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RESUMEN

Antecedentes/Objetivo. Algunas especies de Bacillus sintetizan lipopéptidos con actividad
biolégica, que contienen acidos grasos de longitud variable. La composicion de acidos grasos es
clave para su posible actividad como agentes surfactantes. El objetivo fue determinar la
composicién y cuantificacion de &cidos grasos en las estructuras de los lipopéptidos sintetizados
por Bacillus amyloliquefaciens KX953161.1 y observar el efecto de los lipopéptidos sobre el
crecimiento micelial de Fusarium oxysporum MG557870 y Sclerotium rolfsii OM510466.

Materiales y Métodos. El perfil lipidico del extracto con lipopéptidos sintetizados por B.
amyloliquefaciens KX953161.1 se realiz6 mediante cromatografia de gases con detector de
ionizacion de llama (GC-FID), la cuantificacién de los acidos grasos detectados se realiz6 mediante
el método de estandarizacion de areas y para la determinacion de grasa se realiz6é con el método de
920.39 AOAC. Ademas, se utilizé microscopia electronica de barrido (SEM) para observar el efecto
inhibitorio de los lipopéptidos sobre el crecimiento micelial de F. oxysporum MG557870y S. rolfsii
OM510466. Los datos obtenidos (determinacién de acidos grasos y CMI) fueron analizados
mediante andlisis de varianza (ANOVA), y la comparacion de medias se realizd con la prueba de
Tukey (p<0.05).

Resultados. Se observo una variabilidad de acidos grasos Cis al Cig f-hidroxilados. El &cido graso
Ci4 p-hidroxilado (tetradecanoico), obtuvo mayor contenido con 8.254+0.031 ng mg de muestra,
seguido los &cidos grasos Ciz S-hidroxilado (tridecanoico) y Cis (palmitico) con 4.304+0.064 y
4.100+0.120 ng mg?, respectivamente. La concentracion minima inhibitoria (CMI) de los
lipopéptidos sobre F. oxysporum MG557870 y S. rolfsii OM510466 fue de 20 y 15 pg mL™. El
dafio en células fungicas se present6 en su estructura y morfologia.

Conclusién. La sintesis de lipopéptidos por B. amyloliquefaciens KX953161.1 presenta variacion
en la longitud de las cadenas de acidos grasos, compuestas principalmente por &cido graso Cis
(tetradecanoico). Esta variabilidad podria estar relacionada con la actividad biolégica de los
lipopéptidos y el &cido graso Ci4 (tetradecanoico) podria ser importante en su antagonismo contra
hongos fitopatégenos.
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INTRODUCCION

La especie bacteriana Bacillus amyloliquefaciens es capaz de secretar metabolitos
secundarios con actividad biolégica como respuesta a los estimulos de la microbiota
externa (Gimenez et al., 2021; Bai et al., 2023; Ley-L6pez et al., 2023). Estos compuestos
son fuente importante de estructuras quimicas novedosas para la biotecnologia y se han
identificado gran nimero de nuevos metabolitos secundarios microbianos (Yan et al.,
2020; Posa et al., 2023). Asi mismo, se caracterizan por presentar propiedades
surfactantes, que incluyen a los lipopéptidos ciclicos no ribosomales de las familias
iturina, surfactina y fengicina (Carolin et al., 2021; Bai et al., 2023). Dichos metabolitos
poseen diversas capacidades biol6gicas como antitumorales, propiedades hemoliticas y
antimicrobianas; asociado a ésta Ultima, sobre una variedad de microrganismos
fitopatdgenos (bacterias, hongos y oomycetos) causando lisis celular y filtracién a través
de la unién con la membrana plasmatica (Zhou et al., 2020). Mecanismo principal que
permite las actividades bioldgicas de los lipopéptidos; como es el caso de la inhibicién
del crecimiento micelial de Sclerotium rolfsii por los lipopéptidos sintetizados por B.
subtilis (Abdel-Gayed et al., 2019; Zhao et al., 2017). La actividad antifungica del
lipopéptido fengicina sobre Fusarium oxysporum inhibe el crecimiento micelial del
fitopatdgeno (Nam et al., 2015) y se menciona que el lipopéptido fengicina afecta las
caracteristicas estructurales y morfologicas de la membrana celular (Zhao et al., 2017).
Asimismo, induce apoptosis a bajas concentraciones y necrosis a altas concentraciones
cuando las células fangicas son tratadas con fengicina (Gimenez et al., 2021).

La composicidn estructural de los lipopéptidos consiste en un macrociclo peptidico
hidrofilico variable, unido a una cadena lateral de residuo de acido graso (Zhao et al.,
2017). Asu vez, estas familias de lipopéptidos presentan homdélogos, estructuras similares
0 peso molecular idéntico que difieren en la longitud de la cadena de &cidos grasos y en
la composicion de aminoécidos del anillo peptidico (Biniarz et al., 2017; Ley-LoOpez et
al., 2023). La biosintesis de lipopéptidos por Bacillus spp. comienza con el ensamblaje
por adicién sucesiva de aminoacidos tanto proteinogénicos como no proteinogénicos por
las sintetasas de péptidos no ribosomales (NRPS). Asimismo, por la union de acidos
grasos a las NRPS en forma de acetil-CoA para acidos grasos de cadena lineal, e
isobutiril-CoA, isovaleril-CoA y metilbutiril-CoA para acidos grasos ramificados (Chooi
et al., 2010; Zhu et al., 2021). Se ha reportado que los miembros de la familia del
lipopéptido surfactina, presentan una longitud en cadena de acidos grasos de Ci2a Cis (de
Faria et al., 2011; Jajor et al., 2016); mientras que la familia de iturina presentan una
longitud en la cadena de acidos de Ci4 a C17 (Jin et al., 2020) y la familia de fengicina
tienen una longitud de Cisa Cis de largo, que pueden ser saturados e insaturados (Sa et
al., 2018). Existe diversidad estructural basica de lipopéptidos ciclicos bacterianos, donde
el grupo carboxilo del &cido graso puede formar un enlace peptidico con un residuo de
aminoacido situado en la cadena lateral de la molécula del lipopéptido (Urajova et al.,
2016; Biniarz et al., 2017). Asi mismo, el acido graso se puede incorporar en la estructura
del péptido mediante ciclacion, frecuentemente en carbono C, o Csz por grupos -amino o
S-hidroxi (Duitman et al., 1999; Mares et al., 2014). Esta diversidad en la estructura del
macrociclo peptidico y longitud de la fraccion de los &cidos grasos de los lipopéptidos,
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presentan propiedades anfipaticas que tienen un papel decisivo en su modo de accion y
pueden actuar como antibidticos, antiadhesivos, agentes limpiadores y espumantes, pero
su accion sobre las células vivas no siempre es clara (Tomek et al., 2015; Biniarz et al.,
2017). Youssef et al. (2005) observaron que la composicion de &cidos grasos es
fundamental para la actividad biosurfactante de los lipopéptidos, mostrando una
correlacion positiva significativamente entre el porcentaje de masa del acido graso iso-3-
OH-Cu y la actividad especifica del lipopéptido. Por lo tanto, la composicion de los
acidos grasos es importantes para las propiedades bioldgicas de los lipopéptidos como las
familias de la surfactina, iturina y fengicina (Chooi et al., 2010; Yan et al., 2020). Bai et
al. (2023) analizaron lipopéptidos con GC-MS y describieron las principales diferencias
entre los homologos de lipopéptidos, que surgen de la longitud de la cadena de acidos
grasos y los aminoacidos en la cadena peptidica. Asi mismo, Qian et al. (2020) reportaron
que los homologos de bacilomicina D con acidos grasos de Cis y Cis presentaban
actividad antifungica; en ambos trabajos obtuvieron mayor contenido de masa de acidos
grasos con longitud de carbono Ci4 y Cis. Sin embargo, todavia se reportan nuevos tipos
estructurales de la composicion de lipopéptidos, que destacan su rica diversidad quimica
y su variabilidad en la longitud de la cadena de acidos grasos.

Recientemente, en la cepa bacteriana Bacillus amyloliquefaciens KX953161.1 con
actividad oomycida sobre Phytophthora capsici (Ley-L06pez et al., 2018), se identificaron
diversos homologos en las familias de lipopéptidos (fengicina, surfactina y bacilomicina)
con diferencias en el peso molecular, debido a la presencia de cadenas de acidos grasos
con longitudes variables; sin embargo, se desconoce el perfil lipidico del extracto de
lipopéptidos sintetizados por esta bacteria; asi como, la cuantificacion de los &cidos grasos
que se detecten (Ley-Ldpez et al., 2023). Por lo anterior, se ha puesto interés en la
composicion de los &cidos grasos en la estructura de lipopéptidos que produce esta
bacteria. El objetivo de este estudio fue determinar la composicién y cuantificacién de los
acidos grasos en las estructuras de los lipopéptidos sintetizados por la bacteria B.
amyloliquefaciens KX953161.1, mediante cromatografia de gases con detector de llama
(CG-FID) y determinar el efecto de los lipopéptidos producidos por la bacteria en estudio
sobre la morfologia microscopica del micelio de F. oxysporum MG557870 y S. rolfsii
OMb510466.

MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico. Las cepas evaluadas (bacteria y hongos) para este estudio, fueron
proporcionadas por la coleccion de cepas del Laboratorio de Fitopatologia del Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, Unidad Culiacan, México. B.
amyloliquefaciens B17 (KX953161.1) aislada de la riz6sfera de plantas de tomate, se
reactivo en agar nutritivo (AN) a 27 °C. F. oxysporum MG557870 (lsaac et al., 2018) y
S. rolfsii OM510466 (Garcia-Leon et al., 2022) fueron aislados de raices en cultivos de
hortalizas (tomate y chile). Ambos microorganismos fueron identificados con base en
caracteristicas morfolégicas, utilizando claves taxondmicas especificas, y previamente se
les realizaron pruebas de patogenicidad. Se reactivaron en agar papa dextrosa (PDA) por
10 d a 28-30 °C. Los medios de cultivo para crecimiento de los microrganismos fueron
adquiridos por Sigma-Aldrich®, USA.
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Produccion de lipopéptidos. Para la sintesis de lipopéptidos de la bacteria B.
amyloliquefaciens KX953161.1, se utilizo el indculo de bacteria en 50 mL del medio de
cultivo liquido Luria-Bertani (LB) (peptona de caseina 10.0 g L™, extracto de lavadura
5.0 g L?, y cloruro sédico 10.0 g L™ con pH 7.0). Se incub6 a 30+1 °C en un agitador
orbital a 150 rpm/18-20 h alcanzando una concentracion de células bacterianas de 3x10®
UFC, de acuerdo con la escala de McFarland. El segundo medio de cultivo consistio, en
500 mL de medio Landy (glucosa 20 g L, 4cido L-glutdmico 5 g L™, extracto de levadura
1gLY KHPOs1g LY MgS0O,s05g L™ KCI0.5gL™, CuSO, 1.6 mg L, Fez (SO4)s
0.4 mg L™, MnSO4 1.2 mg L) con pH inicial de 7.0 (Landy et al., 1948). Ambos medios
de cultivo, se esterilizaron a 121 °C durante 15 min. Posteriormente, se transfirieron 30
mL del indculo bacteriano al medio Landy y se incub6 durante 6 d a 30+1 °C con
agitacion a 180 rpm.

La extraccion de células bacterianas fue bajo centrifugacion (HERMLE® Z 36 HK,
Alemania) a 10,000 rpm por 12 min a 4 °C. La extraccion de los lipopéptidos se realizd
por el método de precipitacion acida del sobrenadante (Unés et al., 2018). El sobrenadante
sin células bacterianas se acidifico con la adicion de HCI 6N, hasta obtener pH=2.0, se
incub6 por 24 ha 4 °C, y para obtener el pellet con los lipopéptidos se centrifugé a 12,000
rpm durante 20 min a 4 °C, por ultimo, se liofilizé y se preservé hasta su uso (FreeZone
Triad Benchtop Freeze Dryer, LABCONCO®, USA).

Analisis de acidos grasos por CG-FID. El proceso implica la fragmentacion hidrolitica
del enlace entre la parte peptidica/proteica y las porciones de lipidos. Por lo que, a las
cadenas de &cidos grasos resultantes se les realiz6 una derivatizacion a ésteres metilicos
de acidos grasos (FAME) y su posterior analisis por GC-FID. Para la derivatizacion se
utilizo el Kit de extraccion MAK174 (Sigma®), siguiendo los protocolos de Smyth et al.
(2014). En el andlisis de la parte lipidica del material, se utilizé 25 mg del material
purificado y liofilizado, que fue lavado con hexano para eliminar los &cidos grasos libres
presentes, el producto obtenido se colecté en un vial de vidrio ambar para su posterior
analisis por cromatografia de gases.

Se acoplé un cromatdgrafo de gases Agilent 7890B a un detector de ionizacion de
llama (DIF). Las muestras se inyectaron utilizando un muestreador automatico Agilent
GC Sampler 80 con puertos de inyeccion split/splitless con una columna capilar VF-5ms
de 30 m x 0.25 mm x 0.25 um, bajo las condiciones que se muestran en el Cuadro 1. La
temperatura del inyector fue de 250 °C, el gas portador fue helio con un flujo de 1.0 pL
min*, modo Pulsed Splitless. Para determinar el posible compuesto detectado, se realiz6
una comparacioén espectral en la biblioteca NIST (NIST 2011b Mass Spectral
Library using NIST MS Search Rev. 2011b orthe Probability Based Matching
(PBM) Search Format as a part of Agilent Thecnologies MS WorkStation Software
Version 7.0).

Cuadro 1. Condiciones de inyeccién por Cromatografia de Gases (CG).

Etapa Temperatura Velocidad (°C/min) Duracion (min) Total (min)
Inicial 70 - 5 5

1 180 20 6 15

2 230 15 5 30.5

3 300 10 3 40
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Cuantificacion de &cidos grasos. La cuantificacion de los acidos grasos detectados se
realiz6 mediante el método de estandarizacion de éreas; esto se realizé directamente a
partir de la corrida cromatografica de la muestra, se obtiene de la sumatoria de las areas
de todos los picos eluidos en la corrida de muestra. El total representa el 100 % del area
de cada pico identificado como &cidos grasos. La determinacion de grasa se realizd por
el método de 920.39 AOAC, este pardmetro se obtuvo con 3 g de lipopéptidos liofilizados
en un dedal de extraccion Golsfish (LABCONCO®, USA). La extraccion se realiz6 con
éter de petréleo anhidro durante 4 h. El extracto obtenido con los solventes se evaporé a
sequedad en una estufa a 105 °C. Finalmente, el calculo de grasa se realiz6 mediante la
siguiente ecuacion.

P.x100
Pm
%EE= Porcentaje de extracto etéreo.
P.= Peso de extracto (peso del vaso seco al final de la extraccion y el peso constante de
éste previo a la extraccion).
Pn= Peso de la muestra.

%EE =

Actividad inhibitoria por extracto con lipopéptidos. La concentracion minima
inhibitoria (CMI) del extracto con los lipopéptidos sintetizados por B. amyloliquefaciens
KX953161.1 sobre F. oxysporum MG557870 y S. rolfsii OM510466 se determind
mediante el método de difusion en placas. Esto consistié en colocar discos de 6 mm de
didmetro conteniendo micelio de los hongos, en el centro de una caja Petri con PDA y
colocando discos de papel Whatman de 6 mm de diametro, impregnados con las
concentraciones de 5, 10, 15, 20, 25, 30 y 40 ug mL™ de lipopéptidos, incubadas a 261
°C por 6 d. La CMI se determind visualmente en funcidn de la concentracién minima de
solucion de muestra necesaria para garantizar que no se observara crecimiento de hongos.
Todos los analisis se realizaron por triplicado. La CMI se considerd para las muestras de
observacion ultraestructural de los hongos por microscopia electrénica de barrido (MEB).

Anélisis ultraestructural por MEB. Para la observacion estructural de los hongos
mediante el analisis MEB, se tomaron esporas € hifas de F. oxysporum MG557870 y
micelio de S. rolfsii OM510466 con 6 y 3 d de crecimiento respectivamente. Se colocaron
en tubos Eppendorf de 2 mL y se adiciond la suspensién de lipopéptidos con la
concentracién obtenida del ensayo de CMI para cada hongo, se dejaron reposar por 10
min. Posteriormente, se fijaron en glutaraldehido al 2.5 % (preparado en buffer fosfato de
sodio 0.1 M) a 4 °C por 24 h, luego se enjuagaron tres veces con buffer fosfato (0.02 M)
y posteriormente se fijaron con tetradxido de osmio al 2 % durante 2 h a 20 °C. El
deshidratado se efectud con una serie ascendente gradual de concentraciones de etanol
(30, 50, 75 y 95 %) durante 10 minutos c/u, secando con CO; y se recubrieron por
pulverizacién catédica con oro paladio en un aparato de recubrimiento por pulverizacion
catodica Nanotech (ES-2030 HITACHI®, Jap6n). Las muestras se mantuvieron en un
desecador hasta el examen con un electrén de barrido usando un microscopio (Philips,
SEM-505, Holanda) operado a 30 kV.
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Andlisis estadistico. Los datos obtenidos de la determinacion de acidos grasos y CMI
fueron analizados mediante anélisis de varianza (ANOVA), y la comparacion de medias
se realizo con la prueba de Tukey (p<0.05) con el software Minitab 19.

RESULTADOS

Andlisis de CG-FID. Los &cidos grasos presentes en los lipopéptidos sintetizados por la
bacteria B. amyloliquefaciens KX953161.1 fueron analizados después de la
derivatizacion mediante CG-FID. El cromatograma obtenido muestra 10 picos principales
con tiempo de retencion de 12.82, 13.30, 14.58, 15.04, 16.43, 17.13, 18.25, 19.49, 19.97
y 21.33 min, cada uno de ellos corresponde a los acidos grasos detectados (Figura 1). Se
detectaron acidos grasos p-hidroxilados Ci3 a Cis y se identificaron acidos grasos
miristico C14 y palmitico Ci6 (Cuadro 2). En el analisis del contenido total de cada acido
graso identificado se observo que el &cido graso p-hidroxilado Cis (tetradecanoico)
(Figura 2) obtuvo mayor contenido con 8.254+0.031 ng mg™ de muestra, seguido los
acidos grasos p-hidroxilado Cis (tridecanoico) y Cis (palmitico) con 4.304+0.064 y
4.100+0.120 ng mg™, respectivamente (Cuadro 2).

Q_WK_JA,_._MA&-:J ‘JL.‘J P J . _,JI‘ _‘_wl._lw'——] ‘—g_.___,\_

Retention time (min)

Figura 1. Cromatograma del perfil lipidico de los lipopéptidos sintetizados por Bacillus amyloliquefaciens KX953161.1,

analizados por CG-MS.

Cuadro 2. Perfil de &cidos grasos de los lipopéptidos biosintetizados por Bacillus amyloliquefaciens KX953161.1,

identificados por CG-MS.

Compuesto Tiempo de retencion Carbono Total (%) ng mg* de muestra
1 12.827 3-OH-C13 14.348 4.304+0.064 b*
2 13.306 Cua (Miristico) 4.158 1.247+0.138d
3 14.588 3-OH-Cu4 27.516 8.254+0.031 a
4 15.048 Cis 1.042 0.31240.056 ef
5 16.434 3-OH-C1s5 12.482 3.744+0.088 ¢
6 17.135 Cis (Palmitico) 13.667 4.100+0.120 b
7 18.256 3-OH-C16 12.118 3.635+0.089 ¢
8 19.499 3-OH-C17 0.914 0.27440.071 f
9 19.974 Cis 1.788 0.536+0.033 e
10 21.330 3-OH-C1s 0.140 0.042+0.024 g

*En la columna, letras diferentes indican diferencias significativas entre las muestras de acuerdo a la prueba de Tukey (p<0.05).
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Figura 2. Espectro de masas del acido graso Cis (Tetradecanoico) del extracto con lipopéptidos sintetizado por B.
amyloliquefaciens KX953161.1.

Actividad inhibitoriay observacion ultraestructural de los hongos. En el anélisis CMI
para el efecto antifingico con los lipopéptidos sintetizados por B. amyloliquefaciens
KX953161.1, se observo con la concentracion minima de 20 ug mL™ de lipopéptidos un
halo inhibitorio de 0.95 mm en el crecimiento micelial de F. oxysporum MG557870 y
para S. rolfsii OM510466 con 15 ug mL™ de lipopéptidos, mostré un halo inhibitorio de
1.5 mm (Cuadro 3).

Cuadro 3. Efecto antifingico de los lipopéptidos sintetizados por B. amyloliquefaciens KX953161.1 con la CMI sobre el
crecimiento micelial de F. oxysporum MG557870 y S. rolfsii OM510466.

Concentracién de Inhibicién del crecimiento micelial (mm)

lipopéptidos (ug mL™) F. oxysporum MG557870 S. rolfsii OM510466
C/1* 0bY Oe

5 Ob Oe

10 Ob Oe

15 Ob 1.50+0.13 d

20 0.95+0.06 a 1.60+0.15 ¢

25 1.03+0.09 a 2.00+£0.08 b

30 1.26+0.15a 2.20+£0.08 b

40 1.08+0.15a 2.52+0.09 a

YLetras diferentes, indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p=0.05).
zControl (libre de lipopéptidos).

Las concentraciones minimas de inhibicion con lipopéptidos de 15 y 20 pug mL™ sobre
S. rolfsii OM510466 y F. oxysporum MG557870 respectivamente, se utilizaron para el
analisis de observacibn MEB de esporas y micelio de los hongos asociados a
enfermedades, esto para tratar de comprender el mecanismo de accion de los lipopéptidos.
Se observo que las hifas de F. oxysporum MG557870 no tratados con lipopéptidos,
presentaban las superficies lisas, sin dafio y sin roturas (Figura 3B). En las esporas, se
observé un crecimiento y germinacion normal, con la superficie relativamente lisa (Figura
3D). Mientras que, en las hifas tratadas con lipopéptidos, se observé deformacion, roturas
y arrugamiento en la superficie (Figura 3A), en las esporas se observé que la mayoria no
lograron germinar con éxito; algunas que lograron germinar eran anormales y deformes,
con torceduras, distorsionadas y encogidas (Figura 3C). En el micelio de S. rolfsii
OMb510466 sin tratamiento, se observO un patrén similar que en F. oxysporum

Ley-Lopez et al., 2025. Vol. 43(3): 77 7



Revista Mexicana de Fitopatologia. Articulo Cientifico. Acceso abierto

MG557870, sin perturbacion en la superficie y desarrollo normal (Figura 4B y D);
mientras que, el micelio tratado con lipopéptidos, se observo la formacion de poros en la
superficie celular del hongo que propiciaron su rotura, deformacién y textura rugosa
(Figura 4Ay C).

10kV  X10,000

Figura 3. Micrografias (MEB) de esporas e hifas de Fusarium oxysporum MG557870 después del tratamiento con
lipopéptidos sintetizados por Bacillus amyloliquefaciens KX953161.1. Ay C: esporas e hifas tratadas con
lipopéptidos (1,500x, bar= 10 pm y 10,000, bar= 1 pum, respectivamente); B y D: esporas e hifas sin lipopéptidos
(1,500x, bar=10 um vy 10,000x, bar= 1 um, respectivamente).
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10kV*_ X5,000 5um 10kV  X5,000 5pm

Figura 4. Micrografias (MEB) de micelio de Sclerotium rolfsii OM510466 después del tratamiento con lipopéptidos
sintetizados por Bacillus amyloliquefaciens KX953161.1. Ay C: micelio tratado con lipopéptidos (1,500x, bar=
10 pm y 5,000x, bar=5 pm, respectivamente); B y D: micelio sin lipopéptidos (1,500x, bar= 10 um y 5,000,
bar=5 pm, respectivamente).

DISCUSION

Algunas especies del género Bacillus son productoras de una variedad de compuestos
antimicrobianos, como B. subtilis y B. amyloliquefaciens productoras de varias familias
de lipopéptidos (bacilomicina, fengicina y surfactina); asi como una diversidad de
homologos de estas familias (Carolin et al., 2021; Qian et al., 2020; Ley-Ldpez et al.,
2023).

Los lipopéptidos microbianos son una clase de moléculas con una composicion
estructural, que consiste en un macrociclo peptidico hidrofilico variable, unido a una
cadena lateral de residuo de &cido graso (Zhao et al., 2017). Estos lipopéptidos tienen la
capacidad de reducir la tension superficial e interfacial de las biopeliculas; ademas pueden
eventualmente alterar la estructura de la membrana, reportado como el principal
mecanismo de los lipopéptidos, que permite las actividades biologicas (Zhao et al., 2017).
Muchas de estas moléculas con propiedades activas de membrana juegan un papel
importante por formar poros en la membrana, causando fugas del citoplasma hacia el
exterior celular (Liu et al., 2010), la formacion de canales ionicos, la accion como
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transportador de cationes (Sheppard et al., 1991) y efecto de tipo detergente (Heerklotz y
Seelig, 2007), que pueden conducir a efectos citotoxicos en las estructuras vegetativas y
reproductivas de los hongos competidores. El lipopéptido surfactina presenta efectos de
actividad superficial, se inserta en las bicapas lipidicas, solubiliza la fase fluida de
fosfolipidos, cationes quelatos monovalentes y divalentes, y modifica la permeabilidad
de la membrana mediante la formacion de canales o la solubilizacion de la membrana,
mediante un mecanismo similar al de un detergente (Deleu et al., 2013). Este lipopéptido
puede formar canales independientes del voltaje en biopeliculas y alterar la integridad de
la membrana y la permeabilidad de los iones, incluidos Ca*" y K*, lo que puede conducir
a la rotura de la membrana (Inés y Dhouha 2015; Ostroumova et al., 2010). El lipopéptido
bacilomicina L presenta una fuerte actividad antifingica y se cree que causa la rotura de
la membrana, esta actividad antifungica esta relacionada con su interaccion con dianas
intracelulares (Zhang et al., 2013). Asi mismo, se ha reportado que fengicina afecta las
caracteristicas estructurales y morfoldgicas de las membranas biol6gicas y en
concentraciones altas puede desintegrar completamente la capa de lipidos (Deleu et al.,
2005).

En esta investigacion, se identificaron diferentes acidos grasos A-hidroxilado, con
diferentes longitudes de cadena Ci3 a C1g(Cuadro 2), los cuales pueden estar unidos a los
lipopéptidos ciclicos, que en estudios anteriores se identificaron como homologos de las
familias de lipopéptidos fengicina, surfactina y bacilomicina sintetizados por esta bacteria
(Ley-Lopez et al., 2023). Esta diversidad en la longitud de la cadena de &cidos grasos
proporciona la forma y composicion de isomeros de lipopéptidos. La variacion de
posicion de los grupos funcionales en pequefias moléculas organicas es responsable de la
actividad bioldgica (Routhu et al., 2021). El perfil lipidico de los lipopéptidos sintetizados
por B. subtilis y B. mojavensis reportado por Yousset et al. (2005) mostré variabilidad en
la cadena de acidos grasos Ciz a Cis, que estaban presentes como mezclas de isémeros y
Bai et al. (2023) reportaron que la sintesis de acidos grasos por B. amyloliquefaciens
abarcé la cadena de acidos grasos de Ci4 a C1s. Ademas, mencionan que, en algunos casos
los acidos grasos 3-OH-Cis (tetradecanoico) y 3-OH-Cis (pentadecanoico), juntos
constituyen la mayoria de los &cidos grasos de lipopéptidos. Asi, para algunas especies
de Bacillus, el acido graso tetradecanoico ha sido el principal isomero (Qian et al., 2020:
Besson et al., 1992; Youssef et al., 2005). Adicionalmente, se demostrd que existe una
relacién positiva entre el porcentaje de contenido del &cido graso tetradecanoico y la
actividad surfactante especifica y plantearon que el &cido graso par ramificado (en este
caso, is0-Ci4) podria dar el equilibrio hidrofilico-lipofilico 6ptimo requerido para una
actividad superficial éptima (Youssef et al., 2005). Besson et al. (1992) reportaron por
primera vez el acido graso S-hidroxilado tetradecanoico, como constituyente presente en
un lipopéptido surfactante, sintetizada por Bacillus subtilis y que los porcentajes de acidos
grasos f-hidroxilado varian de acuerdo con la cepa productora de antibioticos y pueden
ser influenciados por la adicion de aminoacidos en el medio de cultivo en crecimiento de
la bacteria productora. También se ha reportado que bajo presion (presencia de
organismos competidores) la bacteria B. subtilis aumenta la produccion de lipopéptidos,
con una potente actividad antimicrobiana (fungicas y bacterianas); ademas, confirmaron
una acumulacion sustancial de acidos grasos en respuesta a la presion elevada (Kumar et
al., 2020; Ley-Lépez et al., 2023). Por lo anterior, se debe realizar una induccion
adecuada con amino&cidos y producir en mayor cantidad el acido graso g-hidroxilado
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tetradecanoico en el lipopéptido y purificar este compuesto para realizar estudios
especificos de actividad bioldgica.

De acuerdo con Youssef et al. (2005) y los resultados obtenidos en este estudio, donde
se observo mayor contenido del acido graso g-hidroxilado tetradecanoico y un efecto
inhibitorio sobre los hongos F. oxysporum MG557870 y S. rolfsii OM510466 (Figura 3
y 4), se puede deducir, que este &cido graso componente de los lipopéptidos esta
relacionado en la actividad bioldgica del compuesto. Se ha reportado que los compuestos
antifingicos sintetizados por bacterias del género Bacillus causan dafios en la estructura
y morfologia de las células de F. oxysporum, S. rolfsii y Aspergillus (Xu et al., 2020;
Abdel-Gayed et al., 2019; Gong et al., 2014). Ademas, el nimero de atomos de carbono
en la cadena de &cidos grasos es otro factor importante que determina la capacidad
biolégica de algunos lipopéptidos, al incrementar la hidrofobicidad de los &cidos grasos
aumenta la capacidad biolégica (de Faria et al., 2011). Los resultados de este trabajo
indican que la composicién y variacion en la longitud de la cadena de acidos grasos f-
hidroxilado de los biosurfactantes lipopéptidos es importante para su actividad
antifungica.

En estudios posteriores relacionados con la actividad bioldgica, se sugiere realizar una
purificacion del &cido graso Ci4 con el lipopéptido; ademas, inducir a la bacteria para que
produzca los acidos grasos especificos, y potenciar el efecto biol6gico de los lipopéptidos.

CONCLUSIONES

En el perfil lipidico de la muestra con lipopéptidos sintetizados por la bacteria Bacillus
amyloliquefaciens KX953161.1, existe variacion en la longitud de la cadena de &cidos
grasos desde Ci3 a Cis S-hidroxilados. Estos acidos grasos presentes en los lipopéptidos
se componen principalmente del acido graso g-hidroxilado Ci4 (tetradecanoico) con 27.5
% del total de acidos grasos presentes, el cual aumenta su probabilidad con la actividad
bioldgica del lipopéptido. Estos compuestos sintetizados por B. amyloliquefaciens
KX953161.1 demostraron un efecto antifingico sobre F. oxysporum MG557870 y S.
rolfsii OM510466. El efecto de los lipopéptidos fue a través de observacion ultraestrutural
en la pared celular de los hongos, que mostraron dafios en la estructura y morfologia de
las células fungicas.

Limitaciones

Una limitante para dar seguimiento a este estudio es la induccion para aumentar la
sintesis de lipopéptidos con mayor cantidad de &acidos grasos, principalmente f-
hidroxilado Ci4 (tetradecanoico) y realizar pruebas de efectividad biol6gica.
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