 % de R. solani a 10,000

ug/mL, debido al acido laurico y eugenol presentes en la planta.
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Para Pythium sp, la CMI de FLC fue de 9 pug/mL. Esta diferencia con respecto a R. solani
puede deberse a variaciones en los componentes estructurales de la pared y membrana
celular entre oomicetos y hongos. Dubey et al. (2022) evaluaron la eficiencia de
tratamientos quimicos contra Pythium, reportando que 91 ug/mL de Etridiazole, 384 pg/mL
de Fosetyl-Al y 341 pg/mL de fosfato de potasio inhibieron completamente el patégeno.
Feng et al. (2020) también investigaron fungicidas quimicos, encontrando que
concentraciones de 30-36 pg/mL de Mefenoxam y Metalaxyl fueron efectivas contra varias

especies de Pythium.

Efecto antifingico de FLC en semillas de soya infectadas con R. solani y Pythium

sp
Los tratamientos con semillas infectadas con R. solani y Pythium sp mostraron una mayor
incidencia de sintomas de pudricién de semillas, tejidos necréticos y manchas marrones en
las raices. Estos sintomas son consecuencia de la presencia de R. solaniy Pythium sp en las
semillas y se pueden observar con mayor incidencia en los tratamientos con semillas
expuestas a los patégenos de 6,12 y 24 h donde también se presentan raices decoloradas
(figura 28). Ajayi-Oyetunde y Bradley (2017) reportaron que R. solani causa sintomas como
pequefiias lesiones en raices, pudricion de raices e hipocétilo, similares a los observados en
este estudio. Paliwal et al. (2023) mencionan que R. solani provoca pudricién de raices en
soya, donde el hongo crece y obstruye el tejido del xilema produciendo esclerocios,
responsables de sintomas como clorosis, pudricion de semillas y muerte de las plantas de
soya. Serrano et al. (2018) describen sintomas de infeccién por Pythium en soya, incluyendo
decoloraciéon general, lesiones marrones en el hipocétilo, pudricion de raiz y pudricién de
semillas, coincidiendo con los observados en las semillas infectadas con Pythium sp. Huzar-
Novakowiski y Dorrance (2018) también reportaron que los sintomas de infeccion por
Pythium en soya incluyen necrosis, oscurecimiento de raices y lesiones en raices,

confirmando los sintomas visibles en las semillas infectadas en el estudio.
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Se observd un mayor crecimiento de raices en semillas tratadas con 18 pug/mL de FLC en
presencia de R. solani y un aumento significativo en la longitud de raices de semillas
expuestas por 12 y 24 h, respectivamente (tabla 8). Esto podria deberse a que el cobre
presente en la FLC fue aprovechado por la soya como micronutriente como lo han sugerido
autores como Xion et al. (2017) en su estudio donde el cobre aumento el crecimiento de las
plantas de lechuga, o a que la FLC activd un mecanismo de defensa contra R. solani,
promoviendo un mayor crecimiento radicular similar a lo ocurrido en el estudio de Munhoz
et al. (2017) donde las plantas de tomate presentaron mayor crecimiento con tratamientos

con FLC.

Otros estudios han reportado efectos similares del cobre en las plantas. Los iones metdlicos
pueden conferir una fortificacion inducida por metales y defender a la planta contra
infecciones fungicas, como lo sefala Taiti et al. (2016). Prasad et al. (2017) estudiaron los
nanomateriales en plantas y mencionaron que las nanoparticulas metalicas, como las de
cobre, generan un exceso de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que estimula las
defensas de las plantas. Estas nanoparticulas se acumulan en las células vegetales,
aumentando la activacidn de enzimas antioxidantes. Smaili et al. (2017) indicaron que, para
evitar la toxicidad de ROS, las plantas activan diversos mecanismos de desintoxicacién a
través de vias enzimaticas y no enzimaticas, especialmente la actividad del polifenol
oxidasa. Esta enzima participa en el refuerzo de la pared celular y la inhibicién de patégenos,
potenciando asi las defensas de las plantas. Estos hallazgos sugieren que, en lugar de una
actividad antifungica directa, la presencia de EROS debido al cobre en la FLC podria estar
induciendo respuestas de defensa en las plantas. Esta activacién de los mecanismos de
defensa podria explicar el mayor crecimiento de raices observado en las semillas tratadas
con FLC y expuestas a R. solani, destacando el potencial de este compuesto para mejorar la
resistencia de las plantas a los patégenos. Xiong et al. (2017) reportaron un aumento en el
crecimiento de plantas de lechuga expuestas al cobre, atribuido a la estimulacion del

crecimiento bajo un estrés ligeramente toxico y al hecho de que el cobre es un
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micronutriente esencial. De manera similar, en este estudio, el crecimiento de la soya se vio

favorecido.

Sin embargo, también se observé un menor desarrollo de raices en semillas tratadas con la
misma concentracién de FLC, lo que podria indicar fitotoxicidad. Ryzhenko et al. (2018)
mencionaron que el cobre en las plantas es esencial para la emisién de CO2, la asimilacién
y sintesis de ATP, y como componente de proteinas como la plastocianina del sistema
fotosintético. No obstante, el exceso de cobre en las plantas causa estrés y dafio, lo cual
puede manifestarse como un retraso en el crecimiento, similar a lo observado en el
tratamiento con FLC. Mir et al. (2021) reportaron que la toxicidad del cobre afecta
negativamente el crecimiento y desarrollo de las plantas, provocando la inhibicion del
crecimiento en diferentes etapas. Ademds, mencionaron que el exceso de cobre disminuye
significativamente el porcentaje de germinacidn. Sin embargo, en los tratamientos con FLC
no se observé una reduccién en la germinacion, lo que sugiere que los tratamientos con 18
ug/mL de FLC no exhiben respuestas tipicas de toxicidad por cobre, y otros factores podrian

estar influyendo en el desarrollo de las raices.

La FLC mostro un efecto antifungico significativo contra R. solaniy Pythium sp. Afonso et al.
(2022) destacaron sus efectos antifungicos contra hongos como Fusarium culmorum,
Fusarium oxysporum y Sclerotinia sclerotiorum, inhibiendo el 100 % de estos hongos a
concentraciones de 5 a 7 ug/mL, y también reportaron la inhibicién de Pythium ultimum a
una concentracion de 0.20 pg/mL. Navarro et al. (2019) también mencionaron el poder
antifdngico de la FLC. De Lima et al. (2022) sefialaron su capacidad antibidtica, efectiva
contra bacterias y hongos. De Almeida et al. (2023) estudiaron la FLC contra Candida auris,
reportando una concentracion minima inhibitoria de 1.56 pug/mL. Estos estudios confirman
la eficacia de la FLC como agente antifungico, respaldando los resultados observados en
nuestro estudio, donde su aplicacién inhibié significativamente el crecimiento de R. solani

y Pythium sp.
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El porcentaje de germinacion de semillas infectadas con Pythium sp. mostré un aumento
significativo del 11 %, alcanzando un 87 % en comparacion con el 78 % de las semillas
infectadas no tratadas. Ademas, se observd que Pythium sp. fue mas sensible a FLC que R.
solani, requiriendo una concentracion minima inhibitoria dos veces mayor para este ultimo.
Paul y Walker (2022) evaluaron la agresividad de varias especies de Pythium en los Estados
Unidos contra semillas de soya, reportando porcentajes de germinacién de
aproximadamente 75 %, 80 % y 82 % para distintas especies de Pythium, valores que son
comparables a los observados en este estudio. Feng et al. (2020) también reportaron que
diferentes especies de Pythium causan variaciones en los porcentajes de germinacién de
semillas de soya infectadas, que van desde aproximadamente el 90 % hasta el 10 %. En este
estudio, las semillas tratadas con FLC e infectadas con Pythium mostraron un aumento en
la germinacién del 11 %. Carmona et al. (2017) evaluaron el uso de fungicidas en semillas
tratadas e infectadas con Pythium y reportaron que las semillas tratadas con fosfitos
comerciales aumentaron su porcentaje de germinacién de un 10 % a 200 ml/Kg hasta
aproximadamente un 15 % con el doble de concentracion, resultados que no difieren
significativamente de los observados en nuestro estudio. Esto sugiere que la FLC podria ser
una alternativa viable para mejorar la germinacién de semillas de soya infectadas con

Pythium sp.

Estos hallazgos sugieren que la FLC posee un potencial prometedor como alternativa para
el control de hongos. Esta investigacidon podria allanar el camino hacia nuevas aplicaciones
de la FLC, tanto como promotor de respuestas de defensa en plantas como para estudios
adicionales que profundicen en la generaciéon de moléculas con poder antimicrobiano a

partir de metabolitos secundarios de P. aeruginosa cepa LV.

9. CONCLUSIONES
La FLC mostré capacidad para inhibir el crecimiento de Rhizoctonia solaniy Pyhtium sp. en
la soya. FLC provoca la deformacidn las hifas de P. sojae, con agrandamientos irregulares y
la formacion de protuberancias inusuales e inhibiendo su desarrollo y crecimiento. Se

demostré que el tratamiento de semillas de soya con FLC puede ser efectivo para controlar
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la infeccidon causada por R. solani y Pythium sp. FLC posee propiedades antifungicas que
podrian extenderse a otros patégenos de la soya, lo que la convierte en una alternativa
prometedora para el control de enfermedades del cultivo y para reducir la dependencia de

agentes quimicos.
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