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RESUMEN

La salinidad del suelo es un factor restrictivo para el crecimiento de los cultivos
agricolas; ademas, los puede volver susceptibles al ataque por fitopatogenos. Tal
es el caso del tomate (Solanum lycopersicum), la segunda hortaliza mas cultivada
del mundo, una especie sensible a la salinidad. También, el marchitamiento por
Fusarium spp. se considera una de las amenazas mas importantes que afecta la
produccion de tomates en campo y en invernadero. En el presente trabajo se evalud
la tolerancia a salinidad de Bacillus halotolerans AF23, asi como sus actividades de
biocontrol y promocion del crecimiento vegetal. La cepa AF23 fue aislada de suelos
afectados por incendios subterraneos en Michoacan. En nuestros resultados se
encontro que esta cepa crece hasta 1 M de NaCl, ademas de que produce
sideroforos, AlA, proteasas y solubiliza fosfato in vitro bajo condiciones salinas (200
mM de NaCl). La cepa AF23 mostré también interacciones sinérgicas con Bacillus
velezensis AF12. La inoculacion de AF12 y AF23 de manera individual o en
consorcio mejoré el crecimiento de plantas de tomate del cultivar Bonny Best bajo
estrés salino (200 mM); incremento el peso de la parte aérea y raiz, el contenido de
clorofila y biomasa total. Ademas, se evaluo el efecto de biocontrol de AF12 y AF23
en plantas de tomate infectadas por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) raza
1, las cepas individualmente o en consorcio generaron un incremento en el peso de
la parte aérea, peso fresco de la raiz, el contenido de clorofila y la biomasa total, en
condiciones sin salinidad. Ademas, bajo estrés salino (100 mM), hubo un aumento
en el peso fresco de la parte aérea y una disminucion del porcentaje de infeccién en
las plantas. Finalmente, se realizé un analisis gendmico funcional y se encontré que
AF23 posee genes implicados en la tolerancia a estrés salino y en la promocién del
crecimiento vegetal. En conclusion, estos resultados destacan el potencial para
utilizar a B. halotolerans AF23 y B. velezensis AF12 como bioinoculante en regiones
afectadas por salinidad para mejorar el crecimiento de las plantas y brindar

proteccion contra enfermedades causadas por F. oxysporum f. sp. lycopersici.

Palabras clave: salinidad, Fusarium, PGPB, halotolerancia, analisis gendémico.

12



ABSTRACT

Soil salinity is a restrictive factor for the growth of agricultural crops, furthermore, it
can make them susceptible to attack by phytopathogens. Such is the case of the
tomato (Solanum lycopersicum), the second most cultivated vegetable in the world,
a salinity sensitive species. Also, wilt by Fusarium spp. is considered one of the most
important threats affecting tomato production in both field and greenhouse
environments. In this study, the tolerance to salinity of Bacillus halotolerans AF23
was evaluated, as well its biocontrol and plant growth promotion activities. The AF23
strain was isolated from soils affected by underground fires in Michoacan. In our
results, it was found that this strain grows up to 1 M NaCl, and it also produces
siderophores, IAA, proteases, and solubilizes phosphate in vitro under saline
conditions (200 mM NacCl). Strain AF23 also exhibited synergistic interactions with
Bacillus velezensis AF12. Inoculation of AF12 and AF23 either individually or in
consortium improved the growth of tomato plants of the cultivar Bonny Best under
saline stress (200 mM); the shoot and root weight, the chlorophyll content and total
biomass increased. In addition, the biocontrol effect of AF12 and AF23 was
evaluated in tomato plants infected with Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol)
race 1. The strains, whether individually or in consortium, generated an increase in
shoot weight, fresh root weight, chlorophyll content, and total biomass under non-
saline conditions. Additionally, under saline stress (100 mM), there was an increase
in shoot fresh weight and a decrease in the infection percentage in the plants. Finally,
a functional genomic analysis was carried out, revealing that AF23 possesses genes
involved in salt stress tolerance and plant growth promotion. In conclusion, these
results highlight the potential use of B. halotolerans AF23 and B. velezensis AF12
as bioinoculants in regions affected by salinity to enhance plant growth and provide

protection against diseases caused by F. oxysporum f. sp. lycopersici.

Keywords: salinity, Fusarium, PGPB, halotolerance, genomic analysis.
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1. INTRODUCCION

La poblacion mundial aumenta constantemente, por lo que uno de los principales
desafios para la agricultura sera satisfacer la demanda de alimentos para una
poblacién en crecimiento, lo que indica una necesidad urgente de elevar la
produccion agricola en los proximos afios (Jiménez-Mejia et al.,, 2022). Sin
embargo, el rendimiento de los cultivos de interés econdmico se ven afectados por

estrés bidtico y abidtico (Kumar et al., 2020).

Entre los factores abibticos, la salinidad se considera un importante factor restrictivo
para el crecimiento de los cultivos agricolas con repercusiones econdmicas en las
regiones aridas y semiaridas del mundo; ademas, las superficies de tierra cultivable
disminuyen continuamente debido a la salinidad del suelo, que puede generarse a
través de procesos naturales o por actividades antropogeénicas (Etesami y Glick,
2020).

Las altas concentraciones de sales solubles como los cloruros de sodio (NaCl),
calcio (CaClz) y magnesio (MgCl2) contribuyen a la alta conductividad eléctrica de
los suelos salinos, aunque el NaCl aporta la mayoria de las sales solubles en suelos
con problemas de salinidad (Gupta et al., 2022). El suelo se clasifica como salino
cuando su conductividad eléctrica en la zona de la raiz (de los 0 a 60 cm de
profundidad) es superior a 4 dS m-1 (aproximadamente 40 mM de NaCl) (Bonarota
et al., 2022).

El estrés salino provoca una serie de respuestas morfologicas vy fisiologicas en la
planta para adaptarse y sobrevivir. Ademas, dicho estrés hace que las plantas sean
susceptibles al ataque por fitopatégenos. En condiciones de estrés salino las plantas
tienen que enfrentar dos tipos de estrés que impiden su crecimiento y desarrollo
adecuado, estrés idnico y osmotico; asi mismo, en condiciones de alta salinidad
aumentan los niveles de etileno, que ademas estar involucrada en diferentes
procesos en plantas, se ha reportado como una fitohormona de respuesta a estrés
(Orozco-Mosqueda et al., 2020). La salinidad del suelo afecta a todos los cultivos
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de interés economico en el mundo, como es el caso del tomate (Solanum
lycopersicum), una de las hortalizas mas cultivadas y consumidas a nivel mundial
(Pérez-Rodriguez et al., 2022).

Por esta razon, se han intentado desarrollar varias estrategias para superar los
efectos inhibitorios en el crecimiento de las plantas causados por suelos afectados
por la salinidad, incluida la generacion de plantas resistentes a la sal mediante
modificacion genética; sin embargo, debido a los tiempos y costos de generacion
no suele ser una solucion viable. Una alternativa es utilizar microorganismos
halotolerantes, como las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (Plant
growth-promoting bacteria: PGPB) que potencien el crecimiento de -cultivos

estresados por salinidad (Sunita et al., 2020).

Las PGPB son especies bacterianas que tienen un gran impacto en el crecimiento
de las plantas, el rendimiento y la resistencia a las enfermedades (Khatoon et al.,
2020) a través de diferentes mecanismos de accion, que pueden ser directos,
indirectos y duales (Morales-Cedefio et al., 2021).

En este contexto, el uso de PGPB halotolerantes puede ser una alternativa para
disminuir el estrés biotico y abidtico en plantas. El presente trabajo de investigacion
pretende analizar la accion promotora del crecimiento vegetal de la bacteria
termotolerante aislada de suelos afectados por incendios subterraneos Bacillus
halotolerans AF23 bajo condiciones de estrés salino, in vitro y en plantas de tomate,
asi como también identificar en AF23 los posibles genes involucrados en la

tolerancia a salinidad y la promocion del crecimiento vegetal.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Salinidad del suelo

La seguridad alimentaria es una necesidad fundamental de todas las sociedades,
se proyecta que la poblacién mundial alcance los 9,200 millones en 2050. Esto
significa que la produccion agricola debe aumentar entre un 60 y 70% con respecto
a los niveles actuales para mantener el ritmo de la creciente demanda de alimentos
en los proximos 30 afios (Gao et al., 2022). Sin embargo, el crecimiento de las
plantas, la productividad, el rendimiento y la calidad de los alimentos se ven
gravemente afectados por el estrés bidtico y abidtico. El primero incluye dafios
causados por varias plagas y patégenos, mientras que el segundo incluye sequia,
temperatura, metales pesados y salinidad (Jiménez-Mejia et al., 2022).

Entre estos ultimos, la salinidad del suelo se considera el de mayor relevancia
agricola, debido a que limita la produccién de cultivos agricolas en todo el mundo,
especialmente en regiones aridas o semiaridas (Imran et al., 2021), ya que las bajas
precipitaciones y las altas temperaturas de estas zonas promueven la salinidad
(Etesami y Beattie, 2018). En todo el mundo, alrededor del 20% de las tierras
agricolas se ven afectadas por la salinidad; se estima que para 2050, esta cifra
aumente a alrededor del 50% (Mukhopadhyay et al., 2021).

El problema de la salinidad surge cuando la concentracion de iones de diferentes
sales solubles como sulfato de sodio (Na2SOs), nitrato de sodio (NaNO3), sulfato de
magnesio (MgS0s), cloruro de magnesio (MgCly), sulfato de potasio (K2SOa),
carbonato de calcio (CaCO3), pero predominantemente el NaCl, se eleva en los
suelos mas alla del nivel de umbral requerido para la germinacion normal, el
crecimiento y las actividades fisiologicas de las plantas en las zonas de raices
(Gupta et al., 2022).

La salinidad del suelo es medida a través de la conductividad eléctrica (CE), un
suelo con una CE mayor o igual a 4 deciSiemens por metro (dS m-1) (que
generalmente equivale a 40 mM de NaCl) a 25°C y pH < 8.5 se considera salino. La
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concentracion idnica superior a 4 dS m-1 en la rizésfera da como resultado
condiciones de estrés que desafian el crecimiento de los cultivos (Majeed y
Muhammad, 2019; Mohanavelu et al., 2021).

La salinidad se puede clasificar como primaria y secundaria. La salinidad primaria
ocurre en zonas climaticas aridas y semiaridas, en las zonas costeras, depdsitos de
sal debido condiciones propias y naturales del ambiente; mientras que la salinidad
secundaria ocurre directamente como consecuencia de actividades antropogénicas
y las malas practicas agricolas como la fertilizacion excesiva y el riego con agua
salada (Singh et al., 2022). Las condiciones salinas, reducen la fertilidad, calidad
del suelo y hace vulnerables a los cultivos de infecciones causadas por agentes
patégenos (Etesami y Glick, 2020).

La salinidad tiene consecuencias severas en las plantas (Majeed y Muhammad,
2019), por lo cual, es importante buscar y aplicar alternativas para lograr una
agricultura sostenible como el uso de microorganismos benéficos, que estimulen el
crecimiento de las plantas y/o su proteccidn frente a agentes patdgenos y factores
abidticos como la salinidad (Hernandez-Canseco et al., 2022).

2.2 Efecto de la salinidad en plantas

En condiciones de salinidad importantes procesos fisiologicos de las plantas son
afectados negativamente. Las plantas enfrentan dos tipos de estrés al estar
expuestas a altas concentraciones de sal: el estrés osmotico y el estrés ionico (Gul
et al., 2022). Los efectos generales del estrés osmaotico se producen como una
respuesta inmediata que comienza en la zona de la raiz. El estrés osmatico provoca
deshidratacion de la planta (Orozco-Mosqueda et al., 2020). El intercambio
gaseoso, la tasa de transpiracion y la fotosintesis se ven alterados por la apertura y
el cierre inoportunos de los estomas bajo estrés por salinidad. La elongacion celular,
aparicion de hojas nuevas y brotes laterales, el crecimiento vegetativo vy
reproductivo se regulan de forma negativa, lo cual se refleja directamente en la

reduccion de biomasa de la planta (Ahmad et al., 2022).
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Por otra parte, el estrés idnico es una respuesta mas lenta que se produce por la
acumulacion de iones Na*, con la consiguiente salida de iones K™, esto inhibe varios
procesos fisiolégicos como el metabolismo de proteinas y actividades enzimaticas
(Maryum et al., 2022). Los iones Na* se acumulan en las hojas provocando efectos
toxicos y la senescencia de las hojas (Rasheed et al., 2022). El desequilibrio i6nico
limita el acceso y el transporte de nutrientes dentro de las plantas debido a la
competencia de los iones Na* y CI- con otros nutrientes como Ca?*, NOs y K* (Guo
et al., 2022). En consecuencia, las interacciones entre las sales y los nutrientes
minerales esenciales pueden dar lugar a importantes deficiencias y desproporcion

de nutrientes (Behera et al., 2022).

El Na* acumulado en el tejido vegetal aumenta la formacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS) como el superodxido, el radical hidroxilo y el peroxido de
hidrégeno. Las ROS son neutralizadas por antioxidantes intracelulares en
condiciones normales, pero durante el estrés salino, la acumulacidén excesiva de
ROS incita el estrés oxidativo y altera brutalmente el metabolismo normal (Ahmad
et al., 2022). Las ROS causan peroxidacion de lipidos de membrana, oxidacion de
proteinas, dafo en el ADN, inactivacion de enzimas, ademas de degradacion de la
clorofila (Bhise y Dandge, 2019).

Para regular su presion osmatica, las plantas generan continuamente solutos
compatibles solubles en agua y de bajo peso molecular, como azucares y algunas
proteinas que funcionan como osmoprotectores, por ejemplo, la glicina-betania,

prolina, trehalosa, solo por mencionar algunos (Behera et al., 2022).

Asi mismo, para evitar la pérdida de agua, los estomas cierran, con esto se reduce
el intercambio de gases, es decir la actividad fotosintética (Franzoni et al., 2022).
Para contrarrestar el desequilibrio idnico, las plantas compartimentan el exceso de
iones en la vacuola para evadir sus efectos nocivos, sin embargo, estas estrategias

no suelen ser suficientes (Shang et al., 2022).
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2.3 Importancia del tomate (Solanum lycopersicum)

El tomate (Solanum lycopersicum), miembro de la familia Solanaceae, es una
especie mundial presente en una amplia variedad de habitats asociados con
diferentes condiciones climaticas y de suelo. México y Peru son considerados como
los posibles centros de origen, diversificacion y domesticacion de esta especie
(Ramirez-Ojeda et al., 2022). Es uno de los cultivos horticolas mas importantes del
mundo, con mas de 180 millones de toneladas producidas en todo el mundo en
2019 y poco mas de 5 millones de hectareas cosechadas (Chitwood-Brown et al.,
2021). Es un fruto altamente apreciado debido a su alto valor nutritivo y la
disponibilidad de nutrientes como vitamina C, flavonoides, betacaroteno, incluso, se
utiliza en la industria farmacéutica para extraer licopeno, una sustancia antioxidante
y anticancerigena (Moghaieb et al., 2021). Ademas de sus cualidades gustativas,
su valor econdmico reside en las diversas formas de capitalizacion y la posibilidad
de tener fruta fresca todo el afio (Maxim et al., 2023).

El tomate (S. lycopersicum) es la segunda hortaliza mas cultivada en el mundo
(después de la papa) y esta clasificada como una especie glicofita (planta sensible
a la sal) con un umbral de salinidad de 2.5 dS m-1 (Pérez-Rodriguez et al., 2022).
El periodo mas sensible a la salinidad es durante la germinacion y el desarrollo
temprano de la planta; una conductividad en el suelo de 5 dS m—-1 ocasiona una
disminucion en el rendimiento del 50% (FAO, 2022).

Se ha reportado que una salinidad de 100 mM (~10 dS m-1) retrasa el inicio y
reduce la tasa y porcentaje final de germinacion; la semilla debe generar suficiente
potencial osmotico para mejorar el estado hidrico del embrion (es decir, la etapa de
imbibicidn). Durante la etapa vegetativa, el crecimiento de brotes y raices se ve
afectado por el estrés salino debido a las restricciones en la expansion celular, que
son el resultado del bajo potencial hidrico del suelo, el desequilibrio de nutrientes y
la toxicidad idnica. En la etapa reproductiva, el desarrollo floral es mucho mas lento,
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el numero y tamafo de frutos disminuye significativamente bajo estrés salino. Las

hojas se vuelven cloréticas y se reduce el grosor del tallo (Bonarota et al., 2022).

Se han buscado estrategias para mitigar el estrés salino en plantas, creando
variedades tolerantes a la sal a través de la ingenieria genética, sin embargo, resulta
ser un proceso intensivo, extenso y algunas veces costoso; una alternativa es el uso
de microorganismos halotolerantes, como las PGPB que potencien el crecimiento
de cultivos estresados por salinidad (Sunita et al., 2020).

Las altas concentraciones de sal tienen un impacto negativo en las plantas sin
importar su etapa de crecimiento, ademas, las vuelve susceptibles al ataque por
fitopatogenos (Bhise y Dandge, 2019).

Ademas de la disminucion en el rendimiento por estrés abidtico, el cultivo de tomate
puede sufrir pérdidas severas como resultado de la exposicion a estrés bidtico,
como la infeccion por insectos, bacterias y hongos, que pueden causar una
reduccién en la produccion, independientemente de si se cultivan en campo abierto
o en invernaderos. Los tomates son susceptibles a mas de 200 enfermedades,
pueden ser infectados con varios patdogenos fungicos como algunas especies de
Phytophthora, Alternaria, Rhizoctonia y Fusarium, que conducen a muchas
enfermedades devastadoras como tizén tardio, tizén temprano, pudricion de raices
y marchitez, respectivamente (Moghaieb et al., 2021). Las enfermedades del
marchitamiento por Fusarium han sido consideradas como una de las amenazas
mas importantes que afectan la produccién de tomates en campo y en invernadero

en todo el mundo, con una pérdida de rendimiento del 10 al 80% (Ma et al., 2023).

F. oxysporum (Snyder y Hansen, 1940) es un hongo del suelo que existe como
saprofito debido a su capacidad para degradar la lignina y otros carbohidratos
complejos y es una epifita y enddfita comun de las raices de las plantas (Chitwood-
Brown et al., 2021). Sin embargo, se ha descrito en F. oxysporum la existencia de
al menos 120 diferentes formas especializadas, denominadas formae specialis (f.
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sp.) capaces de causar graves peérdidas por enfermedades en diversos cultivos de
hortalizas, de campo y de plantacién, aunque cada forma esta limitada a una gama
de huéspedes (Adhikari et al., 2020).

La marchitez por Fusarium del tomate, causada por F. oxysporum f. sp. lycopersici
(Fol), amenaza la produccion de este fruto en todo el mundo, tanto para sistemas
de procesamiento como de mercado fresco (Chitwood-Brown et al., 2021). Existen
tres razas fisioldgicas conocidas de Fol (raza 1, 2 y 3) y existen variedades de
tomate resistentes a cada una de las razas (Ma et al., 2023).

F. oxysporum f. sp. lycopersici se describid por primera vez en Inglaterra en 1895 y
desde entonces se ha encontrado en mas de 40 paises. El hongo penetra en las
raices de las plantas antes de colonizar el tejido vascular. Los sintomas iniciales de
la enfermedad comienzan como una clorosis pronunciada y marchitez de las hojas
basales inferiores que progresa de forma acropeta hacia las hojas superiores
(Figura 1). Estos sintomas suelen ser asimétricos, restringidos a una o dos ramas
de la planta o incluso a un lado de una hoja. A medida que los sintomas progresan,
el marchitamiento puede ocurrir en toda la planta o en una region localizada.
Comunmente se observa un pardeamiento en el tejido vascular de los tallos a
medida que el patdégeno coloniza el tejido vascular que después se convierte en
necrosis (Figura 1). Eventualmente, la enfermedad conduce a un rapido declive de
la planta, maduracién acelerada de la fruta y muerte de la planta (Chitwood-Brown
et al., 2021).
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Figura 1. Infeccién por F. oxysporum f. sp. lycopersici en plantas de tomate (S.
lycopersicum). A) Sintomas de la enfermedad en una planta de tomate susceptible
cultivada hasta la madurez en condiciones de campo; B) Pardeamiento vascular
en el tallo (Chitwood-Brown et al., 2021).

Se ha demostrado que F. oxysporum f. sp. lycopersici puede formar conidios en la
superficie de tallos de tomates infectados. Los conidios pueden transportarse por
aire y provocar la propagacion del patdogeno en el suelo (Katan et al., 1997). El
patdogeno puede sobrevivir en el suelo hasta por 10 afos; para superar la
enfermedad del marchitamiento por Fol en los tomates, se han implementado
muchos métodos, como el uso de practicas agricolas (la rotacién de cultivos,
suspender los cultivos en campo durante un periodo de tiempo), el uso y creacién
de variedades de tomate resistentes y la aplicacién de fungicidas sintéticos; sin
embargo, la rotacién de cultivos y suspender la produccion no es redituable,
ademas, los fungicidas tienen efectos negativos en los seres vivos y en el medio
ambiente circundante, asimismo, pueden desarrollarse cepas resistentes
(Moghaieb et al., 2021).
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Una alternativa prometedora es el uso de agentes de control biolégico, por ejemplo,
los hongos: Aspergillus spp., Chaetomium spp., Glomus spp., Fusarium spp. (que
no son patogenos), Trichoderma spp. y Penicillium spp.; y bacterias como:
Pseudomonas spp., Serratia spp., Streptomyces spp., y Bacillus spp. (Ma et al.,
2023).

2.4 Bacterias promotoras del crecimiento vegetal

El término “bacterias promotoras del crecimiento vegetal”, define especificamente a
las especies bacterianas que tienen un gran impacto en el crecimiento de las
plantas, el rendimiento y la resistencia a las enfermedades a través de diferentes
mecanismos de accion (Khatoon et al., 2020). Las PGPB se encuentran
principalmente en el suelo que rodea las raices de las plantas, el microecosistema
conocido como rizésfera (denominadas rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal: PGPR), asi como en los tejidos vegetales (presentes en la enddsfera y
denominadas endofitas) y en las superficies aéreas de hojas o tallos (filosfera)
(Orozco-Mosqueda et al., 2020). Sin embargo, también pueden ser aisladas de otros
tipos de entornos, que no precisamente estan relacionados con las plantas (Pranaw
et al., 2020).

Las PGPB utilizan una variedad de mecanismos para impactar positivamente el
crecimiento de las plantas, por ejemplo el aumento de biomasa de la planta, el
contenido de nutrientes como nitrogeno, fosforo, potasio, hierro, la longitud de la
raiz, la longitud de la parte aérea, la germinacion de la semilla, la fotosintesis, la
resistencia a los efectos inhibidores de los fitopatogenos, la capacidad de proliferar
en presencia de varios estresores ambientales y la produccion vegetal de
metabolitos secundarios utiles (Mohanty et al., 2021).

Es importante tener en cuenta que diferentes PGPB utilizan varios mecanismos para

promover el crecimiento de las plantas. Ademas, una cepa especifica de PGPB
puede usar cualquiera de los multiples mecanismos disponibles, ya sea directo o
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indirecto o una combinacion de los dos, independientemente del género y la especie
(Gong et al., 2020; Khan et al., 2022; Khumairah et al., 2022).

Diferentes especies de plantas, de distintas etapas de desarrollo, cultivadas en
diferentes ambientes y distintos cultivares de una especie de planta, a menudo
responden de manera unica a una cepa especifica de PGPB y sus mecanismos;
esto puede reflejar variaciones en la fisiologia y/o bioquimica de la planta. Estas
diferencias en respuesta a una cepa particular de PGPB también pueden ser
consecuencia de la edad de la planta y las condiciones de crecimiento, incluida la
composicion del suelo, la temperatura de crecimiento de la planta y la presencia o
ausencia de compuestos estresantes y/o fitopatdgenos en el suelo (Stegelmeier et
al., 2022).

2.5 Mecanismos de promocion del crecimiento vegetal
Los mecanismos empleados por las bacterias para facilitar el crecimiento de las
plantas se denominan directos, indirectos y duales (Santoyo et al., 2016).

2.6 Mecanismos directos

La promocion directa del crecimiento de las plantas ocurre cuando las PGPB
facilitan la adquisicién de recursos del medio ambiente, incluidos nitrégeno, fosforo
y hierro; o modulan el crecimiento de las plantas proporcionando o regulando
diversas hormonas vegetales, incluidas auxina, citoquinina o etileno (Morales-
Cedenio, Orozco-Mosqueda, et al., 2021). La adquisicion de nutrientes es importante
en condiciones de salinidad, ya que al incrementar los iones Na+ y Cl-, ocurre una
competencia con otros nutrientes importantes como el Ca?*, NO* y K+ y, en
consecuencia, reduce la concentracion de Caz+, Mg2+, K+, nitrégeno y fosforo en las

hojas y raices (Maryum et al., 2022).
2.6.1 Fijacion de nitrégeno

El nitrdgeno (N), es un componente esencial en las proteinas y nucleotidos, ademas,
es indispensable para la fotosintesis al formar parte de la clorofila (Moreau et al.,
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2019). En los cultivos agricolas, este elemento suele ser suministrado en forma de
fertilizantes, ya que a pesar su abundancia en la atmosfera terrestre (alrededor del
78%) esta en forma de nitrogeno gaseoso N.. El nitrdgeno requiere ser reducido
para poder ser utilizado por plantas u otros organismos; no existe un mecanismo
directo por las plantas para convertir el nitrégeno en amonio, resultando imposible
su captacion inmediata (Mehmood et al., 2018). El nitrégeno inerte se puede
convertir en nitratos (NOs3-), amoniaco (NHz) y amonio (NH4*"), formas asimilables
por las plantas a través de microorganismos que tengan la maquinaria metabdlica
requerida. Existen rizobacterias que fijan el nitrogeno atmosférico en compuestos
como el amoniaco o nitrato a través de un complejo sistema de enzimas llamado

nitrogenasa basados en los genes nif (Manoj et al., 2020).

2.6.2 Solubilizacion de fosforo

El fosforo (P) es el segundo elemento mas importante después del nitrégeno
necesario para el desarrollo y crecimiento de las plantas; constituye alrededor del
0.2% del peso seco de una planta (Alori et al., 2017). A pesar de que la cantidad de
P en el suelo es generalmente bastante alta (entre 400 y 1,200 mg kg™' de suelo),
la mayor parte es insoluble y, por lo tanto, no esta disponible para apoyar el
crecimiento de las plantas (Glick, 2012; Kumar et al., 2020b). Las plantas solo
pueden asimilar P en sus formas solubles, es decir, ortofosfatos (HPO4?~, HoPO4 -),
que representan solo del 0.1 al 0.5% del P total del suelo (Mahdi et al., 2020).

Algunas PGPB participan en la nutricion de las plantas al convertir los fosfatos
insolubles organicos e inorganicos a formas asimilables (Rodriguez et al., 2006), las
estrategias que utilizan son la secrecion de fosfonatos, fosfatasas y liasas, asi como
acidos organicos como el acido citrico, acido lactico, acido gluconico que producen
cambios en el pH rizosférico, convirtiendo el fosforo inorganico en forma movil para
que sea aprovechable por las plantas (Manoj et al., 2020). Los microorganismos del
suelo tolerantes a la sal o haldfilos que también muestran la capacidad de solubilizar
el fosforo insoluble facilitan el desarrollo de la agricultura basada en suelos salinos
y alcalinos (Alori et al., 2017).
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2.6.3 Hierro

El hierro (Fe) es uno de los minerales mas abundantes de la tierra; sin embargo, no
esta disponible en el suelo para que las bacterias lo asimilen directamente (Glick,
2020). Es un elemento vital para todas las formas de vida, tiene un papel
fundamental en el transporte de electrones, reacciones de oxidacion-reduccion,
desintoxicacion de radicales de oxigeno, sintesis de precursores de ADN y en
muchos otros procesos bioquimicos. Debido a las condiciones ambientales
aerdbicas, el hierro esta presente en su forma oxidada (Fe®*, insoluble a pH neutro)
en lugar de su forma reducida (Fe?*, soluble a pH neutro), esta ultima la que puede
ser absorbida por las plantas. Para tomar el hierro, muchos hongos y bacterias
tienen una adaptacion inusual para producir sideréforos, que son un grupo de
compuestos de bajo peso molecular (<10 kDa) que tienen una inmensa afinidad por
los iones Fe3* (Khan et al., 2019). Los sideroforos producidos por bacterias se
clasifican en cuatro clases: catecolatos, hidroxamatos, salicilatos y carboxilatos; los
géneros comunes de bacterias productoras de sideroforos son Rhizobium,
Arthrobacter, Azospirillum, Azotobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Beijerinckia,
Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas y Bacillus (Ghazy y EI-Nahrawy, 2021).

Cuando las plantas se cultivan en suelos afectados por sal con un pH alto (superior
a 6) y una alta concentracion de Na*, la disponibilidad de nutrientes metalicos para
las plantas, en particular, el hierro se reduce drasticamente (Sultana et al., 2021).
Las bacterias secretan el sideréforo para superar la limitacion de hierro y
proporcionar Fe a las plantas, mejorando su crecimiento directamente al aumentar
la disponibilidad de hierro en el suelo que rodea las raices. Las plantas absorben
hierro cuando son capaces de reconocer el complejo férrico-sideréforo bacteriano.
Aunque esto no solo sucede con el hierro, los sideréforos también forman complejos
estables con otros metales pesados que son de interés ambiental, como el cadmio,
el cobre, el plomo y el zinc (Jeyanthi y Kanimozhi, 2018). También, se han empleado
a las PGPB productoras de sideréforos como posibles agentes de biocontrol, ya que

estos compuestos quelantes de hierro han estado involucrados en la accion
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antifungica al limitar la disponibilidad de este importante elemento a los patdogenos
vegetales (Khatoon et al., 2020).

2.6.4 Auxinas

Las auxinas son una de las fitohormonas mas importantes en plantas ya que
intervienen en distintos procesos fisiologicos, como la division celular, la
germinacion de semillas, la formacion de vasos xilematicos, el alargamiento y
proliferacion de células vegetales, ramificacion de raices (raices laterales y
adventicias), fototropismo, geotropismo, fotosintesis, florescencia y fructificacion,
asi como a la tolerancia a condiciones estresantes, entre ellas la salinidad (Venieraki
et al., 2021). El acido indol-3-acético (AlA) es el tipo de auxina que las PGPB
producen principalmente. Se han encontrado siete vias para biosintesis bacteriana
de AlA, cinco de estas vias dependen del L-triptéfano como precursor. De manera
general, el triptéfano es producido por la planta como exudado radicular, mientras
que las bacterias producen auxinas como metabolito secundario para liberar el

exceso de triptéfano (Gamalero y Glick, 2022).

2.6.5 Citocininas

Las citocininas (CK) influyen en varios rasgos del crecimiento, desarrollo y fisiologia
de las plantas, como la germinacion de semillas, dominancia apical, desarrollo de
flores y frutos, senescencia de hojas e interacciones planta-patdégeno e inhibicion
de la senescencia foliar (Akhtar et al., 2020). Ademas, la apertura y cierre de
estomas esta influenciado por las CK en condiciones de estrés (Fadiji et al., 2022).
Se ha reportado que las altas concentraciones de sal no afectan la capacidad de las
PGPB para generar las CK (Kumawat et al., 2023).

2.6.6 Giberelinas

Las giberelinas (GA) participan en la latencia de las semillas, la promocion del
crecimiento de tallos y hojas, la estimulacion de la floracién y el desarrollo de frutos
y el retraso del envejecimiento de las plantas (Bhat et al., 2020). Las GA son
diterpenoides tetraciclicos formados por cuatro unidades isoprenoides. Son
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estructuras de 19 o 20 carbonos. Las tres giberelinas biolégicamente activas mas
comunes son GA1, GA3 (acido giberélico) y GA4 (Kalra y Bhatla, 2018). Se ha
documentado que el acido giberélico, tiene un impacto positivo en los cultivos
afectados por salinidad, en plantas de tomate tratadas con acido giberélico
cultivadas en condiciones salinas, se observo una mayor absorcion de agua por la
planta, ademas, induce una absorcién iones dentro del sistema de la planta, lo que
conduce a un mayor crecimiento y mantiene el metabolismo de las plantas en
condiciones normales y de estrés (Egamberdieva et al., 2017). Las PGPB
productoras de giberelinas promueven el crecimiento de diferentes plantas, por
ejemplo, Bacillus aryabhattai SRB02 confiere tolerancia a cultivos de soja bajo
estrés bidtico, esto probablemente se deba a la produccidén enzimas antioxidantes,
asi como de GA4 y GA7 (Park et al., 2017).

2.6.7 Etileno

El etileno es una hormona vegetal gaseosa que puede movilizarse rapidamente a
través de los tejidos vegetales por difusidn pasiva, sin necesidad de transportadores
especificos. En concentraciones optimas (10 g L-1), el etileno induce la germinacién
de semillas, el alargamiento de las raices de las plantas, la formacion de primordios
de hojas y raices en tallos y raices, y el inicio de la floracién. En frutas y verduras,
el etileno puede inducir la maduracion del producto, incluso puede estar involucrado
en la produccidn de compuestos organicos volatiles que son importantes para el
aroma de los frutos (Orozco-Mosqueda et al., 2020). Sin embargo, a mayor
concentracion (25 g L-1), induce defoliacion, senescencia foliar, abscision foliar,
destruccion de clorofila; también inhibe la elongacién de raices, la nodulacion en
leguminosas, provoca epinastia y afecta negativamente la germinacién de semillas
(Sarkar et al., 2018).

La produccion de etileno en las plantas incrementa de forma significativa ante
condiciones de estrés, por ejemplo, la salinidad. La biosintesis del etileno comienza
con la enzima ACC sintasa que convierte la S-adenosilmetionina (SAM) en acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) y &' - metiltioadenosina (MTA), la ultima de
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las cuales se recicla en L-metionina. El siguiente paso es la conversion de ACC a
etileno por la enzima ACC oxidasa (Singh et al., 2015).

Uno de los mecanismos utilizados por las PGPB para reducir el estrés, incluye la
produccion de la enzima acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC)
desaminasa (Chen et al., 2022). La ACC desaminasa degrada el ACC y genera o-
cetobutirato y amoniaco (a través de la hidrolisis del grupo amino) que
posteriormente son aprovechados como fuentes de carbono y nitrégeno (Mishra et
al., 2021).

La presencia de ACC desaminasa, codificada por el gen acdS (que tiene 325 a 345
residuos de aminoacidos) se ha encontrado en los tres dominios de la vida: eucaria,
arquea y bacteria. Las PGPB con mas de 20 nmol de a-cetobutirato/h/mg de
actividad ACC desaminasa promueven el crecimiento de las plantas al reducir

significativamente el estrés por etileno en plantas estresadas (Bomle et al., 2021).

2.7 Mecanismos indirectos

La promocién indirecta del crecimiento de las plantas por PGPB ocurre cuando una
bacteria limita o previene el dafo a las plantas que de otro modo podria ser causado
por varios agentes patdgenos, incluidas bacterias, hongos y nematodos; por
ejemplo: incluida la produccion de antibidticos, enzimas que degradan la pared
celular, reduccion de los niveles de etileno de las plantas, competencia por espacio
y nutrientes y la sintesis de compuestos volatiles inhibidores de patégenos (Khalil y
Shinwari, 2022).

2.7.1 Produccién de antibiéticos

Los antibidticos son sustancias antimicrobianas de bajo peso molecular; una vez
liberados por las PGPB, pueden prevenir el crecimiento o las actividades
metabdlicas de otros microorganismos. Pueden suprimir enfermedades al inhibir la
sintesis de las paredes celulares de los patégenos, influir en las estructuras de la

membrana e inhibir la formacién de complejos de iniciacion en la subunidad
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pequefia del ribosoma (Jiao et al., 2021). Existen seis clases de compuestos
antibioticos: fenazinas, floroglucinoles, pioluteorina, pirrolnitrina, lipopéptidos

ciclicos y cianuro de hidrogeno (HCN) (Meena et al., 2020).

Las fenazinas bloquean el transporte de electrones en los microorganismos
fitopatogenos; el 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG) producido por Pseudomonas,
causa dano a la membrana; la pirrolnitrina inhibe el crecimiento de hongos,
levaduras y bacterias al reaccionar con los fosfolipidos, o que provoca la rotura de
la membrana celular (Premachandra et al., 2016).

Entre los agentes antimicrobianos, muchos estudios han informado que el HCN es
un rasgo clave de biocontrol. Generalmente se considera como un metabolito
secundario producido al final de la fase exponencial y al comienzo de la fase
estacionaria. El HCN es un fuerte inhibidor de la citocromo C oxidasa y otras
metaloenzimas vy, por lo tanto, es una molécula toxica para todos los organismos
aerobicos (Anand et al., 2020). Muchos géneros bacterianos tienen la capacidad de
producir HCN, incluido Bacillus spp. y Pseudomonas spp., se ha encontrado que un
alto porcentaje de estas cepas (30-90%) son positivas para la produccion de HCN
(Khatoon et al., 2020).

2.7.2 Enzimas hidroliticas

Las PGPB reducen el estrés bidtico en plantas a través del control de agentes
fitopatégenos. Un mecanismo utilizado es la produccion de enzimas hidroliticas. Los
principales componentes de la pared celular fungica estan formados por quitina y b-
glucano, por lo que las bacterias productoras de quitinasas y B-1,3-glucanasas,
pueden inhibir el crecimiento fungico (Vejan et al., 2016). Otras enzimas hidroliticas
como proteasas, lipasas, quitosanasas y celulasas producidas por PGPB son
responsables de la lisis de las paredes celulares de los patdgenos (Triantafyllou et
al., 2023). De hecho, en las bacterias que promueven el crecimiento vegetal, se
correlaciona su actividad antagonista y la capacidad para producir enzimas
hidroliticas (Lastochkina et al., 2019).
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2.7.3 Péptidos no ribosomales

Se conoce que las PGPB producen compuestos con actividad antimicrobiana que
inhiben el crecimiento de microorganismos patégenos, ademas de los mencionados
anteriormente, también producen péptidos no ribosomicos (NRP non ribosomal
peptides) que son sintetizados por enzimas llamadas péptidos sintetasas no
ribosomales (NRPS) y son producidos por ciertas bacterias, por ejemplo, Bacillus y
Pseudomonas, que son significativamente utiles para el control biolégico de
enfermedades de las plantas. Algunos ejemplos notables de los NRP son iturina,
surfactina y fengicina (Ranjan et al., 2023).

El modo de accién de la iturina implica su interaccion con las membranas celulares,
lo que lleva a la interrupcion y posterior muerte celular. La actividad de alteracion de
la membrana de la iturina se atribuye principalmente a su capacidad para interactuar
con el ergosterol, un esterol que se encuentra en las membranas celulares de los
hongos, o con otros componentes de la membrana de las bacterias. La surfactina
actua como un antibiético de amplio espectro con actividad similar a la de un
detergente, aumentando la permeabilidad de las membranas celulares en las
bacterias (Chen et al., 2020; Ranjan et al., 2023). La fengicina interrumpe la
integridad de las membranas de las células fungicas, lo que lleva a su lisis y
posterior muerte. Es efectivo contra varios géneros de hongos, incluidos Botryfis,
Alternaria y Fusarium que son conocidos por causar enfermedades devastadoras
en los cultivos (Bai et al., 2022). La bacilibactina es un sideréforo quelante del hierro
sintetizado por péptidos sintasas no ribosomales, presenta alta afinidad para unirse
competitivamente a los hierros solubles que son requeridos para el crecimiento y
desarrollo de los patdogenos, ademas de a la par contribuir en la nutricion de las

plantas (Thomloudi et al., 2021a).
2.7.4 Competencia por espacio y nutrientes

El suelo es un ecosistema complejo en el que interactuan diferentes

microorganismos. La rizosfera es un ambiente rico en nutrientes, debido a los
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exudados de las plantas como como aminoacidos, vitaminas, acidos organicos,
sacaridos, etc. Los microorganismos con capacidades metabdlicas y competitivas
eficientes accederan a los mejores “sitios” donde existan los recursos (Guzman-
Guzman et al., 2023). Las PGPB pueden competir por nutrientes o nichos con
patogenos, a través de la produccidn de compuestos que limitan el crecimiento de
estos. Es importante sefialar que la eficacia de las PGPB depende de su versatilidad
y adaptacion a nuevos nichos, asi como de su capacidad para colonizar y competir
con otros miembros del microbioma vegetal (Peng et al., 2023). La capacidad de
utilizar mas fuentes de carbono o nitrégeno le dara a las PGPB una ventaja sobre
los patdégenos, y esto eventualmente reducira la infeccion en la planta (Srivastava
et al., 2021).

2.8 Mecanismos duales
Los mecanismos duales incluyen la produccidon de sideréforos y de compuestos

organicos volatiles (Santoyo et al., 2016).

2.8.1 Produccién de sideréforos

Se ha demostrado que las PGPB previenen la proliferacion de fitopatégenos y, por
lo tanto, facilitan el crecimiento de las plantas al sintetizar sideréforos. Las PGPB
evitan que los patdgenos fungicos y bacterianos en las inmediaciones de las raices
de la planta hospedante, obtengan suficiente hierro para su crecimiento vy
actividades metabdlicas, de modo que no puedan proliferar y actuar como

patégenos debido a la falta de hierro (Di Francesco y Baraldi, 2021).

Mientras que los patogenos fungicos y bacterianos producen sus propios
sideroforos, los sideréforos que producen normalmente tienen una afinidad mucho
menor por el hierro que los sideréforos de PGPB de control biologico. De esta
manera, las PGPB de biocontrol superan eficazmente a los fitopatdgenos fungicos
y bacterianos por el hierro disponible (Glick, 2020). Se ha reportado que si se
restringe la disponibilidad de hierro, la tasa de germinacion de esporas y el
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crecimiento del micelio de hongos fitopatégenos disminuira (Roca-Couso et al.,
2021).

2.8.2 Produccién de compuestos organicos volatiles

Uno de los mecanismos mas importantes utilizados por PGPB para promover el
crecimiento de las plantas sin contacto fisico con las raices es a través de la
liberacidn de compuestos organicos volatiles (VOC Volatile organic compounds por
sus siglas en inglés). La emision de VOC por parte de los microorganismos del suelo
ha estado involucrada en la promocion del crecimiento de las plantas y resistencia
a las enfermedades en condiciones normales o estresantes (Bavaresco et al., 2020).

Los VOC son subproductos del metabolismo microbiano con masas moleculares
bajas (<300 kDa), alta presion de vapor, bajo punto de ebullicion y de naturaleza
lipofilica, pertenecen a diferentes clases quimicas que incluyen aldehidos,
alcoholes, cetonas, ésteres, fenoles, benzenoides, terpenoides, compuestos que
contienen nitrogeno, azufre y algunos tipos de hidrocarburos como los alquenos
(Ghazala et al., 2022)

Las PGPB emiten VOC como factores de biocontrol o un elemento disuasorio contra
hongos patogenos de plantas y otras especies de bacterias competidoras para
proteger la planta huésped. También podrian actuar como autoinductores para
mejorar la proliferacion de otros microbios beneficiosos (Choub et al., 2022).
También pueden modular la formacion de biopeliculas y la motilidad de las PGPB,
ademas, benefician a las plantas sirviendo como fuente directa de nutrientes,
modulando las vias de fitohormonas (como la auxina y la citoquinina), aumentando
la absorcion de nutrientes, regulando las actividades enzimaticas o incluso
aumentando la tolerancia contra los factores estresantes bidticos y abidticos
(Almeida et al., 2023).

La acetoina, el 2,3-butanodiol y el el dimetil disulfuro (DMSD Dimethyl disulfide por
sus siglas en inglés) sintetizados por diversos géneros, incluidos Serratia,
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Arthrobacter, Stenotrophomonas, Pseudomonas y Bacillus son los compuestos mas
conocidos y son responsables de mejoras significativas en el crecimiento de las

plantas (Vejan et al., 2016).

2.9 Estrategias para la adaptacion a salinidad en bacterias

Las bacterias que pueden crecer en altas concentraciones de salinidad (1.2% y
29% p/v de NaCl), se consideran halotolerantes, aunque no necesitan
forzosamente la sal para crecer e incluso algunas toleran concentraciones mucho
mas altas de NaCl (Merino et al., 2019).

Las bacterias halotolerantes tienen mecanismos que les permiten crecer y sobrevivir
en ambientes salinos. Estos mecanismos incluyen: a) la composicion especifica de
sus membranas o paredes celulares (las variaciones estructurales en la membrana
celular a través del cambio de proteinas, glucanos, composicion de acidos grasos,
cadenas de acilo y polisacaridos) que impiden la entrada de altas concentraciones
de sal; b) regulacidn de la concentracion ionica intracelular mediante el bombeo de
iones fuera de la célula por un antiportador de Na*/H* o el uso de transportadores
de iones K*/Na*, para la adaptacion osmoética; c¢) acumulacion de solutos
compatibles (p. ej., sacarosa, trehalosa, trehalosa-6-fosfato, ectoinas, polioles,
glicina betaina y glicosil glicerol) mediante biosintesis endogena y regular
positivamente la sintesis de aminoacidos indispensables (acido glutamico, alanina,
acido aspartico, treonina, lisina y prolina); y d) la produccion de EPS
(exopolisacaridos) que ayudan a la expansion de biopeliculas y limitan la entrada
de alto contenido de sal en la célula (Etesami y Glick, 2020). También la produccién
de enzimas antioxidantes (catalasa, superéxido dismutasa, peroxidasa, etc.) para

superar los efectos toxicos de las ROS (Yin et al., 2015).
Como se mencioné anteriormente, las bacterias emplean mecanismos de

adaptacion a la salinidad y a su vez confieren tolerancia al estrés salino a diversos

cultivos, ya sea mediante la producciéon de enzimas, metabolitos, compuestos
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organicos, etc., o bien induciendo la expresion de genes en la planta para generar
un mejor efecto de protecciéon bajo condiciones de salinidad. Algunos de estos

mecanismos se describen a continuacion.

2.9.1 Produccion de trehalosa

Una respuesta comun de los organismos a diferentes tipos de estrés abidtico, entre
ellos salinidad, es la acumulacion de azucares y otros solutos compatibles que se
conocen como osmoprotectores. Uno de estos compuestos es la trehalosa (Tre), un
disacarido no reductor que consta de dos unidades de glucosa (a-D-glucopiranosil-
1,1-a-D-glucopirandsido) (Abdallah et al., 2016). Este disacarido se encuentra
comunmente en invertebrados, hongos, bacterias y algunas plantas en muy bajas
cantidades (Mohsin et al., 2022).

La trehalosa es fundamental para mantener el equilibrio osmético en plantas
expuestas a estrés salino, se ha demostrado que la trehalosa preserva la integridad
de la membrana, elimina las ROS al aumentar la actividad antioxidante, interactua
directamente con la membrana, al sustituir los grupos polares del enlace de
hidrégeno en las moléculas de agua, la trehalosa inhibe la desnaturalizacion de las
proteinas y la fusidén de las membranas (Luo et al., 2022; Sarkar y Sadhukhan, 2022;
Yang et al., 2022). También protege las estructuras biolégicas al dafio durante la
desecacion (Mostofa et al., 2015).

La trehalosa se considera de mayor relevancia en condiciones de estrés en
comparacion a otros azucares, debido a sus propiedades fisicas y quimicas. La
trehalosa es muy estable a temperatura, pH y es resistente a la degradacion por la
a-glucosidasa. También debido a su estructura, favorece a la estabilizacion de
proteinas (Jiang et al., 2018; Liu et al., 2019).

Sin embargo, en plantas la trehalosa se presenta en muy bajas cantidades y no es
suficiente para mitigar los efectos adversos causados por estrés, por lo que las
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PGPB productoras de trehalosa podrian brindar proteccién a las plantas ante
situaciones adversas como la salinidad (Zhou et al., 2022).

2.9.2 Osmoprotectores

En respuesta a condiciones de estrés salino, la acumulacién de compuestos
organicos de bajo peso molecular dentro del citoplasma es una parte importante
para mantener la presidn osmaética dentro de la célula y la eliminacion de radicales
libres. Se trata de solutos compatibles (que no interfieren con el metabolismo normal
de las células) son denominados osmoprotectores (Xiao et al., 2022). Se clasifican
en (1) aminoacidos y sus derivados: prolina, glutamato, glicina betaina; (2)
azucares: fructosa, glucosa, sacarosa, trehalosa; y (3) alcoholes: manitol, sorbitol,
solo por mencionar algunos. En plantas, estos solutos pueden sintetizarse de novo
dentro de la célula en bajas cantidades o incorporarse a partir del medio exdégeno a
través de la produccion de PGPB y almacenarse en grandes cantidades sin
comprometer la fisiologia celular (debido a esto se denominan “compatibles”). Las
principales funciones de los osmoprotectores es aumentar la fluidez de la membrana
celular y estabilizar las proteinas al unirse a su superficie y prevenir la

desnaturalizacion relacionada con el estrés (Hernandez-Canseco et al., 2022).

La captacion y la sintesis de solutos compatibles en Bacillus subtilis 168 estan
mediadas por cinco sistemas de captacion de osmoprotectores (OpuA a OpuE). Las
enzimas alcohol deshidrogenasa y betaina aldehido deshidrogenasa, codificadas
por los genes gbsB y gbsA, respectivamente, participan en la sintesis de glicina
betaina utilizando como precursor la colina (Rath et al., 2020). La prolina es el
principal soluto osmoprotector producido por B. subtilis, se sintetiza a través de una
via especifica de respuesta a estrés osmoético y comprende al menos tres genes:

prod, proH'y proA (Hahne et al., 2010).
2.9.3 Enzimas antioxidantes

Por otra parte, la acumulacion excesiva de iones de sodio (Na*) y cloruro (CI)
durante el estrés salino, causa toxicidad ionica y conduce a la generacion de ROS.
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Estos incluyen superoxido (O27), peréxido de hidrogeno (H202), radical hidroxilo
(OH), singlet oxygen (O?), etc., que en cantidades excesivas generan estrés
oxidativo (Hasanuzzaman et al., 2022). Las ROS pueden comprometer el
metabolismo normal a través del dafio oxidativo a los pigmentos fotosintéticos,
lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos, de hecho, la peroxidacion de
lipidos de la membrana y la pérdida de la integridad de la membrana debido a los
ROS son los efectos prominentes de la toxicidad de la sal en las plantas (Mostofa
et al., 2015). Para superar los efectos del estrés oxidativo, las plantas producen
enzimas antioxidantes como peroxidasa (POD), superoxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX), principalmente (Punia et al., 2021).

Las PGPB pueden disminuir el estrés oxidativo en las plantas, ya sea mediante la
produccion de enzimas antioxidantes o mediante la regulacion de la expresion de
los genes involucrados en la sintesis de enzimas antioxidantes de las plantas
(Mishra et al., 2021).

2.9.4 Exopolisacaridos

En situaciones estresantes, como la salinidad, algunas PGPB tienen la capacidad
para secretar sustancias poliméricas extracelulares o exopolisacaridos (EPS) que
desempeiian diversas funciones, por ejemplo, actian como una barrera fisica que
impide la entrada de un alto contenido de sal a la bacteria, facilitan la adhesion a la
superficie de las raices de las plantas, mejoran la retencion de agua, aumentan el
potencial hidrico y la absorcion de nutrientes por parte de las plantas y reduce la
accesibilidad de Na® en el entorno de la planta (Morcillo y Manzanera, 2021).

Los EPS microbianos se componen en su mayoria de glucosa, ramnosa, fructosa;
ademas, los principales grupos funcionales son hidroxilo, carboxilo, fosfato y
sulfhifrilo, grupos funcionales con carga negativa, esto explica por qué los EPS
compuestos pueden quelar Na* en condiciones de suelo salino, evitando asi la
absorcion de iones través de las raices de las plantas y preservar el equilibrio K*/Na*
(Shultana et al., 2022).
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La composicion de los EPS es diferente entre especies bacterianas y su produccion
puede variar ante las condiciones ambientales, por ejemplo, un aumento en la
concentracion de NaCl modera la composicion del azucar, que puede estar
relacionado con una mayor tolerancia a la salinidad y la pérdida de agua. Ademas,
el aumento de la sintesis de EPS bajo estrés salino provoca la formacion de
biopeliculas (las biopeliculas se definen como comunidades de microorganismos
que crecen embebidos en una matriz de exopolisacaridos y adheridos a una
superficie inerte o un tejido vivo), que protegen a las bacterias y a sus huéspedes
vegetales de la sal al retener el agua alrededor de las células (Dutta et al., 2022).

La presencia de cepas productoras de EPS influye en el crecimiento de las plantas
y, por lo tanto, estas bacterias son candidatos bioestimulantes prometedores para
las estrategias de manejo del estrés para el crecimiento y desarrollo de las plantas
(Bhagat et al., 2021).

Las estrategias anteriormente mencionadas son las herramientas comunmente
utilizadas por las bacterias halotolerantes para adaptarse a entornos salinos vy,

ademas, proteger a las plantas del estrés bidtico y abidtico.

2.10 PGPB halotolerantes

La adaptacion de las plantas al estrés por salinidad se mejora al cohabitar con
diversos microbios del suelo salino conocidos como bacterias promotoras del
crecimiento de las plantas halotolerantes (HT-PGPB) que no solo permiten que las
plantas persistan en el habitat salino, sino que también mejoran su crecimiento y las

propiedades relacionadas con el suelo (Priyan Ramasamy y Mahawar, 2023).

La halotolerancia es la capacidad de los organismos vivos para mantener su
crecimiento en salinidad, y estos organismos pueden crecer en condiciones salinas,
mientras que los haldfilos viven en ambientes altamente salinos y requieren

condiciones salinas para su crecimiento adecuado. Estos microbios han
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desarrollado caracteristicas particulares que los hacen candidatos para su uso en
agricultura ante condiciones estresantes, asi como para su uso comercial y en

procesos biotecnoldgicos (Zahir et al., 2019).

Se ha informado que bacterias de los géneros Agrobacterium, Arhrobacter,
Ochromobacter,  Azospirillum,  Alcaligenes,  Enterobacter, = Burkholderia,
Microbacterium, Klebsiella, Pantoea, Streptomyces, Pseudomonas, Rhizobium y
Bacillus, pueden ser halotolerantes que mejoran los cultivos ante estrés biotico y
abidtico (Sagar et al., 2022), de hecho, algunas tienen la capacidad de sobrevivir a
una concentracion de sal de hasta 3.5 M o0 20% (Priyan Ramasamy y Mahawar,
2023).

Diferentes especies de Bacillus han sido ampliamente reportadas como PGPB, por
ejemplo, B. halotolerans Hil4 con capacidad de producir AlA, quelar hierro,
solubilizar fosfato y enzimas liticas como quitinasas, celulasas y proteasas.
Promueve el crecimiento de Arabidopsis thaliana y reduce la incidencia de la
enfermedad en uvas inoculadas con B. cinerea (Thomloudi et al., 2021b). Las cepas
endofiticas B. safensis y B. haynesii produjeron acido giberélico, AlA, cianuro de
hidrogeno, amoniaco, ACC desaminasa, exopolisacaridos, proteasas, quitinasas,
amilasas, celulasas y solubilizaron minerales como fosforo, zinc y potasio, ambas
cepas mostraron propiedades significativas de promocién del crecimiento de las
plantas en condiciones in vitro y promovieron el crecimiento de las plantulas de

Amaranthus viridis en condiciones de salinidad (Patel et al., 2023).

En los ultimos afos B. velezensis ha ganado popularidad como agente de
biocontrol, ya que exhibe actividad antifungica hacia Boftrytis, Fusarium, Alternaria,
Rhizoctonia, sumado a eso, es capaz de promover el crecimiento vegetal de
diversas formas (Rabbee et al., 2023). B. velezensis RC116, in vitro produce
proteasas, amilasas, lipasas, sideroforos y AlA; en experimentos en maceta
promovié significativamente el crecimiento de las plantulas de tomate (Dong et al.,
2023).
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En la Tabla 1, se muestran reportes de HT-PGPB, su fuente de aislamiento, la

concentracion de NaCl a la que pueden crecer, el cultivo que mejoran y sus

mecanismos para promover el crecimiento de las plantas.

Tabla 1. Bacterias halotolerantes que promueven el crecimiento vegetal

Cep.a Ifuentg de Tolerancia Cultivo Mecan|§[no de Referencia
bacteriana aislamiento NaCl (mM) accién
e AlA, fijacion de
Endofita de nitrégeno, celulasas,
Bacillus sp planta proteasas (Chebotar
' haléfita 1,700 Chia . o et al.,
Se5R . , antagonismo in vitro
(Salicornia hacia F 2022)
europaea L.) acia F. oxysporum,
R. solani
Produccion de
. Rizosfera de biopeliculas, .
ﬁiﬂ/{gf;p' plantas de 2,700 Arroz disminucion de estrés (Q. Al et
N al., 2022)
cebada oxidativo en plantas
bajo estrés
AIA, ACC
desaminasa,
solubilizacion de
fosfato, produccion
Bacillus e de biopeliculas,
altitudinis Enc![c;iﬂta de 2,000 Trigo reduce la (Yg%;)a g
WR10 90 acumulacion de Na*
y mejora la absorcion
de K*, Py Ca®* en
plantas estresadas
por sal
Incrementa el
Bermuda contenido de
Enterobacter  Paspalum 500 grass clorofila, AlAy la (Wei et al.,
ludwigii B30 vaginatum (Cynodon actividad antioxidante 2022)
dactylon) en plantas
estresadas por sal
Bacillus AlA, sideroéforos, (B. Ali et
thuringiensis - 3,000 Maiz ACC desaminasa, al '2022)
PM25 produccion de "
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Bacillus
subtilis HG-
15

Bacillus
halotolerans
DGL6

Bacillus
halotolerans
KKD1

Bacillus
halotolerans
QTHS8

Rizoplano
de trigo

Endofita de
Nitraria
tangutorum

Rizosfera de
Androsace
umbellata

Rizosfera de
Cotinus

coggygria

5,000

1,800

2,200

1,700

Trigo

Arroz

Trigo

Trigo

biopeliculas,
incremento en
clorofila y actividad
antioxidante en
plantas estresadas
por sal

AlA, ACC
desaminasa,
solubilizacion de
potasio, produccion
de sideréforos, VOC,
mejora el crecimiento
de plantas de trigo en
estrés salino

Antagonismo in vitro
hacia Sclerotinia
sclerotiorum, F.

graminearum,
supresion de la

enfermedad tizon de
la hoja en arroz

Produccién de AlA,
giberelinas,
incrementa la
actividad
antioxidante,
favorece la extrusion
de Na+yla
acumulacion de
betaina en plantas de
trigo bajo estrés
salino

Produccion de iturina,
surfactina y fengicina,
antagonismo in vitro
hacia B. cinerea, F.
graminearum.
Reduccion del indice
de enfermedad de la
pudriciéon de la
corona del trigo

(Jietal.,
2022)

(Wu et al.,
2019)

(Wu et al.,
2022)

(Li et al.,
2022)
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Bacillus
halotolerans
LBG-1-13

Bacillus
subtilis RH5

Bacillus
circulans
PK3-109

Bacillus
altitudinis
KP-14

Bacillus
velezensis
ZF2

Bacillus sp.
E25

Endofita de
Lilium davidii
var. unicolor

Campos
agricolas
salinos

Endéfita de
planta del
desierto
Panicum
antidotale

Suelo
contaminado
por metales

Tallo de
pepino sano

Endofita de
planta de
tomate

Variedad
de Lilium:
Tresory
Bright
Diamond,

1,700

2,000 Arroz

A

1,500 thaliana

Miscanth
us x
giganteus
(Mxg),

2,000

1,700 Pepino

200 Tomate

AlA, ACC
desaminasa,
produccion de

sideroforos,
solubilizacion de
fosfato, antagonismo
in vitro hacia B.

cinerea, F.

oxysporum'y
Botryosphaeria
dothidea

AlA, produccion de
siderdforos, HCN,
proteasas,
quitinasas,
solubilizacion de P,
Zn y K. Antagonismo
in vitro hacia R.
solani.

AlA, antagonismo in
vitro hacia B. cinerea
y Pseudomonas
syringae

AlA, ACC
desaminasa,
produccion de

sideroforos, HCN,
antagonismo in vitro
hacia F. culmorum'y

B. cinerea

AlA, citoquininas,
produccion de
proteasas, celulasas,
antagonismo in vitro

Produccion de
sideréforos, auxinas,
proteasas, biofilm,
antagonismo in vitro

(Gao et al.,
2022)

(Jamali et
al., 2019)

(Bokhari et
al., 2019)

(Pranaw et
al., 2020)

(Xu et al.,
2020)

(Rojas-
Solis et al.,
2020)
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De manera interesante, dos o mas cepas pueden interactuar de forma sinérgica
para promover el crecimiento de las plantas. La coinoculacion de dos cepas de B.
halotolerans genéticamente distintas (Cal.l.30, Cal.f.4) mejor6 el crecimiento de
plantas de A. thaliana y tomate, ademas estas cepas inhibieron de forma efectiva
del ataque y desarrollo de B. cinerea en hojas de tomate. Este estudio destaca el
potencial de las cepas de B. halotolerans, al combinar la estimulacion del
crecimiento de las plantas y la actividad antifungica directa contra patégenos de
relevancia economica (Tsalgatidou et al., 2023).

Se observé una mejora en la longitud de la raiz, la altura de la planta y el peso fresco
y seco en plantas de trigo cuando fueron coinoculadas con tres tipos de bacterias:
Brevibacterium frigoritolerans, B. thuringiensis y B. velezensis, en condiciones de
salinidad (hasta 400 mM de NaCl). La combinacién de las tres cepas juntas tuvo un
mejor efecto en las plantas que cuando se aplicaron individualmente. Ademas, estas
bacterias también ayudaron a reducir el estrés osmatico, el estrés oxidativo y el
estrés por etileno en el trigo (Huang et al., 2022).

Una triple inoculacion de microorganismos: B. pumilus, B. amyloliquefaciens y B.
mojavensis, incremento el peso fresco y seco de plantas de tomate, en comparacién
con plantas sin inocular (He et al., 2019). En otro estudio, B. licheniformis NX-3 y B.
subtilis NX-4, cepas que pueden tolerar una concentracion de NaCl de 2,000 mM,
incrementaron el contenido de clorofila en un 24% y el peso fresco en un 60% en
plantas de pepino estresadas por sal (100 mM NaCl) (Qi et al., 2021).

En los reportes mencionados en la Tabla 1, se observa que la mayoria de HT-PGPB
fueron aislados de ambientes relacionados a plantas, como la rizésfera o como
endofitos; sin embargo, es interesante que algunos otros han sido aislados de
ambientes extremos como plantas del desierto, suelos salinos y suelos
contaminados por metales (Bokhari et al., 2019; Jamali et al., 2019; Pranaw et al.,
2020). Ademas de este tipo de ambientes extremos existen otros que pueden ser
un lugar de aislamiento de microorganismos interesantes, como lo son los suelos

afectados por incendios subterraneos.
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2.11 Incendios subterraneos

Los incendios subterraneos se relacionan con una combustion lenta, de baja
temperatura y sin llama. Investigaciones previas han vinculado el inicio de incendios
subterraneos con el autocalentamiento durante los periodos de sequia y las
actividades de quema relacionadas con la agricultura (Roy et al., 2014).

Las bacterias que habitan en estos suelos pueden haber adoptado estrategias de
supervivencia para lograr ventajas competitivas, lo que podria representar una
fuente inexplorada como agentes de biocontrol de hongos fitopatdogenos, que
ademas promuevan el crecimiento vegetal a través de distintos mecanismos de
accion, donde los cultivos agricolas se enfrentan a diferentes tipos de estrés en
zonas aridas o semi-aridas (Khatoon et al., 2020).

2.12 B. halotolerans AF23: un modelo de estudio

La cepa AF23 fue aislada de los suelos afectados por incendios subterraneos en la
comunidad de Pueblo Viejo, municipio de Venustiano Carranza, Michoacan. Dadas
las caracteristicas propias de la fuente de aislamiento, se evaluo el crecimiento de
AF23 a altas temperaturas y se encontré que puede crecer hasta 50°C (Flores-Pifia,
2021) por lo que se denomina termotolerante (Merino et al., 2019).

También se evalud el antagonismo in vitro de AF23 hacia hongos fitopatogenos
como Botrytis cinerea 62BCV y Geotrichum candidum FRB, hongos aislados de
frutos en descomposicion en etapa poscosecha (Morales-Cedefio, et al., 2021). En
los ensayos de confrontacion directa bacteria-hongo, AF23 inhibié el crecimiento
micelial de B. cinerea 'y G. candidum en un 42y 33%, respectivamente.

El genoma de AF23 fue comparado con genomas completos de otras cepas
utilizando la identidad de nucled6tidos promedio (ANI), la calculadora de distancia de
genoma a genoma (GGDC) y la secuencia del gen rARN, la cepa AF23 se identificd
como B. halotolerans con una similitud en dichos parametros del 98.9%, 97.92% vy
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100%, respectivamente. El genoma de AF23 (tamafo de aproximadamente 4.2 Mb)
consta de 68 contigs, (humero de acceso en la base de datos del NCBI (National
Center for Biotechnology Information): NZ_JAJHVY000000000.1). EI genoma tiene
un contenido de guanina-citosina (G-C) de 43.5%. El analisis in silico, revel6 que el
genoma de la cepa AF23 posee grupos de genes con una alta similitud (mayor al
80%) a aquellos que codifican a enzimas involucradas en la sintesis de distintos
compuestos antimicrobianos por ejemplo, fengicina, bacilisina, bacillaene y también

bacilibactina que es un tipo de sideroforo (Valencia-Marin, 2021).

Con los ensayos realizados, se encontré que AF23 posee antagonismo in vitroy los
analisis in silico muestran que tiene potencial como HT-PGPB; sin embargo, se
desconoce como interactua a nivel planta y en consorcio con otras bacterias,
especificamente con B. velezensis AF12, una cepa previamente identificada en el
grupo de trabajo, con destacada actividad de biocontrol y otros rasgos PGP
(Chavez-Avila, 2021). Por lo tanto es de interés evaluar otros mecanismos de
promocioén del crecimiento vegetal para elucidar su papel protector de cultivos ante

estrés salino.
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3. JUSTIFICACION

La salinidad del suelo es un factor abidtico importante que causa dafo en los
cultivos agricolas, provocando pérdidas econdmicas. Los microorganismos
tolerantes a la sal han surgido como un complemento prometedor en los enfoques
de proteccion de cultivos afectados por salinidad. Por lo tanto, resulta de interés
realizar una busqueda de las actividades y genes potencialmente involucrados en
el biocontrol de patdégenos y la promocién de crecimiento vegetal en la bacteria B.
halotolerans AF23 bajo estrés salino, en plantas de interés econémico, como el
tomate (S. lycopersicum). Lo anterior tiene la finalidad de obtener una bacteria
halotolerante con capacidades benéficas como bioinoculante, y que pueda ser
aplicada en aquellas regiones donde las condiciones de produccion agricola son

adversas.
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4. HIPOTESIS

La bacteria B. halotolerans AF23 muestra actividades promotoras del crecimiento
vegetal y de biocontrol en condiciones de salinidad.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Realizar una busqueda de las actividades promotoras del crecimiento vegetal y

biocontrol en B. halotolerans AF23 bajo estrés salino.

5.2 Objetivos particulares

1. Evaluar la tolerancia de la cepa AF23 en diferentes condiciones de salinidad (25,
50, 100, 200, 500 mM y 1M de NaCl).

2. Analizar el efecto de la inoculacién de B. halotolerans AF23 (y su interaccidon con
B. velezensis AF12) en plantas de Solanum lycopersicum bajo estrés salino (200
mM de NaCl) en invernadero.

3. Determinar la funcion de AF23 (y su interaccion con B. velezensis AF12) en el
biocontrol de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en plantas de tomate en

invernadero.
4. Realizar la mineria del genoma de AF23 para detectar los genes potencialmente

involucrados en el biocontrol de patdgenos y la promocion del crecimiento vegetal
bajo estrés.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material biolégico

Bacillus velezensis AF12 y B. halotolerans AF23 fueron aisladas de suelos
afectados por incendios subterraneos en la comunidad de Pueblo Viejo, en el
municipio de Venustiano Carranza, Michoacan de Ocampo (Flores-Pifia, 2021). Las
cepas fueron cultivadas a 30°C durante 18-24 horas en medio de cultivo agar
nutritivo (AN) y se conservaron a 4°C para su uso rutinario en el laboratorio.
Adicionalmente, para su uso a largo plazo, las cepas se almacenaron en una

solucion de glicerol al 30% (v/v) a -20°C.

Las semillas de tomate (S. lycopersicum) del cultivar Bonny Best fueron
proporcionadas por el laboratorio de Microbiologia del Centro de Investigacion

Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada.

En este proyecto se trabajé con F. oxysporum f. sp. lycopersici raza 1 (también
referido en secciones posteriores como “Fol”), el cual fue proporcionado por el
laboratorio de Microbiologia del Centro de Investigacion Cientifica y de Educacién
Superior de Ensenada. El hongo se cultivd en agar papa dextrosa y se incubd a
28°C durante 4 dias y se conservé a 4°C para su uso rutinario.

6.2 Arbol filogenético con cepas halotolerantes

Se realiz6 un arbol filogenético con 48 cepas del género Bacillus aisladas de suelos
afectados por incendios subterraneos (Flores-Pifia, 2021). en su mayoria
identificadas previamente (Chavez-Avila, 2021; Valencia-Marin, 2021). Se utilizo la
secuencia del gen de ARN ribosomal 16S, con la cepa Escherichia coli ATCC 1177
como grupo externo. El arbol se construyé utilizando el software MEGA versién 7.9,
mediante el método de maxima verosimilitud, con un soporte de arranque de 1000
repeticiones (Kumar et al., 2016).

Para determinar la halotolerancia, las 48 cepas de Bacillus se sembraron en AN
suplementado con NaCl al 1.2% y al 2.9% p/v (200 mM y 490 mM, respectivamente),
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concentraciones de NaCl que corresponden al rango de crecimiento de
microorganismos halotolerantes (Merino et al., 2019). La concentracion mas alta se
tomo como criterio para clasificar las cepas como halotolerantes o no halotolerantes.
En cada caja Petri (100 x 15 mm), se sembraron cuatro bacterias con estriado
simple, se incubaron a 30°C durante 16 horas y posteriormente se reportd el
crecimiento de las cepas.

6.3 Evaluacion de la tolerancia a salinidad en medio liquido

La tolerancia a salinidad de B. halotolerans AF23 se midi6 a las 12, 24, 36 y 48
horas de crecimiento en medio minimo M9 salts (5x) adicionado con glucosa al 20%,
MgSOs4 (1 M), CaCl, (1 M) y las diferentes concentraciones de NaCl (25, 50, 100 y
200, 500 y 1000 mM). Se partioé de preindculos bacterianos incubados en agitacion
a 150 rpm y a 30°C durante 12 horas en medio M9 salts (5x) sin NaCl. Cuando los
cultivos alcanzaron una densidad 6ptica de 0.1 (Asgonm), S€ inocularon 500 mL en el
medio de cultivo (adicionado con NaCl) en un volumen final de 5 mL y se incubaron
a 30°C a 150 rpm. Cada tratamiento se realizé por triplicado y se utiliz6 medio M9
salts (5x) sin inocular como blanco, se midi6 la absorbancia en cada intervalo de

tiempo a 590 nm (Orozco-Mosqueda et al., 2019).

6.4 Mecanismos de promocion del crecimiento vegetal in vitro en condiciones

salinas

6.4.1 Sideroforos

La produccion de sideroforos se evalud en placas de agar Cromo Azurol S (CAS)
(Schwyn y Neilands, 1987), con NaCl a 25, 50, 100 y 200 mM. La bacteria se inoculo
al centro de la caja Petri y se incubo a 30°C durante 48 horas. El cambio de color

en el medio de azul a naranja indicé un resultado positivo.
6.4.2 Acido indol acético

Para determinar la produccién de acido indol acético, las células fueron cultivadas
en caldo nutritivo adicionado con triptéfano al 1% y con NaCl (0, 25, 50, 200 y 200
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mM) durante 24 horas a 30°C a 150 rpm hasta alcanzar una densidad oOptica de 1
(Asgonm). Las células se centrifugaron a 3000 rpm durante 30 min, se tomaron 350
mL del sobrenadante y se le afladieron 700 mL del reactivo de Salkowski. Después
de incubar por 30 minutos en oscuridad, se midié la absorbancia a 530 nm. Las
mediciones se compararon con el grafico de calibracion que se construyé utilizando
diluciones de una solucion estandar de indol total (Fluka, Suiza) y el medio sin

inocular con el reactivo de Salkowski como control (Rojas-Solis et al., 2020).

6.4.3 Solubilizacién de fosfato

La solubilizacién de fosfato se realiz6 mediante la inoculacion de la cepa bacteriana
en placas de agar Pikovskaya (Djuuna et al., 2022), adicionadas con las diferentes
concentraciones de NaCl, utilizando purpura de bromocresol como colorante en el
medio. Las placas se incubaron a 30°C durante 48 horas. El cambio de color en el

medio de purpura a amarillo indicoé un resultado positivo.

6.4.4 Proteasas

Se prepard el medio de cultivo agar Skim milk para evaluar la produccion de
proteasas (Abbasi et al., 2019), se afadieron las concentraciones de NaCl
previamente mencionadas. La caja Petri fue inoculada al centro, con incubacion a
30°C, durante 48 horas. Una zona clara alrededor de la bacteria da como resultado

una reaccion positiva.

6.4.5 Biofilm

La produccién de biofilm se evalud siguiendo el protocolo de (Wei y Zhang, 2006)
con ligeras modificaciones. Las células se cultivaron en caldo nutritivo (adicionado
con NaCl) durante 24 horas a 30°C a 150 rpm hasta alcanzar densidad optica de 1
(As7onm). Posteriormente se realiz6 una dilucion de las células cultivadas 1:100 con
agua destilada estéril. Se transfirieron 500 mL de la dilucidén a un tubo Eppendorf y
se incubaron a 30°C sin agitacion durante 24, 48 y 72 horas. El biofilm fue
cuantificado en cada intervalo de tiempo. Se anadieron 500 mL de cristal violeta al
0.1% (p/v) y se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente, el colorante
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se decantd y las células se lavaron con agua destilada estéril para eliminar el tinte
residual y las células no adheridas. Se utilizé etanol al 95% para solubilizar el
colorante de las células del biofilm. Se midi6 la absorbancia del colorante
solubilizado (As7onm) Yy se utilizé etanol al 95% como blanco.

En el caso de la produccion de sideréforos, proteasas y solubilizacion de fosfato, se
reportd el diametro del halo de las reacciones positivas al finalizar el tiempo de

incubacion.

6.5 Ensayos de inoculacion de plantas de tomate bajo estrés salino (200 mM
de NaCl)

Los experimentos en plantas de tomate se realizaron siguiendo la metodologia de
(Delgado-Ramirez et al., 2021). Las semillas de tomate del cultivar Bonny Best,
fueron esterilizadas por inmersién en soluciones de etanol al 70% (v/v) durante 3
minutos y NaOCI al 2% (v/v) durante 2 min, posteriormente, se enjuagaron tres
veces con agua estéril. Las semillas se colocaron en placas con agar al 1.5%, una
vez germinadas se transfirieron a charolas de germinacion con sustrato Cosmopeat
se mantuvieron en camara de crecimiento a 26°C con periodos de luz y oscuridad
de 16 y 8 horas, respectivamente, durante dos semanas. Finalmente, se
seleccionaron plantulas con una altura promedio de 5 cm con la presencia de hoja

verdadera.

Para preparar el in6culo bacteriano, se coloc6 una colonia aislada de cada una de
las cepas (B. velezensis AF12 y B. halotolerans AF23 por separado) en 25 mL de
medio de cultivo LB (lysogeny broth) y se incubaron a 30°C a 110 rpm durante 18
horas. Cuando los cultivos alcanzaron una densidad o6ptica de 0.5 (Asgonm), S€
utilizaron para inocular medio de cultivo LB a una concentracion de ~2 x 108 UFC/mL

en un volumen final de 50 mL.

Las plantulas fueron trasplantadas a macetas de 6 pulgadas e inoculadas cerca del
tallo con 5 mL de solucion bacteriana a una concentracion de ~2 x 108 UFC/mL.
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Para el consorcio de AF12 y AF23 se inoculé con 2.5 mL de cada bacteria. Las
plantas control (no inoculadas) recibieron 5 mL de medio LB estéril. Ocho dias
después de la primera inoculacion de las plantulas, se realizdé una inoculacién de
refuerzo con 5 mL de solucién bacteriana a una concentracion de ~2 x 108 UFC/mL
aplicada cerca del tallo de las plantas. Al segundo dia después de la inoculacién, se
comenzo con el riego de agua salina (NaCl a 200 mM), el cual se llevo a cabo de
manera inicial cada dos dias y posteriormente fue riego a demanda hasta finalizar

el experimento.

Se realizaron 8 tratamientos los cuales consistieron en: 1) plantas sin bacteria y sin
NaCl; 2) plantas inoculadas con AF12; 3) plantas inoculadas con AF23; 4) plantas
inoculadas con el consorcio AF12 y AF23; 5) plantas NaCl; 6) plantas inoculadas
con AF12 y NaCl; 7) plantas inoculadas con AF23 y NaCl; y 8) plantas inoculadas
con el consorcio AF12 y AF23 y NaCl. Se prepararon ocho repeticiones para cada
tratamiento y las macetas se dispusieron en el invernadero del departamento de
Microbiologia del Centro de Investigacion Cientifica y de Educacién Superior de
Ensenada, en un disefio completamente al azar a una temperatura promedio de
24°C en el dia y 20°C en la noche. 50 dias después del trasplante a maceta, las
plantas fueron cosechadas y se midieron diferentes parametros fisiolégicos, como
la longitud, peso fresco y seco de la parte area y de la raiz y el contenido de clorofila
en las hojas.

6.6 Ensayos de biocontrol de AF12 y AF23 hacia F. oxysporum en plantas de
tomate en condiciones de invernadero

Se siguio la metodologia descrita anteriormente (Delgado-Ramirez et al., 2021) con
algunas modificaciones. Las semillas fueron desinfectadas y germinadas como se

menciond anteriormente.
En la evaluacién del biocontrol de las cepas AF12 y AF23, al dia uno después del

trasplante a maceta las plantas se inocularon cerca del tallo con 5 mL de solucion
bacteriana a una concentracion de ~2 x 108 UFC/mL, para el consorcio de AF12 y
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AF23 se inoculd con 2.5 mL de cada bacteria. Las plantas control (no inoculadas)
recibieron 5 mL de medio LB estéril. Ocho dias después se aplicdé una inoculacion
de refuerzo y 15 dias después F. oxysporum f. sp. lycopersici raza 1 fue inoculado
dentro del tallo a una concentracion de ~2 x 10¢ esporas/mL totales por planta.

Inicialmente, las plantas fueron regadas cada tercer dia y posteriormente el riego
fue a demanda. Se realizaron 5 tratamientos los cuales consistieron en: 1) plantas
sin bacteria y Fusarium; 2) plantas inoculadas con Fusarium; 3) plantas inoculadas
con Fusarium y AF12; 4) plantas inoculadas con Fusarium y AF23; y 5) plantas
inoculadas con Fusarium y el consorcio AF12 y AF23. Se prepararon ocho
repeticiones para cada tratamiento y se mantuvieron en invernadero en un disefio
completamente al azar como se describié previamente. 60 dias después del
trasplante a maceta, las plantas fueron cosechadas, se midieron diferentes
parametros fisiologicos, como la longitud, peso fresco y seco de la parte area y de
la raiz y el contenido de clorofila en las hojas.

6.7 Aislamiento y deteccion de Fusarium en plantas inoculadas

Los tallos fueron examinados a través de un corte vertical para observar la presencia
del patégeno. Se tomaron 3 cm de la parte basal del tallo de las plantas y se
esterilizaron superficialmente con llama, posteriormente se realizé un corte
longitudinal en los tallos, se colocaron en cajas Petri con medio PDA y se incubaron
durante 5 dias a 28°C.

6.8 Ensayos de biocontrol de AF12 y AF23 hacia F. oxysporum en plantas de
tomate bajo condiciones de salinidad (100 mM de NacCl)

Las semillas se esterilizaron y se germinaron como se menciono anteriormente
(Delgado-Ramirez et al., 2021). Plantulas con una altura de 5 cm y presencia de
hoja verdadera fueron trasplantadas a macetas de 4 pulgadas y se inocularon en la
base del tallo con 5 mL de una suspension bacteriana a una concentracion de 2.5 x
108 UFC/ml. Para el consorcio de AF12 y AF23 se inoculd con 2.5 mL de cada

bacteria. A continuacioén, las macetas fueron acomodadas de manera aleatorizada
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en la camara de crecimiento a 26°C con periodos de luz y oscuridad de 16 y 8 horas.
8 dias mas tarde se realizé una inoculacion de refuerzo. Tres dias después, las
plantas se dispusieron en condiciones de invernadero en un disefio completamente

al azar y se infectaron con F. oxysporum f. sp. lycopersici raza 1.

Antes del trasplante a macetas las plantulas se regaron con agua purificada, se
utilizé un atomizador para mantener el sustrato humedo. Posterior al trasplante a
maceta, las plantas se regaron cada tercer dia con 50 mL de agua durante cuatro
semanas, después se aumento el volumen a 100 mL. El riego fue alternado con
agua sin sal y agua salina a una concentracién de 100 mM (NaCl). Se realizaron 8
tratamientos los cuales consistieron en: 1) plantas sin bacteria, sin Fusarium y sin
NaCl; 2) plantas inoculadas con AF12 y NaCl; 3) plantas inoculadas con AF23 y
NaCl; 4) plantas inoculadas con el consorcio AF12, AF23 y NaCl; 5) plantas
inoculadas con Fusarium y NaCl; 6) plantas inoculadas con Fusarium, AF12 y NaCl;
7) plantas inoculadas con Fusarium, AF23 y NaCl; y 8) plantas inoculadas con
Fusarium, el consorcio AF12, AF23 y NaCl. Se prepararon diez repeticiones para
cada tratamiento. 45 dias después de la infeccion, las plantas fueron cosechadas y
se midieron diferentes parametros fisiolégicos. Los tallos fueron examinados a

través de un corte vertical para observar la presencia del patoégeno.

La preparacion del indculo fungico se realizé de la siguiente manera: se inocularon
tres discos de micelio de un cultivo de F. oxysporum f. sp. lycopersici raza 1 en un
frasco de cristal con 50 g de arroz estéril. Los cultivos se incubaron por 14 dias a
28°C. Para la infeccion de las plantas, se removio el sustrato de la superficie, en
seguida se colocaron 0.5 g del indculo fungico (2.5 x 10* esporas totales por planta)

y se mezclo con el sustrato.

6.9 Analisis estadisticos

Los experimentos se realizaron al menos tres veces y los resultados se analizaron
con el software Statistica 8.0 mediante un ANOVA de una via y comparacion de
medias a través de la prueba Duncan (p < 0.05).
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6.10 Identificacidon de genes

Se identificaron los genes involucrados en la resistencia a estrés y en la promocion
del crecimiento vegetal de B. halotolerans AF23 de acuerdo a genes bacterianos
reportados anteriormente con estas funciones (Nascimento et al., 2020; Yin et al.,
2022). La busqueda de los genes se realizd con la anotacion generada por la base
de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) Prokaryotic
Genome Annotation Pipeline (PGAP) con el numero de acceso
JAJHVY000000000.1.
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7. RESULTADOS

7.1 Arbol filogenético con cepas halotolerantes

En una primera evaluacion se realizé una busqueda de bacterias halotolerantes de
la coleccion de cepas aisladas de Pueblo Viejo, donde ocurren incendios
subterraneos de forma recurrente. De las 48 cepas evaluadas, 6 no mostraron
crecimiento a 2.9% de NaCl y una de estas tampoco fue capaz de crecer a 1.2%
(Tabla 2), por lo tanto, se clasificaron como no halotolerantes. El resto de las cepas
tuvieron un crecimiento 6ptimo en ambas concentraciones, incluyendo AF23 y AF12
(Figura 2-3).

1.2% NaCl

1.2% NaCl

AF42 AF46

AF49

Figura 2. Crecimiento de 48 cepas del género Bacillus en AN suplementado con
NaCl al 1.2% (200 mM) y 2.9% (490 mM) (p/v) a las 16 horas de incubacion. Los
recuadros en rojo indican las diferencias en el crecimiento de las bacterias de

acuerdo a la concentracion de NaCl.
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1.2% NaCl 2.9% NaCl

Figura 3. Crecimiento de B. halotolerans AF23 en AN suplementado con NaCl al

1.2% y 2.9% (p/v) a las 16 horas de incubacion.

En el arbol filogenético, no se observé una agrupacion de las 6 bacterias no
halotolerantes; si no que estas se distribuyeron en diferentes ramas del arbol. De
manera interesante, las cepas AF64 y AF65, no halotolerantes y unicamente
identificadas a nivel género, se posicionan mas cerca de la cepa utilizada como
grupo externo. En el arbol filogenético se observd una agrupacion de cepas de
acuerdo a su especie. La cepa AF23 tiene una relacion filogenética mas estrecha
con B. halotolerans AF29 y curiosamente estas dos bacterias fueron las unicas que

no se agruparon con las demas cepas de la misma especie (Figura 4).
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Figura 4. Arbol filogenético de 49 cepas de Bacillus basado en el gen de

ARN16S, utilizando a E. coli ATCC 11775 como grupo externo. El arbol fue
construido usando el método de Maxima Verosimilitud y soporte de arranque de
1000 repeticiones. B. halotolerans AF23 se resalta en un recuadro rojo, los
circulos en gris representan las bacterias halotolerantes y los circulos azules las

no halotolerantes.

7.2 Evaluacion de la tolerancia a salinidad en medio liquido
La tolerancia de la cepa B. halotolerans AF23 se evalué mediante la adicion de 0,

25, 50, 100, 200, 500 y 1000 mM de NaCl al medio de cultivo liquido M9 salts (5x).
Los resultados mostraron que posterior a las 12 h de incubacion hay una
disminucion estadisticamente significativa en el crecimiento del medio adicionado
con 200, 500 y 1000 mM de NaCl, respecto al control (0 mM). A las 24 horas de
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incubacién aumento el crecimiento de la cepa AF23 a todas las concentraciones de
NaCl evaluadas con respecto al control, a excepcion del cultivo a 1000 mM. Por otra
parte, posterior a las 36 y 48 h se observdé un mayor crecimiento a todas las
concentraciones de NaCl, respecto al control, siendo 500 y 1000 mM donde se

presentd el mayor crecimiento (Figura 5).

2.0

o 0mM
= 25mM
+ 50mM
<+ 100 mM

» 200 mM
€ 500 mM
# 1000 mM

D.O. (590 nm)

0 12 24 36 48

Tiempo (horas)

Figura 5. Crecimiento de la cepa AF23 a diferentes concentraciones de NaCl,
reportado a las 12, 24, 36 y 48 horas. Los datos se refieren a los valores de
absorbancia (D.O. 590 nm) de los cultivos a los tiempos indicados y se presentan
como la media + error estandar. Los asteriscos representan diferencias
significativas respecto a la concentracion de 0 mM en cada intervalo de tiempo

evaluado, prueba Duncan (p < 0.05).

7.3 Mecanismos de promocion del crecimiento vegetal in vitro

Se evalud la produccién de sideroforos de B. halotolerans AF23 mediante la
generacion de un halo, reflejo de la produccion de dichas moléculas en los medios
de cultivo soélido, no se observaron diferencias significativas a excepcion de 25 y

200 mM de NaCl, donde el diametro del halo incrementd y disminuy6 de tamario,
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respectivamente, a comparacién del control (0 mM) (Figura 6a). La cepa AF23
produjo acido indol acético en condiciones de salinidad; sin embargo, la produccion
disminuyé a 200 mM de NaCl (Figura 6b). En la solubilizacion de fosfato hubo
diferencias estadisticamente significativas en las concentraciones de 25, 50 y 200
mM de NaCl, el halo de solubilizacién aumenté respecto al control (Figura 6¢). La
produccion de proteasas se mantuvo constante a excepcion de la concentracion de
200 mM de NaCl (Figura 6d). No se observé produccion de biofilm en los

experimentos realizados en presencia y ausencia de NaCl.

a) Produccién de sideréforos b) Produccién de acido indol acético
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Figura 6. Mecanismos de promocion del crecimiento vegetal in vitro en
condiciones salinas. a) Produccion de sideroforos; b) acido indol acético; c)
solubilizacion de fosfato; d) produccion de proteasas. Las barras representan la
media + error estandar por cada tratamiento. Las letras sobre las barras indican

una diferencia significativa, prueba Duncan (p < 0.05).
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7.4 Ensayos de inoculacion de plantas de tomate bajo estrés salino

Los resultados de los experimentos in vitro sugieren que B. halotolerans AF23
puede actuar como una bacteria promotora del crecimiento vegetal. Por lo tanto, se
realizaron experimentos de inoculacion en plantas de tomate en condiciones de
invernadero. Para someter las plantas a estrés salino, estas fueron regadas con una
concentracion de 200 mM de NaCl; ademas, se realizé la inoculacion de B.
velezensis AF12 en las plantas de tomate para evaluar la promocion del crecimiento

vegetal en interaccidn con esta cepa.

En condiciones no salinas, AF12 aumentd el contenido de clorofila en un 64%
respecto a las plantas control; la inoculacién de AF23 y el consorcio bacteriano
provocaron un aumento en este parametro en un 39 y 40%, respectivamente. El
NaCl provoco una disminucion de la clorofila en las plantas, sin embargo, este efecto
inhibitorio se contrarresté al inocular AF12 (Figura 7a). La longitud de la parte aérea
disminuyo en las plantas con sal en comparacion a las plantas sin sal; sin embargo,
en las plantas con NaCl hay un incremento estadisticamente significativo del 17%
cuando se inoculd el consorcio de AF12 y AF23, respecto a las plantas sin sal
(Figura 7b).

El peso fresco de la parte aérea se mantuvo similar en las plantas sin sal. Por otra
parte, en las plantas estresadas por sal, se observé un incremento significativo del
48% con AF12; mientras que con AF23 y ambas cepas juntas, aumento en un 34 y
24%, respectivamente, en comparacion con las plantas control (Figura 7c). Lo
anterior se vio reflejado en el peso seco de la parte aérea, de igual forma AF12
incrementd de manera significativa este parametro (69%), al mismo tiempo que
AF23 y el consorcio mejoraron el peso seco en un 57 y 51%, respectivamente, en
comparacion con el control (Figura 7d). La longitud de la raiz se mantuvo sin
cambios estadisticamente significativos entre tratamientos a excepcion de las
plantas sin sal, ya que AF12 increment6 la longitud de la raiz en un 19% y se
observo una mejora del 3% al inocular el consorcio (Figura 7e). El peso fresco de la
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raiz se mantuvo similar en las plantas sin NaCl. Por otra parte, disminuy6 de forma
estadisticamente significativa en las plantas con sal; no obstante, AF12 y el
consorcio de bacterias incrementaron el peso seco de la raiz en un 35y 34%,
respectivamente comparado con el control (Figura 7f). El peso seco de la raiz
incrementd en un 41% con AF12 en plantas sin sal. Como se esperaba, disminuyd
en plantas con NaCl y de manera interesante, cuando se inocularon las cepas en
conjunto, el peso seco aumentd un 17% (Figura 7g). La biomasa total se mantuvo
similar en las plantas sin sal. Por otra parte, AF12 increment6 en un 53% la biomasa
en las plantas con NaCl respecto al control, ademas al inocular AF23 y ambas cepas
juntas, también hubo un incremento en la biomasa de las plantas del 38 y 41%,
respectivamente (Figura 7h). Los resultados sugieren que AF12 y AF23 promueven
diferencialmente el crecimiento de tomate bajo condiciones normales y estrés

salino.

a) Clorofila b) Longitud parte aérea C) Peso fresco parte aérea d) Peso seco parte aérea

Centimetros
Gramos
Gramos

Unidades arbitrarias

e) h)

Centimetros
Grai

Figura 7. Efecto de la inoculacion de B. velezensis AF12 y B. halotolerans AF23
en plantas de tomate bajo condiciones de estrés salino. a) contenido de clorofila;
b) longitud parte aérea; c) peso fresco parte aérea; d) peso seco parte aérea; e)
longitud de la raiz; f) peso fresco raiz; g) peso seco raiz; h) biomasa total. Las
barras representan la media de las plantas + error estandar por cada tratamiento.
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Las letras sobre las barras indican una diferencia significativa, prueba Duncan (p
<0.05).

%

CONTROL AF12 AF23 AF12 + AF23 NaCl NaCl + AF12 NaCl + AF23  NaCl + AF12 + AF23

Figura 8. Plantas de tomate (S. lycopersicum) inoculadas con las cepas AF12 y
AF23 sometidas a estrés salino. Imagenes representativas de las plantas de cada
tratamiento al dia 50 después del trasplante a maceta. Las plantas control no
fueron inoculadas ni regadas con NaCl.

7.5 Ensayos de biocontrol de AF12 y AF23 hacia F. oxysporum en plantas de
tomate en condiciones de invernadero

El contenido de clorofila disminuyd en las plantas con F. oxysporum y no hubo
diferencias estadisticamente significativas con la inoculacion de AF12 y el consorcio
bacteriano, respecto a las plantas control (Figura 9a). La longitud de la parte aérea
se mantuvo sin diferencias significativas entre tratamientos (Figura 9b). AF12
incrementd en un 36% el peso fresco de la parte aérea y AF23 un 27% (Figura 9c).
De igual forma, AF12 incrementdé un 40% el peso seco de la parte aérea con
respecto al control, asi como también, AF23 un 37%, mientras que el consorcio un
30% (Figura 9d). No hubo diferencias en la longitud de la raiz de las plantas (Figura
9e). AF12 incrementd en un 39% el peso fresco de la raiz, respecto a las plantas
control (Figura 9f). El peso seco se mantuvo sin diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos (Figura 9g). En la Figura 9h se muestra el efecto de
la inoculacion de las cepas bacterianas en la biomasa total de plantas infectadas

64



con F. oxysporum. AF12, AF23 y el consorcio bacteriano incrementaron la biomasa

total en un 34, 28 y 24%, respectivamente, en comparaciéon a las plantas sin el

patdégeno fungico.

a) Clorofila b) Longitud parte aérea

50

40

Centimetros

Unidades arbitrarias

e)

Centimetros
Gramos

<)

9)

Gramos

Peso fresco parte aérea d) Peso seco parte aérea
15

Gramos

Figura 9. Efecto de biocontrol de las cepas AF12 y AF23 en plantas de tomate

inoculadas con F. oxysporum. a) contenido de clorofila; b) longitud parte aérea; c)

peso fresco parte aérea; d) peso seco parte aérea; e) longitud de la raiz; f) peso

fresco raiz; g) peso seco raiz; h) biomasa total. Las barras representan la media

de las plantas + error estandar por cada tratamiento. Las letras sobre las barras

indican una diferencia significativa, prueba Duncan (p < 0.05).
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CONTROL  F. oxysporum F. oxysporum +AF12  Fusarium + AF23  Fusarium + AF12 + AF23

Figura 10. Plantas de tomate (S. lycopersicum) inoculadas con AF12, AF23 y
F. oxysporum. Imagenes representativas de las plantas de cada tratamiento al
dia 60 después del trasplante a maceta. Las plantas control no fueron

inoculadas.

7.6 Aislamiento y deteccion de Fusarium en plantas inoculadas
En el tallo de las plantas infectadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici, se observo
una linea de color marréon oscuro, lo que corresponde a los primeros sintomas del

marchitamiento vascular, esto no se observo en las plantas control (Figura 11).
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Figura 11. Sintomas iniciales del marchitamiento por F. oxysporum en tallos de
plantas de tomate después de 60 dias. El control no fue infectado con el patégeno,
las flechas blancas indican el sitio de inoculacion y las flechas rojas sefalan las

lineas de color marrén oscuro, sintomas iniciales de la marchitez vascular.

El patogeno fue re-aislado de los tallos de las plantas de tomate infectadas una vez
que estos fueron colocados en medio PDA (Figura 12). El crecimiento macroscopico
del hongo coincidié con el crecimiento rutinario de Fol raza 1. Con lo anterior, se

detectod la presencia del hongo en los tallos de las plantas infectadas.

CONTROL Fusarium Fusarium + AF12 Fusarium + AF23  Fusarium + AF12 + AF23

Figura 12. Reaislamiento de F. oxysporum de los tallos de tomate.

7.7 Ensayos de biocontrol de AF12 y AF23 hacia F. oxysporum en plantas de
tomate bajo condiciones de salinidad (100 mM de NacCl)

En los ensayos realizados para evaluar el de biocontrol de las cepas AF12 y AF23
hacia F. oxysporum f. sp. lycopersici bajo condiciones de estrés salino, todas plantas
fueron regadas con agua salina a una concentracion de 100 mM de NaCl. La
longitud de la parte aérea en las plantas sin el patdégeno disminuyé con la
coinoculacion de ambas cepas, respecto al control; los demas tratamientos se
mantuvieron similares entre si (Figura 13a). El peso fresco de la parte aérea
aumentd con la inoculacidn de las cepas AF12 y AF23 de forma individual y en
consorcio en plantas sin Fusarium (17, 16 y 12%, respectivamente); ademas, al
estar presente el patdgeno, la inoculacion del consorcio bacteriano increment6 un

14%, respecto al control (Figura 13b). De manera interesante, AF23 increment¢ el
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peso seco de la parte aérea (39%) y la inoculacion del consorcio bacteriano
incrementd un 31% este parametro en plantas no infectadas, respecto al control. No
existen diferencias estadisticamente significativas en los tratamientos cuando el
patogeno esta presente (Figura 13c). Se observdé un aumento en la biomasa total
con la inoculacion de AF23 y el consorcio bacteriano del 32 y 28%, respectivamente
en plantas sin F. oxysporum (Figura 13d). La longitud de la raiz increment6 de forma
estadisticamente significativa en un 28% con el consorcio de bacterias sin patoégeno,
respecto a las plantas control; los tratamientos de plantas infectadas permanecieron
sin cambios (Figura 13e). La cepa AF12 incrementd el peso fresco de la raiz (44%)
y se observo un aumento del 23% en la coinoculacion de ambas cepas, respecto a
las plantas control, en plantas sin Fusarium. Cuando AF12 fue inoculada en plantas
infectadas con el patégeno, se observo una recuperacion en el peso fresco de la
raiz, ya que fue similar a las plantas sin infectar (Figura 13f). El peso seco de la raiz
incremento de forma estadisticamente significativa en un 27% en plantas inoculadas

con AF12 sin Fusarium, respecto a las plantas control (Figura 13g).

Es importante mencionar que al examinar los tallos de las plantas infectadas con
Fol, no en todas se observaron lesiones causadas por el patdégeno; es decir, la
inoculacion de B. velezensis AF12 y B. halotolerans AF23 redujo de manera notable
la infeccion en las plantas. Con AF12, solo el 40% de las plantas fueron infectadas,
mientras que con AF23 un 80%; no obstante, con la coinoculacion de ambas cepas,
el porcentaje de infeccion fue del 20% (Figura 13h). Estos resultados posicionan a

AF12 y AF23 como agentes de biocontrol en plantas afectadas por estrés salino.
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Figura 13. Efecto del biocontrol de AF12 y AF23 en plantas de tomate inoculadas
con F. oxysporum bajo condiciones de estrés salino. a) longitud parte aérea; b)
peso fresco parte aérea; c) peso seco parte aérea; d) biomasa total; e) longitud
raiz; f) peso fresco raiz; g) peso seco raiz: h) porcentaje de plantas infectadas.
Las barras representan la media de las plantas + error estandar por cada
tratamiento. Las letras sobre las barras indican una diferencia significativa, prueba
Duncan (p < 0.05).

AF12 + AF23 F. oxysporum Fusarium + AF12  Fusarium + AF23  Fusarium + AF12 + AF23

Figura 14. Plantas de tomate (S. lycopersicum) inoculadas con AF12, AF23 y F.
oxysporum bajo estrés salino. Imagenes representativas de las plantas de cada
tratamiento al dia 45 después del trasplante a maceta. Las plantas control no

fueron inoculadas ni regadas con sal.
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7.8 ldentificacién de genes

En el genoma de B. halofolerans AF23 se encontraron genes con funciones
predichas en adaptacion a alta salinidad. Por ejemplo, relacionados a la sintesis de
compuestos osmoprotectores como la prolina (proA, proB y proC) y la sintesis y
transporte de glicina betaina/prolina (betB, opuA, opuAB, opuE). También genes
que codifican a antiportadores de Na*/H* (nhaC) y transportadores de Na* (natA),

asi como transportadores de K* (kirD y ktrC) (Tabla 3).

Dado que esta cepa fue aislada de suelos afectados por incendios subterraneos y
ademas es termotolerante, AF23 contiene diversos genes involucrados en la
resistencia al estrés por temperatura, por ejemplo, dnadJ, dnaK'y groES, codifican
para proteinas de tipo chaperonas; ademas, se encontraron tres genes relacionados
a choque de frio cspB, cspCy cspD (Tabla 4).

Genes implicados en la proteccion contra estrés oxidativo y nitrosativo estan
presentes: el gen sodA cuyo producto es la enzima superoxido dismutasa SodA
participa en la degradacion de radicales anionicos superéxidos; también hay otros
que se encargan de la degradacién de perdxido de hidrogeno (ahpC, efeB, etc.) y

un represor transcripcional sensible al oxido nitrico (nsrR) (Tabla 5).

En la Tabla 5 se muestran los genes encontrados en AF23 implicados en el
metabolismo de nitrogeno, azufre y fosforo. El gen nirB el cual es necesario para la
reduccion de nitritos; la fosfatasa alcalina PhoA codificada por el gen phoA, la cual
es importante en la solubilizacion de fosfato organico; genes involucrados en el

transporte de sulfato (cysK), solo por mencionar algunos.

B. halotolerans AF23 tiene genes como besA cuyo producto es una ferri-bacillibactin
esterasa BesA y dhbC que codifica a una isocorismato sintasa DhbC, ambos
implicados en la produccion de sideréforos, mecanismo importante en la promocién

del crecimiento vegetal (Tabla 7).
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Un aspecto relevante en plantas, es la produccidon y modulacion de hormonas por
PGPB. AF23 cuenta con genes que participan en la sintesis de AlAy de citocininas.
El gen trpB codifica a la subunidad beta de la triptéfano sintasa, su funcién es de
suma importancia ya que se encarga de la sintesis de L-triptofano a partir de indol
y L-serina (principal precursor del AlA), también esta presente el gen dhaS que
cataliza la conversion de indol-3-acetaldehido a AlA (Tabla 8).

La Tabla 9 muestra los genes relacionados en la produccion/degradacion de VOC.
En la sintesis de acetoina participa el gen alsS y en la degradacion del butanodiol
el gen bdhA. En el genoma de AF23 se encontraron genes que se relacionan con la
quimiotaxis (cheA, cheB, cheD, cheR, cheV, cheY, cheW, motA), con la biosintesis
de flagelos (flgB, flgC, flgK, flhA), con la formacion de biopeliculas (fasA y Efp)
(Tabla 10). Genes implicados en el transporte y resistencia a metales pesados como
el zinc, cobre y arseniato (Tabla 11) y genes relacionados en la formacion de

esporas (yabP, yjcZ, yjcD, ytfd, yunB, gerD, yutH, cotJC) (Tabla 12).
La presencia de estos genes indica que AF23 contiene la maquinaria genética para

hacer frente a diferentes tipos de estrés y promover el crecimiento vegetal a través

de diversos mecanismos.
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8. ANEXO DE TABLAS

Tabla 2. Cepas halotolerantes y no halotolerantes de acuerdo a su crecimiento a
2.9% de NaCl.

Cepa Especie de referencia Halotolerante No
halotolerante

AFO01 Bacillus licheniformis strain DSM 13 X

AF02 Bacillus licheniformis strain DSM 13 X

AFO03 Bacillus halotolerans strain LMG 22477 X

AF04 Bacillus halotolerans strain LMG 22477 X

AFO05 Bacillus halotolerans strain LMG 22477 X

AFO06 Bacillus halotolerans strain LMG 22477 X

AFO07 Bacillus halotolerans strain LMG 22477 X

AFO08 Bacillus halotolerans strain LMG 22477 X

AF09 Bacillus haynesii strain NRRL B-41327 X

AF10 Bacillus halotolerans strain LMG 22477 X

AF12 Bacillus velezensis strain FZB42 X

AF13 Bacillus haynesii strain NRRL B-41327 X

AF14 Bacillus licheniformis strain DMS 13 X

AF15 Bacillus sp. X

AF21 Bacillus zanthoxyli strain 1433 X

AF22 Bacillus niacini strain NBRC 15566 X

AF23 Bacillus halotolerans strain LMG 22477 X

AF24 Bacillus shackletonii strain LMG 18435 X
AF25 Bacillus sp. X

AF27 Bacillus aryabhattai strain B8 W22 X

AF29 Bacillus halotolerans strain LMG 22477 X

AF30 Bacillus shackletonii strain LMG 18435 X
AF32 Bacillus sp. X

AF33 Bacillus sp. X

AF34 Bacillus shackletonii strain LMG 18435 X

AF35 Bacillus sp. X

AF38 Bacillus niacini strain NBRC 15566 X
AF39 [Brevibacterium] frigoritolerans strain DSM 8801 X

AF41 Bacillus sp. X

AF42 Bacillus amyloliquefaciens strain MPA 1034 X

AF43 Bacillus megaterium strain ATCC 14581 X

AF45 Bacillus simplex NBRC 15720 = DSM 1321 X

AF46 Bacillus zanthoxyli strain 1433 X

AF49 Bacillus megaterium strain ATCC 14581 X
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AF50
AF51
AF52
AF53
AF54
AF55
AF56
AF57
AF58
AF59
AF60
AF62
AF64
AF65
AF68

Bacillus cereus ATCC 14579

Bacillus velezensis strain CBMB205

Bacillus velezensis strain FZB42

Bacillus sp.

Bacillus megaterium strain ATCC 14581
Bacillus velezensis strain FZB42

Bacillus sp.

Bacillus pseudomycoides strain NBRC 101232
Bacillus pseudomycoides strain NBRC 101232
Bacillus velezensis strain CBMB205

Bacillus simplex NBRC 15720 = DSM 1321
Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus sp.

X X X X X X X X

x
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Tabla 3. Genes implicados en la tolerancia al estrés osmaético.

Gen Locus CDS Producto Via / funcién
betB | LNN34 15855 | 6367.7839 Betaina-aldehido deshidrogenasa | DIOSneSts de glicina
Glutamato-5-semialdehido
proA | LNN34_08980 | 50993..52240 deshidrogenasa
proB | LNN34_08985 | 52252..53349 Glutamato 5-quinasa Biosintesis de prolina
proS LNN34_07220 | 395627..397321 | Prolina-ARNt ligasa
Glutamato sintasa
gitB LNN34_06120 | 94917..99479 (NADPH/NADH) cadena grande
Glutamato sintasa Biosintesis de
gD LNN34_06125 | 99496..100977 (NADPH/NADH) cadena pequefa glutamato
ginA | LNN34_06730 | 236207..237541 | Glutamina sintetasa
Sistema transportador de
opuBC | LNN34_17295 | 36403..37323 captacién de osmoprotector OpuB Sistema de
componente C transporte
Sistema de transporte osmoprotector
opuAB | LNN34 14735 | 211113..211961 osmoprotector ATP-binding
Glutamato-aspartato/simportador Transporte de
ghtP LNN34_15095 | 283654..284898 de protones GItP glutamato
Sistema de transporte de sodio
natA | LNN34_ 14880 | 241244..241984 Proteina de unién a ATP
Catidn monovalente/H+ Transportadores de
mnhG | LNN34_16185 | 74178..74552 antiportador subunidad G sodio y cloruro
nhaC | LNN34 11290 | 456181..457542 | Na+/H+ antiportador NhaC
Sistema Trk transportador de Transportador de
irikcH LNN34_15875 | 10390..11727 potasio TrkH potasio
treC LNN34_12310 | 93207..94895 | Alfa, alfa-fosfotrehalasa Metabolismo de la
treR | LNN34_12305 | 92470.93186 | Represor de opercn trehalosa trehalosa
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Tabla 4. Genes implicados en la resistencia al estrés por temperatura.

Gen Locus CDS Producto Via { funcién

smpB | LNN34_17240 | 27145..27615 Proteina de unién a SsrA

dnaJ | LNN34_02475 | 70576..71703 Chaperona molecular DnaJ

dnaK | LNN34_02470 | 68544..70379 Chaperona molecular DnaK

groES | LNN34_13215 | 97348..97632 Chaperona GroES
Proteasa Clp dependiente de .

clpC | LNN34_15795 | 55147.57579 | ATP Subunidad de unién a ATP P“’te'"t?s de chaque
ClpC érmico
Proteasa dependiente de ATP

clpE | LNN34_08675 | 139813..141912 Subunidad de unién a ATP CIpE
Proteasa Clp dependiente de

cipX | LNN34_01430 | 127910..129172 | ATP Subunidad de union a ATP
ClpX

jepA | LNN34_02450 | 6374265577 | Factor de elangacian de

- traduccion 4

Factor de intercambio de

grpE | LNN34_02465 | 67957..68520 nuclaétidos GrpE

cspB | LNN34_11610 | 523490.523693 E’s"’)‘g‘"a similar al choque frfo

cspC | LNN34_136065 | 20582..20785 Proteina de choque frio CspC Proteina de choque frio

cspD | LNN34_04305 | 128115..128315 | Proteina de choque frio CspD
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Tabla 5. Genes implicados en la proteccion contra el estrés oxidativo y nitrosativo.

Gen Locus cDS Producto Via { funcién
sodA | LNN34_02690 | 109422..110030 | Superdxido dismutasa SodA Degradacién de
Represor transcripcional fadicales aniinicos
perR | LNN34_11860 | 3349..3786 sensible al peréxido PerR superéxidos
tpx [ LNN34_00830 | 4566..5069 Tiol peroxidasa
Tiol-peroxidasa dependiente de
bep | LNN34_11865 | 3921..4394 i Joxina Degradacién de
Alquilo hidroperéxide reductasa | perdxide de hidrégeno e
ahpC | LNN34_20705 | 272845.273408 | (b o o o hidropertxidos
Subunidad F de la hidroperéxido orgénicos
ahpF | LNN34_20710 | 273422..274951 de alquilo reductasa
efeB | LNN34_19705 | 72871..74121 Deferroquelatasa/peroxidasa
Represor transcripcional . .
nsrR | LNN34_11445 | 489174..489614 sensible al 6xido nitrico NsrR Estrés nitrosativo
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Tabla 6. Genes implicados en el metabolismo del nitrégeno, azufre y fosforo.

Gen Locus CDS Producto Via / funcién
, Subunidad grande de nitrito
nirB | LNN34_14570 | 171064..173382 reductasa NirB Reduccién de nitratos
: Subunidad pequena de nitrito disimilatoria
nirD | LNN34_14585 | 178091..178411 reductasa (NADH)
amtB | LNN34_18775 | 42601..43815 Transportador de amonio AmtB | Transporte de amoniaco
ureC | LNN34_18835 | 51640..53349 Subunidad alfa de la ureasa
ureB | LNN34 18840 | 53346..53720 Subunidad de ureasa beta
ureA | LNN34 18845 | 53717..54034 Subunidad gamma de ureasa Degradacién y
Proteina permeasa del sistema transporte de urea
urtC | LNN34_18860 | 56555..56625 de transporte de urea
Sistema de transporte de urea
urtD | LNN34_18855 | 54831..55580 proteina de union a ATP
Sistema de transporte de urea
urtE | LNN34_18850 | 54133..54834 Proteina de union a ATP
phoA | LNN34_11430 | 484550485926 | Fosfatasa alcalina PhoA S°'”b"'Z;;'g:ig§ fosfato
Proteina permeasa del sistema
pstC | LNN34 02710 | 114822..115751 de transporte de fosfato
Proteina permeasa del sistema Transporte de fosfato
pstA | LNN34_02715 | 115751..116635 de transporte de fosfato
Proteina permeasa del sistema
pstB | LNN34_02720 | 116656..117465 de transporte de fosfato
Protelna reguladora
phoP [ LNN34_00960 | 33072..3379%4 transcripcional de la sintesis de | Asimilacion de fosfatos
fosfatasa alcalina
phoB | LNN34_13355 | 13494..14882 Fosfatasa alcalina PhoB
Asimilacion de fosfatos
phoD | LNN34_14945 | 252771..254522 | Fosfatasa alcalina D
Subunidad de hemoproteina
cys! | LNN34_17130 | 2345..4066 asimilatoria de sulfito reductasa
{(NADPH) Reduccién de sulfato
cysC | LNN34 07710 | 488726..489319 | Adelnil-sulfato quinasa
cysK | LNN34_21675 | 46495..47421 Cisteina sintasa A Transporte de sulfato
Transporte y
ssubD | LNN34_11735 | 542801..543937 | Alcanosulfonato monooxigenasa degradacion de
sulfonatos
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Tabla 7. Genes implicados en el transporte de hierro y la produccion de
sideroforos.

Gen

Locus

CcDsS

Producto

Via / funcién

fbpB

LNN34_13890

22285..22431

Proteina permeasa del sistema
de transporte de hierro (lll}

fopC

LNN34_04245

119853..119942

Sistema de transporte de hierro
{lll) Proteina de unién a ATP

Transporte de hierro (lIl}

efeB

LNN34_19705

72871..74121

Deferroquelatasa/peroxidasa
EfeB

Transporte de hierro (Il)

besA

LNN34_1635C

114450..116313

ferri-bacillibactin esterasa BesA

ahbC

LNN34_16340

112255..113451

Isocorismato sintasa DhbC

Produccion de
sideréforos
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Tabla 8. Genes implicados en la produccion/modulacion de fitohormonas.

Gen Locus cDS Producto Via / funcidn
trpA | LNN34_03925 | 63075..63878 f;‘t’:s’:dad aifa de la triptofano
tpB | LNN34_03920 | 61880..63082 fiﬁ?:sr:dad beta de la triptofano
tpC | LNN34_03910 | 60489..61241 'T"r‘l’a‘(’;'a'g"ce"" I

Antranilato Sintesis AIA
trpD | LNN34_03805 | 59480..60496 fosforribosiltransferasa
dhaS | LNN34_05685 | 13425..14912 Aldehido deshidrogenasa Dha8
rpS | LNN34_10390 | 280404..281396 | Triptéfano-ARNt ligasa
gabT | LNN34_14235 | 88283..89596 Ztﬁl':“(')’:fa?;f'ﬁ;"sa

Succinato-semialdehido Degradacian de GAES
gabD | LNN34 14230 | 86824..88212 deshi drog;nasa
miaA | LNN34_ 06805 | 250837..251781 | ARNt dimetilaliltransferasa Biosintesis de

; ARNLt-2-metiltio-N6- citocininas

miaB | LNN34_07010 | 348242..349771 dimetilaliladenosina sintasa

79



Tabla 9. Genes implicados en la produccién/degradacién de VOC.

Gen Locus CDS Producto Via / funcién
alsS | LNN34_ 18495 | 12139..13851 Acetolactato sintasa AlsS
Subunidad grande de Biosintesis de acetoina
ilvB | LNN34_01385 | 116978..118702 acatolachato sintssa
acuA | LNN34_00610 | 122845..123477 :;ggz'i:g de utliizacion de Catabolismo de acetoina
. . Degradacion de
bdhA | LNN34_13155 | 81254..82224 2, 3-butanodiol deshidrogenasa butanodiol
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Tabla 10. Genes implicados en

la quimiotaxis, la motilidad y la formacion de

biopeliculas.
Gen Locus CcDS Producto Via/ funcion
Sistema de dos componentes,
cheA | LNN34_07290 | 407834..409849 .
- sensar quinasa CheA
cheB | LNN34_07295 | 409855.410922 | Proteina-glutamato O-
- metilesterasa CheB
cheD | LNN34_07275 | 406197. 406697 | Quimiorreceptor glutamina
- desamidasa CheD
cheR | LNN34_03880 | 54258.55028 | Froteina-glutamato O-
- metiltransferasa CheR
Sistema de dos componentes,
cheV' | LNN34_08510 | 105147..106058 proteina quimiotaxis CheV Quimiotaxis
Sistema de dos componentes,
cheY | LNN34_07340 | 418459..418821 proteina de quimiotaxis CheY
cheW | LNN34_07286 | 407342, 407812 | Froteina de quimiotaxis de union
- a purina CheW
motA | LNN34_08680 | 142274..143089 | Proteina de quimiotaxis MotA
mot8 | LNN34_08685 | 143061..143846 | Proteina de quimiotaxis MotB
Proteina de quimiotaxis aceptora
mepA | LNN34_15950 | 27620..29605 de metilo
AhA | LNN34_07310 | 412908 414077 | Proreia de blosintesis flagelar
fB | LNN34_07315 | 414974.416086 | pop o oo oron flagelar
Proteina de baston del cuerpo
figB LNN34_07420 | 430995..431384 basal flagelar FigB
AgC | LNN34_07415 | 430543..430995 Proteina de baston del cuerpo
basal flagelar FIgC
MF | LNN34_07405 | 428556.430166 | T roteina de anilla M del cuerpo
basal flagelar FliF
. Proteina del interruptor motor
fiG | LNN34_07400 | 427527.428543 | 4 agelar FIiG Biosintesis de flageios
fis | LNN34_07350 | 419974.420972 | 701eIa de intemuptor mofor
agelar FliM
flip LNN34_07330 | 417127..417792 | Proteina biosintética flagelar FIiP
fiQ | LNN34_07325 | 416843.417112 | Fo1eina de biosintesis flagelar
MR | LNN34_07320 | 416056..416835 | Proteina biosintética flagelar FlIiR
MS | LNN34_18135 | 25188..25589 gl'i‘sapem"a de secraciin flagalar
Biosintesis flagelar de la
fIhA | LNN34_07310 | 412908..414977 proteina FIhA
Proteina de |a capa superficial
bsiB | LNN34_19460 | 26036..26500 del biofilm BsIB
Proteina de matriz de biofilm Formacion de
fasA | LNN34_02900 | 142057..142842 TasA biopeliculas
Efp LNN34_02985 | 6778..7335 Factor de elongacién P
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Tabla 11. Genes implicados en el transporte y resistencia a metales pesados.

Gen Locus CDS Producto Via / funcién
yabP | LNN34 21600 | 32937..33239 Proteina de esporulacion YabP

ygfC | LNN34_02525 | 79556..79837 Proteina de esporulacion YqfC

yttd LNN34_00825 | 4001..4456 Proteina de esporulacion YqfJ

yunB8 | LNN34_16510 | 142889..143666 | Proteina de esporulacion YunB

yhbH | LNN34_11665 | 531584532762 | oy voi o oo oo oo cion vhbH

sigH |LNN34_15735 | 43880.44536 g’;’:rp;g"r;‘;’assiga;s""’“'a"i"’“

sigG | LNN34_07845 | 516294517076 g'zt';rps‘)igmgrasfgags""’“'ac“"“

sigE | LNN34_07850 | 517216..517935 gﬁgf;g“;i’g?&es""’“'a"ié“ Formacién y
sigF | LNN34_03520 | 102006..102773 gigr";gm’gﬁ&esp"r“'a”"’" 99"2;’;%‘;5; de
gerD | LNN34_15445 | 1784..2341 z;:frg‘;gzr%emima"i"’" .

gerPE | LNN34_10775 | 350589..350990 Z;:Lerg‘:g:ﬂg,%""i"acif’“ de

gerPD | LNN34_10770 | 350414..350596 Z;:fr::ggr%%"“i“am“ de

cotJC | LNN34_12720 | 185166..185735 Eg;ﬂ%”a de cublerta de esporas

COB | LNN34_12725 | 185750..186013 | (o 32 0 eublerta de esporas

cotE | LNN34_07000 | 347008..347553 z;"lfg‘;gfa'%g;‘gie"a exiemna

spo0A | LNN34_03100 | 26614.27417 ::&‘;L&ilgznggggf\“’“ .

spoOF | LNN34_19110 | 98450..98824 Lggftcr;°n”sfef£ae§%%%‘f°i°"
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Tabla 12. Genes implicados en la formacion y germinacion de esporas.

Gen Locus cDSs Producto Via/ funcién
yabP | LNN34_21600 | 32937..33239 Proteina de esporulacion YabP

ygfC | LNN34_02525 | 79566..79837 Proteina de esporulacion YqfC

itd LNN34_00825 | 4001..4456 Proteina de esporulacién YqfJ)

yunB | LNN34_16510 | 142899..143666 | Proteina de esporulacién YunB

yabH | LNNGA_11665 | 331584552762 Proteina de esporulacién YhbH

sigh |LNN34 15735 | 43880.44536 f:grp:igﬂz’g?;;sp"’“'mé"

sigG | LNN34_07845 | 516294..517076 ﬁigrp;gm’gfggsp"’“'mé"

sigE | LNN34_07850 | 517216517935 gt’:rp;gﬂi””sfgfi"sp““'m"’" Fommacion y
sigF | LNN34_03520 | 102006..102773 ggrp;gfr‘gas?&”p“ ulacién 99’2;"‘;2?: de
gorD |LNN34 15445 | 1784..2341 epfpfr‘::g:r%""“i"ac“"“ de

gorPE | LNN34_10775 | 350589..350990 prfg‘:ggrgz"“i"a"ié“ .

gorPD | LNN34_10770 | 350414..350596 :;"pfr:‘:ggrg%"“‘"““"" ge

cotdC | LNN34_ 12720 | 185166..185735 Z:)‘;f'eci“a de cubierta de esporas

cotdB | LNN34_12725 | 185750..186013 Eﬁ;‘g"a de cubierta de esporas

colE | LNN34_07000 | 347008..347553 d"ﬁfg‘:pgfa'%g;‘gim Extama

$po0A | LNN34_03100 | 26614..27417 E:;‘o‘:[‘gii'{.ﬁ“;:ggfé“ de

spo0F | LNN34_19110 | 98450..98824 :ngt‘;fn“sf‘;‘:;zaeg‘l’ggfié"

83



9. DISCUSION

En el presente trabajo, se evalu6 la accion promotora del crecimiento vegetal de la
cepa AF23 bajo condiciones de salinidad. Esta bacteria fue identificada previamente
y sus mecanismos de biocontrol in vitro hacia fitopatogenos fueron analizados
(Valencia-Marin, 2021). Dado que AF23 fue aislada de un ambiente no convencional
(suelos afectados por incendios subterraneos) y existen reportes de bacterias que
promueven el crecimiento vegetal de forma exitosa, cuyas fuentes de aislamiento
son extremas también (Bokhari et al., 2019; Jamali et al., 2019; Pranaw et al., 2020),

se decidio evaluar el efecto de AF23 in vitro y a nivel planta.

En un estudio previo, la cepa AF23 se identific6 como Bacillus halotolerans a través
de los analisis de identidad de nuclettidos promedio (ANI), calculadora de distancia
de genoma a genoma (GGDC) y una filogenia con base en la secuencia del gen
rARN 16s, obteniendo 98.9%, 97.92% y 100%, respectivamente (Valencia-Marin,
2021). Con la identificacion de la bacteria a nivel especie, la primera suposicién fue
gue se trataba de una bacteria tolerante a la sal, asi que se evaluo el crecimiento a
diferentes concentraciones de NaCl (25, 50, 100, 200, 500 y 1000 mM) en distintos
intervalos de tiempo. El crecimiento de AF23 a 500 y 1000 mM durante las primeras
24 h se dio de forma lenta; sin embargo, a las 36 y 48 h se observé un mayor
crecimiento respecto a la concentracion de 0 mM, lo que indico que esta cepa tiene
la capacidad de crecer en condiciones de alta salinidad.

Al comparar el crecimiento de AF23 con el de la cepa B. subtilis 168 en
experimentos de halotolerancia, el crecimiento de B. subtilis 168 fue minimo (datos
no mostrados), tal como fue reportado previamente (bajo condiciones de estrés por
NaCl) (Rath et al., 2020). Mientras que el crecimiento de AF23 esta dentro del rango
de NaCl designado para microorganismos denominados halotolerantes (Merino et
al., 2019; Reang et al., 2022).
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Uno de los mecanismos de promocion del crecimiento vegetal es la facilitacion de
nutrientes como el hierro a través de la produccion de sideréforos (Khan et al.,
2019). AF23 produce sideroforos en condiciones salinas, siendo 200 mM la
concentracion mas alta de NaCl evaluada. Existen reportes de cepas de Bacillus
que también producen sideroforos en salinidad, por ejemplo, B. aryabhattai MS3,
una cepa tolerante a la sal que produce sideréforos a 100 y 200 mM (Sultana et al.,
2021). La produccion de compuestos quelantes de hierro por parte de AF23 puede
explicarse desde el punto de vista gendmico, ya que cuenta con grupos de genes
con 100% de similitud a aquellos que codifican al sideréforo bacillibactina, algunos
genes que forman parte de este grupo son: besA y dhbC, este ultimo codifica a una
isocorismato sintasa (Tabla 7), estos genes se han encontrado en otras especies
como B. megaterium STB1 (Nascimento et al., 2020). La produccion de sideréforos
al ser un mecanismo dual para promover el crecimiento vegetal, no solo facilita la
toma de hierro, sino que también limita el crecimiento de patégenos de plantas (Di
Francesco y Baraldi, 2021). La produccion de bacillibactina por parte de AF23 puede
asociarse a su capacidad para antagonizar patogenos fungicos, ya que este tipo de
sideroforo ha sido relacionado con actividad de biocontrol (Dimopoulou et al., 2021).

En los ensayos in vitro, AF23 produjo AIA en todas las concentraciones evaluadas
(25, 50, 100 y 200 mM), con una ligera disminucion a 200 mM. La sintesis de AlA
por parte de PGPB es un rasgo destacado en situaciones de estrés causado por la
salinidad. B. halotolerans AF23 posee genes involucrados en la sintesis de AIA
(Tabla 8). La mayoria de los aspectos del crecimiento de las plantas como division
celular, el alargamiento, el desarrollo de frutos y la estimulacién de la formacién de
pelos radiculares, pueden ser regulados por el AlA; esta fitohormona puede
aumentar la longitud de la raiz primaria y el numero de de raices laterales, lo que
se relaciona positivamente con la absorcion de agua y nutrientes por parte de las
plantas (Luo et al., 2022).

Asimismo, en los experimentos in vitro se observd que AF23 produce proteasas en

condiciones salinas con una disminucidon en 200 mM en comparacion a las
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condiciones sin sal. Esta actividad no solo se ha reportado en B. halotolerans, por
ejemplo, Na y colaboradores (2022), informaron que la cepa DMBO06 de B.

velezensis produce proteasas bajo salinidad.

Las PGPB pueden reducir el estrés salino en plantas al proporcionar nutrientes
como el fosforo (Gao et al., 2022). AF23 solubilizé fosfato y se observa un
incremento en el halo de solubilizacion en las concentraciones de 25, 50 y 100 mM
de NaCl, respecto a 0 mM. Una manera de comprender esta actividad es a través
del analisis gendmico realizado, ya que AF23 contiene varios genes implicados en
este mecanismo (Tabla 6). Los resultados en la solubilizacion de fosfato con AF23
difieren de los obtenidos con la cepa halotolerante B. pumilus JPVS1, ya que esta
ultima cepa, a medida que aumenta la concentracion de sal, disminuye la
solubilizacion de fosfato; no obstante, JPVS1 mostré una mejora significativa en los
atributos de crecimiento de las plantas de arroz bajo estrés por sal (Kumar et al.,
2021).

Los resultados positivos en los experimentos de promocion del crecimiento vegetal
in vitro fueron un punto de partida para evaluar la cepa AF23 en plantas de tomate,
bajo diferentes condiciones: 1) estrés salino (200 mM); 2) infeccion con Fol y; 3)
estrés salino (100 mM) e infeccidn con Fol. La primera concentracion de NaCl
evaluada en las plantas (200 mM), fue designada al tomar en cuenta dos aspectos;
el primero fue que el crecimiento de la cepa AF23 se dio de forma éptima y el
segundo fue de acuerdo a informes publicados previamente (Abdelshafy Mohamad
et al., 2020; Sultana et al., 2021). La segunda concentracion de salinidad evaluada
en las plantas infectadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici (raza 1), se asigné
conforme al crecimiento optimo del patdgeno en estas condiciones de NaCl (100
mM).

En los experimentos en plantas, se decidié evaluar de forma individual y en

consorcio el efecto de la inoculacion de B. velezensis AF12 y B. halotolerans AF23
en tomate bajo estrés de tipo bidtico y abiotico, debido a los antecedentes previos
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del grupo de trabajo (Chavez-Avila, 2021; Valencia-Marin, 2021); y de igual manera,
los reportes publicados en los que estas especies promovieron el crecimiento de
plantas como el tomate y mostraron actividad antagénica hacia hongos
fitopatdgenos como F. oxysporum (Dong et al., 2023; Huang et al., 2022; Rabbee et
al., 2023; Tsalgatidou et al., 2023).

La salinidad tuvo un efecto negativo en el contenido de clorofila en las plantas de
tomate (Figura 7a). AF12 (datos no mostrados) y AF23 tienen la capacidad de
producir sideréforos, asi consiguen convertir el hierro a una forma asimilable, esta
habilidad puede relacionarse con el incremento del contenido de clorofila en plantas
de tomate, ya que el Fe desempefia una funcion importante en la biosintesis de
clorofila (Sultana et al., 2021).

La inoculacion de AF12 y AF23, individualmente o en consorcio tuvo mejoras
significativas en las plantas de tomate afectadas por sal (200 mM); el peso seco de
la parte aérea incremento respecto a las plantas control en un 50 al 69% (Figura
7d), lo cual se vio reflejado en la biomasa total con incrementos del 38 al 53%
(Figura 7h). En las plantas sin NaCl, no existieron variaciones sustanciales entre
tratamientos a excepcidén del peso seco de la raiz, con la inoculacion de AF12

incrementd en un 41%, comparado con las plantas sin inocular (Figura 7g).

De manera similar, Saleem y colaboradores (2021) demostraron que el estrés salino
(200 mM de NaCl) afecta significativamente los parametros de crecimiento
vegetativo de las plantas de algodon, como el porcentaje de germinacion, la longitud
de las raices, los brotes y el peso seco en comparacion con la condicién no salina.
La inoculacién de las plantas con Bacillus spp. incrementaron (en menor medida a
comparacion de los resultados de este proyecto) la longitud de las raices, la longitud
de la parte aérea y el contenido de clorofila en un 31, 29 y 34%, respectivamente,
aunado a lo anterior, disminuyo la absorcion de Na+ (58%) del suelo en las plantas

bajo estrés salino en comparacion con el control.
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Es interesante que los cambios mas notables a través de la inoculacién de las cepas
se dieron en condiciones salinas, lo que probablemente esté relacionado a un
aspecto gendmico, ya que, en condiciones no salinas, los demas incrementos con
la inoculacién o coinoculacion de las cepas fueron de forma sutil. Diferentes autores
han reportado resultados similares, por ejemplo, la inoculacion de la cepa
halotolerante B. licheniformis NJO4 en plantas de tomate (S. lycopersicum) sin
estrés por sal, mostré un aumento en la longitud de la raiz (16.29%) y la longitud de
la parte aérea (9.66%) en comparacién con las plantas de control (James et al.,
2023).

El tomate es un componente vital de la alimentacién diaria y la salinidad no es el
unico factor que afecta a este cultivo. La marchitez del tomate es una de las
principales enfermedades causada por F. oxysporum f. sp. lycopersici, la
enfermedad se identifica morfolégicamente por plantas marchitas que tienen hojas

de color amarillo con un rendimiento minimo o nulo (Srinivas et al., 2019).

Una caracteristica de las especies pertenecientes al género Bacillus es su actividad
de biocontrol. La cepa endofitica B. halotolerans Cal..30 aislada de la planta
medicinal Calendula officinalis, redujo significativamente el indice de gravedad y la
incidencia de la enfermedad en frutos de uva y tomate Cherry inoculados con B.
cinerea. Sumado a eso, mostré antagonismo in vitro hacia B. cinerea, Rhizoctonia
solani 'y F. oxysporum f.sp. lycopersici (Tsalgatidou et al., 2022). B. velezensis AP-
3 redujo la severidad del marchitamiento por Fusarium en tomate en un 50% en

comparacion con el control (Medeiros y Bettiol, 2021).

En el presente estudio se evaluo el efecto de la inoculacion de B. velezensis AF12
y B. halotolerans AF23 en el biocontrol de F. oxysporum en condiciones de
invernadero. Después de 60 dias, el contenido de clorofila disminuyé en plantas
infectadas por Fusarium (Figura 9a), no se observaron cambios significativos en la
longitud de la parte aérea, raiz y en el peso seco de la raiz. Sin embargo, el peso
seco de la parte aérea incrementé con la inoculacion de AF12 en un 40%, seguido
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de AF23 con un 37% (Figura 9c). De igual forma, la biomasa total aument6 de
manera significativa en un 34 y 28%, con la inoculacion de AF12 y AF23,

respectivamente (Figura 9h).

Algunas bacterias pueden no mostrar caracteristicas que promueven el crecimiento
de las plantas in vitro como el caso de B. safensis LBM4 o incluso a nivel planta
presentar incrementos en los parametros de forma sutil (Patani et al., 2023), tal
como sucede con AF23 en el ensayo de biocontrol con F. oxysporum, en contraste
con AF12.

De manera natural estrés bidtico y abidtico pueden existir de forma simultanea en
las plantas, en este trabajo se evaluo el efecto de la inoculacion de AF12 y AF23 en
plantas de tomate infectadas por F. oxysporum f. sp. lycopersici raza 1 en
condiciones de salinidad. Todas las plantas estuvieron expuestas a 100 mM de
NaCl.

La infeccidn por Fusarium en salinidad no solo afecta a plantas de tomate, se ha
documentado que el estrés salino altera el comportamiento del patogeno Fusarium,
una alta concentracion de NaCl tuvo una influencia negativa en la germinacion y el
crecimiento de las semillas de garbanzo, mientras que influyé positivamente en el
crecimiento del micelio y la esporulacion en Fusarium oxysporum f. sp. ciceris
(Maharshi et al., 2021).

En este trabajo, se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las
plantas unicamente expuestas a estrés salino (100 mM), con incrementos en el peso
fresco y seco de la parte aérea y raiz, la longitud de la raiz y la biomasa total. Tan
solo el peso fresco de la parte aérea incrementd en un 14% con la inoculacién del
consorcio bacteriano en presencia del patégeno, respecto a las plantas control
(Figura 13). Un resultado destacable fue, que bajo condiciones salinas, AF23
aumento el peso seco de la parte aérea en un 39% y el consorcio de ambas cepas
en un 31%, comparado con las plantas control (Figura 13c). Algo similar ocurrié con
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la biomasa total, que incrementd en un 32% con la inoculacion de AF23 (condiciones

con NaCl sin Fusarium).

Medeiros y Bettiol (2021), seleccionaron cepas halotolerantes de Bacillus que
produjeron sideroforos, AlA, solubilizaron fosfato y con actividad de catalasa en
presencia de 100 mM de NaCl. Al igual que en el presente estudio, el estrés salino
redujo el crecimiento de las plantas; sin embargo, la inoculacién con Bacillus spp.
aumentd la altura total de la planta y el peso seco de la raiz y parte aérea, lo que
concuerda con los resultados obtenidos en los ensayos de inoculacion de plantas
de tomate bajo la misma concentracion de sal (100 mM).

Aunque las plantas tratadas con AF12 y AF23 e infectadas con F. oxysporum en
condiciones salinas, no tuvieron cambios notables respecto a las plantas control, un
resultado relevante fue que la inoculacion de las cepas redujo el porcentaje de
plantas infectadas. Con B. velezensis AF12, B. halotolerans AF23 y ambas cepas
en consorcio, el porcentaje de plantas infectadas fue del 40, 80 y 20%,
respectivamente (Figura 13h). Este fendmeno también ha sido encontrado por otros
autores, B. sonorensis EGY05, B. tequilensis EGY21 y B. mojavensis EGY25
promovieron significativamente el crecimiento de las plantas de tomate en
condiciones salinas bajo varias concentraciones de NaCl (50-200 mM), en
comparacion con los controles no inoculados. Asimismo, se seleccionaron estas
cepas basandose en su actividad antagonica in vitro de F. oxysporum para
experimentos en macetas bajo estrés salino. Después de 8 semanas en condiciones
de invernadero, se encontré que todas las cepas redujeron el indice de gravedad
de la enfermedad de las plantas de tomate en las concentraciones de sal probadas
(Abdelshafy Mohamad et al., 2020).

Este proyecto se centra en el estudio de B. halotolerans AF23, sus mecanismos de

promocién del crecimiento vegetal in vitro, su interaccion a nivel planta con otras

PGPB, en particular con B. velezensis AF12 y finalmente, el estudio de la base
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genomica de las caracteristicas fenotipicas, como la tolerancia a la sal y la
capacidad para estimular el crecimiento de las plantas.

Diversas investigaciones respaldan el potencial de cepas como B. velezensis AF12
para mejorar el crecimiento de las plantas, desde el estudio de genomas completos
y la busqueda y expresion de genes involucrados en mecanismos de promocion del
crecimiento vegetal (Chen et al., 2018; Mullins et al., 2020; Nifakos et al., 2021; Xu
et al., 2020).

En un estudio previo, la secuenciacion del genoma de AF23 se utilizo para identificar
la cepa a nivel especie. En esta investigacion se estudio el genoma completo de
AF23 y se hizo un escrutinio de genes. Los resultados revelaron que esta cepa
puede sintetizar proteinas involucradas en respuesta al estrés bidtico y abidtico y

para estimular el crecimiento de las plantas.

Se sabe que los genes presentes en el genoma de AF23 como betB, proA, proB,
gltB, opuAB, opuBC (relacionados al estrés osmotico, Tabla 3), sodA, perR, tpx,
bep, ahpC, ahpF (relacionados al estrés oxidativo, Tabla 5), previamente reportadas
en la literatura tienen un papel importante en la tolerancia al estrés abiotico
(salinidad) (Dif et al., 2021).

Ayaz y colaboradores (2022), realizaron un cribado genético y un analisis de
expresion de genes implicados en la resistencia a estrés por salinidad, se encontr6
que la expresion del gen sodA y algunos que codifican para compuestos
osmoprotectores estaban regulados al alza cuando las cepas halotolerantes
Bacillus sp. NMCN1, Bacillus sp. LLCG23 y B. velezensis FZB42 crecian en
diferentes concentraciones de salinidad, lo que indica que estas cepas tienen alto
potencial para regular el estrés oxidativo con el fin de sobrevivir bajo condiciones de
estrés salino; este mecanismo de regulacioén podria participar activamente también
en AF23.
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PerR es una proteina reguladora clave para la respuesta al estrés oxidativo, la
presencia de los genes reguladores de ROS ayuda a las cepas de Bacillus a reducir
los efectos adversos del estrés oxidativo inducido después del estrés salino (Zhao
et al., 2020).

Interesantemente, las proteinas de choque térmico (HSP) o chaperonas (algunas
incluidas en la Tabla 4) como: DnaK, DnaJ, ClpX, GroES, ademas de estar
involucradas a la resistencia al estrés por temperatura, también se ha informado
gque aumentan con el estrés osmoético. El papel principal de las chaperonas es
controlar el proceso de plegamiento y replegamiento de las proteinas afectadas por

el estrés (Zamanzadeh-Nasrabadi et al., 2023).

En la busqueda de genes, se encontré que en el genoma de AF23 estan presentes
genes implicados en la sintesis de un tipo de VOC: la acetoina (Tabla 9). En estudios
realizados con B. amyloliquefaciens la acetoina mostré notables efectos de
promocion en el crecimiento de las plantas (Luo et al., 2022).

La Tabla 10 muestra numerosos genes implicados en la quimiotaxis y motilidad a
través de la biosintesis de flagelar. La quimiotaxis es un mecanismo por el cual las
bacterias responden de manera eficiente y rapida a los cambios en la composicion
quimica de su entorno, acercandose a entornos quimicamente favorables y evitando
los desfavorables. Este comportamiento se logra integrando sefales recibidas de
receptores que detectan el entorno y modulando la direccion de rotacion flagelar en
consecuencia (Mahajan et al., 2020). Bajo condiciones de salinidad estos
mecanismos podrian ser utiles para las bacterias, junto con los descritos

anteriormente.

Enla Tabla 11 se muestran los genes que participan en el transporte y la resistencia
a metales pesados. Las cepas que contienen genes funcionales podrian ser
utilizados como estrategia de biorremediacion en suelos agricolas contaminados
con metales como el arsénico, tal es el caso de B. paralicheniformis ZAP17 y B.
altitudinis ZAP62 (Flores et al., 2022).
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También se encontraron genes implicados en la formacion y germinacion de
esporas (Tabla 12). El género Bacillus se distingue por su capacidad de adaptarse
a diversos entornos, incluyendo suelo, agua y aire, e incluso ambientes extremos
(Miljakovi¢ et al., 2020). Su habilidad para formar esporas es la clave de su
supervivencia en condiciones adversas y estresantes, como altos niveles de
salinidad (Ibarra-Villarreal et al., 2021). En términos generales, son preferidos los
bioinoculantes a base de bacterias que pertenecen al género Bacillus, debido a su
capacidad para formar esporas, ya que les confiere una mayor viabilidad a largo
plazo y una mayor vida util para su almacenamiento (Orozco-Mosqueda et al.,
2021).

El analisis gendmico funcional realizado sugiere que B. halotolerans AF23 contiene
varias caracteristicas genéticas que le permiten sobrevivir en ambientes salinos y
promover el crecimiento de las plantas bajo estas mismas circunstancias. La
deteccidn de los genes asociados a estos procesos podria servir como base para
potenciar las funciones que fomentan el crecimiento de las plantas en condiciones

de estrés salino.
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10. RESUMEN DE RESULTADOS

B. halotolerans AF23 tiene la capacidad de crecer a una concentracion de
hasta 1000 mM de NaCl y mantiene sus mecanismos de promocion del

crecimiento vegetal bajo condiciones de salinidad.

La inoculacion de B. velezensis AF12 y B. halotolerans AF23 (individual o en
consorcio) mejoro el crecimiento de plantas de tomate bajo estrés salino,
incluyendo el peso de la parte aérea y raiz, el contenido de clorofila y la
biomasa total.

En plantas de tomate infectadas con F. oxysporum, la inoculacion de AF12y
AF23 (individual o en consorcio) aumento el peso de la parte aérea, peso

fresco de la raiz, el contenido de clorofila y la biomasa total.

La inoculacibn de ambas cepas (AF12 y AF23) en plantas de tomate
infectadas con F. oxysporum bajo condiciones de salinidad, aumentaron su
peso fresco en la parte aérea; ademas de disminuir significativamente el
porcentaje de infeccion.

Se encontraron en el genoma de AF23 genes involucrados en el biocontrol,

la promocion del crecimiento vegetal y tolerancia al estrés salino.
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11. CONCLUSION

Bacillus halotolerans AF23 promueve el crecimiento vegetal y tiene actividad de
biocontrol en condiciones de salinidad.
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12. PERSPECTIVAS

Evaluar el transcriptoma de B. velezensis AF12 y B. halotolerans AF23 en

condiciones salinas.

Analizar la interaccion de B. velezensis AF12 y B. halotolerans AF23 con
Trichoderma spp. y su potencial de biocontrol y promocién del crecimiento
vegetal en condiciones normales y de salinidad.

Evaluar la acumulacién de iones Na* en las hojas de plantas de tomate en
presencia y ausencia de B. velezensis AF12 y B. halotolerans AF23.

Evaluar la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) como el

superoxido, el radical hidroxilo y el peroxido de hidrégeno en presencia y
ausencia de B. velezensis AF12 y B. halotolerans AF23.
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