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Presentacion

Sin duda, la biotecnologfa representa una de las areas cientificas de mayor avance y aplicacion en
la actualidad. Aun cuando sus inicios fueron hace miles de afos, con la obtencién de cerveza y queso,
gracias al avance cientifico-tecnoldgico en las ciencias relacionadas con la biologia, se ha potenciado la
rama agropecuaria.

En México, considerando que las actividades de produccién agricola y pecuaria son primordiales
para el desarrollo del pafs, existe gran interés de la comunidad cientifica para buscar alternativas que den
solucion a los problemas mas relevantes que limitan la produccién de alimentos.

El presente compendio cientifico “Biotecnologia agropecuaria aplicada” aborda temas
relevantes del area agropecuaria. Se hace énfasis en el aprovechamiento de microorganismos bacterianos
y fungicos y su potencial uso en los agroecosistemas. Estas aplicaciones con la finalidad de promover
practicas sustentables de produccién, desde la promocion del crecimiento vegetal en condiciones
ambientales adversas, el biocontrol de fitopatégenos y malezas, asi como la biorremediaciéon. También se
exploran metodologfas novedosas para la obtencién de compuestos antioxidantes y antifingicos.
Ademas, se presentan avances en la elaboraciéon de nuevos alimentos para la produccién acuicola, como
alternativas para la nutricion efectiva.

Los trabajos aqui presentados constituyen evidencias de los pasos sélidos que dan los diferentes
grupos de investigacion nacionales e internacionales del area de la biotecnologia agropecuaria. Se agradece
la participacion de los autores que pertenecen al Sistema Nacional de Investigadoras e Investigadores

(SNII-CONAHCYT) de los Estados Unidos Mexicanos.

Los Autores
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Capitulo 6

El papel de las bacterias quitinoliticas en interacciones
planta-patogeno y su potencial empleo biotecnologico
en la agricultura

Recibido en: 16/06/2024 Jests Eduardo Cazares Alvarez'

Aprobado en: 20/06/2024 Ignacio Eduardo Maldonado Mendoza"
q 10.46420/9786585756365cap6

RESUMEN

Dentro de la industria agricola se han utilizado diversas herramientas de mejora para el
crecimiento de plantas de importancia comercial. Sin embargo, algunas de estas herramientas involucran
el uso de compuestos quimicos sintéticos que por lo general son de alto costo, tienen efectos a largo
plazo y ademas pueden ser perjudiciales para la salud. Generalmente, el empleo de fertilizantes quimicos
es una de las primeras opciones que utiliza el agricultor debido a la rapida aplicaciéon y facil acceso, pero
cabe destacar que el uso indiscriminado de estos quimicos puede traer consecuencias transcendentales en
el microbiota del suelo. Debido a la alta demanda de cultivos para la alimentacién humana, el uso de
herramientas quimicas ha ido en aumento y sobre todo para poder controlar organismos patégenos, por
lo tanto, el empleo de alternativas sustentables se ha convertido en una meta a alcanzar para la comunidad
cientifica. Una de estas opciones es el uso de organismos benéficos que sean capaces de tener un efecto
en el crecimiento y desarrollo de la planta, ademas de poder controlar diversas enfermedades. Las
bacterias quitinoliticas desempefan un rol fundamental en el ciclo de carbono del suelo, ademas de que
pueden interactuar directamente con las raices de las plantas para beneficiarse mutuamente. Las
quitinasas, producidas por las bacterias quitinoliticas, han demostrado poder controlar a diversos
organismos fitopatégenos de manera directa (mediante nanotecnologfa) o indirecta (utilizando
bioformulados de la bacteria), por lo que el uso de este tipo de bacterias en el ambito agricola se ha

convertido en una alternativa ideal al uso indiscriminado de compuestos quimicos.

! Departamento de Biotecnologia Agricola, Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional
(CIIDIR), Unidad Sinaloa, Instituto Politécnico Nacional, Guasave, Sinaloa, México.

* Autor(a) correspondente: imaldona@ipn.mx
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DISTRIBUCION DE LA QUITINA EN LA NATURALEZA

La quitina, después de la celulosa, es uno de los principales polimeros presentes en la naturaleza.
Este compuesto puede ser sintetizado por diversos organismos como camarones, cangrejos, insectos y
hongos (Kumar, 2000). La quitina estd compuesta por unidades de N-acetil-D-glucosamina unida por
enlaces B3-1,4 glucosidicos; tiene una coloraciéon blanca, incolora y no es elastica. Ademas de estar
ampliamente distribuida en la naturaleza, también puede encontrarse en formas diversas como o, By v, y
esto depende muchas veces del organismo (Blackwell, 1988). La forma mds comun es la a-quitina y su
estructura esta conformada por dos unidades de N, N’-diacetilquitobiosa formando dos cadenas en una
composicion antiparalela, ademas los anillos hidrofébicos de los carbohidratos se apilan uno encima del
otro (Beckham & Crowley, 2011). Debido a su sencilla composicion, esta forma de quitina puede
encontrarse en la mayorfa de los organismos quitinoliticos como, por ejemplo: cangrejos, langostas y en
la pared celular de hongos (Hou et al., 2021).

Por otra parte, la -quitina es una forma que no se encuentra de manera abundante en
comparacion con la a-quitina, sin embargo, la 8-quitina contiene menos enlaces de hidrogeno adicionales
entre las cadenas que unen a los grupos hidroximetilo y todas las cadenas en su estructura estan en la
misma direccién y son paralelas (Roy et al., 2017). Esta forma de quitina se ha encontrado en calamares
(Arrouze et al., 2021; Lavall et al., 2007) y en capullos de insectos (Eisemann & Binnigton, 1994). Con
respecto a la y-quitina, esta tiene una estructura quimica similar a la a-quitina y se puede encontrar en las
tibras del capullo del escarabajo Prinus (Kaya et al., 2017), es un poco mas dificil de encontrar y analizar,

por lo que su uso es limitado.

USOS TECNOLOGICOS DE LA QUITINA

Gracias al avance tecnoldgico y a las amplias posibilidades de poder aislar quitina de diversos
organismos, los usos y aplicaciones de la quitina han ido aumentando con el paso de los afios. Los
principales organismos de los cuales se ha aislado quitina han sido insectos, crustaceos y camarones,
utilizando diversos métodos de extraccion como el uso de acido clorhidrico, acido acético y acido nitrico,
ademas del uso de enzimas liticas (Younes & Rinauro, 2015). Sin embargo, ha sido posible utilizar otras
técnicas de extraccion fisicas como el uso de ondas ultrasénicas (Vallejo-Dominguez et al., 2021) con el
fin de evitar el uso excesivo de quimicos nocivos para el medio ambiente. La quitina, ademas de ser
abundante en la naturaleza, es un compuesto no toxico y biodegradable, por lo que su uso en diversas
industrias es amplio. Por ejemplo, en la industria alimentaria, se ha considerado el uso de quitina aislado
de organismos matinos como compuestos nutracéuticos (Simat, 2021) o la utilizacion de quito-
oligosacaridos derivados de la quitina como prebidticos en alimentos (Harti et al., 2015). Sin embargo, el

uso de la quitina se extiende de manera amplia en la industria farmacéutica para la curaciéon de heridas
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superficiales (Mattioli-Belmonte et al., 2007), como acarreador de algunos medicamentos (Wang et al.,
2011) e incluso en la generacién de huesos (Kawata et al., 2016).

Por otra parte, en la industria agricola, la quitina ha tenido un auge en los dltimos afios debido a
suuso como fertilizante en forma de nanoparticulas que pueden liberar compuestos utiles para las plantas,
ademas que el uso de quitina o derivados podria ayudar a activar sistemas de defensa contra algunos
patégenos (Shamshina et al., 2020). Esta activacioén lleva consigo la posibilidad de que la planta pueda
producir enzimas que sean capaces de hidrolizar la quitina (quitinasas); los fragmentos de quitina liberados
por las quitinasas pueden fungir como moléculas de sefializacién para la planta, lo que podria inducir
mecanismos de crecimiento, defensa, sintesis de fitoalexinas e induccién de otras proteasas (Li et al.,

2020).

QUITINASAS

Las enzimas que hidrolizan la quitina reciben el nombre de quitinasas (E.C.3.2.2.14) las cuales
hidrolizan enlaces 3-1,4 de la estructura de la quitina liberando compuestos de bajo o alto peso molecular.
Pueden encontrarse en diversos organismos desde bacterias hasta en humanos y pueden ejercer diferentes
funciones en la célula (Bhattacharyya & Jha, 2012). Se pueden clasificar en diferentes familias o clases
dependiendo de su estructura aminoacidica o la presencia de dominios y motivos conservados (Oyeleye
& Normi, 2018). Las quitinasas se encuentra agrupadas en familias pertenecientes a las glucosil-hidrolasas,

siendo las familias 18, 19 y 20 las mas abundantes (Figura 1).

Quitinasas
GH18 GH19 GH20
Virus, bacterias, hongos y Principalmente se Hongney plante
plantas encuentran en plantas
Clases Illy V Clases I, I, IV y VI Grupo de

hexosaminidasas

Figura 1. Clasificacién de las familias mas importantes de las quitinasas.

Asf mismo, las quitinasas pueden dividirse dependiendo de su tipo de actividad en dos grupos:
endoquitinasas y exoquitinasas. Las endoquitinasas son enzimas que pueden hidrolizar los enlaces 3-1,4
de la estructura de la quitina de manera aleatoria en los sitios internos lo que ocasiona que se liberen
compuestos de alto peso molecular como quitotriosa o quitotetrosa (Sahai & Manocha, 1993). En
cambio, las exoquitinasas son enzimas que hidrolizan los enlaces externos de la cadena liberando

monoémeros de N-acetil glucosamina o quitobiosas.
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En el caso particular de las plantas, las quitinasas pueden estar involucradas en todo el ciclo celular
participando en procesos como desarrollo, embriogénesis, respuesta a diferentes tipos de estrés y en la
respuesta contra patogenos (Vaghela et al., 2022) y se pueden encontrar en diferentes tejidos como hoja,
tallo y raices, y la mayorfa de ellas presentan una actividad de endoquitinasa. El peso molecular de las
quitinasas vegetales oscila entre los 20 a los 60 kDa y pueden tener una naturaleza acidica o basica
dependiendo de su punto isoeléctrico (Hamid et al., 2013). Son diversos los estudios donde se han aislado
quitinasas de plantas con el fin de poder caracterizarlas y utilizarlas para comprobar su efectividad en el
control de hongos patégenos. Principalmente las quitinasas vegetales juegan un papel fundamental en el
control de los hongos fitopatégenos mediante la hidrélisis de la quitina en la pared celular de hongos, lo
que conlleva a la liberacion de elicitores (quito-oligosacaridos) que sirven como moléculas de sefalizacion
para alertar a la planta de la infeccion (Zipfel, 2008). Las quitinasas vegetales pueden clasificarse
principalmente en la familia 19 de las glicosil-hidrolasas, sin embargo, también pueden encontrarse
enzimas pertenecientes a las familias 18 y 20. Dentro de la familia 18 se encuentran las clases III y V
mientras que en la familia 19 se encuentran las clases I, II, IV y VI. La diferencia entre las clases difiere
principalmente por la presencia de algunos dominios conservados y sitios ricos en cisteina (Vaghela et

al., 2022).

BACTERIAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO VEGETAL

Debido al aumento de las enfermedades causadas por virus u hongos patégenos en cultivos de
importancia agricola, el uso de organismos antagonistas se ha convertido en una herramienta alternativa
al uso de compuestos quimicos. Dentro de los organismos que se pueden utilizar en la industria agricola
son las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR). Estas bacterias por lo general son aisladas
de la rizésfera de las plantas o de la superficie de las raices (rizoplano) (Glick, 2012). Las PGPR estan
estrechamente relacionadas con las plantas en un ciclo constante de estimulaciéon del crecimiento,
obtencion de nutrientes, fijacion de nitrégeno, solubilizacion de fosfatos y la produccion de sideréforos
(Souza et al., 2015). Asi mismo, algunas bacterias pueden tener la capacidad de ser endéfitas a las plantas,
esto significa que pueden encontrarse dentro de las células vegetales en algin momento de su ciclo de
vida, y tienen una influencia en la produccién de compuestos bioactivos como esteroides, terpenoides,
proteasas, flavonoides y liberacion de compuestos antifungicos y antibacterianos (Wang et al., 2022)
(Figura 2). Los principales compuestos que pueden producir las PGPR son acido indol-3 acético, enzimas
liticas como proteasas, quitinasas o endoglucanasas, sideréforos y antibidticos, los cuales tienen una
influencia directa o indirecta en el crecimiento de la planta. Sin embargo, las bacterias endofitas para
poder ser utilizadas en cultivos de importancia agricola, es necesario la utilizacién de sistemas de
caracterizacion funcional para estas bacterias; por ejemplo, la comprobacion de su posible patogenicidad

al humano, produccién de compuestos relacionados a la promociéon del crecimiento vegetal, su efecto
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contra fitopatbgenos, su eficacia 7z vitro, invernadero y campo, y la verificaciéon del endofitismo (Basit et

al,, 2021).

Acido indol-3-acético
Sideroforos
Solubilizacion de fosfato
Antibioticos
Enzimas liticas

Aumento en el crecimiento de
la planta

Esteroides

Terpenoides
Enzimas liticas
Flavonoides
Fitohormonas

Figura 2. Beneficios de las PGPR en la planta y los compuestos que produce. Los organismos se
encuentran en la rizosfera o en las raices de las plantas las cuales tienen un efecto directo o indirecto en
el crecimiento del cultivo. Pueden ser aislados del suelo o de las raices de las plantas para comprobar su
funcién como promotoras de crecimiento vegetal. Figura creada con Biorender.com

MICROORGANISMOS QUITINOLITICOS

Uno de los principales mecanismos de las PGPR es la produccion de quitinasas. Estas enzimas
juegan un papel fundamental en el control de hongos fitopatégenos en algunos cultivos agricolas. Han
sido amplios los estudios de aislamiento y caracterizaciéon de organismos aislados de la rizésfera de
plantas, por ejemplo, Brzezinska et al. (2020) aislaron bacterias de la rizésfera del trigo (Triticum aestivum
L..) donde dos cepas, B3 y B5, identificadas como Baczllus, podian producir quitinasas las cuales tuvieron
un efecto en el crecimiento de Alternaria alternata y Fusarium verticillioides. A partir de la rizésfera del maiz,
se han obtenido diversos organismos quitinoliticos, por ejemplo, Psexudomonas fluorescens, Acinetobacter,
Burkholderia, los cuales pudieron degradar el micelio de hongos como Fusarium y Alternaria (Medina-de la
Rosa et al., 2016). Asi mismo, algunas cepas de Bacillus que fueron aisladas de la rizésfera del maiz han
tenido la capacidad de controlar al hongo Fusarium verticillioides (Bressan & Figueiredo, 2010). La aplicacion
de la bacteria quitinolitica Bacz/us cereus B25 (Morales-Ruiz et al., 2021) en cultivos de maiz, ocasioné un
aumento en el rendimiento de grano de hasta 2 toneladas/hectirea en comparacién con los cultivos

afectados por F. werticillioides y se obtuvo una disminucién en la concentracién de las toxinas fungicas
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(fumonisinas) que produce este hongo en hasta el 93% en cultivos tratados con B25 (Lizarraga-Sanchez
et al., 2015). También se han obtenido aislados bacterianos quitinoliticos de cultivos de tomate, donde se
ha comprobado su eficacia en el control de algunos hongos patégenos como Rbhizoctonia, Fusarium,
Colletotrichum y Aspergillus (Malik et al., 2022).

Uno de los principales métodos de aplicacion de organismos quitinoliticos es mediante
bioformulados. Se han utilizado diversos medios de cultivo para el 6ptimo crecimiento de los organismos,
esto es porque para elaborar una correcta formulacion es necesario el conocimiento de las estructuras o
funcién de los compuestos activos y las posibles interacciones entre ellos (Somal et al., 2024). Existen
dos maneras tradicionales de obtener bioformulados: liquidos y sélidos. La formulacién sélida consiste
en la utilizacién de compuestos solidos en forma de polvo o granulos como acarreadores organicos o
inorganicos dependiendo del organismo a bioformular; la formulacién liquida consiste en cultivos
bacterianos o fungicos a los cuales se les afiade aditivos o compuestos estabilizantes (Mishra & Arora,
2016). Sin embargo, las formulaciones de organismos (sélido o liquido) han demostrado tener la
capacidad de mantener la efectividad de controlar a los patdgenos, por ejemplo, en cultivos de pepino,
se han utilizado formulados a base de talco que contienen algunos aislados bacterianos, los cuales fueron
utilizados en pruebas de crecimiento del cultivo y en el control de Pythium ultimum (Khabbaz & Abbast,
2014). Asi mismo, Prabhukarthikeyan et al. (2014), utilizando una formulacién a base de talco con cultivos
de Bacillus subtilis y Beanveria bassiana, observaron la disminucion de incidencia de Fusariun oxysporum £. sp.
lycopersici en plantas de tomate.

Por otra parte, se han podido utilizar las quitinasas de los organismos quitinoliticos de manera
directa utilizando la nanotecnologfa, por ejemplo, Dikbas et al. (2021) utilizaron la técnica de
inmobilizacién de quitinasas con nanoparticulas de 6xido de zinc para aplicar en granos afectados con
Sitophilus zeamais. También se ha aplicado nanoparticulas que contienen quitinasas de Bacillus thuringiensis
sobre Canorbabditis elegans (Qin et al., 2016). Por lo tanto, la implementacién tanto de bioformulados o

nanoparticulas para el control de patégenos resulta una alternativa ideal al uso de compuestos quimicos.

INTERACCION ENTRE PLANTAS-BACTERIAS QUITINOLITICAS-HONGOS
PATOGENOS

Una de las razones por la cual la investigacién en interacciones planta-microorganismo se inclina
por el uso de bacterias promotoras del crecimiento vegetal, que ademas de promover el desarrollo de las
plantas, puedan producir compuestos antifingicos o antibacterianos como las quitinasas, es su modo de
accion. Durante la interacciéon entre, por ejemplo, un hongo y una bacteria quitinolitica, se ha
comprobado que la bacteria es capaz de inducir la expresion de genes de diferentes mecanismos de
antagonismo que ocasionan la reduccién del desarrollo micelial del hongo e incluso disminuyen la
germinaciéon de conidios (Figueroa-Lopez et al., 2017; Morales-Ruiz et al., 2021; Baez-Astorga et al.,

2022). Esto se ha observado en diversos estudios zz vitro y en invernadero; la bacteria quitinolitica Baci/us
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thuringiensis demostré tener alta actividad de quitinasas (2.45 U/mg proteina) y un efecto en la disminucién
del crecimiento de Curvularia lunata, Colletrotrichum capsici y Fusarium oxysporum (Chanworawit et al., 2023),
asi mismo, la utilizacién del sobrenadante libre de células de P. chitinolyticus en plantas de Brassica rapa
subsp. pekinensis infectadas con Plasmodiophora brassicae disminuy6 la severidad de la enfermedad en los
primeros dias de infecciéon (Khodashenas-Rudsari et al, 2024).

Uno de los principales mecanismos de defensa de las plantas es la deteccién de Patrones
Moleculares Asociados a Patégenos (PAMPs) (Figura 3). Estos elicitores pueden tener diferente
naturaleza tal como: lipidos, proteinas, carbohidratos etc., los cuales fungen un papel importante en la
defensa de las plantas (Guo & Cheng, 2022). Como primera instancia, en un ambiente donde se encuentra
la planta, hongo y bacterias quitinoliticas, éstas ultimas serian capaz de producir sus quitinasas como
primer acercamiento al control del hongo patégeno liberando moléculas de la degradacion de quitina de
su pared celular. Estas moléculas funcionan como elicitores para la planta los cuales son detectados por
proteinas transmembranales (PRR) las cuales desencadenan una respuesta de expresion génica a través
de la ruta de las MAPK cinasas (activacioén de la protein_cinasa activada por mitdgenos), esta ruta consiste
en una serie de fosforilaciones de proteinas que culmina en la induccién o represion de genes a través de
proteinas conocidas como factores transcripcionales (Nicaise et al., 2009). Esta ruta ayuda a la planta a
controlar infecciones de patdégenos mediante la induccién de mecanismos de defensa, tales como
respuesta hipersensible, producciéon de proteasas, cambios hormonales y muerte celular programada

(Feechan et al., 2015).

PN

@ Elicitoresg Qs ’/\l
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Proteasas
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Figura 3. Induccién de mecanismos de defensa de la planta mediante quitinasas. Al detectar a un hongo
patégeno las bacterias quitinoliticas utilizaran quitinasas para degradar la quitina en la pared celular del
hongo. Estas moléculas llamadas quito-oligosacaridos, son detectadas por receptores transmembranales,
ocasionando que se active la cascada de MAPK quinasas induciendo mecanismos de defensa de la planta
para poder controlar la infeccién del patdégeno. Figura creada con Biorender.com
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CONCLUSIONES

Los cultivos de importancia agricola se encuentran en constante riesgo debido a diversas
enfermedades lo que ocasiona cuantiosas pérdidas econémicas. El uso de compuestos quimicos ha sido
una limitante debido a altos costos y efectos que tienen en la naturaleza. Una de las alternativas son las
herramientas biolégicas como el uso de formulados a base de organismos promotores de crecimiento
vegetal, principalmente organismos que tengan la capacidad de ejercer mecanismos de control sobre
hongos fitopatégenos, tales como la producciéon de quitinasas. Estas enzimas juegan un papel
fundamental en la respuesta ante infecciones fungicas desde la degradacion de la pared celular hasta la

deteccion de quitooligosacaridos por la planta, induciendo diversos mecanismos de defensa.
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