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Editorial

Revista Ciencia & Tecnologia ITESCAM-Calkini

a generacion de nuevo conocimiento es un proceso complejo y sistematico
gue debe estar sustentado por evidencia clara y concisa que describa el
fendmeno estudiado. El enfoque social de la generacion del conocimiento
debe ser inherente a este proceso con el firme objetivo de ser utilizado en
beneficio de la poblacién en general. En este sentido, el actual nimero de Ciencia
& Tecnologia ITESCAM-Calkini se ha enfocado en presentar evidencia cientifica
suficiente sobre el uso de especies de microorganismos e insectos en el creci-
miento vegetal y como fuente de proteinas utiles para el consumo humano, res-

ectivamente.
Dr. Juan Carlos P
Sanchez Salgado Uno de los mayores retos que enfrenta la poblacién es, satisfacer la creciente
Director General de demanda de alimentos. Ademas, el desarrollo agricola ha tenido efectos negativos
Hypermedic MX al ambiente, al grado de que actualmente es una de las principales causas de la

degradacion ambiental. Lo anterior es consecuencia del uso excesivo de agroqui-
micos, provocando la pérdida de materia organica y erosion del suelo, produccion
de gases de efecto invernadero, contaminacioén hidrica, acidificacién y salinizacion
del suelo y agua, asi como la pérdida de la diversidad genética y resistencia a
plagas, como se describe en el articulo de revision titulado: “El género Paenibaci-
llus y su aplicacibn como promotor de crecimiento vegetal y biocontrolador de fi-
topatdgenos: una revision”. En este se aborda la importancia de desarrollar un
sistema de agricultura sostenible, ademas se plantea que las especies del género
Paenibacillus juegan un rol fundamental en el desarrollo de las plantas mediante
la fijacion de nitrdgeno, la solubilizacién de minerales y la produccién de hormonas
y compuestos antimicrobianos. Adicionalmente son agentes potenciales para el
control biolégico de numerosos fitopatdgenos.

Por otra parte, el articulo de revision titulado: “Revision del estado de la técnica
en Entotecnologia: Un analisis de patentes en la cria de insectos” describe que
los insectos han sido consumidos desde la antigliedad y probablemente se han
subestimado como fuente importante de alimento. En la actualidad, el sistema
mas comun de produccion de proteinas para el consumo humano es la cria de
animales domesticados. Sin embargo, la produccion de estas especies genera un
impacto negativo al ambiente. Por lo tanto, los insectos han recibido mayor aten-
cion como fuente alternativa de proteinas debido a su impacto ambiental favora-
ble. Un ejemplo de esto se presenta en el estado de Oaxaca, en donde se con-
sume el “Chapulin”, por lo que el cultivo y aprovechamiento de insectos representa
una opcion interesante ante la creciente demanda de alimentos en el mundo.

Ciencia y Tecnologia ITESCAM-Calkini 2023;2(2):1.
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Resumen

En los dltimos afios, el aumento y la limitacion en el uso de agrogquimicos para el
control de enfermedades causadas por fitopatdgenos ha generado un grave
problema en zonas agricolas en el territorio mexicano, por ello, existe la nece-
sidad de implementar alternativas basadas en el empleo de agentes de control
biol6égico para poder sustituir los productos quimicos que causan dafios en el
medio ambiente y para la salud del ser humano. Uno de los géneros que se ha
reportado en los ultimos afios como agente de biocontrol es Paenibacillus ya que
posee la capacidad para producir metabolitos con aplicacion biotecnolégica como
agente de biocontrol y promotores de crecimiento vegetal. En esta revisién se
explican los principales metabolitos y los métodos de estudio de los metabolitos
implicados en la promocién de crecimiento vegetal y el biocontrol de fitopato-
genos de algunos géneros de Paenibacillus.

Abstract

In recent years, the increase and limitation in the use of agrochemicals for the
control of diseases caused by phytopathogens has generated a serious problem
in agricultural areas in the Mexican territory, therefore, there is a need to imple-
ment alternatives based on the use of biological control agents to replace chem-
icals that cause damage to the environment and human health. One of the genera
that has been reported in recent years as a biocontrol agent is Paenibacillus
because it has the ability to produce metabolites with biotechnological application
as biocontrol agents and plant growth promoters. In this review, the principal
methods for the study of metabolites involved in plant growth promotion and
biocontrol of phytopathogens of some Paenibacillus genera are explained.

Palabras clave: PGPB, metabolitos, antifingico.

Ciencia y Tecnologia ITESCAM-Calkini 2023;2(2):2-21
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1. Introduccion

Se ha reportado una gran variedad de microorganismos capaces de controlar
enfermedades en plantas, dentro de esta variedad podemos encontrar al género
de Paenibacillus las cuales han sido estudiadas por el potencial biotecnolégico y
su uso en la agricultura (1). Este género pertenece al grupo de bacterias gram
positivas, son anaerobias facultativas y tienen la capacidad de producir esporas
que le confieren resistencia a diversos tipos de estrés (bidtico y abidtico) (2).
Dentro de este género se han clasificados diversas especies que pueden en-
contrarse en diferentes habitats como superficies de aguas profundas, manan-
tiales cdlidos, suelos de cultivo, cortezas de arbol y suelo de rizésfera (3). Es
conocido que el género de Paenibacillus es capaz de producir metabolitos y
desarrollar mecanismos que participan en la promocion de crecimiento vegetal
tales como la produccién de fitohormonas, la solubilizacién de fosfatos y la pro-
duccion de siderdéforos; y el biocontrol de agentes fitopatbgenos mediante la
produccion de enzimas liticas, la biosintesis de antibiéticos y la participacion de la
resistencia sistémica inducida (4) (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismos de control producidos por metabolitos de Paenibacillus

Se ha reportado que la mayoria de las especies de Paenibacillus se encuentran
presentes en los suelos y, en consecuencia, tienen la capacidad de asociarse con
las raices de las plantas. Esta interaccion promueve el crecimiento de las plantas,
dando importantes contribuciones a nivel agricola, puesto que se generara una
mayor produccion de alimentos vegetales (1). Existen reportes en donde hablan
de una amplia gama de fitohormonas que estan implicadas en el desarrollo de las
plantas, sin embargo, se ha reportado que Paenibacillus tiene la capacidad de
producir acido indol-acético (IAA), auxina capaz de regular la expresion de al-
gunos genes a lo largo de la vida de las plantas, presenta la capacidad de esti-
mular la division y el alongamiento celular y el desarrollo de frutos (5).

Por otro lado, existen reportes de que algunas especies de Paenibacillus tienen la
capacidad de fijar nitrégeno atmosférico. Este tipo de bacterias fijadoras utilizan
la enzima nitrogenasa (Nif) para llevar a cabo la reduccion del nitrégeno atmos-
férico (N2) a amoniaco NH3), el cual es la forma en la que las plantas pueden
disponer de esta molécula (6) (Figura 2).
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Figura 2. Ruta metabdlica del nitr6geno (7)

Seguidamente del nitrgeno, el fésforo es el segundo elemento mas importante
para el crecimiento de las plantas (8). Se ha reportado que algunas especies de
Paenibacillus llevan a cabo la solubilizacién de fésforo, mediante la produccion
de &cidos orgéanicos (acido gluconico), los cuales se encargan de disolver el
fésforo mineral por intercambio aniénico, la quelacion de los iones metélicos o la
reduccién del pH del suelo para liberar el fésforo del completo mineral (9) (Figura
3).
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Figura 3. Diagrama de movilizacién del fésforo y la dinamica de solubilizacién (10)

Otro de los elementos mas abundantes en la Tierra y, que son indispensables
para las plantas es el hierro, sin embargo, debido a su naturaleza, la biodisponi-
bilidad que posee es limitada puesto que es poco soluble, es por ello que existen
microorganismos que poseen mecanismos Yy estrategias para la obtencion de
hierro disponible, los cuales van desde la reduccion de Fe®** a Fe?* con la ayuda
de una enzima llamada ferrireductasa (11) (Figura 4a). A esta reduccion se le
denomina quelacién de hierro y se lleva a cabo con los compuestos denominados
como sideroéforos (Figura 4b), los cuales son de bajo peso molecular, presentan
una alta afinidad por el hierro (Fe®*) y se sintetizan mediante vias no ribosomales
gue poseen algunas bacterias (12) denominado péptidos sintetasas no riboso-
males (NRPS, por sus siglas en inglés).
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Figura 4. a) Mecanismo de captura y solubilizacién de hierro; b) Estructuras quimicas
quelantes de los sideréforos (13)

Si bien, los reportes indican que la principal caracteristica de Paenibacillus es
fungir como promotora de crecimiento vegetal, se ha reportado que esta carac-
teristica esta asociada con la capacidad de biocontrolar organismos que produ-
cen enfermedades en las plantas (14). Por ejemplo, algunas especies de Pae-
nibacillus participan en la resistencia sistémica inducida (ISR) cuando se en-
cuentran frente a una poblacién microbiana fitopatégena alta, llevandolo a cabo
en los tejidos vegetales. Este mecanismo se activa cuando la planta reconoce a
los inductores (proteinas, enzimas, compuestos organicos volatiles y especies
reactivas de oxigeno) producidos por el microorganismo (1) (Figura 5).

Insectos que
se alimentan de &8

floema

Patégenos

necrétrofos Organismos

benéficos

Insectos

masticadores

Figura 5. Funcion de los inductores en las plantas.

Por otra parte, se ha reportado que las bacterias tienen la capacidad de meta-
bolizar y secretar metabolitos secundarios con propiedades antimicrobianas
(péptidos, lipopéptidos, sideréforos y compuestos volatiles) como un mecanismo
de supervivencia (15). Por ejemplo, existen enzimas hidroliticas que son capaces
de atacar a las paredes celulares de los hongos (Figura 6). Algunas especies de
Paenibacillus tienen la capacidad de producir quitinasas, glucanasas, celulasas y
proteasas implicadas en la destruccion de las paredes celulares de hongos fi-
topatdgenos (16).
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Figura 6. Degradacion de pared celular de hongos fitopatdgenos

Asi mismo, los compuestos organicos volatiles son un grupo de compuestos li-
pofilicos de bajo peso molecular, alta presion de vapor y bajo punto de ebullicién,
lo cual, por sus caracteristicas Unicas, facilitan su difusion en distancias largas a
través de la atmosfera y suelos muy porosos. Una de las funciones mas impor-
tantes que contienen estos compuestos para la interaccion bacteria-bacteria y
bacteria-planta es la comunicacién entre células, el crecimiento de las plantas, la
inhibicion de patdgenos y la estimulacion de la fotosintesis (14). Ademas de estos
compuestos, se encuentran los péptidos antimicrobianos, los cuales son repor-
tados con aplicaciones en la agricultura. Estos péptidos se encuentran clasifi-
cados en dos tipos: bacteriocinas sintetizadas ribosomalmente y péptidos sinte-
tizados no ribosomalmente (NRPS). Por ejemplo, las bacteriocinas se clasifican
como toxinas proteicas que inhiben el crecimiento de bacterias. Dentro de esta
clasificacion podemos encontrar a los lantabioticos, los cuales son moléculas
activas presentes en bacterias Gram positivas y suelen expresarse durante la
fase exponencial tardia o la fase estacionaria temprana del crecimiento bacte-
riano (18). Por otro lado, dentro de la clasificacion de péptidos se encuentran los
lipopéptidos (LPs), los cuales se encuentran en modulos en donde cada uno
contiene dominios cataliticos y se dividen de la siguiente manera: la adelinacién
(A) la cual es responsable de la activacion y la seleccién del monémero, tiolacién
(T) que es para la transferencia del monémero adenilado a un PPT y se une a los
NRPS, condensacion (C) que sirve para el péptido de formacion de enlaces, y por
altimo, la tioesterasa (TE) que sirve para la liberacion del monémero peptidico de
NRPS (19) (Figura 7).
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Figura 7. Organizacion de las sintetasas peptidicas no ribosomales (NRPS) que codifican
lipopéptidos (19).

La conformacién de estos lipopéptidos consiste en la unién de oligopéptidos
cortos (entre 6 a 13 aminoacidos) con una cadena de 4cidos grasos lineales o
ramificados segln sea el tipo de estructura a formar. Para el caso de Paenibaci-
llus se ha reportado que la mayoria de los lipopéptidos que producen se en-
cuentra dentro de la clasificacion de lipopéptidos cationicos ciclicos. La principal
caracteristica de estos LPs es que contienen &cido 2,4-diaminobutirico (ami-
noacido no proteogénico), el cual es el encargado de darle la caracteristica de
lipopéptidos catidnicos, en donde podemos encontrar a las polimixinas, octa-
peptinas y polipeptinas (20). En este contexto, en los ultimos afios se ha incre-
mentado el interés acerca de la caracterizacion quimica y molecular de los me-
tabolitos producidos por las diversas especies de Paenibacillus con importancia
agricola.

2. Materiales y métodos
2.1 Busqueda de la bibliografia

Para esta revision, se realiz6 la busqueda bibliogréfica en las bases de datos del
PubMed del NCBI, Elsevier y de la Web Of Science. La busqueda de las citas
bibliograficas fue configurada de manera que se incluyeran todos los documentos
gue contenian informacién acerca de “biocontrol de Paenibacillus” y “Promocién
de crecimiento vegetal de Paenibacillus”. La consulta de la informacién fue rea-
liza entre los afios de 2022 y 2023. Se obtuvo un total de 2,091 articulos publi-
cados dentro de las areas de ciencias agropecuarias, genética, biologia mole-
cular, metabol6mica y técnicas analiticas que contenian informacién relevante
para esta revision.
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2.2 Criterios para la eleccion de los datos

Los datos fueron recabados de los articulos que contenian informacién experi-
mental acerca de los metabolitos producidos por el género de Paenibacillus y
cuales son los que participan en la promocioén de crecimiento vegetal y el bio-
control de fitopatdgenos de manera in vivo e in vitro. Se analiz6 la metodologia
realizada por los autores en los articulos seleccionados con el fin de la busqueda
de la similitud o las diferencias al momento de realizar las determinaciones de
inhibicion, los pardmetros de crecimiento vegetal al aplicar los cultivos, el creci-
miento 6ptimo del material biolégico utilizado, los métodos de extraccién meta-
bélica y el andlisis de los extractos obtenidos.

3. Resultados
3.1 Metodologia para el andlisis de los metabolitos producidos por Paenibacillus
3.1.1 Pruebas antifiingicas in vitro

Una de las técnicas mas conocidas para evaluar la actividad antifingica de
bacterias biocontroladoras es mediante la confrontacion dual. Antes de hacer
esta confrontacion debe de prepararse el material bioldgico (hongo de interésy la
bacteria). Especificamente para el género de Paenibacillus, el medio de cultivo
mas utilizado para su cultivo es Luria Bertani (LB) el cual tiene como composicién
cloruro de sodio, extracto de levadura y peptona de caseina. Las condiciones
mayormente reportadas para el cultivo de esta bacteria son de 48 a 72 h en un
rango de temperatura que van desde los 28 hasta los 50 °C (1). Asi mismo, para
el cultivo de los hongos fitopatdgenos se utiliza el medio PDA y las condiciones
de crecimiento son a 28 °C durante 4 a 7 dias segun sea el género del hongo a
utilizar. Una vez teniendo listo los cultivos se procede a realizar la confrontacion,
la cual consiste en obtener discos fangicos con un sacabocados de aproxima-
damente 0.6 cm de diametro. Este disco se coloca en uno de los extremos de una
caja de Petri con medio PDA sélido, mientras que del otro extremo (frente del
disco fungico) la bacteria es sembrada por estria simple masiva (dejando una
estria ancha sobre ese lado de la caja) (21). Uno de los cuidados que se debe de
tener al hacer esta actividad, es manipular el disco fungico con suma delicadeza,
pues al ser un microorganismo productor de esporas, una mala manipulacién
puede dejar esparcidas las esporas en toda la caja con medio y volver a repetir
todo el proceso. Los resultados de esta prueba se determinan como la tasa de
inhibicion utilizando la siguiente formula (teniendo en cuenta que se necesitan
realizar las confrontaciones por triplicado en todo momento):

Tasa de inhibicién (%) = x 100 %

[RC — Rt]
Otra de las técnicas conocidas para la comprobacion a nivel in vitro es la hidro-
lizacién de quitina con ayuda de enzimas llamadas quitinasas, las cuales estan
implicadas en la destruccion de las paredes celulares eucariotas (ej. Hongos).
Para medir la produccion de esta enzima uno de los métodos més utilizados es
inocular a la bacteria a estudiar en un medio llamado Medio Agar Czapek adi-
cionado con quitina vegetal. Esto ayuda a observar la actividad mediante un halo
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de degradacion de color transparente alrededor de la cepa (que es sembrada por
el método de picadura) (22).

Asi mismo, otro de los compuestos involucrados en el antagonismo de fitopat6-
genos son los antimicrobianos denominados péptidos antimicrobianos. Estos
péptidos se encuentran clasificados como bacteriocinas y lipopéptidos para al-
gunas especies de Paenibacillus los cuales son sintetizados mediante vias ri-
bosomales y no ribosomales (1). Por ejemplo, las bacteriocinas son toxinas
proteicas que inhiben el crecimiento de bacterias, una de las mas comunes
producidas por Paenibacillus son los lantabidticos, las cuales se expresan du-
rante la fase exponencial tardia o fase estacionaria temprana del crecimiento
bacteriano. Estos compuestos presentan una baja toxicidad y son inmunogéni-
cos, por lo que no tiene riesgo de presentar efectos adversos (18). De la misma
forma, los lipopéptidos son moléculas sintetizadas con ayuda de la enzima pép-
tido sintetasa no ribosomal (NRPS). La conformacién de estos compuestos re-
sulta en la unién de una cadena de oligopéptidos cortos (entre 6 a 13 aminoa-
cidos) a una cadena de acidos grasos lineales o ramificados (dependiendo del
tipo de compuesto que se forme). Para el caso de Paenibacillus se ha reportado
gue la mayoria de los lipopéptidos que producen se encuentran dentro de la
clasificacion de cationicos ciclicos (20). Una de las técnicas que nos indica si
existe la produccion de estos compuestos es mediante la determinacion de la
actividad biosurfactante, la cual consiste en utilizar el extracto crudo obtenido de
cultivos liquidos bacterianos, adicionar un buffer con Tris-HCI a una concentra-
cién de 20 mM vy realizar la prueba con diferentes hidrocarburos (aceites o pe-
troleos procesados o sin procesar), esto con la finalidad de realizar una prueba de
tensién superficial del o los surfactantes que se encuentren inmersos en el ex-
tracto. La cantidad emulsionante es medida por la absorbancia a una longitud de
onda de 540 nm aproximadamente (23).

3.1.2 Pruebas de promocidn de crecimiento vegetal in vitro

Como se mencion6 anteriormente, se sabe que el género de Paenibacillus con-
tiene muchas especies que promueven el crecimiento de las plantas y lo llevan a
cabo desde la influencia directa en el crecimiento de las plantas al producir &cido
indol 3-acético (IAA), la fijacibn de nitrégeno atmosférico, la solubilizaciéon de
fosfato y el desencadenamiento de la resistencia sistémica inducida, inclusive, la
produccion de diversas sustancias biocidas (1). Una de las formas para com-
probar estas actividades promotoras de manera in vitro es mediante diversos
medios de cultivos selectivos para demostrar estas actividades.

Dentro de las actividades mencionadas se encuentra la solubilizacién de fosfatos.
Dicha actividad es importante ya que el fésforo es el segundo elemento mas
importante para la productividad de las plantas, sin embargo, solo el 0.1 % existe
de forma soluble para que puedan ser aprovechados por las plantas mediante la
absorcion por raices, es por ello que, existen microorganismos solubilizadores de
fésforo mediante diversos mecanismos que hacen que este elemento esté dis-
ponible para las plantas. Para comprobar dicha actividad, se utiliza el medio
NBRIP el cual contiene glucosa, fosfato de calcio, cloruro de magnesio, sulfato de
magnesio, cloruro de potasio, sulfato de amonio y azul de bromotiol (como indi-
cador), en donde las bacterias tienen la capacidad de solubilizar el fosfato de
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calcio para hacerlo soluble para las plantas, dicha actividad mediante la eficiencia
de solubilizacion donde se mide el diametro del halo alrededor de la colonia
formada. Los datos de solubilizacion son representados mediante la siguiente
férmula (24):

(Diametro del halo — didmetro de la colonia)
ES (%) = X100

Diametra del halo

Al igual que el fésforo, el hierro es otro elemento abundante en el suelo, sin
embargo, se encuentra de forma no biodisponible. Es por ello que existen mi-
croorganismos que reducen este elemento de Fe®" a Fe?* con ayuda de las fe-
rriductasas o con ayuda de quelantes extracelulares de bajo peso molecular
llamados sideroforos, de esta manera, los complejos solubles estan disponibles
tanto para las plantas como para los microorganismos. Una de las técnicas para
la determinacion de la produccion de sideroforos es por la técnica de cromo
azurol S (Medio CAS agar) el cual es utilizado para detectar los diferentes side-
réforos que existen. Consiste en inocular los aislados en el centro de una caja
Petri con el medio de cultivo CAS, cuando un quelador de hierro (sider6foro)
elimina el hierro del complejo de colorantes usados en el medio selectivo, este
cambia de color azul a naranja representado por un halo de este color alrededor
de la cepa estudiada (25).

Asi mismo, dentro de los elementos méas abundantes e importantes para la planta
podemos encontrar al nitrégeno, el cual es relativamente inerte y debe fijarse de
tal manera que pueda ser utilizable. Se ha reportado que existen varias especies
de Paenibacillus capaces de fijar nitrbgeno ya que poseen un grupo de genes nif
altamente conservados entre las especies fijadoras de nitrégeno. Para compro-
bar la capacidad que estos microorganismos tienen para fijar nitrdgeno es me-
diante el crecimiento en un medio libre de nitrégeno (uno de los mas conocidos es
el medio RMR o medio de cultivo Rennie), donde el crecimiento de la bacteria en
ese medio es indicativo de fijacién de nitrégeno (26).

No solo los elementos como el nitrégeno, fésforo o hierro ayudan al crecimiento y
desarrollo de las plantas, existen hormonas como las auxinas que son regula-
dores cruciales para el desarrollo de una planta, participando en los procesos de
division celular, alargamiento y desarrollo de frutos. Se sabe que existen diversos
tipos de auxinas, sin embargo, la mas conocida es el acido indol-3-acético (I1AA).
Esta auxina ademas de ser producida por plantas, existen bacterias como Pae-
nibacillus capaces de producirlas, en donde se han identificado 3 vias enzima-
ticas capaces de convertir el triptéfano en IAA, una de las mas comunes es la via
del &cido indol-3-piravico. En esta via se desamina el triptéfano con ayuda de una
enzima aminotransferasa para producir acido indol-3-pirtvico, este es descar-
boxilado para producir indol-3-acetaldehido y finalmente por medio de oxidacién
se produce IAA. Uno de los métodos para observar este proceso es mediante la
utilizacién de caldo soya tripticasa suplementado con triptéfano, donde la bacteria
es inoculada. El sobrenadante libre de células se mezclara con reactivo de
Salkowski, el cual si vira de color rosa a fucsia indica la produccién de IAA, esta
prueba es cualitativa y cuantitativa (26).
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3.1.3 Extraccion de metabolitos y analisis

Una de la importancia de la extraccién y andlisis de los metabolitos producidos
por microorganismos es el de descubrir los compuestos que estan involucrados
en la promocion de crecimiento vegetal y el biocontrol (27).

Para obtener los metabolitos de las bacterias de los géneros tanto de Pae-
nibacillus y Bacillus se utilizan diferentes solventes para hacer el fraccionamiento
por polaridad. Basicamente se cultiva la bacteria en medio LB liquido a 150 rpm
durante 48 h (la temperatura va a depender del tipo de aislado). Una vez teniendo
los cultivos se realiza la separacion celular por medio de centrifugacion a 10 000
rpm aproximadamente por 20 min. Para realizar la extraccion se debe agregar el
doble del volumen total de extracto crudo que se obtenga de hexano, dicloro-
metano y acetato de etilo (teniendo un total de 3 fases diferentes). Esta mezcla se
homogeniza agitando a 150 rpm durante 1 hora y luego se deja reposar en un
lapso de 6 a 8 h y con ayuda de un embudo de separacidén se obtiene la fase
organica separada de la fase acuosa. La fase organica sera secada con ayuda de
un evaporador rotatorio a 40 °C para obtener una masa de metabolitos listos para
su posterior andlisis (28).

Para el caso de la extraccion de lipopéptidos que han sido reportados para el
género de Paenibacillus se realiza una precipitacion acida. Para poder realizarla
la cepa tiene que ser cultivada en medio LB adicionando elementos traza como
sulfatos, fosfatos y cloruros (29). Una vez que los cultivos son incubados, se rea-
liza la separacién celular mediante centrifugacion a una velocidad de 10 000 rpm
por 15 min aproximadamente, una vez obtenido el extracto crudo (medio de cul-
tivo libre de células) se le afiade HCI 6 M y se deja refrigerando a 4 °C durante
toda la noche para realizar la precipitacion de los compuestos. Una vez que estos
precipitados fueron obtenidos se realiza la separacién nuevamente por centrifu-
gacion, los precipitados obtenidos se lavan con agua acida y se neutralizan con
NaOH 6 M para eliminar impurezas insolubles que hayan quedado se agrega
metanol y se deja reposar por aproximadamente 4 h, este metanol es retirado por
ayuda de evaporacién con un evaporador rotatorio y una vez que los extractos
gueden completamente secos estaran listos para los analisis (30).

Una vez que se tienen los extractos listos, los métodos analiticos mayormente
reportados para el analisis de estas muestras son por cromatografica de gases
(GC-MS) la cual es una técnica de separacion que permite determinar los com-
ponentes de una muestra formada por compuestos volatiles, la cual tiene como
fundamento la utilizacién de un gas inerte que tiene como funcién arrastrar los
componentes de la muestra a través de la columna del cromatégrafo en donde se
lleva a cabo la separacion entre la interaccion de los componentes de la muestray
la fase estacionaria presente en la columna. Los resultados de este analisis son
reportados por el porcentaje de los picos obtenidos, dichos resultados son com-
parados con las bibliotecas de espectro disponibles en bases de datos como
NIST/EPA/NIH (31). Otra de las técnicas es la Espectroscopia de Infrarrojo por
Transformada de Fourier (FTIR), la cual es utilizada para la compresion de las
estructuras de moléculas individuales y la composicién de mezclas moleculares.
Esta técnica utiliza energia infrarroja para el andlisis de la muestra, ya que se
absorbe a frecuencias especificas directamente relacionadas con las energias de
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enlace vibratorio de la molécula, como consecuencia, los enlaces de la molécula
tienden a vibrar con energias diferentes y, por lo tanto, absorben a longitudes
onda diferentes, por lo que el espectro total crea una identificacion caracteristica
de cada molécula (32).

3.1.4 Pruebas de biocontrol

Para realizar la comprobacién antifiingica a nivel in vivo de las especies de Pae-
nibacillus reportadas con potencial antifingico, primeramente, se realiza la de-
sinfeccién con una solucion de hipoclorito de sodio al 70 % de las semillas de la
planta a utilizar durante el experimento, una de las plantas mayormente utilizadas
por la versatilidad y el crecimiento rapido que presentan es el tomate (Solanum
lycopersicum), para posteriormente, realizar la germinacion de las semillas de-
sinfectadas con diferentes tipos de sustratos o suelos (ya sea peat moss, agrolita,
suelo estéril, etc. segun sea las condiciones de germinacién de la semilla) durante
un aproximado de 3 semanas o hasta que la mayoria de las plantas hayan al-
canzo su etapa de germinacién y estén listas para el trasplante. Una vez que las
plantulas sean trasplantadas se coloca una suspensién bacteriana (el medio cul-
tivado con la cepa a estudiar) en el suelo de la planta a una concentracion de entre
106 hasta 108 cel/mL y se deja por 3 semanas aproximadamente para que la
bacteria se adapte al nuevo medio y realice la interaccién con la planta. Una vez
pasado este tiempo se procede a realizar la infeccién con el hongo fitopatégeno a
una concentracién de aproximadamente 106 esporas/mL sobre el sustrato o el
suelo de la planta. Es muy importante controles positivos quimicos y biolégicos
conocidos ya que esto nos dara una pauta de como los metabolitos producidos
por Paenibacillus actian y se comportan comparandolos con productos que ya
estan reportado y comercializados. Esto nos dard una mayor visualizacion de
como los metabolitos y péptidos antimicrobianos interactiian con la planta al estar
en presencia de un patdgeno desconocido. Al realizar un proceso de infeccién a la
planta, el monitoreo del estado de infeccion debe realizarse por bloques en un
intervalo de 10 dias de diferencia (el tempo de medicion depende del tiempo de
crecimiento de la planta) después de la infeccién con el fitopatdgeno. El disefio
experimental para este tipo de experimentos debe de ser por bloques comple-
tamente al azar con 5 repeticiones por tratamiento. Para medir el indice de la
enfermedad en desarrollo se determina de acuerdo a la escala de gravedad, te-
niendo un total de 5 grados donde el grado 1 es infeccién nula, 2 es infeccion leve,
3 es infeccibn moderada, 4 es infeccidén severa y 5 es muerte total de la planta.
Para obtener el porcentaje de indice de gravedad (DSI) y la reduccién de la en-
fermedad (RE) se determinan mediante 2 formulas (33):

Grado *no.de plantas del grado
DSI (%) = , x100
Grado max.= no.total de plantas

_ DSI control — DSI tratamiento

RE DSI control

x100

3.1.5 Pruebas de promocion de crecimiento vegetal in vivo

De la misma forma, para realizar las pruebas de promocion de crecimiento ve-
getal, el material vegetal a utilizar debe ser desde semilla, las cuales deben de
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pasar por un proceso de desinfeccion antes de plantarlas. Generalmente, para
estas pruebas las semillas son desinfectadas con Tween 80, etanol al 70 %, hi-
poclorito de calcio y al dltimo lavadas con agua destilada estéril para remover los
restos de los lavados anteriores. Las semillas son sembradas en suelo estéril con
peat moss como sustrato para su crecimiento, al momento de sembrar la semilla
se coloca una suspensioén de la bacteria promotora a estudiar a una concentracion
de 108 cel/mL aproximadamente (esto permite a que la bacteria realice la inter-
accion con la planta desde su etapa de desarrollo y crecimiento). Es importante
que para este tipo de estudios se utilicen diferentes controles como lo es un
control positivo (generalmente constituido por un fertilizante quimico) y un control
negativo (generalmente se utiliza agua estéril), para ver los diferentes resultados
que puedan obtenerse. La duracion del experimento dependera de la planta que
se utilice para hacer dichas pruebas, se utiliza la misma planta mencionada an-
teriormente para el biocontrol que es el tomate, la duracién del experimento puede
ser de 90 dias aproximadamente y el disefio experimental sera completamente al
azar con 5 repeticiones por tratamiento. Las variables que se reportan son las
siguientes: longitud de la raiz, longitud transversal de la hoja, peso fresco de la
raiz, peso fresco de la planta (sin raices), numero de hojas, diametro del tallo
central, nimero y peso seco de los frutos (34).

3.2 Aplicaciones de los metabolitos producidos por Paenibacillus

Con todo lo antes mencionado, existen algunas especies de Paenibacillus que ya
han sido reportadas con potencial para el biocontrol de fitopatdgenos, por ejem-
plo, Xu y colaboradores reportaron el aislamiento de la cepa T-9 de Paenibacillus
kribensis de muestras de suelo agricola en la region de Samcheok, provincia de
Gangwon, Corea del Sur (32). Esta cepa fue aislada para identificar su potencial
antifingico ante diversos fitopatégenos. En primera instancia, realizaron la acti-
vidad de manera in vitro mediante cultivo dual. La cepa T-9 mostré6 una fuerte
actividad antifangica contra los fitopatdgenos como Botrytis cinerea, Colletotri-
chum acutatum, Magnaporthe oryzae y Phytophthora capsici. Una vez que obtu-
vieron estos resultados, realizaron las pruebas antagdnicas in vivo, en donde
obtuvieron un 92 % de reduccion de la gravedad de la enfermedad y un 99.3 % de
la reduccién de la severidad de la enfermedad del tizon causado por Phytophthora
capsici en plantas de pimiento, un 78.5 % de la reduccién en la gravedad de la
enfermedad y un 74.3 % en la reduccién de la severidad de la enfermedad de
afiublo (pudricién de granos) causado por Magnaporthe oryzae en arroz y un 100
% en la reduccion de la gravedad de la enfermedad y la severidad de la enfer-
medad del tizon en las vainas del arroz, y un 89.8 % de la reduccion de la gra-
vedad de la enfermedad y un 93.2 % de la severidad de la enfermedad de moho
gris causada por Botrytis cinerea en plantas de tomate, todas comparadas con un
control quimico altamente eficiente.

Otro de los trabajos realizados con el fin de conocer el potencial antifingico que
las especies de Paenibacillus tienen es el reportado por Liu y colaboradores en
donde estudiaron el extracto crudo producido por la cepa A21 de Paenibacillus
polymyxa contra 12 hongos fitopatégenos, en donde solo presento una mayor
inhibicion de Botrytis cinerea y Glomerella cingulate, los autores para saber que
compuesto estaba relacionado con la actividad antifangica purificaron e identifi-
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caron el compuesto con las técnicas de HPLC-MS y LC-MS en donde se mostré
que el pico mayor estaba compuesto por cuatro compuestos de pesos molecu-
lares de 947.55, 961.58, 883.56, y 897.59 Da (M+H) (33). De acuerdo con estos
resultados, los autores asignaron a estos cuatro compuestos identificados como
fusaricidina C, D Ay B, respectivamente. Una vez identificado los compuestos, se
realizo la prueba del extracto en hojas y frutos de tomate en donde las hojas de
tomate inoculadas con el extracto de fusaricidina de la cepa A21 y después in-
fectada con el hongo de Botrytis cinerea redujo un 35 % la incidencia de la en-
fermedad del moho gris, mientras que para la supresion de la infeccion por moho
gris en los frutos del tomate fue del 100 % ya que no presentaron sintomas de la
enfermedad a los 7 y 10 dias después de la inoculacién, todo comparado con los
controles en donde se utilizé6 Boscalid (fungicida quimico) para tratar la enfer-
medad.

Por otra parte, Zhai y colaboradores identificaron la cepa HX-140 de Paenibacillus
polymyxa de muestras de suelo de rizésfera (34). Esta cepa presenté un 79.2 %
de inhibicién contra Fusarium oxysporum de manera in vitro, asi mismo, realizaron
pruebas con medios selectivos de agar leche descremada, CMC, agar azul de
anilina, en donde dieron positivas para la actividad de la enzima proteasa extra-
celular, celulasa y B-1,3 glucanasa respectivamente. Una vez realizadas las
pruebas a nivel in vitro realizaron el escalamiento a nivel campo en donde re-
portaron una reduccion de la enfermedad del 35 % y una eficacia de control rela-
tiva del 55.6 % al tratar las plantulas de pepino con el inoculo de HX-140 después
de 18 dias de haber infectado las plantulas con el fitopatégeno. Dentro de este
mismo experimento en campo, reportaron una porcion de plantulas de pepino con
sintomas de marchitamiento antes de la inoculacién con la cepa HX-140, en
donde dividieron de manera aleatorizada para recibir cuatro tratamientos dife-
rentes. Después de 14 dias, la tasa de incidencia y el indice de la enfermedad fue
de un 19.5 % para una concentracion bacteriana de 106 UFC/mL, 41.1 para una
concentracion de 10’ UFC/mL y 50.9 % para una concentracion de 108 UFC/mL.

Otro trabajo realizado por Weselowski y colaboradores reportaron el aislamiento
de la cepa CR1 de Paenibacillus polymyxa de muestras de raices de maiz de
cultivos en Ontario, Canada (37). Esta cepa no fue solo estudiada como biocon-
troladora de fitopatdgenos, sino que también estudiaron el potencial como pro-
motora de crecimiento vegetal. De acuerdo a las pruebas antagonicas in vitro,
demostraron que la cepa CR1 posee la capacidad de inhibir fitopatégenos como
Phytophthora sojae P6497, Rhizoctonia solani 1809, Cylindrocarpon destructans
2062, Pseudomonas syringae DC3000, Xanthomonas campestris 93-1 y Bacillus
cereus. Asi mismo, demostraron que esta cepa posee también la capacidad de
mejorar el crecimiento en plantas como son el maiz ya que se observo un au-
mento del 19 % del peso seco de toda la planta inoculada con la cepa CR1 en
comparacion con el control, un aumento del 16 % en la altura de las plantulas de
papa comparadas con el control, un aumento del 27 % en el peso fresco de los
brotes de pepino después de cuatro semanas de haberlas inoculado con CR1y un
aumento del 27 % en el peso seco de los brotes de tomate después de seis se-
manas de haberse inoculado. Por otro lado, las pruebas in vitro para la fijacion de
nitrégeno, la solubilizacién de fosfatos y la produccion de acido indol-3-acético
resultaron positivas.
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De la misma forma, Liu y colaboradores aislaron un total de 25 cepas del género
de Paenibacillus de diversas muestras de suelo recolectas de rizosfera de plan-
tas (36,37). De estas 25 cepas, 18 mostraron actividad de inhibicion contra los
fitopatbgenos Rhizotocnia cerealis, Fusarium graminearum, Gibberella zeae, Co-
lletotrichum gossypii y Alternaria longipes, sin embargo, solo la cepa SZ-13b de
Paenibacillus sp. exhibié una actividad antimicrobiana buena ya que, no solo fue
capaz de inhibir a los cinco fitopatégenos antes mencionados, sino que también
inhibid el crecimiento de Fusarium solani. Ademas de esto, dichos autores reali-
zaron la evaluacién de la producciéon de acido indol-3-acético (IAA), en donde
observaron que, de las 25 cepas aisladas, 22 cepas mostraron la capacidad para
producir 1AA, en donde destacaron las cepas WF-6, BJ-2, SZ-1a, SZ-1b, BJ-4,
BJ-5, BJ-6, YN-3, YB-3, JS-4, con una produccion de IAA por encima de 4 mg/L.
De acuerdo con los datos anteriormente obtenidos, seleccionaron las cepas de
Paenibacillus sp. SZ-1b, Paenibacillus sp. BJ-4, Paenibacillus sp. SZ-10, Paeni-
bacillus sp. SZ-13b, Paenibacillus sp. SZ-14, Paenibacillus sp. YB-3, Paenibacil-
lus sp.WF-6 y Paenibacillus sp. JS-4 para realizar la evaluacion de la promocién
de crecimiento vegetal en plantas de trigo, pepino y tomate. Para los resultados
con las plantulas de trigo, las que fueron inoculadas con Paenibacillus sp. JS-4
produjo un aumento del 30.9 % en la longitud de los brotes, seguido por Paeni-
bacillus sp. SZ-1b con el 23.3 % y Paenibacillus sp. con el 22.3 %, mientras que
la inoculacién con Paenibacillus sp. SZ-14 produjo un aumento del 54.2 % en la
longitud de la raiz, seguido por Paenibacillus sp. JS-4 con el 18.2 %. Asi mismo,
la inoculacion con Paenibacillus sp. JS-4 mostré un aumento significativo en el
peso seco de brotes y raices de trigo, ademas, la inoculacion con Paenibacillus
sp. BJ-4 y Paenibacillus sp. SZ-10 se observé un mayor peso seco de brotes y
raices en comparacion con los controles. Para los ensayos con las plantulas de
pepino, las que fueron inoculadas con Paenibacillus sp. SZ-10 resulté con ma-
yores alturas tanto en brotes con el 50 %, y raiz con el 94.4 %, seguido por Pae-
nibacillus sp. SZ-14 con el 33.7 % y 38.7 % respectivamente y Paenibacillus sp.
WF-6 con el 18.4 % y 62.4 % respectivamente. Ademas de esto, la cepa SZ-10
presento6 los mayores valores de peso seco de brotes y raiz en comparacion con
los otros ocho aislados seleccionados, mientras que, Paenibacillus sp. SZ-14
tuvo el segundo valor mas alto en el peso seco total de las plantulas. Por ultimo,
para los resultados con las pruebas con plantas de tomate, la mayoria presenta-
cién promocién de crecimiento vegetal, donde la cepa BJ-4 presentd el mayor
mejoramiento en el desarrollo de la longitud del tomate tanto en el brote con un

64.6 % y en raiz con un 55.2 %. Por otro lado, la inoculacién con Paenibacillus sp.
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SZ-15 mostré los valores mas altos en el peso seco de brotes y raices de las
plantas de tomate.

Cabe mencionar que, no solo existen cepas de Paenibacillus aisladas de mues-
tras rizosféricas, existen algunas especies que han sido aisladas de ambientes
extremos con caracteristicas de biocontrol y promotoras de crecimiento vegetal.
Tal es el caso de la cepa VCAL de Paenibacillus sp. aislada de muestras del la-
go-crater del volcan El Chichdén a una temperatura de 45 °C. Durante los estudios
realizados para esta cepa, los analisis gendémicos mostraron la presencia de
genes que estan involucrados en la produccién de acidos grasos e isoprenoides,
genes para la quimiotaxis bacteriana, para la producciéon de N-acetilglucosamina y
para la produccién de sideréforos. Asi mismo, presenté un 49.4 % de inhibicién
contra el fitopatégeno Fusarium oxysporum en pruebas a nivel in vitro y una acti-
vidad emulsificante positiva contra diferentes muestras de aceites, en donde se
logré la disminucién en la tensién superficial (38). Los resultados obtenidos de
esta revisién se resumen en la Tabla 1, 2y 3.

Tabla 1. Resultados las diferentes cepas de Paenibacillus que exhiben inhibicion en fitopatégenos

Inhibicion
in vivo
Reduccion ]
. . o Severidad de
Cepa Fitopatogeno in vitro de laen-
la enferme-
fermedad
dad (%)
(%)
Botrytis cinerea 12.09£1.74 mm 89.8 93.2
Colletotrichum acutatum 12.05 + 0.63 mm -- --
Paenibacillus kribensis T-9
Magnaporthe oryzae 11.78 £ 0.61 mm 78.5 74.3
Phytophthora capsici 19.04 £ 2.71 mm 92 99.3
Botrytis cinerea 3.43 £ 0.08 mm 35 100
Paenibacillus polymyxa A21
Glomerella cingulate 3.16 £0.14 mm -- --
Paenibacillus polymyxa HX-140 Fusarium oxysporum 79.20% 35 55.6

Phytophthora sojae P6497 -- -- -
Rhizotocnia solani 1809 -- - -
Cylindrocarpo destructans 2062 - -- -
Paenibacillus polymyxa CR1
Pseudomonas syringae DC3000 - - -
Xanthomonas campestris 93-7 - - -

Bacillus cereus -- - -

Rhizotocnia cerealis ++ - -
Fusarium gramminearum ++ - -
Paenibacillus sp. SZ-13b
Gibberella zeae ++ - -
Colletotrichum gossypii ++ - -
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Inhibicién
in vivo
Reduccién .
. i Severidad de
Cepa Fitopatogeno de la en-
la enferme-
fermedad
dad (%)
(%)

Fusarium solani

Paenibacillus sp. VCA1

Fusarium oxysporum

49.40%

-- Resultados no mostrados en el articulo. + didmetro de inhibiciéon de 5-15 mm. ++ didmetro de inhibicién de 15-25 mm

Tabla 2. Resultados las diferentes cepas de Paenibacillus que tienen potencial de promocién de crecimiento

vegetal.
Aumento del crecimiento vegetal
Peso Peso seco Longitud Longitud
Planta Cepa Altura )
fresco total de brotes de raiz
Maiz 19 %
3 Paenibacillus polymyxa
Papa ( plantulas) 16 %
CR1
Pepino (brotes) 27 %
Paenibacillus sp. JS-4 30.9% 18.2%
Trigo (plantulas) Paenibacillus sp. SzZ-1b 23.3%
Paenibacillus sp. Sz-14 54.2 %
Paenibacillus sp. SZ-10 50 % 94.4 %
Pepino (plantulas) Paenibacillus sp. Sz-14 33.7% 38.7%
Paenibacillus sp. WF-6 18.4 % 62.4 %
Tomate (plantas) Paenibacillus sp. BJ-4 64.6 % 55.2 %

Tabla 3. Resultados de los compuestos, metabolitos, enzimas y actividades implicados en el biocontrol y la
promocién de crecimiento vegetal de los resultados reportados.

Cepa

Compuestos/ Metabolitos/ Enzimas

Actividad

Paenibacillus polymyxa A21

Fusaricidina A
Fusaricidina B
Fusaricidina C

Fusaricidina D

Paenibacillus polymyxa HX-140

Celulasa

B-1,3 glucanasa

Paenibacillus polymyxa CR1

Fijacion de nitrégeno
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Cepa Compuestos/ Metabolitos/ Enzimas Actividad

Solubilizacién de fosfatos

Acido indol-3-acético

Paenibacillus sp. WF-6
Paenibacillus sp. BJ-2
Paenibacillus sp. SZ-1a
Paenibacillus sp. SZ-1b
Paenibacillus sp. BJ-4 i
Acido indol-3-acético
Paenibacillus sp. BJ-5
Paenibacillus sp. BJ-6
Paenibacillus sp. YN-3
Paenibacillus sp. YB-3

Paenibacillus sp. JS-4

Isoprenoides
Paenibacillus sp. VCAL N-acetilglucosamina

Sideroforos

4. Discusion

En los dltimos afios, ha existido una preocupacion por el uso excesivo de los
fertilizantes y fungicidas quimicos, ya que estos afectan a las condiciones biéticas
y abidticas del suelo, es por ello que se necesitan implementar nuevas estrate-
gias para reducir estos contaminantes en los suelos agricolas y asi, las plantas
puedan tener una interaccién positiva con los microorganismos presentes en la
rizosfera. Esta interaccion es de vital importancia puesto que influye en la pro-
mocion de crecimiento vegetal en las plantas ya que se ha estudiado que los
microorganismos promotores de crecimiento vegetal reducen la contaminaciéon
por metales en suelo, estimulan el crecimiento de las plantas mediante meca-
nismos de defensa contra fitopatégenos y a su vez, pueden cambiar la biodis-
ponibilidad de algunos metales esenciales para el crecimiento de las plantas
mediante reacciones de acidificacion, quelacion, precipitacion y 6xido-reduccion.

Se ha reportado que las bacterias pertenecientes al género de Paenibacillus
tienen la capacidad de promover el crecimiento de las plantas y, asi mismo,
producir compuestos antimicrobianos que son Utiles en la agricultura. Como ya se
menciond anteriormente, existen muchas especies de Paenibacillus que ayudan
a la promocién del crecimiento vegetal a través de la produccion de acido in-
dol-3-acético y otras fitohormonas como auxinas o también llevando a cabo la
solubilizacion del fosforo de manera que, esta molécula pueda ser absorbida por
las plantas. Ademas, se ha reportado que ayuda a controlar a algunos fitopato-
genos mediante el aumento de la sefializacion de la resistencia sistémica indu-
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cida y la produccién de sustancias como algunos péptidos antimicrobianos como
surfactinas, fusaricidinas, iturinas y fengicinas.

Si bien ya existen reportes de estas actividades, actualmente las investigaciones
aun siguen siendo un poco limitadas y por ello, su uso en la agricultura. Es por
ello que, las investigaciones para el establecimiento y el desempefio de estas
bacterias para la inoculacion en campos sigue siendo de interés biotecnoldgico,
ya que al ser bacterias formadoras de endosporas, poseen la capacidad para
sobrevivir por largos periodos en el suelo en condiciones ambientales adversas.

5. Conclusiones

El género de Paenibacillus ha presentados diversas aplicaciones, siendo la mas
relevante en el area de la agricultura debido a que muchas especies son cono-
cidas como promotoras de crecimiento vegetal las cuales son capaces de pro-
mover la absorcion de los nutrientes de los suelos en las plantas, llevar a cabo la
inhibicion de fitopatégenos y producir algunas fitohormonas. Dentro de estas
cualidades también pueden encontrarse la produccion de antimicrobianos y en-
zimas capaces de inhibir el crecimiento de fitopatégenos por su accion surfac-
tante. Por todo esto, se necesitan mas estudios acerca del establecimiento y el
desempenfo de estas especies dentro de la agricultura para su utilizacién como
biofertilizantes y biofungicidas, asi como su mecanismo de accion y la resistencia
que presentan ante diversas condiciones de estrés bibtico y abidtico y como
pueden resistir ante dichas condiciones.
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Contribucion de los autores: VMRV: Investigacion, metodologia, andlisis de infor-
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Resumen

Debido a su potencial, sustentabilidad y creciente interés la cria de insectos se
presenta como un sector atractivo para el desarrollo de entotecnologia que
coadyuven a fortalecer y desarrollar la agricultura industrial de insectos. El obje-
tivo de este articulo es evidenciar el creciente interés por la entotecnologia, asi
como el area de oportunidad a partir de estadistica descriptiva de una muestra de
400 patentes relacionadas a la cria de insectos. Para esto se establecieron cri-
terios de estratificacidn, seleccion y se definié un periodo de investigacion. Pos-
teriormente se organizo, clasifico, y analizaron las patentes halladas. Se encontr6
que el numero de patentes publicadas a partir de 2014 ha ido en incremento afio
con afio, ademas el pais con el mayor porcentaje de publicaciones fue China con
el 51.25% del total de la muestra, mientras que los dispositivos fue la clasificacion
con mayor numero de publicaciones y el cosmopolita gusano de la harina (T.
molitor) la especie que mas desarrollos de patentes en entotecnologia esta
presente. Se concluye que la agricultura industrial de insectos es un sector en
pleno desarrollo y crecimiento, asi como un area de oportunidad de este relati-
vamente nuevo sector industrial en conjunto con la entotecnologia.

Abstract

Due to its potential, sustainability and growing interest, insect breeding is pre-
sented as an attractive sector for the development of entotechnology to help
strengthen and develop industrial insect agriculture. The aim of this article is to
demonstrate the growing interest in entotechnology as well as the area of op-
portunity based on descriptive statistics of a sample of 400 patents related to
insect farming. For this purpose, stratification and selection criteria were estab-
lished and a research period was defined. Subsequently, the patents found were
organized, classified and analyzed. It was found that the number of patents pub-
lished since 2014 has been increasing year by year, also the country with the
highest percentage of publications was China with 51.25% of the total sample,
while devices was the classification with the highest number of publications and
the cosmopolitan mealworm (T. molitor) was the species with the highest number
of patent developments in entotechnology. It is concluded that industrial insect
agriculture is a sector in full development and growth, as well as an area of op-
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portunity for this relatively new industrial sector in conjunction with entotechnol-
ogy.

Palabras clave: entotecnologia; estado de la técnica; cria de insectos.

1. Introduccién

La agricultura industrial de insectos es un enfoque innovador que busca apro-
vechar el potencial de los insectos como una fuente sostenible de alimento y
otros productos. A medida que crece la preocupacion por la seguridad alimenta-
ria, la escasez de recursos naturales y los impactos ambientales de la produccion
tradicional de alimentos, se han explorado alternativas mas eficientes y respe-
tuosas con el medio ambiente (1). La cria masiva de insectos con fines alimen-
tarios ha surgido como una solucion prometedora debido a la alta tasa de re-
produccién de los insectos, su capacidad para convertir eficientemente los resi-
duos organicos en proteinas y su menor huella ecolégica en comparacion con los
animales de granja convencionales (2,3). Se ha confirmado que los subproductos
de procesamiento de alimentos de bajo valor (granos destilados) y el uso de co-
rrientes de residuos de alto impacto para el cultivo de insectos se encuentran
entre las mejores estrategias para la produccién sostenible de piensos. La pro-
duccion de proteina en polvo a base de insectos y sustituto de la carne, basada
en subproductos alimentarios, es de dos a cinco veces mas beneficiosa para el
medio ambiente que la de los productos tradicionales (4). En esta introduccién,
exploraremos los fundamentos de la agricultura industrial de insectos, sus bene-
ficios potenciales y los desafios que enfrenta esta industria emergente.

La "entotecnologia" es un término que combina las palabras "ento" (derivada del
griego entomon, que significa insecto) y "tecnologia”. Se refiere al estudio,
desarrollo y aplicacion de tecnologias relacionadas con el uso de insectos en
diversos campos y sectores. La entotecnologia abarca una amplia gama de
areas, desde la agricultura y la alimentacién hasta la medicina, la biotecnologia y
la gestion ambiental. Su objetivo principal es aprovechar los beneficios y capa-
cidades Unicas de los insectos para abordar desafios y problemas especificos

(5).

En el &mbito agricola, la entotecnologia se enfoca en la cria y el uso de insectos
beneficiosos para el control de plagas, la polinizacién de cultivos y la conversion
de residuos organicos en fertilizantes o alimento animal (5). Ademas, se estan
explorando nuevas formas de utilizar insectos como fuente sostenible de pro-
teinas y otros nutrientes, en respuesta a la creciente demanda mundial de ali-
mentos (6). En la medicina, la entotecnologia investiga el potencial de los in-
sectos para la produccion de compuestos bioactivos, como enzimas, péptidos
antimicrobianos y medicamentos (7,8). También se estudian las propiedades
terapéuticas de los insectos, como su capacidad para cicatrizar heridas o com-
batir infecciones. En el &mbito de la biotecnologia, la entotecnologia explora el
uso de insectos como biofabricas para la produccién de proteinas recombinantes
y otros productos de interés, aprovechando su capacidad para sintetizar y acu-
mular diversas moléculas. En resumen, la entotecnologia se centra en la inves-
tigacion y aplicacion de tecnologias relacionadas con los insectos, aprovechando
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su diversidad y habilidades para abordar desafios en diferentes campos, desde la
agricultura hasta la medicina y la biotecnologia. Esta disciplina emergente pre-
senta un gran potencial para desarrollar soluciones innovadoras y sostenibles en
mdltiples sectores.

El objetivo principal de este articulo es proporcionar una revision representativa y
actualizada del estado de la técnica en el campo de la Entotecnologia, centran-
dose especificamente en el analisis de patentes relacionadas con la cria de in-
sectos.

2. Materiales y métodos

La presente investigacion documental se gener6 a partir del desarrollo del pro-
yecto integrador “Disefio y construccion de un sistema para depuracion y clasi-
ficacion de Gusano de la Harina (Tenebrio molitor)” el cual fue desarrollado en el
octavo semestre de la carrera en Ingenieria Electromecénica (afio 2023, en el
Tecnoldgico de Estudios Superiores de Chalco), donde se investigarén diversas
patentes correspondientes a la cria y produccién de insectos en espacios con-
finados, para diferentes propdsitos.

Se definio el tamarfio de la muestra a través de la formula:

_lyma-p)
E2

Donde:
n es el tamafio de la muestra requerida.

Z es el valor critico correspondiente al nivel de confianza deseado. Para un
intervalo de confianza del 95%, Z es aproximadamente 1.96.

p es la estimacion de la proporcion o la frecuencia esperada en la poblacion.
Dado que se carece de informacion sobre la poblacion, se utiliza un valor de p =
0.5, que representa la maxima variabilidad y proporciona el tamafio de muestra
mas conservador.

E es el margen de error deseado, que en este caso es 0.05 (5%)
Por lo tanto, la férmula se puede simplificar a:

[(1.962)(0.5)(1 — 0.5)]
0.052

n=384.16

Por lo tanto, se necesité una muestra de al menos 385 elementos para obtener un
tamafio de muestra representativo de una poblacién desconocida con un inter-
valo de confianza del 95% y un margen de error del 5%. Es importante tener en
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cuenta que esta formula asume una distribucion binomial (0.5) para maximizar el
tamafio de la muestra cuando no se tiene informacién sobre la poblacion.

2.1 Busqueda de la bibliografia

Con lo cual se determin6 una muestra necesaria de 400 patentes para la reali-
zacioén de la investigacion.

El criterio de seleccién se basé en palabras clave como lo fueron “breeding”,
“insect”, “mechanism”, “method”, “system” y “device”, descartando todo aquel

resultado que incluyera palabras como “pest prevention”, “expelling”, “anti”, “re-
pelling” y “killing”.

Se identificaron aquellas patentes relacionadas con sistemas, métodos, equipos
y dispositivos relacionados a la cria de insectos, ubicados en bases de datos de
Google Patent y European Patent Office (EPO), a través del uso de las siguientes
combinaciones de palabras clave: “insect & breeding” or “breeding & insect” or
“insect breeding & method” or “mechanism & insect”.

Para la clasificacion de patentes se tomé en consideracion las siguientes defini-
ciones, mientras que el método se refiere al enfoque o proceso utilizado para
llevar a cabo una tarea, una maquina es un conjunto de componentes interrela-
cionados que (trabajan juntos, el equipo se compone de herramientas, disposi-
tivos e instrumentos utilizados para una tarea especifica, los dispositivos son
objetos o aparatos individuales disefiados para realizar funciones particulares, y
un sistema es un conjunto de componentes interconectados que trabajan juntos
como una unidad integrada para lograr un objetivo comun.

Los datos obtenidos fueron organizados, contabilizados y analizados con los que
posteriormente se realiz6 el proceso de estadistica descriptiva. La investigacion
se inici6 en la primera semana del mes de abril y concluyé en la primera semana
del mes de mayo.

3. Resultados
3.1 Estadistica descriptiva

La Figura 1 nos presenta de manera clara la relacién directa que tienen las pa-
tentes tomadas como muestra (400), con el pais y su afio de publicacion, con el
fin de observar la evolucion del impacto que ha tenido la entotecnologia en el
transcurso de los afos, referente a la cria de insectos, estas fueron encontradas
en un lapso del afio 1973 al afio 2023 (hasta abiril).
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Figura 1. Publicaciones de patentes por pais y afio de la muestra de 400

Al inicio del periodo no se obtuvieron valores elevados de publicaciones de pa-
tentes, asi mismo, observamos que solo ocho de los quince paises evaluados
participaron en relacion con el afio 1973 al afio 2013. Posteriormente, en los afios
2014 al 2021 se visualiza que el nimero de publicaciones fue incrementando, asi
como los paises participantes los cuales fueron catorce de quince. Continuando
con el afio 2022, todos los paises evaluados participaron y el valor de publica-
ciones incremento considerablemente siendo asi el afio con mayor cantidad.

Al observar la Figura 2 se muestra la relacion que tiene la cantidad de patentes en
cuanto al afio de su publicacion. Cabe mencionar que las muestras obtenidas en
el afio 2023 fueron hasta el mes de abril.
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Figura 2. Relacién de patentes publicadas por afio a partir la muestra de 400

En 1979 se encontraron dos patentes, una de las cuales fue "Cerradura de
trampa para caja de cria de insectos", proveniente de Alemania. Esta patente
describe un dispositivo que actia como una trampa para mantener a los insectos
dentro del depdsito y asi facilitar un proceso de crianza adecuado (9). En 2022 se
encontraron ciento treinta y siete patentes, una de ellas titulada "Linea de cria de
insectos completamente automatica" proveniente de China. Esta invencion se
refiere al campo técnico de la cria de insectos y comprende un dispositivo de
apilamiento, recoleccion, alimentacion, transporte, almacenamiento y una unidad
de control (10).
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Por ultimo, se realizé una regresion lineal que es una técnica de analisis de datos
gue predice el valor de datos desconocidos (proyeccion de patentes por haber en
relacién con el afio) mediante el uso de otro valor de datos relacionado y cono-
cido esta fue obtenida mediante el método de minimos cuadrados. La ecuacion
obtenida a partir de la regresion lineal fue:

f(x) = 1.029646017699089x — 2051.11494213746

En la Figura 3 se contempla el enlace que tiene la clasificacion de la investigacion
con los paises involucrados con base a la cantidad de patentes. Inicialmente
observamos que en el lado derecho del grafico se halla una referencia que rela-
ciona la tonalidad de color con la cantidad de patentes, es decir entre mas claro
sea el tono de la casilla menor es la cantidad y por el contrario entre mas oscuro
sea mayor es la cantidad de patentes. Se incluyen a la OEP y a la Organizacion
Mundial de la Propiedad Intelectual (OMPI) como organizaciones, debido a que
las patentes tienen su filiacién correspondiente.
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Figura 3. Clasificacién de patentes encontradas por pais

Aplicando lo anterior, resumimos que la clasificacion con mas patentes es la de
“Dispositivos” con un total de 127 patentes, posteriormente se encuentra “Mé-
todos” con 39 patentes ambos casos son correspondientes a China.

La Tabla 1 muestra la cantidad de patentes totales de cada pais, China, Corea
del Sur y Estados Unidos tienen el mayor numero de patentes publicadas con
51.25%, 16.75% y 15.25% respectivamente, por otro lado, Australia y Taiwan
Unicamente tienen un hallazgo de una patente.

Tabla 1. Numero de patentes halladas por pais con su correspondiente

Pais No. Patentes %
Alemania 4 1
Australia 1 0.25
Canada 3 0.75
China 205 51.25
Corea del Sur 67 16.75
Espafia 6 15
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Tabla 1. Numero de patentes halladas por pais con su correspondiente

Pais No. Patentes %
Estados Unidos 61 15.25
Francia 8 2
Japon 2 0.5
OEP 3 0.75
OMPI 31 7.75
Paises Bajos 5 1.25
Reino Unido 1 0.25
Rusia 2 0.5
Taiwan 1 0.25

En lo que respecta a las especies de insectos, se pudieron identificar entre 32
diferentes especies, y ordenes, sin embargo, 280 patentes no especifican o son
ambiguas respecto a cual es la indicada para el uso de su invento. El Tenebrio
molitor mejor conocido como gusano de la harina fue la especie de insecto mas
presente en las patentes halladas con 50 inventos respecto a su cria, seguido de
la mosca domestica (M. domestica) con 12, grillos (sin especificar especies) con
10 hallazgos, la mosca soldado negra (Hermetia illucens) con siete, por men-
cionar las que mas se agrupan, sin embargo también se encontraron patentes de
una Unica especie como: Lethocerus indicus, Aphidoletes aphidimyza, Bombyx
mori, Omphisa fuscidentalis, entre algunas otras.

Por ultimo, se observé que mas de la mitad de las patentes (248) estan regis-
tradas en la clasificacion A01K67/033 correspondiente a “cria o reproduccion de
invertebrados; Nuevas razas de invertebrados”. En lo que respecta al estatus
legal de estas, 183 se encuentran activas, 84 no especifican estatus, 52 en
pendiente, 16 con cesion de derechos de autor, ocho en presentacién de solici-
tudes, cinco abandonadas, 35 vencidas.

3.2 La entotecnologia en Asia

Una de las patentes que mas destaca debido a su complejidad es el modelo de
utilidad de Seok Young Seek, este describe un método de reproduccion de in-
sectos basados en tecnologia IoT (Internet of Things) con lo cual todo el proceso
de cria, reproduccién y cuidado de los insectos sera determinado y controlado por
la tecnologia, con la minima intervencion humana, el proceso se volveria casi
totalmente autbnomo al tratarse de dispositivos fisicos que transfieren y reciben
datos a través de redes inalambricas (11). Los datos publicados acerca del mé-
todo, muestra un sistema completo de cria donde la necesidad de personal a
cargo ya es practicamente nulo, dando un salto hacia la completa automatizacion
en la agricultura industrial de insectos y dejando un estandar demasiado alto para
la innovacién dentro en entotecnologia; practicamente se puede comparar este
método con un proceso de produccion en serie donde la tecnologia es la en-
cargada de recolectar, analizar, almacenar los datos y al mismo tiempo mantener
la linea de produccién en funcionamiento. Por otro lado, la patente de Jun et. al.
(11) describe la implementacion de una cinta transportadora en un conjunto de
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cajas de cria, la cual permite recolectar y transportar a los insectos, buscando con
ello la mejora en la eficiencia de los dispositivos de cria.

El dispositivo descrito, facilmente podria ser utilizado para la cria en masa de
insectos, ayudando con ello a mejorar la eficiencia en el proceso; al analizar la
informacién disponible puede notarse que el dispositivo es solo un complemento
de un sistema de cria el cual requiere que las cajas contenedoras sean vaciadas
regularmente y su contenido sea guiado hacia otro lugar, para continuar con un
proceso.

El continente asiatico siempre ha mostrado tener una gran capacidad de inno-
vacion en la creacion de nuevas tecnologias, este caso no es una excepcion,
Corea del Sur, asi como China continian avanzando y plantando nuevas ideas
para el desarrollo en entotecnologia, sus aportes son destacables y este método
puede considerarse de los primeros pasos hacia la digitalizacion y robotizacion
de los procesos de cria.

3.3 La automatizacion en la agricultura industrial de insectos

Valorando el fin de las patentes encontradas podemos observar que en gran
medida estan enfocadas en el proceso de crianza de insectos en pequefay gran
escala, pero también con invenciones que facilitan de manera descomunal estos
procesos, haciendo uso de la automatizacion, con ello los paises nos presentan
la evolucion que se ha generado debido a la demanda del sector, haciendo uso
de nueva tecnologia con el fin hacer eficiente cada actividad involucrada (ali-
mentacién, produccion, condiciones ambientales, limpieza, transporte, almace-
namiento).

Se tiene una amplia variedad de insectos que son utilizados para diversos fines,
tomando en cuenta esto, podemos deducir que el uso de insectos voladores no
seria algo inusual, entonces la patente de Peeters et. al. es de gran utilidad ya
gue expone el uso de un dispositivo informatico (sensor) que puede determinar
una caracteristica de uno o mas insectos en una camara de prueba, como la
frecuencia del aleteo, el sexo u otra caracteristica y a esto dar una respuesta ya
sea activar o desactivar un motor de aire con el fin de separarlos o simplemente
recopilar datos (12). El dispositivo nos ofrece un gran conjunto de aplicaciones en
diversos sectores, tales como ciencias bioldgicas, quimicas y de la salud.

En la actualidad el sector alimentario presenta diversas deficiencias en ambitos
nutricionales, creando con ello la busqueda de nuevas alternativas. La crianza de
insectos con fines alimentarios ha incrementado considerablemente debido a lo
anterior, inicialmente se tomaba como alimento para ciertos animales, pero
después de una amplia y profunda investigacion se establecié que son una al-
ternativa razonable para el consumo humano ya que algunos de los insectos
presentados en las patentes (grillos, Tenebrio molitor, mosca soldado negra, etc.)
cuentan con altos niveles de nutrientes que facilmente pueden sustituir a los
productos actuales y convencionales; (Ej. harinas y sus derivados), por ello los
paises expuestos han invertido en la produccion en masa de estos y para hacer
sostenible y eficiente tal inversion se ha contemplado el uso de granjas de cria de
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insectos automatizadas que puede facilitar la eclosion, la alimentacion, el se-
guimiento del crecimiento y la aparicion de larvas y pupas de insectos. El sistema
de cria en masa automatizado puede incluir una unidad de produccion, una
unidad de transporte, una unidad de almacenamiento, una unidad dispensadora y
una unidad de control (13).

3.4 Consideracion de las patentes

Durante el analisis a escala realizado en el presente articulo se rescata y da
enfasis a la importancia contenida en cada patente analizada; se asume que la
finalidad general de todas estas invenciones sea la busqueda de una seguridad
alimentaria. Sin embargo, al tratarse diversas areas de innovacion como lo es la
entotecnologia tambien existe una clara ambicion de desarrollo marcada glo-
balmente con el fin de saciar las necesidades crecientes de la sociedad.

4. Discusioén

La presente revision del estado de la técnica en entotecnologia y el andlisis de
patentes en la cria de insectos ha proporcionado una vision amplia y actualizada
de este campo en rapido crecimiento. A través analisis de las patentes, se han
identificado diversas tendencias, avances tecnoldgicos y oportunidades futuras
que merecen ser discutidos.

En primer lugar, se observd una clara tendencia hacia la diversificacion de las
especies de insectos criados con fines comerciales. Aunque tradicionalmente se
han utilizado especies como el gusano de la harina (T. molitor) la mosca solda-
do-negra (Hermetia illucens) y el grillo doméstico (Acheta domesticus), nuevas
invenciones de diferentes especies de insectos comienzan a emerger. Esta di-
versificacion puede atribuirse la amplia gama de opciones disponibles, respecto a
lo que insectos comestibles se considera existe alrededor de 2000 especies (14)
a lo largo del mundo de las cuales México tiene aproximadamente un cuarto.

En segundo lugar, se han observado avances significativos en la optimizacion de
las condiciones de cria de insectos. En los resultados se describen dos patentes
la primera fue de los hallazgos mas antiguos esta se clasifica como dispositivo (9)
mientras que la patente mas actual describe todo un sistema (10). Las patentes
han demostrado la importancia de factores como la temperatura, humedad, ca-
lidad del sustrato y densidad de poblacion en el rendimiento y bienestar de los
insectos criados. Ademas, se han desarrollado sistemas automatizados y tec-
nologias de monitoreo para optimizar el entorno de cria y garantizar un creci-
miento saludable de los insectos. Estos avances tecnolégicos han contribuido a
una mayor eficiencia en la produccion y han reducido los costos asociados con la
cria de insectos (15).

En tercer lugar, se ha observado un incremento en las patentes orientada a la
utilizacion de insectos en la alimentacion animal y humana. Los insectos se
consideran una fuente prometedora de proteinas, lipidos y otros nutrientes
esenciales, y se ha demostrado su potencial como ingredientes en la elaboracion
de piensos para animales y productos alimentarios para humanos. A medida que
la demanda global de proteinas aumenta y se busca reducir la dependencia de
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las fuentes convencionales de proteinas, la cria de insectos emerge como una
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5. Conclusiones
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