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LISTA DE ABREVIATURAS

Abreviatura Descripcion
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|. RESUMEN

Tolerancia al estrés hidrico en chile chiltepin (Capsicum annuum var.
glabriusculum) por medio del uso de Bacillus spp. nativos

El chiltepin es una planta semicultivada de alto valor comercial, ademas, representa un
recurso genético valioso. Sin embargo, diversos factores como la sequia limitan su
produccién. Una alternativa sostenible es el tratamiento con Rizobacterias Promotoras de
Crecimiento Vegetal (PGPR). El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la capacidad
de Bacillus spp. aislados de suelos aridos en la promocién de crecimiento e induccién de
tolerancia a estrés hidrico en chiltepin. Para ello, se establecié un disefio completamente
al azar y se empledé la prueba de separacion de medias con Scott-Knott (a = 0.05). A partir
de muestras de suelo se aislaron once cepas de Bacillus spp., de las cuales siete fueron
identificadas como B. cereus, dos cepas mas identificadas como B. thuringiensis, una cepa
correspondiente a B. wiedmannii y una cepa a B. subtilis. Las semillas tratadas mejoraron
los pardmetros de germinacién con incrementos de 46% en la tasa de germinacién, 22%
en la velocidad media e indice de velocidad de germinacion. Ademas, aumentaron 65 y
100% los indices de vigor y de germinacion, respectivamente. En contraste, se observo
una reduccién del 6% en el tiempo medio de germinacién. En condiciones de invernadero,
las plantulas inoculadas con Bacillus spp. presentaron 10, 14, 70 y 38% mayor longitud de
raiz, diametro de tallo, peso fresco de hojas y contenido de clorofila a, respectivamente.
Todas las cepas mostraron la capacidad de solubilizar fésforo, zinc, producir amonio,
sider6foros y exopolisacaridos como mecanismos de promocion. Por otra parte, al
considerar el efecto en los parametros vegetativos y en la tasa de sobrevivencia de
plantulas, se determin6 que 30% de polietilenglicol (PEG) 6000 induce estrés hidrico en
chiltepin. Las cepas de Bacillus spp. mostraron resistencia a la sequia y viabilidad celular
hasta PEG 40%. Asi mismo, los tratamientos mejoraron hasta 68% la sobrevivencia in vitro
de las plantulas estresadas. Ademas, mitigaron los sintomas de estrés hidrico severo en
las plantulas e incrementaron 51% el contenido relativo de agua en hojas bajo condiciones
de invernadero. La cepa Bc25-7 mostr6 el mayor potencial para promover el crecimiento,
resistir el estrés hidrico e inducir tolerancia en plantulas de chiltepin mediante mecanismos
como la produccion de amonio, sideroforos, exopolisacaridos, solubilizacion de zinc y

fosforo.

Palabras clave: Chiltepin, Bacillus spp., estrés hidrico
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II. ABSTRACT

Tolerance to drought stress in chiltepin chili (Capsicum annuum var.
glabriusculum) through native Bacillus spp.

Chiltepin is a semi-cultivated high commercial value plant, in addition, it represents
a valuable genetic resource. However, several factors including drought limit its
production. A sustainable alternative is the treatment with Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria (PGPR). The present study aimed to evaluate Bacillus spp. ability,
isolated from arid soils, in growth promotion and tolerance induction to water stress
in chiltepin. Thus, a completely randomized design was established, and the Scott-
Knott media separation test (a = 0.05) was used. Eleven strains of Bacillus spp.
were isolated from soil samples, of which seven were identified as B. cereus, two
strains identified as B. thuringiensis, a strain corresponding to B. wiedmannii and a
strain to B. subtilis. Treated seeds improved the germination parameters with
increases of 46% in germination rate, 22% in mean speed and germination speed
index. In addition, vigor and germination indices increased by 65 and 100%,
respectively. In contrast, a 6% reduction in mean germination time was observed.
Under greenhouse conditions, seedlings inoculated with Bacillus spp. presented 10,
14, 70, and 38% greater root length, stem diameter, leaves fresh weight, and
chlorophyll a content, respectively. All strains showed the ability to solubilize
phosphorus, zinc, produce ammonium, siderophores, and exopolysaccharides as
promotion mechanisms. Besides, considering the effect on vegetative parameters
and seedling survival rate, it was determined that 30% of polyethylene glycol (PEG)
6000 induces water stress in chiltepin. Bacillus spp. strains showed resistance to
drought and cell viability up to PEG 40%. Likewise, treatments improved the in vitro
survival of stressed seedlings by up to 68%. In addition, strains mitigated the severe
water stress symptoms in seedlings and increased the relative water content in
leaves by 51%, under greenhouse conditions. Strain B¢c25-7 showed the greatest
potential to promote growth, resist water stress, and induce tolerance in chiltepin
seedlings through mechanisms such as ammonium production, siderophores,

exopolysaccharides, and zinc, and phosphorus solubilization.

Keywords: Chiltepin, Bacillus spp., drought stress



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

I1l. INTRODUCCION

La sequia es una de las principales limitantes para la agricultura moderna al causar
estrés severo en la fisiologia de las plantas (Del Toro y Kretzschmar, 2020;
Ahluwalia et al.,, 2021). Los efectos adversos se han intensificado como
consecuencia del cambio climético (Seleiman et al., 2021). En la ultima década las
pérdidas econdmicas globales alcanzaron los 37 mil millones de ddlares (FAO,
2021). Ademas, se proyecta que para el afio 2050 seran necesarias un millén de
hectareas adicionales para garantizar la seguridad alimentaria mientras se prevé

una reduccion del 50% en la disponibilidad de agua (Gupta et al., 2021).

Se han desarrollado distintas estrategias para soportar condiciones de estrés
hidrico en los cultivos, entre ellas el uso de nanoparticulas, acolchado,
modificaciones genéticas, aplicacion de hidrogeles, osmoprotectantes vy
antioxidantes (Seleiman et al., 2021; Ullah et al., 2019). Una alternativa sostenible
para disminuir el estrés hidrico es el tratamiento de cultivos con Rizobacterias
Promotoras de Crecimiento Vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés Plant Growth-

Promoting Rhizobacteria).

Las PGPR actian mediante distintos mecanismos de accién que se interconectan
y trabajan de forma sinérgica. Entre ellos se encuentra la produccién de
fitohormonas, produccion de sideréforos, produccion de amonio, solubilizacién de
fésforo, produccion de osmoprotectantes y regulacion de la expresion de genes
asociada a la actividad antioxidante (Rashid et al., 2021). Especies de los géneros
Azotobacter, Azospirillum, Bradyrhizobium, Curtobacterium, Enterobacter,
Gluconacetobacter, Micrococcus, Moraxella, Myroides, Paenibacillus, Pantoea,
Providencia, Pseudomonas y Bacillus han sido reportadas como PGPB e inductores
en el alivio del estrés por sequia (Chandra et al., 2021). El interés por el uso de
Bacillus spp. en la agricultura ha tomado gran relevancia, debido a que diversos
estudios demuestran su potencial en la promocion de crecimiento y bioproteccion

de cultivos ante condiciones de estrés por agentes bidticos y abioticos.

Por otra parte, Capsicum annuum var. glabrisculum, conocido de forma comun
como chiltepin, es un chile semidoméstico de importancia gastronomica y cultural,

gue recientemente ha incrementado su demanda debido a que se considera un



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

producto horticola de alto valor para el mercado, el cual paga entre $800.00 y
1200.00 pesos / kg (Caughey et al., 2020). Sin embargo, se encuentra bajo presion
antropogénica, ya que la recoleccion se realiza mediante la extraccion directa de la
planta, para la posterior obtencion del fruto (Mares y Valiente, 2019); esta
deforestacion, ha ocasionado una reduccién de la proporcion de plantas en vida
silvestre (Vazquez et al., 2020). Otro factor que afecta la produccion de chiltepin es
la baja tasa de germinacién, considerada como la principal limitante agronémica
para su domesticacion (Alcala et al., 2019). En la actualidad C. anuum var.
glabrisculum forma parte de los programas prioritarios de conservacion in situ en el
mundo (Castafieda et al., 2016). El establecimiento del chiltepin podria favorecer
su conservacion (Pérez et al., 2022), sin embargo, el norte de México presenta alta
vulnerabilidad al déficit hidrico (Ortega et al., 2018), presentando sequia prolongada
en categorias extrema y excepcional de julio 2020 a 2022 (CONAGUA, 2023). De
esta forma la sequia representa una amenaza para la repoblacién de chiltepin en
el estado Chihuahua. Una alternativa para favorecer su establecimiento es el uso
de bacterias del género Bacillus.

El estudio de la aplicacion de Bacillus spp. en distintas especies del género
Capsicum ha sido reportado por varios autores. Yasin et al. (2018) utilizaron PGPR
para evaluar la tolerancia a estrés salino en plantas de C. anuum L. y demostraron
la regulacion de procesos fisiolégicos y bioquimicos, asi como una mayor
produccién de biomasa vegetal. En un trabajo similar, se demostré el potencial de
B. amyloliquefaciens para mantener el crecimiento y robustecer las respuestas a
estrés hidrico, salino y por alta concentracién de metales pesados en plantas de C.
annuum cv. Geumsugangsan (Kazerooni et al., 2021). Existe poca evidencia del
uso de PGPR para promover el crecimiento en plantas de C. anuum var.
glabrisculum (Huerta et al., 2010; Garcia et al., 2018). Hasta donde nuestro
conocimiento llega, no existe otro estudio en donde se utilice Bacillus spp. como

mitigadores de estrés hidrico.
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IV. ANTECEDENTES

4.1 IMPORTANCIA DEL CHILE CHILTEPIN

4.1.1 Importancia y taxonomia del género Capsicum

El género Capsicum se distribuye ampliamente en el mundo, comprende un grupo
de plantas herbaceas pertenecientes a la familia de las solanaceas (Vazquez et al.,
2020). A partir de su diversidad morfoldgica y molecular se distinguen 43 especies;
de las cuales se reportan seis cultivadas: C. annuum, C. chinense, C. pubescens,
C. frutescens, C. baccatum y C. praetermissum (Osuna et al., 2023; Hernandez et
al., 2020; Zamljen et al., 2020). El género tiene su centro de origen en América
central y América del sur, no obstante, diversos estudios con isoenzimas han
demostrado que el oriente de México es el centro de diversificacion y domesticacion
de C. annuum, la especie cultivada de mayor importancia. En México, el chile es
considerado uno de los principales vegetales por su valor gastrondmico y cultural
(Vazquez et al., 2020). Se estima que ha sido parte de la alimentacién al menos por
los dltimos 6000 afios, ademas, existe evidencia de su uso desde épocas
prehispanicas en combinacién con otros cultivos como el maiz, la calabaza y el frijol
(Aguilar et al., 2021; Rosenswig, 2010). El empleo del chile en la alimentacion se
encuentra ampliamente extendido debido a su sabor, pungencia y propiedades
nutrimentales. Estudios realizados por Hernandez et al. (2020) confirmaron la
presencia de carotenoides, alcaloides, flavonoides, vitamina C, E y capsaicinoides
en C. annuum. Comunmente se consume fresco o industrializado, ademas se utiliza
con fines medicinales, en la industria farmacéutica y cosmetologica (Aguilar et al.,
2021). En la actualidad el cultivo de chile presenta importancia econémica y
alimentaria a nivel mundial. De acuerdo con el anuario estadistico de la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAOSTAT) en 2021 se registraron mas de 2 millones de hectareas cosechadas de
pimientos verdes en el mundo, ademas de 1.6 millones de hectareas de chiles y
pimientos secos, con un rendimiento promedio de 2.98 toneladas/hectarea y una
produccion total de 4,839,309 toneladas. A nivel nacional el valor total de la
produccion de chile super6 los 36,000 millones de pesos en 2022. El estado de
Chihuahua fue el principal productor, con mas de 60,000 toneladas (SIAP, 2023).
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4.1.2 Distribucion e importancia del chile chiltepin

El chile chiltepin (C. annuum var. glabrisculum) es una variedad considerada como
el ancestro silvestre de C. annuum var. annuum. Comprende especies silvestres y
semidomeésticas distribuidas en regiones de Colombia, Perd, México, sur de
Estados Unidos y centro América. En México, se distribuye desde la costa pacifico
hasta Chiapas (Ricardez et al.,, 2021; Hayano et al., 2016). De acuerdo con
Martinez et al. (2020) el centro de origen del chiltepin se remonta a dos puntos en
el pais, los municipios de Ocampo y Tehuacan en los estados de Tamaulipas y
Puebla, respectivamente. En el norte de México, el chiltepin se distribuye en los
estados de Coahuila, Nuevo Ledn, Sinaloa, Baja California, Sonora y Chihuahua
(Hayano et al., 2016). De forma comun se conoce como chiltepin, chile piquin,
amashito, pimiento de la montafia, pimiento de pajaros, entre otros (Ricardez et al.,
2021).

Su uso es principalmente alimentario y se caracteriza por la acumulacion de
capsaicinoides, que le atribuye el segundo lugar en aji mas picante en el pais
(100,000 a 200,000 SHU), después del habanero, segun la escala de Scoville
(Hayano et al., 2016). Es consumido tanto en su estado inmaduro como condimento
o fruto fresco, o bien en estado maduro formando parte de comidas tipicas, en
salmuera o escabeche (Mares y Valiente, 2019). Ademas de ser apreciado por sus
atributos nutrimentales, presenta propiedades nutraceuticas debido a su contenido
en compuestos fendlicos con capacidad antioxidante y posee relevancia cultural
significativa (Ricardez et al., 2021). Adicionalmente, es apreciado por su perfil

aromatico (Mares y Valiente, 2019).

4.1.3 Requerimientos climaticos

El chiltepin se adapta favorablemente a climas aridos y templados, tipicamente en
una altitud menor a los 1300 msnm (Vazquez et al., 2020). Sin embargo,
ocasionalmente se encuentra a altitudes superiores a los 2000 msnm. Se desarrolla

adecuadamente a temperaturas entre 15y 35 °C. No obstante, el chiltepin es una
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especie susceptible a temperaturas por debajo de los 0 °C. Crece de forma
favorable a un fotoperiodo de 14 h luz, humedad relativa entre 75 a 100% y
precipitaciones promedio entre los 300 a 1000 mm por afio. En su hébitat natural
C. anuum var. glabrisculum se asocia a especies arbustivas silvestres como
Prosopis velutina Woot y Lysiloma watsonii Rose, las cuales favorecen el
crecimiento y desarrollo mediante la formacion de un microclima bajo su dosel
(Mares y Valiente, 2019).

4.1.4 Descripcion morfologicay perfil fitoquimico del chiltepin

El chiltepin es un arbusto perenne o de hoja caduca, de habitos herbaceo a
trepador, que en su hébitat natural vive entre 5y 8 afios, con una altura promedio
de 55 cm (aunque puede superar los 150 cm), con tallos delgados y ramificados.
En general, la planta se caracteriza por presentar peciolos largos (15 a 20 mm) y
delgados, laminas foliares lanceoladas a ovaladas, de 1 a 4 cm de ancho por 2 a 6
cm de largo. Produce flores solitarias con copa y corola blancas, de 6 a 9 mm de
diametro. El caliz es delgado, de tonalidad verde, con una longitud de 2 a 3 mm. El
ovario es cénico de 2.5 mm de largo mientras que el estilo mide 4 mm. Los
estambres se componen de anteras que varian de tonalidades moradas a azuladas
y filamentos con una longitud entre 1.5 y 2.5 mm. Los frutos son bayas pequefias
(0.2 a 0.5 g), compactas, de forma ovoide a globosa, con una longitud de 8 a 10
mm. Son de coloracién verde en la etapa inmadura, tornandose naranja a purpura
y finalmente rojo en el estado maduro (Vazquez et al., 2020; Jiménez et al., 2022,
Mares y Valiente, 2019; Martinez et al., 2020). El color de fruto varia en funcién del
contenido de clorofila, carotenoides y flavonoides en las distintas etapas
fenoldgicas. La clorofila desaparece en el estado maduro mientras que el color rojo
caracteristico se atribuye a la acumulacion de licopersinas (Vazquez et al., 2020).
De forma similar, se reporta la degradacion del acido ascorbico con la senescencia
del fruto (Caughey et al., 2020). Las semillas son blancas a amarillentas, de 2.5 a
3 mm de longitud y se caracterizan por tornarse a tonalidad marrén al perder su
viabilidad (Mares y Valiente, 2019).
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El contenido fitoquimico del chiltepin incluye capsaicinoides, carotenoides,
compuestos fendlicos, flavonoides y acido ascérbico. Estos compuestos son
responsables de las caracteristicas sensoriales del fruto, ademas de considerarse
como componentes bioactivos con potencial antioxidante. El perfil fitoquimico del
fruto esta asociado al lugar y temporada de cosecha, exposicion a la radiacion UV,
modificaciones genéticas en la semilla, disponibilidad de agua y otras condiciones
ambientales. Un ejemplo es el incremento en la acumulacion de capsaicinoides en
funcion de la temperatura (Vazquez et al., 2020). Los capsaicinoides son
metabolitos secundarios, del tipo alcaloide, cuya sintesis se origina en la testa de
la semilla. La capsaicina y dihidrocapsaicina constituyen el 90% de los
capsaicinoides encontrados en la semilla de chile. Sin embargo, se conocen otros
compuestos dentro de este grupo como la nordihidrocapsaicina, homocapsaicina y
homodihidrocapsaicina (Martinez et al., 2020). En general, se ha observado que los
capsaicinoides en el fruto se encuentran en un rango entre 16y 31.84 mg Caps gL
Por otra parte, los carotenoides, son un grupo de compuestos entre los que
destacan la capsantina y capsorubina, moléculas bioactivas que contribuyen en la
coloracién del fruto, uno de los atributos de calidad mas reconocidos en el chiltepin.
Ademas, son apreciados por su potencial expectorante, descongestionante y

fungicida (Vazquez et al., 2020).

4.1.6 Variabilidad genética del chiltepin

El chile chiltepin se caracteriza por presentar una alta variabilidad genética y
fenotipica que se observa en el comportamiento germinativo de las semillas, en la
morfologia de la planta, en las caracteristicas del fruto (color, forma, tamafio, sabor,
contenido fitoquimico) y en la susceptibilidad ante patégenos (Mares y Valiente,
2019; Hayano et al.,, 2016). Las condiciones ambientales como la tasa de
precipitacion, tipo de suelo, condiciones de temperatura, humedad e intensidad
luminica acenttan la plasticidad fenotipica (Martinez et al., 2020; Mares y Valiente,
2019; Ricardez et al., 2021). Esta variabilidad se traduce en una alta adaptabilidad
a condiciones ambientales diversas. Ademas, el chiltepin es genéticamente

compatible con las especies domesticadas de Capsicum, por lo cual se considera
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un valioso reservorio de genes primarios para aumentar la resistencia a
fitopatdgenos, plagas y condiciones ambientales desfavorables, asi como para
mejorar la productividad y rendimiento en pimientos de interés agronémico (Murillo
et al., 2015; Alcald et al., 2019). Por ejemplo, Osuna et al. (2023) observaron la
variabilidad de la respuesta a condiciones de estrés salino y su efecto en la

adaptabilidad del chiltepin, atribuida a la base genética.

4.1.7 Propagacion del chiltepin

La diseminacién del chiltepin se da a través del tracto digestivo de aves que
consumen el fruto y posteriormente liberan la semilla (Vazquez et al., 2020).
Algunas de las especies que contribuyen en la dispersion son Pitangus sulfuratus
Linnaeus, Mimus polyglottos Linnaeus y Toxostoma curvirostre Swainson. En
algunos estudios se ha reportado que la capsaicina actiia como intermediario en la
diseminacioén, ya que tiene efecto en la retencion de la semilla en el tracto digestivo
de las aves. Esto se asocia con la distancia de dispersién. No obstante, esta
especie se ha propagado también de forma asexual mediante técnicas de
propagacion in vitro, enraizamiento de esquejes y formacion de acodos aéreos, con
ventajas como la reduccién en el tiempo de obtencién de las plantas y la eliminacién

de la segregacion genética (Mares y Valiente, 2019).

4.1.8 Plagas y enfermedades

De acuerdo con la literatura, las plagas mas comunes del chiltepin son el picudo
del pimiento (Anthonomus eugenii), acaros (Tetranychus urticae), escarabajos de
mayo (Phyllophaga spp. y Anomala spp.), mosca minadora serpentina americana
(Liriomyza trifolii), mosca blanca (Bemisia tabaci), piojo harinoso (Planococcus sp.)
y afidos de las especies Myzus persicae y Aphis gossypii (Caughey et al., 2020;
Mares y Valiente, 2019). Las enfermedades mas severas son causadas por
Fusarium spp., Rhizoctonia y Phytophthora capsici. También destacan las

enfermedades viricas ocasionadas por el virus del mosaico amarillo del chiltepin, el
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virus del mosaico dorado del chile (PepGMV) y el virus de la nervadura amarilla del
chile huasteco (PHV). Afortunadamente, el chiltepin ha mostrado resistencia a
géneros como Tobamovirus, Potyviridae, Geminiviridae y endornavirus del pimiento
morrén (BPEV) (Mares y Valiente, 2019). Otros ecotipos han mostrado alta
resistencia al PHV (Martinez et al., 2020). Estos resultados confirman su potencial

como recurso genético (Mares y Valiente, 2019).

4.1.9 Domesticacion y cultivo del chiltepin

Recientemente el interés en la produccién de chile chiltepin se ha incrementado a
causa de la alta demanda del fruto que, ademas, se considera un producto premium
por el mercado, el cual paga hasta $1,500.00 pesos/kg. Adicionalmente, se ha
reportado su uso potencial en la elaboracion de productos artesanales con valor
agregado en comunidades de importancia turistica (Cosio, 2021). De acuerdo con
el anuario estadistico de la produccion agricola (SIAP) para el afio 2022, el estado
de Sonora fue el tnico productor de chile chiltepin verde reportado a nivel nacional,
con una superficie cosechada de 20 hectareas, rendimiento promedio de 0.78
toneladas/hectarea, una produccion de 15.60 toneladas y un valor total de
produccion de mas de 6 millones de pesos. Las estadisticas de la produccién en el
estado de Chihuahua no se presentan debido a que no existen datos oficiales
registrados (SIAP, 2023).

Se considera un cultivo silvestre o semidomesticado ya que se ha establecido en
superficies menores a una hectarea, bajo sistemas de produccion agroforestales,
en asociacién con otros cultivos principales y en pequefios invernaderos como
monocultivo semidomeéstico con comportamiento anual. El sombrado parcial (35%)
ha mostrado ser el mejor sistema de produccion de chiltepin en términos del
rendimiento del fruto. Ademas, disminuye ciertos desordenes fisioldégicos
incluyendo dafios por viento, altas temperaturas, quemaduras de sol, presencia de
pajaros, insectos y enfermedades. La fenologia de C. annuum var. glabrisculum
bajo condiciones controladas se observa en la Figura 1. Entre las practicas de
cultivo reportadas se incluye la aplicacion de microrrizas (Glomus intraradices y

Glomus fasciculatum) y el tratamiento del cultivo con vermicomposta (Pontoscolex
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corethrurus) (Mares y Valiente, 2019). Del mismo modo, la poda ha sido
recomendada en el desarrollo de plantas silvestres como practica para mejorar la

floracion y fructificacion.

DESARROLLO VEGETATIVO OBTENCION
HASTA FLORACION DEL FRUTO
60-70 dias 30 dias
DESARROLLO DE %
LA PLANTULA \
GERMINACION : v % ( ’ 1.,
; 60-90 dias § P g
7-28 dias ) bl l ‘
: WS (R (N ‘

SIEMBRA
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BROTE
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PLANTA y
FLORACION  FRUCTIFICACION

Figura 1. Desarrollo fenoldgico del chile chiltepin bajo condiciones controladas (Basado en Mares y
Valiente, 2019).

4.1.10 Limitantes en la produccion del chile chiltepin

La Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 establece las practicas de
manejo adecuadas para la cosecha del fruto, sin embargo, la literatura reporta que
el chile chiltepin se encuentra bajo presion antropogénica ya que la recoleccion se
realiza mediante extraccion directa de la planta silvestre para la posterior obtencion
del fruto, esta deforestacién ha ocasionado una reduccién de la proporcion de
plantas en vida silvestre (Caughey et al., 2020; Vazquez et al., 2020). Adicional a
la presion antropogénica, existen otros factores que afectan la produccion de
chiltepin silvestre como cambios en el manejo y contaminacion del suelo (Jiménez
et al.,, 2022). En la actualidad C. annuum var. glabrisculum forma parte de los
programas prioritarios de conservacion in situ en el mundo dentro de los programas
de uso, manejo y conservacion de recursos fitogenéticos (Castafieda et al., 2016).
De acuerdo con diversos autores el establecimiento del chiltepin en sistemas de
monocultivo podria favorecer su conservacion (Pérez et al. 2022; Riordan y

Nabhan, 2019). A pesar del interés en la produccién de chiltepin, el cultivo también
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se ha visto limitado por la escasa informacion fisioldgica y ambiental, susceptibilidad
a patogenos, baja tasa de germinacion, alta variabilidad y bajos rendimientos

observados (Ricardez et al., 2021).

4.2 LA SEQUIA Y SUS IMPLICACIONES EN LA AGRICULTURA

El sector agricola enfrenta diversos factores que limitan la produccion y reducen el
rendimiento de los cultivos. Estos agentes limitantes pueden ser estresores de tipo
biético, como patégenos y plagas, o de tipo abidtico. Una planta se encuentra bajo
condicion de estrés abidtico cuando se presenta una disfunciébn causada por
cualquier factor del entorno que ocasiona efectos adversos en el funcionamiento
normal del sistema (Benaissa y Djebbar, 2022). Los principales factores abi6ticos
que limitan la produccion son el estrés hidrico, salino, térmico y contaminacion por
metales pesados. Debido al efecto invernadero, en los ultimos 30 afios se ha
mostrado un incremento en la intensidad y frecuencia de eventos climaticos
extremos alrededor del mundo, incluyendo alteraciones en los patrones de lluvia y
temperatura (del Toro y Kretzschmar, 2020). Como consecuencia del incremento
en la demanda de evaporacion atmosférica se ha observado un aumento en
eventos hidrolégicos como la sequia (Vicente et al., 2019). Adicionalmente, el
calentamiento global causa una aceleracién de la tasa de evapotranspiracion que
conduce a la reduccion de la humedad del suelo en menor tiempo, incrementando
la intensidad del déficit hidrico (Garcia et al., 2022). Ademas, en los ultimos 50 afios
el contenido de agua subterranea en el planeta se ha reducido en un 50%. Otra
causa importante de la sequia son las aberraciones en la circulacion de la
atmésfera que conduce la humedad de los océanos del mundo a los continentes,
para su depdsito en glaciares, acuiferos y lagos, mientras que el resto de la
humedad fluye a través de suelos, plantas y rios (Ault, 2020). Vicente et al. (2019)
definen la sequia como un “fenédmeno climatico caracterizado por una anomalia en
la disponibilidad de agua con respecto a la climatologia a largo plazo”. Este
fendbmeno complejo afecta los ecosistemas y las actividades humanas en una
region y periodo especificos y la gravedad depende de caracteristicas como la
duracion, severidad, frecuencia y magnitud. En un estudio se determin6é que de

1860 a 1980 alrededor del 10% de la superficie global estuvo afectada por este
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fendmeno; a partir de 1980 comenzd un incremento en los episodios de sequia que
se intensificd significativamente después del afio 2010 (Vicente et al., 2019). Se
estima que para el afio 2050 la mitad de la extension mundial presentara sequias,
principalmente en las regiones aridas del planeta. De forma similar, Hatfield y Dold
(2019) proyectaron que, de mantenerse el incremento en las emisiones de COg, la
temperatura global incrementara entre 2.6 y 4.8 °C durante el siglo XXI. Como
resultado del incremento en la temperatura se espera también un aumento en la

tasa de evaporacion superficial y una variacion significativa en la precipitacion.

La sequia tiene implicaciones significativas en la biodiversidad, en los ciclos
biogeoquimicos, en el almacenamiento de nutrientes, calidad del aire y agua dulce,
asi como en los procesos de desertificacion y degradacion de suelos. De acuerdo
con la literatura, una reduccion de la humedad del suelo provoca una disminucion
significativa de la poblacion microbiana encargada de la degradacion de materia
organica, afectando de este modo el intercambio de carbono entre el suelo y la
atmosfera. Del mismo modo, se reporta una reduccion en la emision de NO y N2O
y en la mineralizacion del nitrégeno en suelos afectados por la sequia. La
disminucion de la humedad en suelo incrementa a su vez la concentracion de
particulas de polvo y de contaminantes como el ozono troposférico reduciendo la
calidad del aire. Ademas, existe una compleja correlacion entre eventos
hidrolégicos extremos y fendmenos como incendios forestales. De forma similar, la
sequia causa una disminucion de la proporcion y calidad de agua dulce en el mundo
debido al incremento en la salinidad, disminucion de la proporcion de oxigeno
disuelto, incremento de la temperatura y concentracion de contaminantes en el
agua. Del mismo modo, se ha observado un incremento en el tiempo de residencia
causado por la disminucion del flujo hidrico en los rios. Esto genera un mayor riesgo
de formacion de algas. La sequia tiene efectos adversos en la biodiversidad y vida
silvestre al ocasionar una reduccion en la disponibilidad de alimento y agua para
consumo, provocando incrementos en la migracion, incidencia de enfermedades,
mortalidad e, incluso, extincion de especies. Por fortuna, los efectos provocados
por la sequia, incluso por sequia severa son, generalmente, transitorios hasta que

se recupera el nivel normal de humedad (Vicente et al., 2019).

De acuerdo con el indice de aridez, propuesto por la FAO, mas de la mitad de la

superficie nacional se clasifica como regiones aridas y semiaridas, particularmente
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en el centro y norte del pais (IPCC, 2019). Un estudio realizado por Ortega et al.
(2018) reporto6 que el 52.2% del territorio nacional presenta vulnerabilidad al déficit
hidrico en categorias alta a muy alta. Los estados méas afectados se ubican en el
norte y Altiplano Mexicano debido a la geomorfologia de la Tierra. Las cordilleras
Sierra Madre Oriental y Sierra Madre Occidental actian como barreras topograficas
del vapor de agua. Adicionalmente, el sistema de alta presion subtropical ubicado
entre las latitudes 15 a 30 °N y el limitado acercamiento a la zona de convergencia
intertropical provocan que las regiones del norte del pais presenten climas secos
(Escalante y Nufiez, 2017). Los episodios de sequia extrema registradas en el norte
de México corresponden a los periodos 1953 a 1957, 1972 a 1979, 1985 a 1988,
1996 a 2003, 2010 a 2012 (Llanes et al., 2018; Escalante y Nufiez, 2017). En los
afos 2011 y 2012 se present6 el déficit hidrico mas severo en los Ultimos 70 afios
afectando al 80% del territorio nacional (Ortega et al., 2018). De acuerdo con lo
reportado por Escalante y Nufiez (2017), el norte y noroeste de México se enfrenta
a una sequia cada 4.0 afios, con una permanencia de 2.2 afios. Chihuahua es el
estado que presenta los mayores efectos adversos a causa de eventos hidrol6gicos
extremos en el pais (Ortega et al., 2018). A partir de la segunda mitad del siglo
pasado se ha registrado un decremento significativo en la precipitacién dentro del
territorio estatal, causado por una sequia que se intensificé en la década de 1990,
especialmente en el suroeste de Chihuahua (Cerano, 2009). De acuerdo con el
Monitor de Sequia en México, hasta julio de 2023, Chihuahua fue uno de los
estados mas afectados. El 99.2% de la superficie presentd algin grado de sequia,
ademas de registrarse en categorias de moderada y alta intensidad (Figura 2). La
cobertura de sequia severa clasificada dentro de la categoria D2 cubri6 el 13.4%
de la superficie estatal correspondiente a 20 municipios (CONAGUA, 2023).
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Figura 2. Monitor de Sequia en México al 31 de julio de 2023. Obtenido del Servicio Meteorolégico
Nacional-CONAGUA, 2023.

En el area agricola, la sequia se define como la reduccion en la disponibilidad del
recurso hidrico en la rizésfera de las plantas, convirtiéndose en uno de los
principales retos para la agricultura moderna (del Toro y Kretzschmar, 2020). Se
estima que las pérdidas econémicas globales en la produccion de cultivos a causa
de la sequia en los dltimos 10 afios rondan los $30 billones de délares. Ademas, se
proyecta que para el afio 2050 serdn necesarias un millén de hectareas adicionales
para garantizar la seguridad alimentaria a causa del acelerado crecimiento
demografico (Gupta et al., 2020). Estas proyecciones exigen eficientizar el uso del
agua en la agricultura. Otro aspecto de importancia es que en la actualidad mas del
70% del agua dulce disponible se emplea en la agricultura (Martignago et al., 2020).
Ademas, solamente el 31% de la superficie nacional dedicada a la produccién
corresponde a regadio, mientras que el 69% es agricultura de temporal. Los
eventos de sequia afectan principalmente a los cultivos de temporal (Escalante y
Nuiez, 2017).
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4.3 ESTRES HIDRICO EN EL CHILE CHILTEPIN

Cuando la tasa de transpiracion es mayor que el contenido de agua absorbida se
presenta el déficit hidrico en las plantas (Martignago et al., 2020). El estrés afecta
inicialmente la funcién estomatica (regulada por factores como la densidad, tamafio
y modulacion de apertura) y con ello el intercambio de gases, conduciendo a la
sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés
Reactive Oxygen Species) y al desarrollo de estrés oxidativo. A causa del cierre
estomatico se produce una acumulacién de iones de calcio intracelular;
comunmente el inositol trifosfato (IP3) induce la liberacion del Ca?* almacenado en
el reticulo endoplasmatico mientras que iones de potasio son expulsados hacia el
medio extracelular (Yang et al., 2021). Esto ocasiona un incremento de la salinidad
y de la presién osmética (Martignago et al., 2020). Los cambios en la presion de
turgencia actian como percepcién celular de la condicion de estrés, a partir de los
cuales, se desencadena el proceso de transduccion de sefiales. Hormonas
vegetales, ROS, IP3, &cido fosfatidico y Ca?* actian cominmente como segundos

mensajeros.

El principal indicador del déficit hidrico en las plantas es la apariencia de las hojas.
Por ejemplo, el deterioro en el proceso de mitosis y la reduccion de la expansion
celular, provocan una observable disminucion en altura y area foliar en plantas
sometidas a estrés. De forma similar, se reporta un incremento en el grosor de hojas
y una aceleraciéon en el proceso de senescencia foliar, como resultado de los
cambios en la presion de turgencia y en el contenido de fotoasimilados. Ademas,
se ha observado una tendencia al enrollamiento de hojas por la pérdida de presion
en la epidermis. Estas alteraciones en la morfologia foliar afectan la tasa
fotosintética neta y el proceso de transpiracion (Yang et al., 2021). Deligoz y Gur
(2015) reportaron también la inhibicion de la division celular y del crecimiento de
tallo, mientras que otros autores han observado niveles superiores de lignina en
plantas con bajo contenido de agua. Del mismo modo, se han reportado cambios
en la arquitectura de la raiz bajo condiciones de déficit hidrico. Generalmente, hay
una elongacion y ramificacion del sistema radicular. Otros cambios morfologicos
observados son: engrosamiento de la cuticula, aumento del tejido empalizado del

mesofilo y reduccién del tejido esponjoso (Yang et al., 2021). Las condiciones de
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sequia severa provocan ademas una disminucion en la concentracion y en la
actividad de enzimas como la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa (RuBisCo). Del
mismo modo, la fotosintesis se afecta con la destruccion estructural de las
membranas tilacoidales en donde se llevan a cabo procesos como la absorcion y
transformacion de la energia luminica. También se ha reportado una disminucion
significativa en el contenido de clorofila, especialmente de clorofila a (Fang y Xiong,
2015). Esta disminucion conduce a cambios en la pigmentacién de la planta hacia
tonalidades marron-amarillo. Por otra parte, el estrés hidrico aumenta la
concentracion de hormonas vegetales como el acido indol-3-acético (AlA), acido
abscisico (ABA) y etileno. Por el contrario, se observa una reduccién en el
contenido de citocininas. Finalmente, la escasez de agua altera la expresion
genética (Yang et al., 2021). Estos efectos limitan el crecimiento y la produccién
eficiente de biomasa vegetal e incluso pueden conducir a la muerte de las plantas

(Osmolovskaya et al., 2018).

El chiltepin se ve afectado en distintas etapas fenoldgicas por el déficit hidrico.
Durante la fase vegetativa se presenta una disminucion significativa de biomasa
aérea y radicular. Mientras que la concentracion de prolina y de azucares solubles
totales aumenta bajo condiciones de estrés, hay una reduccién en el contenido de
polifenoles. Por otro parte, el déficit hidrico retrasa la floracion, la primera
bifurcacién del tallo principal y la maduracion del fruto. Durante la fase reproductiva
aumenta la concentracion de prolina, mientras se mantiene el contenido relativo de
agua (RWC) y disminuye el nimero y peso de los frutos (Ricardez et al., 2021).
Martinez et al. (2020) reportaron la susceptibilidad de C. anuum var. glabrisculum
al estrés hidrico, causante de alteraciones en la conductancia estomatica y en la
tasa fotosintética en plantas sometidas a estrés durante todas las etapas de

crecimiento, afectando significativamente la productividad y rendimiento.

4.4 ESTRATEGIAS DE RESISTENCIA VEGETAL A LA SEQUIA

El estrés hidrico es considerado un evento dinamico e impredecible. No obstante,
las plantas son capaces de sobrevivir en condiciones de baja disponibilidad de agua

debido a que han desarrollado adaptaciones evolutivas a nivel morfolégico,
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anatomico y celular. La capacidad de las plantas para detectar sefiales de escasez
de agua y para desarrollar diversas estrategias de afrontamiento en respuesta se
define como resistencia a la sequia. La resistencia es considerada una
caracteristica sofisticada que involucra procesos altamente complejos y puede
presentarse a distintos niveles (Fang y Xiong, 2015). De acuerdo con la literatura,
existen cuatro estrategias distintas adaptadas por las plantas para desarrollar
resistencia a la sequia (Figura 3). La primera de ellas se conoce como escape e
implica la regulacion de los ciclos vegetativo y reproductivo en funcion de la
disponibilidad del recurso hidrico (Basu et al., 2016). La finalidad de esta estrategia
es evitar que la planta se encuentre en desarrollo al momento de enfrentar un
episodio severo de sequia (Fang y Xiong, 2015). Para ello, se acelera el proceso
de floracion y la reserva de nutrientes que, posteriormente, son usados para
mejorar el rendimiento (Zia et al., 2021). El escape a la sequia implica la integracion
de la sefalizacion de ABA y de la sefal del fotoperiodo que permite la activacion
del locus de floracién. Posterior a la percepcion foliar, la sefal es transmitida al
meristemo apical de los brotes para que ocurra la transicion floral. Los genes
involucrados en esta estrategia de resistencia son Gl, gen de fotoperiodo activado
por ABA y los factores de uniébn ABF que actian sobre el gen floral SOC1.
Comunmente, el escape se presenta en plantas anuales (Martignago et al., 2020).
La segunda estrategia de defensa es la evitacion, la cual se caracteriza por la
capacidad de las plantas para mantener un alto potencial hidrico en condiciones de
escasez de agua con la finalidad de prevenir el dafio tisular. La evitacion permite a
la planta desarrollarse y mantener los procesos fisiologicos normales mediante
adaptaciones estructurales y metabdlicas. Las adaptaciones incluyen la reduccion
en la transpiracion por el cierre estomético, la acumulacion de cera en la superficie
foliar, el enrollamiento de hojas y ajustes en la tasa de crecimiento en funcion de la
severidad del estrés. Adicionalmente, se puede enriquecer la captura de agua
mediante el desarrollo radicular y la acumulacion hidrica en 6rganos de reserva
(Fang y Xiong, 2015). La evitacion es una respuesta temporal a condiciones de
estrés moderadas, ya que evitar la deshidratacion puede tener efectos adversos en
el crecimiento y rendimiento (Martignago et al.,, 2020). Otro mecanismo de
resistencia a la sequia es la tolerancia. La tolerancia permite mantener las
actividades fisiologicas aun cuando los recursos se ven comprometidos, mediante

vias genéticas y metabdlicas complejas que incluyen la regulacibn osmébtica,

18



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

defensa antioxidante, sefializacion hormonal y regulacidon de la expresion de genes
asociados a la respuesta a estrés. Sin embargo, la tolerancia es un mecanismo de
respuesta energéticamente costoso (Zia et al., 2021). Generalmente, la estrategia
de tolerancia es activada por el acido giberélico (AGs) en respuesta a la
sefalizacion modulada por el regulador transcripcional DELLA (Martignago, et al.,
2020). El cuarto mecanismo se denomina recuperacion de la sequia y se relaciona
con la capacidad vegetal para reanudar el crecimiento y las actividades fisiologicas
tras la exposicion a estrés hidrico severo (Fang y Xiong, 2015). La tolerancia y la
recuperacion de la sequia, son mecanismos de interés para lograr mantener el

crecimiento y la produccion en plantas de interés agricola.

Los indicadores considerados para evaluar el grado de resistencia son las
caracteristicas morfolégicas, el potencial hidrico, la naturalizacién de la presion
osmdtica y la estabilidad de la membrana celular (Chandra et al., 2021). Otro
aspecto significativo de la resistencia a la sequia son las penalizaciones en el
crecimiento y rendimiento de los cultivos debido a que la capacidad vegetal de
tolerar el estrés hidrico es limitada (Martignago et al., 2020). Por otra parte, la
velocidad de respuesta es un factor determinante para la sobrevivencia de los
individuos ante condiciones desfavorables como el déficit hidrico (Takahashi et al.,
2020).
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Figura 3. Estrategias de resistencia a la sequia en plantas. Las lineas continuas indican los cuatro

tipos de resistencia vegetal al estrés hidrico (Basado en Fang y Xiong, 2015; Martignago et al.,
2020).
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Las plantas se clasifican en tres categorias en funciébn de su capacidad de
respuesta al estrés hidrico: xerofitas (individuos que crecen en regiones aridas),
mesofilas (plantas ubicadas en areas semiaridas a semihumedas) e hidrofilas
(plantas que se desarrollan en climas humedos). La mayoria de las plantas

cultivadas pertenecen al grupo de las mesdfilas (Fang y Xiong, 2015).

4.5 MECANISMOS DE RESPUESTA VEGETAL AL ESTRES

Las plantas responden al déficit hidrico con un sofisticado sistema regulador que
comprende adaptaciones estructurales, fisioldgicas y moleculares, a partir de la
transduccion de sefiales (Bandurska, 2022). La respuesta incluye la sefializacion
hidraulica, corrientes eléctricas, biosintesis y transporte de fitohormonas,
adaptacion del perfil metabdlico, péptidos moviles, calcio, ROS y ARNm (Takahashi
et al., 2020). La Figura 4 resume la interaccion entre los principales mecanismos

de respuesta a estrés hidrico.

El primer evento que desencadena el estrés por sequia es la pérdida de agua
celular en la planta (Zhao & Dai, 2015). La raiz es el 6érgano principal de captacion
de agua, por ello, la sefializacion comienza con la percepcion del estimulo en el
sistema radicular y el consecuente aumento en la sintesis de ABA. Posteriormente
la sefial es transferida a 6rganos distantes de las plantas a través del xilema a una
velocidad de hasta 1m/min (Martignago et al., 2020; Takahashi et al., 2020; Fang y
Xiong, 2015). En respuesta, los estomas se cierran parcialmente, alterando asi la
transpiracion y el metabolismo del carbono. Posteriormente, se incrementa la
produccion de osmolitos con la finalidad de mantener la presion de turgencia en la
membrana y se eleva la concentracion de enzimas protectoras contra el dafo
oxidativo. En etapas tardias de exposicién al estrés se producen respuestas de
sefalizacion especificas para la expresion genética y para la produccién de
hormonas vegetales que activan el sistema antioxidante, protegen la integridad de
la membrana, mantienen la homeostasis y previenen el dafio celular (Fang y Xiong,
2015).
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Figura 4. Interaccién entre los mecanismos de respuesta a la sequia en plantas. Las lineas
continuas indican las rutas desencadenadas tras la percepcion del déficit hidrico en la raiz hasta la
adaptacion al estrés. Lineas punteadas describen las moléculas involucradas en el proceso y los
distintos mecanismos de respuesta vegetal.

4.5.1 Adaptabilidad morfolégica

Diversos estudios han demostrado que las plantas pueden desarrollarse en
condiciones de estrés abidtico a través de adaptaciones morfologicas en 6rganos
como hojas y raices. La escasez de agua Yy, por consiguiente, la pérdida de
turgencia ocasionan enrollamiento foliar y marchitez, sintomas visibles del estrés

hidrico (Zia et al., 2021). La marchitez es un movimiento pasivo que reduce la
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pérdida excesiva de agua. Otras plantas presentan fototropismo que les permite
disponer la lamina foliar en direccion paralela a la incidencia solar reduciendo la
exposicion directa a la radiacion y, por lo tanto, la tasa de transpiracion. El
enrollamiento de hojas también mejora la condicion hidrica debido a que disminuye
la superficie foliar expuesta a la incidencia (Fang y Xiong, 2015). Otro mecanismo
de defensa de las plantas es el incremento en la produccion de cera. La cera actia
como una barrera hidrofébica de proteccion de la epidermis, ademas regula la
pérdida de agua y permeabilidad (Martignago et al., 2020). Las plantas resistentes
a la sequia presentan otras modificaciones estructurales xeromaorficas como menor
tamafo y mayor grosor de hojas, tricomas epidérmicos que reducen la transpiracion
y reflejan la luz, incremento en el grosor del tejido empalizado, estomas pequefios
y densos, haz vascular desarrollado que favorece el transporte y retencion de
nutrientes y agua y esclerénquima fortificado que actia como tejido de proteccién
(Fang y Xiong, 2015). Del mismo modo, la modificacion de la arquitectura radicular
se asocia con la resistencia a la sequia, ya que las plantas presentan la capacidad
de adaptar las caracteristicas de la raiz como longitud, grosor, densidad y
distribucion, en funcién de la humedad del suelo, proceso conocido como
hidrotropismo (Zia et al., 2021).

4.5.2 Regulacion estomaética

Los estomas son aperturas naturales ubicadas en la parte aerea de las plantas, se
encuentran rodeados de dos células protectoras especializadas que regulan el flujo
entre el medio intra y extracelular a través de cambios en la presién de turgencia
(Martignago et al., 2020). Estas estructuras tienen un papel esencial en el
intercambio de gases, garantizando la absorcion de CO: necesaria para la
fotosintesis y el proceso de transpiracién (Fang y Xiong, 2015). El cierre de estomas
es una respuesta primaria ante el estrés hidrico que disminuye la pérdida de agua
durante la transpiracion (Gupta et al., 2020). Sin embargo, también ocasiona una
disminucién en la asimilacién de carbono y puede conducir al sobrecalentamiento
de la planta (Martignago et al., 2020). Ademas, otros procesos fisiolégicos como la
fotosintesis, el crecimiento y la productividad se ven comprometidos (Gupta et al.,
2020). La regulacion estomatica depende del potencial hidrico y de la presion
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osmotica, particularmente del movimiento de iones de K* a través de los canales y
bombas transmembrana. La actividad de las proteinas de unién a GTP, proteinas
de unién al ABA, receptores de luz y receptores de acetilcolina también participan
en el cierre y apertura de estomas (Fang y Xiong, 2015). Durante el estrés hidrico
el movimiento es mediado en gran medida por la concentracion de ABA (Gupta et
al., 2020). Para ello, el péptido CLE25 se une a receptores BAM, causando un

incremento de la concentracién de ABA (Martignago et al., 2020).

4.5.3 Ajuste osmético

Uno de los principales mecanismos de tolerancia a la sequia es la osmorregulacion
(Zia et al., 2021). Se denomina ajuste osmético a la capacidad vegetal para reducir
el potencial osmaético mediante la disminucion del contenido de agua en el interior
de la célula, el aumento de solutos y la reduccién del volumen. Los objetivos de la
osmorregulacion son disminuir la energia libre de agua intracelular, mantener un
equilibrio entre el potencial hidrico en el interior y exterior de la célula y posibilitar
la absorcion de agua incluso con menor potencial hidrico extracelular (Yang et al.,
2021). La disminucién del potencial hidrico permite mantener la turgencia ain bajo
condiciones de estrés (Takahashi et al., 2020). Ademas, la osmorregulacion
mantiene la estructura y tasa fotosintética, participa en la captacion de radicales
libres, actia como amortiguador de pH, contribuye a la reduccion del estrés
oxidativo y a la estabilizacion de membranas, proteinas y enzimas (Fang y Xiong,
2015; Zia et al., 2021).

Los osmoprotectantes u osmolitos son pequefias moléculas de carga neutra, baja
toxicidad y alta capacidad de retencion hidrica que se acumulan en el citoplasma
(Ozturk et al., 2021). Estas moléculas son capaces de estabilizar la membrana a
través de interacciones hidrofilicas entre las proteinas y los lipidos que la
constituyen (Zia et al., 2021). Adicionalmente, los osmoprotectantes mantienen la
hidratacion de la capa superficial proteica y la distribucion espacial de
macromoléculas (Fang y Xiong, 2015). Los osmolitos pueden clasificarse en iones
inorganicos y solutos organicos (Ozturk et al., 2021). Los carbohidratos solubles,

aminoacidos y compuestos de amonio cuaternario pertenecen al grupo de los
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solutos organicos y se caracterizan por su bajo peso molecular y alta solubilidad
(Yyang et al.,, 2021). Algunos de los azucares solubles que actian como
osmoprotectantes son la glucosa, sacarosa, galactinol, rafinosa y trehalosa (Ozturk
et al., 2021). La importancia del metabolismo de los azucares para promover la
tolerancia a la sequia en plantas esta bien documentada; las rutas de los
carbohidratos incrementan la reserva energética y estabilizan el metabolismo
(Ozturk et al., 2021). En sustitucion de las moléculas de agua, escasas por sequia
severa, los azucares solubles forman puentes de hidrogeno con las proteinas para
mantener su conformacion y funcionalidad (Yang et al.,, 2021). Por otro lado,
destacan los compuestos de amonio cuaternario como la betaina, prolina, glicina
betaina (GB) y poliaminas. La prolina tiene multiples efectos en la mitigacion del
estrés abidtico en las plantas; primeramente, forma un esqueleto hidrofébico que
protege de la deshidratacibn y estabiliza las estructuras celulares y
macromoléculas, reduce el dafio en las membranas tilacoidales y regula las
funciones mitocondriales (Ozturk et al., 2021). Actia, ademas, como quelante de
oxigeno singlete o del radical hidroxilo disminuyendo el efecto adverso provocado
por los radicales libres e induciendo la actividad enzimatica antioxidante. También
tiene la propiedad de evitar la aglutinacion de proteinas desnaturalizadas y con ello
reduce la interferencia con las actividades fisiol6gicas normales (Yang et al., 2021).
Finalmente, ajusta el potencial redox y disminuye la acidez celular (Fang y Xiong,
2015). La biosintesis de prolina se lleva a cabo en las mitocondrias, posteriormente
es almacenada en las vacuolas y cuando se presenta un episodio de sequia es
transportada al citoplasma para aumentar la concentracién de solutos y hacer
posible la absorcién de agua (Takahashi et al., 2020; Yang et al., 2021). Bajo
condiciones de estrés, la concentracion de prolina se eleva sustancialmente (100
veces por encima de la concentracion normal) y llega a representar el 80% de la
totalidad de aminoécidos libres. No obstante, se reporta que la acumulacion de
prolina es dependiente de la etapa fenoldgica y del comportamiento celular. De
forma similar, la GB es una sustancia anfotera e hidrosoluble valiosa en la
respuesta de defensa vegetal (Ozturk et al., 2021). La importancia de la GB durante
el estrés se debe a su actividad en la proteccion de la membrana tilacoidal, en la
estabilizacion del fotosistema Il (PSlI), de las oxidasas terminales y de las enzimas

que interfieren en el ciclo dicarboxilico, contribuyendo a mantener la tasa de
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respiracion y fotosintesis (Yang et al., 2021). Otros osmoprotectantes solubles

reportados son el manitol, D inositol, sorbitol y B-alanina (Ozturk et al., 2021).

Por otra parte, los iones inorganicos como el Ca*, K*, CI'y Na* se acumulan en la
vacuola y citosol vegetal y actian como osmolitos (Zia et al., 2021). Generalmente,
los iones inorgénicos controlan el potencial osmatico en las vacuolas contribuyendo
al sostenimiento de la presion de turgencia (Fang y Xiong, 2015). Los iones que
participan en la regulacion osmaotica provienen del medio extracelular y se asocian
con las bombas de iones, tal es el caso de la bomba Na*® K* H*. Al regular la
concentracion de iones inorganicos se presentan cambios en la estructura y
funcionalidad celular. Por ejemplo, la acumulacion de iones de Na* esta
documentada en plantas xerofitas adaptadas a estrés por sequia (Yang et al.,
2021). Un aspecto importante que contribuye a la osmorregulaciéon son las
adaptaciones en los canales de iones y agua que controlan el movimiento de

nutrientes y humedad (Fang y Xiong, 2015).

La osmorregulacion es una respuesta temporal, ya que la presion de turgencia no
se puede mantener bajo condiciones prolongadas de estrés hidrico (Yang et al.,
2021).

4.5 4 Sistema antioxidante

Los radicales libres son especies quimicas activas que ejercen efectos celulares
dafiinos debido a la alta capacidad de oxidacion de moléculas (Yang et al., 2021).
Entre las ROS se encuentra el radical superéxido Oz, el radical hidroxilo OH-, el
peroxido de hidrogeno H20z2, el radical hidroxilo OH"y el radical peroxido organico
ROO'. Los radicales libres ejercen diversos efectos citotéxicos como la degradacion
de la membrana celular debido a la peroxidacion de los acidos grasos insaturados
que constituyen los fosfolipidos de la bicapa, alteracion de macromoléculas como
proteinas (mediante la fragmentacion de la cadena peptidica, oxidacion del centro
activo, alteraciones en los residuos de aminoacidos y pérdida parcial o total de
funcion), degradaciony cambios en el material genético al interactuar con las bases
nitrogenadas y con las moléculas de desoxirribosa y dafios en los canales y

proteinas de membrana que provocan incrementos en la permeabilidad de la
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membrana, fuga de iones, alteraciones en el metabolismo y muerte celular (Fang y
Xiong, 2015).

La formacion de especies reactivas de oxigeno ocurre principalmente en el
cloroplasto debido al bajo suministro de moléculas de NADP* provocado por el
bloqueo en la fijaciéon de CO2. Como resultado se incrementa la transferencia de
electrones a Oz (Yang et al., 2021). Ademas, se producen en otros compartimentos
celulares, en el apoplasto se forman por la accion de la NADPH oxidasa asociada
a la membrana celular. Los radicales Oz y H202 se producen en la cadena
respiratoria de electrones en mitocondrias, mientras que en los peroxisomas se
sintetiza H202 por accion de la enzima glicolato oxidasa durante la conversion de

glicolato a glioxalato (Zia et al., 2021).

Bajo condiciones normales la generacion y eliminacion dinamica de las ROS se
encuentra en equilibrio. Sin embargo, el estrés hidrico conduce a la acumulacion
de estos productos (Fang y Xiong, 2015). La respuesta antioxidante puede darse
mediante dos tipos de moléculas: antioxidantes de naturaleza enzimatica o no
enzimatica. Al primer grupo pertenecen enzimas como la catalasa (CAT),
superoéxido dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasa (APX) y peroxidasa (POD) (Zia
et al., 2021). La enzima metalica SOD es la primera linea de defensa del sistema
antioxidante, principalmente funciona eliminando el radical Oz" mientras produce O2
y H202. Por su parte, la APX participa en la via: acido ascorbico-glutation, en la cual
el acido ascoérbico actia como donante de electrones para producir acido
monodehidroascorbato. Otro ejemplo, son las enzimas CAT y POD, principal via de
eliminacion de H202. La CAT es un tetramero presente en los peroxisomas que se
caracteriza por presentar un grupo hemo y actuar convirtiendo H202 en Oz y H20
(Yang et al., 2021). Otras enzimas antioxidantes importantes son la glutation
reductasa, glutation peroxidasa, glutation S-transferasa, deshidroascorbato
reductasa, = monodehidroascorbato  reductasa, tiorredoxina  peroxidasa,
peroxirredoxina, polifenol oxidasa y oxidasa alternativa (Fang y Xiong, 2015).
Algunas de estas enzimas participan en la detoxificacion de ROS mediante el ciclo
del glutation en el estroma de algunos organelos o en el citosol (Zia et al., 2021).
Por otra parte, la via antioxidante no enzimatica se compone de sustancias

reductoras como el a-tocoferol (Fang y Xiong, 2015; Takahashi et al., 2020).
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Ademas, se ha reportado el potencial antioxidante del glutation, carotenoides, [3-

carotenos, flavonoides, prolina y ascorbato (Zia et al., 2021; Branduska, 2022).

4.5.5 Sintesis de proteinas

Diversos autores han reportado cambios en el proteoma de las plantas sometidas
a estrés. En general, el estrés osmético y los desbalances en la temperatura causan
una disminucion en el contenido total de proteinas atribuido a la hidrdlisis proteica,
oxidacion en los procesos de sintesis y desnaturalizacion. Sin embargo, otro grupo
de proteinas se acumula en el medio intracelular como parte de los mecanismos de
resistencia. A este grupo pertenecen las proteinas abundantes de embriogénesis
tardia (LEA), proteinas de choque térmico (HSPs), acuaporinas y osmotinas (Ozturk
et al., 2021). La sobreexpresion de proteinas como LEA y HSP incrementan la
capacidad de adhesién a moléculas de agua, participan en el secuestro de iones
durante los procesos de deshidratacion celular y mantienen la integridad y
funcionalidad de otras proteinas (Zia et al., 2021). La proteccion y estabilizacion
proteica reduce el efecto ambiental en el metabolismo intracelular (Yang et al.,
2021).

La sintesis de HSP ocurre cuando la temperatura aumenta entre 5-10°C. Estas
actian como chaperonas moleculares, promoviendo el plegamiento, unién y
degradacion de otras proteinas (Fang y Xiong, 2015). Por otro parte, LEA es una
familia proteica constituida en una alta proporcion de aminoacidos polares, cualidad
gue le confiere hiperhidrofilicidad. Generalmente, son proteinas de entre 10-30 KDa
con alta estabilidad térmica, ricas en lisina, serina y glicina. La proteina LEA no
tiene una estructura secundaria estable, en cambio presentan una a-hélice
facultativa. Son sintetizadas durante la formacion de la semilla, no obstante, la
region promotora de muchos de los genes LEA responde al incremento en la
concentracion de ABA, esto favorece la sobreexpresién bajo condiciones de estrés
(Yang et al.,, 2021). Las proteinas LEA mantienen la funcionalidad celular al
participar en la distribucion y retencion de agua intracelular, actuar como
acompafantes moleculares, unirse a iones inorganicos para evitar intoxicacion

celular por acumulacion, controlar la expresion genética y reducir la deshidratacion
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tisular (Fang y Xiong, 2015). Las deshidrinas son proteinas miembros de la familia
LEA-II, son moléculas de respuesta a estrés hidrico que participan en la regulacion
osmotica y en el mantenimiento de la estabilidad proteica mediante interacciones
hidrofilicas e hidrofébicas (Ozturk et al., 2021). Otro grupo de proteinas
sobreexpresadas durante el estrés hidrico son las acuaporinas, proteinas
intrinsecas en la membrana plasmatica y vacuola, presentes en tejidos con alto flujo
de agua, que forman canales selectivos de humedad y actian como
transportadores de agua regulando el transporte pasivo en funcion del gradiente de
presidn osmotica (Fang y Xiong, 2015). Las acuaporinas en la vacuola participan
en la regulacion de la turgencia, mientras que en la membrana facilitan el transporte
de agua transmembrana en favor del gradiente de potencial hidrico (Yang et al.,
2021). Ademas, se expresan en el tejido vascular favoreciendo el transporte a
través de tejidos (Fang y Xiong, 2015). De forma similar, las osmotinas, proteinas
de 24 KDa ricas en cisteina, protegen la integridad celular al evitar disrupciones

estructurales y metabdlicas (Ozturk et al., 2021).

4.5.6 Regulacion hormonal

El ABA es una hormona vegetal que participa en la respuesta a multiples factores
ambientales causantes de estrés abidtico (Zia et al., 2021). Su biosintesis inicia en
la raiz, posteriormente, la sefial es trasmitida a la parte area a travées de los haces
vasculares (Yang et al., 2021). La biosintesis de ABA se reproduce principalmente
en el tejido aéreo, debido a que la pérdida de turgencia activa la biosintesis y
acumulacion en hojas para la regulacién estomatica (Takahashi et al., 2020). La
sefal es detectada por las células protectoras induciendo el cierre estomatico (Yang
et al., 2021). Otra funcién del ABA es la induccion de la expresion de genes
biosintéticos para la acumulacién de aminoacidos de cadena ramificada como la
isoleucina, leucina y valina, y de azucares como la glucosa y fructosa (Takahashi
et al.,, 2020). Existe una amplia diversidad de moléculas receptoras del ABA
incluyendo quinasas, fosfatasas y proteinas con actividad ubiquitina, que
generalmente, funcionan modulando la actividad de proteinas de sefalizacion
(Yang et al., 2021). El ABA actua en condiciones de estrés bajo diafonia sinérgica

0 antagonica con otras fitohormonas. La modulacion en la arquitectura de las raices
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esta mediada por la accion del ABA, el etileno (ET) y auxinas. Ademas, el déficit
hidrico disminuye la concentracion de giberelinas (GAS) y citocininas mientras
aumenta la concentracion del &cido jasmonico (JA), ET y acido salicilico (SA). La
ausencia de citocininas también afecta la dominancia apical radicular, mientras que
el &cido indol-3-acético (AlA) y el acido giberélico (AGs) inducen la sintesis de raices
verticales y profundas (Branduska, 2022; Zia et al., 2021). Por otro lado, un estudio
realizado por Martignago et al. (2020) mostré la capacidad de los receptores de
brasinoesteroides (BR) para desencadenar vias especificas de hidrotropismo en la

raiz como mecanismo de resistencia en Arabidopsis thaliana.

457 Transduccion de sefales

La transduccion de ABA tiene multiples efectos en la planta ademas del cierre
estomatico y la regulacion de la expresion genética. Un ejemplo es la produccion
de la enzima irrolina-5-carboxilato reductasa (P5CR) que participa en la produccion
y acumulacion de prolina (Fang y Xiong, 2015).

Generalmente, la sefializacion consiste en la fosforilacion y desfosforilacion de
residuos de serina y treonina, activando de esta forma factores de transcripcion. Se
han descrito diversas familias de factores de transcripcion como parte de la
respuesta vegetal a estrés, entre ellas APETALA2/los factores de union al elemento
sensible al etileno, cremallera de leucina (bZIP), dedos de zinc, NAM-ATAF1/2-
CUC:2 MYB, factores de union a elementos sensibles a deshidratacién, NAC, entre

otras (Fang y Xiong, 2015).

Los productos de la expresion genética son factores de transcripcidn, proteinas
transmembrana y metabolitos enzimaticos. Distintas quinasas han sido estudiadas
por su potencial en la regulacion de la respuesta a sequia. Los principales
mensajeros secundarios son el fosfoglicerol, diacilglicerol, ademas de ABA, Ca*?y
ROS (Fang y Xiong, 2015).

Existen dos vias para la transduccion de sefales inducida por sequia. La primera
via es la cascada de las proteinas quinasas activadas por mitogenos (MAPK) (Yang
et al., 2021). El ABA, CLE25, H202, y NO actuan en la via de sefializacion MAKP
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(Takahashi et al., 2020). En particular, la transduccion de sefales regulada por ROS
constituye una via de resistencia a estrés hidrico mediante la sintesis de proteinas
que regulan el ajuste osmotico y la defensa antioxidante (Fang y Xiong, 2015). La
segunda via es la cascada de la proteina quinasa dependiente de calmodulina
(CDPK) regulada por Ca?*. Una fase importante en la sefializaciéon es el aumento
en el flujo de Ca?* (Takahashi et al., 2020). La enzima fosfolipasa C cataliza la
reaccion de hidrdlisis de la proteina intrinseca de la membrana plasmatica en IP3 'y
diesterftaleina glicerol. El IP3 permite el inicio de la cascada de sefalizacion al
inducir la liberacion del Ca?* del reticulo endoplasmatico (Yang et al., 2021).
Ademas, el movimiento de iones de Ca ?* es activado por H202 (Takahashi et al.,
2020). También la expresion de proteina LEA esta asociada a la sefializacion por
CDPK (Yang et al., 2021).

4.5.8 Regulacién genética

Los patrones de expresion genética se ven altamente modificados en condiciones
de estrés (Zia et al., 2021). Los genes expresados por sensibilidad a la sequia se
clasifican en dos grupos: genes funcionales y genes reguladores (Fang y Xiong,
2015). Los genes funcionales codifican para acuaporinas, deshidrinas, proteinas de
choque térmico, proteinas estabilizadoras, proteinas abundantes de embriogénesis
tardia, entre otras (Zia et al., 2021). Mientras que los genes reguladores pueden
codifican para factores de transcripcion como bZIP, MYB, NAC, WRKY, MYC y
AP2/ERF. Un ejemplo es la expresion de NCED3, gen importante en la biosintesis
de ABA. El péptido CLE25 y el factor de transcripcion NGAL regulan la expresion
de NCED3 (Takahashi et al., 2020). Ademas, los genes reguladores codifican
proteinas que intervienen en la percepcion y amplificacion en la cascada de
sefalizacion incluyendo quinasas ribosdmicas, receptoras, reguladoras de la
expresion, entre otras; o bien, genes que regulan la expresiéon de segundos
mensajeros y la transduccion enzimatica. Entre ellos enzimas como la fosfolipasa

C y la fosfolipasa D (Yang et al., 2021).

La sobrexpresion inducida por estrés de los compuestos involucrados en la

respuesta vegetal ha mejorado la resistencia a sequia. Por mencionar algunos
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ejemplos la expresion del gen ZEP que codifica para la zeaxantina epoxidasa
implicada en la biosintesis de ABA por la via de los carotenoides, el gen ATGPX3,
que produce la enzima glutation peroxidasa de particular importancia en la
homeostasis de H20:2 en plantas de Arabidopsis thaliana, el gen TPS1 que codifica
para la trehalosa y el gen AQP RWC3 que codifica para acuaporinas y mejora la
conductividad hidraulica de la raiz. Este ultimo es regulado por el promotor inducible
SWPAZ2 (Fang y Xiong, 2015).

En investigaciones recientes se han reportado también modificaciones epigenéticas
en condiciones de déficit hidrico, incluyendo la acetilacién de histonas, metilacion
del ADN y remodelacién de la cromatina. Estas modificaciones conducen a
alteraciones en la expresion genética a nivel transcripcional y postranscripcional,
comunmente transitorias, sin embargo, algunas modificaciones persisten para
enfrentar posteriores estreses, fendmeno conocido como “memoria de estrés de la
planta” (Bandurska, 2022).

4.6 PGPR COMO INDUCTORES DE TOLERANCIA A LA SEQUIA

Se han propuesto distintas estrategias para mejorar la tolerancia a estrés hidrico
en plantas. Estas incluyen el enriqguecimiento de la rizésfera con materia organica,
aplicacion exégena de fitohormonas, osmoprotectantes, antioxidantes, nutricion
equilibrada, captacion de agua de lluvia, uso de aguas residuales, acolchado, “seed
priming”, aplicacion de nanoparticulas (NPs), uso de hidrogeles, edicion del
genoma, entre otras (Zia et al., 2021). Un ejemplo de los reguladores de crecimiento
empleados son el AGs, JAy ABA. De forma similar, se reporta la aplicacion exégena
de osmoprotectantes como la prolina, GB, poliaminas, trehalosa y manitol, asi como
la aplicacion de metaloides y minerales como el silicio, selenio y potasio (Seleiman
et al.,, 2021). Otra estrategia es el uso de acolchado, el cual permite reducir la
perdida de agua por evaporacion y retiene la humedad en el suelo. Por otra parte,
el cebado de las semillas o0 seed priming es una técnica que consiste en hidratar
parcialmente las semillas para inducir el metabolismo de germinacion sin alcanzar
la emergencia de la radicula, mejorando la tasa y uniformidad de germinacion e
incrementando la tolerancia a estrés fisiolégico (Hussain et al., 2019). Con respecto

a las NPs, estas presentan una alta especificidad e importantes propiedades
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fisicoquimicas como su elevada area superficial, reactividad y diversidad en la
morfologia de la particula. Para mitigar el estrés hidrico se han empleado
nanoparticulas de silicio, 6xido de zinc, hierro, didxido de titanio, plata y cobre
(Seleiman et al., 2021). Las NPs modulan la actividad de las acuaporinas, mejoran
la fotosintesis y aumentan la concentracion de antioxidantes. No obstante,
presentan ciertos inconvenientes; producen efectos citotoxicos, desbalances
hidraulicos, nutrimentales e incrementan la produccion de ROS (Ahluwalia et al.,
2021). Por otra parte, los hidrogeles son polimeros tridimensionales que permiten
la absorcion y retencidon de una elevada cantidad de agua en sus espacios
intermoleculares, con la ventaja de que reducen la necesidad del riego frecuente
(Seleiman et al.,, 2021). Estan constituidos de materiales biodegradables,
biocompatibles y econémicos (Ahluwalia et al., 2021). Se ha reportado que la
aplicacion de hidrogeles mejora las caracteristicas del suelo, reduce la
conductividad hidraulica y la perdida de agua por evaporacion (Seleiman et al.,
2021). Sin embargo, esta técnica requiere instalaciones y equipo especializado
(Hussain et al., 2019). Ademas, los polimeros se desgastan perdiendo efectividad
por el uso. En el mismo orden, otras adecuaciones son necesarias para su uso
comercial; debido a su alta capacidad de retencidn de agua en ocasiones limitan la
posibilidad de absorcién por las plantas (Ahluwalia et al., 2021). Otra estrategia para
reducir los efectos del déficit hidrico es la ingenieria genética a través de
herramientas como mejoramiento tradicional, molecular y la seleccion de
marcadores, sin embargo, la sobreexpresiéon de genes de respuesta a estrés
generalmente afecta la tasa de crecimiento vegetal (Seleiman et al., 2021).
Ademas, la edicion del genoma requiere tiempo, personal y equipo especializado.
Otro inconveniente es que la sequia es un problema multigenético con mdultiples

vias de respuesta implicadas (Ahluwalia et al., 2021).

Una alternativa sostenible para resolver los efectos del estrés hidrico en la
agricultura es el tratamiento con PGPR (Chandra et al., 2021). Las plantas y los
microorganismos interactuan en la rizésfera a través de distintos mecanismos que
incluyen el comensalismo, mutualismo, neutralidad, competitividad y exploracion
(Ullah et al., 2019). El término PGPR fue propuesto por Kloepper & Schroth en 1978,
para referirse a un grupo heterogéneo de bacterias presentes en la rizosfera, las

cuales tienen la capacidad de secretar distintas moléculas quimicas que participan

32



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

en la regulacién de procesos fisioldgicos y mejoran la absorcion de nutrientes en
las plantas, conduciendo a la promocion de crecimiento vegetal, a la proteccion
contra fitopatégenos y a la induccion de resistencia contra estresores abibticos
(Basu et al., 2021). En este contexto se ha empleado el termino tolerancia sistémica
inducida (IST), refiriendose a los cambios fisicos y quimicos producidos en las
plantas por accion de los microorganismos, los cuales resultan en un incremento
de la tolerancia a estrés abidtico (Etesami y Maheshwari, 2018). Los bacterias y
hongos del suelo incluso proporcionan efectos benéficos a las plantas bajo
condiciones de estrés simultaneas (Bruno et al., 2020). Recientemente, se han
reportado estudios que muestran el potencial de rizobacterias para mitigar los
efectos del déficit hidrico en distintos cultivos de interés mediante un proceso
denominado resiliencia y resistencia a la sequia inducida por rizobacterias (RIDER)
(Kaushal y Wani, 2016). De acuerdo con Ullah et al. (2019) la interaccion con las
PGPR tiene efectos benéficos significativos frente a condiciones de escasez de
agua en plantas cultivadas como maiz (Zea mays), trigo (Triticum aestivum), cafia
de azlcar (Saccharum officinarum), vid (Vitis vinifera), soya (Glycine max),
Arabidopsis thaliana, C. anuum, entre otras. Especies de los géneros Azotobacter,
Azospirillum, Bradyrhizobium, Curtobacterium, Enterobacter, Gluconacetobacter,
Micrococcus, Moraxella, Myroides, Paenibacillus, Pantoea, Providencia,
Pseudomonas y Bacillus se han reportado como promotores de crecimiento e
inductores en el alivio del estrés por sequia (Chandra et al., 2021). De Vries et al.
(2020) indicaron que los microorganismos del suelo pueden soportar estrés
ambiental debido a la capacidad de respuesta desencadenada ante condiciones
adversas. Los mecanismos microbianos de resistencia incluyen adaptaciones
morfologicas y alteraciones en la pared celular, esporulacion, formacion de
biopeliculas y estrategias de osmoproteccion. La aplicacion de PGPR en especies
del género Capsicum ha sido reportada por varios autores. Yasin et al. (2018)
utilizaron rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal para evaluar la tolerancia
a estrés salino en plantas de C. anuum L. y demostraron la regulacion de procesos
fisiol6gicos y bioquimicos, asi como una mayor produccion de biomasa vegetal. En
un trabajo similar se demostré el potencial de B. amyloliqguefaciens para mantener
el crecimiento y robustecer las respuestas a estrés hidrico, salino y por alta
concentracion de metales pesados en plantas de C. annuum cv. Geumsugangsan

(Kazerooni et al., 2021). Huerta et al., 2010 y Garcia et al., 2018 reportaron el uso
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de A. brasiliensis, B. amyloliquefaciens y A. halopraeferens para promover el
crecimiento en plantas de chiltepin. Sin embargo, no existe otro estudio donde se

evalué el efecto de Bacillus spp. como mitigadores de estrés hidrico.

4.7 Bacillus spp. COMO PGPR E INDUCTOR DE TOLERANCIA A LA SEQUIA

El género Bacillus comprende un grupo de bacterias Gram positivas, descrito por
primera vez por Ferdinand Julius Cohn en 1872. Actualmente, abarca mas de 300
especies caracterizadas por la formacion de endosporas, estructuras de resistencia
que permiten sobrevivir en condiciones ambientales adversas. Las especies de
Bacillus pertenecen al Reino Bacteria; Filo Firmicutes, Clase Bacilli; Orden
Bacillales y Familia Bacillaceae (Kovacs, 2019). Son organismos aerobios o
anaerobios facultativos, quimioheterétrofos y de distribucion ubicua (Miljakovic¢ et
al., 2020). Presentan morfologia bacilar y tamano variable (0.3 a 2.2 ym de ancho
por 1.2 a7 10 um de largo). Ademas, la mayoria de las especies son moviles (Oana
et al., 2015). Generalmente, las colonias de Bacillus spp. presentan una textura
granulada, sin embargo, en funcion de la especie pueden desarrollarse colonias
suaves y humedas. Presentan elevacion aplanada, elevada o convexa. Usualmente
la consistencia es cremosa pero también es comun encontrar consistencias
mucoides y secas. En particular, las colonias de B. subtilis presentan una
consistencia mucoide envuelta en una matriz membranosa que produce una costra
al desecarse (Garrity et al., 2009). Dentro del género se distinguen dos subgrupos
en funcion de la similitud genética y bioquimica. El grupo subtilis constituido de
especies como B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. mojavensis, B.
pumilus, B. sonorensis, B. tequilensis y B. velezensis (Oana et al., 2015). Por otra
parte, el grupo cereus comprende especies como B. cereus, B. anthracis, B.
thuringiensis, B. wiedmannii, B. mycoides y B. pseudomycoides. Los subgrupos se

caracterizan por poseer un genoma altamente conservado (Ehling et al., 2019).

El género corresponde a especies endémicas del suelo (Ehling et al., 2019). No
obstante, se encuentra ampliamente distribuido por el mundo debido a su capacidad
para producir endosporas resistentes a fluctuaciones de pH, temperatura y
condiciones osmoticas (Bardin et al., 2015). Las endosporas se Bacillus spp. son

estructuras de latencia (Oana et al., 2015), que contienen en el compartimento mas
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interno un nucleo deshidratado constituido de ADN, ribosomas, proteinas, iones
metalicos divalentes, acido dipicolinico (DPA) y receptores para la germinacion. El
DPA forma complejos con cationes (DPA-CA?*) que representan hasta el 15% del
peso fresco total de la espora. Estos complejos reducen el contenido de agua en el
interior, aumentando la resistencia a la desecacion por calor. A su vez, los iones de
calcio participan en el mantenimiento de la latencia. EI compartimiento interno es
rodeado por una capa de peptidoglicano, que mantiene la espora comprimida, y por
la cubierta de esporas, constituida de aproximadamente 70 proteinas reticuladas.
La cubierta brinda proteccion contra enzimas hidroliticas y proporciona flexibilidad
a la estructura. En algunas especies como B. anthracis, B. thuringiensis y B. cereus
se forma otra capa externa: el exosporio, capa proteica que, a diferencia del resto,
se encuentra adherida débilmente (Checinska et al., 2015; Ehling et al., 2019).

La formacion de endosporas permite a Bacillus spp. diseminarse y desarrollarse en
ecosistemas acudticos y terrestres (Tejera et al.,, 2011). En las plantas, la
produccion de exudados de la raiz permite reclutar a los microorganismos benéficos
contribuyendo a la formacién del rizomicrobioma. Posteriormente, la colonizacion
de la rizésfera favorece el establecimiento de la interaccion planta-microorganismo
(Tian et al., 2021). La expresion de multiples genes microbianos asociados a la
guimiotaxis, motilidad celular y producciéon de metabolitos secundarios son
necesarios para el éxito de la colonizacion de la raiz. Generalmente, las especies
de Bacillus requieren 24 h para desarrollar una biopelicula y comenzar el proceso
de colonizacion (Miljakovi¢ et al., 2020).

En condiciones favorables Bacillus spp. crece de forma exponencial, mediante
biparticidn, presentandose asi la fase de crecimiento vegetativo (Figura 5). La fase
de esporulacion dura aproximadamente 8 h e inicia cuando se presenta algun tipo
de estrés, como alta densidad de poblacion, escasez de nutrientes, salinidad, baja
disponibilidad de agua, temperatura, pH, etc. La sefial desencadena la sintesis de
diversos factores transcripcionales (Checinska et al., 2015). En respuesta, la célula
vegetativa es dividida de forma asimétrica, de la divisidon resultan una célula madre
y la inmersion de una preespora. Posteriormente, la preespora es embebida por la
célula madre y recubierta de capas protectoras constituidas por componentes
proteicos, peptidoglicano y células germinales. Enseguida ocurre la deshidratacion

y maduracién de la preespora. Finalmente, se presenta la lisis de la célula madre
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mediante muerte celular programada y la endospora es liberada. La endospora
permanece viable en el ambiente hasta que las condiciones del medio son
favorables para iniciar los procesos metabdlicos y generar una célula vegetativa
(Tejera et al., 2011). Para ello, se libera el DPA e inicia la germinacién tras la
hidratacion de la espora. Las endosporas de Bacillus spp. pueden llegar a
permanecer viables por extensos periodos, incluso en un estudio se reporto la
germinacion de esporas conservadas de B. sphaericus después de 25 a 40 millones
de afios de latencia (Checinska et al., 2015).

Condiciones favorables Condiciones adversas

FASE VEGETATIVA

DUPLICACION DEL DIVISION CELULAR
MATERIAL GENETICO ASIMETRICA
GERMINACION Y FASE DE ESPORULACION
ESTADO VEGETATIVO @

Célula madre

LIBERACION |
DE LA ESPORA ' | @

MADURAC|ON DE LA ENVOLVIMIENTO
ESPORA Y LISIS CELULAR CELULAR

Pre-espora

Figura 5. Ciclo de vida de B. subtilis. Las lineas continuas representan la transicién entre las etapas
que constituyen la fase vegetativa y fase de esporulacion, las lineas punteadas describen las
distintas etapas del ciclo (Basado en Tejera et al., 2011).

Debido a sus caracteristicas fisiol6gicas y metabdlicas, las especies de Bacillus
spp. se han empleado en la industria, farmacéutica y agricultura. Recientemente el
interés por el uso Bacillus spp. en la agricultura ha tomado relevancia como parte
del desarrollo de estrategias sostenibles para promover el crecimiento vegetal y
para combatir distintas condiciones de estrés por agentes bidticos y abioticos. De
acuerdo con Kashyap et al. (2019) la incorporacién al suelo de Bacillus spp. para
promover el crecimiento vegetal se ha realizado en cultivos como tomate (Solanum
lycopersicum), cacahuate (Arachis hypogaea), banana (Musa spp.), arroz (Oryza
sativa), pepino (Cucumis sativus), canola (Brassica napus), garbanzo (Cicer

arietinum), frijol (Phaseolus vulgaris), maiz, algodén (Gossypium spp.), papa
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(Solanum tuberosum), entre otros. También se ha reportado su uso en la mitigacion
del estrés hidrico en plantas de maiz (Ghazy & Sahar, 2021), tomate (Gowtham et
al., 2020), trigo (Zafar et al., 2019) y chile (Lim y Kim, 2013). Las especies mas
estudiadas incluyen B. amyloliquefaciens (Kumar et al., 2016), B. subtilis (Cochard
et al., 2022; Gowtham et al., 2020), B. licheniformis (Rashid et al., 2021; Sheteiwy
et al., 2021), B. xiamenensis (Amna et al., 2019) y B. megaterium (Rashid et al.,
2021).

4.8 MECANISMOS DE ACCION DE Bacillus spp. EN LA PROMOCION DE
CRECIMIENTO VEGETAL E INDUCCION DE RESISTENCIA A SEQUIA.

La literatura reporta distintos mecanismos que se interconectan y trabajan de forma
sinérgica para favorecer el crecimiento vegetal y la proteccion de plantas ante
condiciones de estrés abittico (Abril et al., 2017). Entre ellos se encuentra la
produccion de AlA, sideréforos, solubilizacion de fésforo, solubilizacion de zinc,
produccion de amonio, osmoprotectantes, exopolisacaridos, antioxidantes,
regulacion hormonal y modulacion de la expresion genética. La Figura 6 resume

estos mecanismos.

4.8.1 Produccién de AIA

El AIA es una fitohormona, perteneciente al grupo de las auxinas, implicada en la
regulacion de aspectos como la dominancia apical, elongacion de brotes,
diferenciacion radicular, formacién de raices secundarias, disposicion foliar en tallo,
formacion de pigmentos e induccion de resistencia en plantas (Hasuty et al., 2018).
La produccién de auxinas se ve influenciada por factores ambientales como el pH
y la temperatura, ademas, la presencia y concentracion de los precursores afecta
la acumulacion de la fitohormona (Napitupulu et al.,, 2019). Algunos
microorganismos son capaces de producir AlA a través de la ruta dependiente de
L-triptéfano. Especificamente las especies de Bacillus han sido reportadas por
producir AIA como parte de su metabolismo. De acuerdo con Moustaine et al.
(2017) la inoculacién de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L) con aislados
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de Bacillus spp. incrementa el contenido de AlA y la longitud del sistema radicular.
Cochard et al. (2022) mostraron la capacidad de B. subtilis para producir entre 3.53

y 6.1 mg/L de AIA a través de la ruta dependiente de triptofano.

Produccion de osmoprotectantes

1

Furlan et al, 2020 | "

araneta | i--- Produccién de VOCs y hormonas vegetales
1

! Chandra et al., 2021

Regulaciondela __

apertura estomatica
Chandra et al., 2021 vi2 /

W\/K ------ Regulacion de la expresion genética

Chandra et al., 2021
Bacillus spp.

Produccion de exopolisacaridos

| Naseem et al., 2018
1

‘. o oy
\:.. e vt

(( == Mayor absorcién de agua y nutrientes

OUCSR——. i Timmusk et al., 2014

---- Desarrollo y modificacion de
la arquitectura radicular
Khan et al., 2018

Produccion de sideréforos ----
Mena et al., 2020

Fijacién de nitrégeno, mineralizacion ‘*-

y solubilizacion de fésforo
Zafar et al., 2019

Figura 6. Mecanismos de promocién de crecimiento vegetal e induccion de resistencia a sequia en
Bacillus spp. La linea continua representa la aplicacion de Bacillus spp. al suelo. Lineas punteadas
indican los mecanismos de accion.

4.8.2 Produccién de Siderd6foros

El hierro es un elemento esencial para el crecimiento y desarrollo de todos los
organismos (Khan et al., 2018). En las plantas interviene en la sintesis de clorofila
y participa en la actividad enzimética actuando como cofactor, ademas, es esencial
para mantener la estructura y funcionalidad de los cloroplastos. El hierro es el
cuarto elemento mas abundante en la litosfera (Rout y Sahoo, 2015); por lo general,
se encuentra en altas cantidades en los suelos, sin embargo, la atmdsfera aerdbica
y el pH biolégico oxidan el Fe*3a polimeros de oxihidréxido insolubles que reducen
su disponibilidad en el medio y limitan la posibilidad de absorcién por las plantas
(Paul y Dubey, 2015). Su deficiencia se manifiesta por medio de clorosis férrica y
afecta la produccion de cultivos al disminuir el rendimiento y calidad de los

38



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

productos agricolas (Mimmo et al., 2014; Rout y Sahoo, 2015). Los sideroforos,
producto del metabolismo secundario de algunos microorganismos, son péptidos
no ribosémicos que actian como agentes quelantes especificos de iones férricos
secretados cuando el contenido de hierro es limitado (Khan et al., 2018). Son
compuestos de bajo peso molecular con alta afinidad por este y otros metales
(Vinale & Sivasithamparam, 2020). La biosintesis de sideréforos se lleva a cabo a
partir de operones que involucran al menos 5 genes. Una vez transcrito, el péptido
se ensambla mediante péptidos sintasas no ribosomales (NRPS). Asi mismo, la
produccion de sideroforos esta regulada por el contenido de hierro en el medio
(Khan et al., 2018). Se ha reportado la capacidad de Bacillus spp. para transformar
el hierro insoluble (Fe*3) a su forma soluble (Fe*?) permitiendo asi la absorcion por
parte de las plantas y su utilizacién en el metabolismo vegetal. Esto tiene un efecto
positivo directo sobre el crecimiento radicular y sobre la produccién de auxinas
endogenas en distintos cultivos de interés agricola (Kashyap et al.,, 2019). De
acuerdo con Rashid et al. (2021) los sideroforos producidos por B. megaterium
promueven el crecimiento en plantas de trigo y fortalecen la respuesta al ataque de
fitopatdgenos. Del mismo modo, Ghazy y Sahar (2021) mostraron el potencial de
Bacillus subtilis para producir sideréforos en plantas de maiz bajo condiciones de

estrés bidtico.

4.8.3 Solubilizacion de fésforo

El fosforo (P) es un nutriente mineral esencial en el metabolismo vegetal. La
presencia de fésforo en las plantas se asocia con el desarrollo radicular, solidez del
tallo, formacion de flores y semillas, resistencia a enfermedades, fijacion de
nitrogeno (en leguminosas) y calidad del fruto. Cominmente es un elemento
limitante en el desarrollo de los cultivos. La dinamica del fésforo en el suelo implica
procesos fisicoquimicos (sorcion-desorcion) y biolégicos (inmovilizacion-
mineralizacién) (Goswami et al., 2019). El P se precipita en suelos calcareos al
reaccionar con iones de Ca*? y en suelos acidos al interactuar con iones de Al*3 y
Fe*3 altamente reactivos, causando la inmovilizacién del mineral (Hao et al., 2002).
Los microorganismos solubilizadores de P son capaces de liberar acidos organicos

para disolver los complejos fosfatados, mejorando asi la absorcién vegetal del
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nutriente. De esta forma, la produccion de &acidos organicos conduce a la
acidificacion del medio, el fosfato unido al cation es sustituido por H* liberando el P
inmovilizado. El anién H2PO* es una de las principales formas solubles del fosfato
inorganico. Entre los principales acidos sintetizados por los microorganismos para
solubilizar el fésforo se encuentran el acido glucénico, oxalico, citrico, lactico,
tartarico y aspartico. También se liberan protones a partir de NH*. Asi mismo, la
liberacion de fosfato organico (4 — 90% en el suelo), también se ve favorecida por
la inoculacion de microorganismos capaces de producir enzimas fosfatasas, fitasas,
fosfonatasas y liasas C-P, que permiten liberar el P mediante la escision de enlaces
fosfatados. Esto es especialmente util cuando la produccion de enzimas de origen
vegetal se ve limitada por las condiciones del medio (Goswami et al., 2019). En
suelos con baja humedad y poca aireacioén la solubilizacién de minerales como el
fésforo se vuelve mas lenta (Zhang et al., 2014). Especies del género Bacillus se
han reportado como solubilizadores de fosforo. Kumar et al. (2016) evaluaron el
potencial de B. amyloliquefaciens en sinergia con Pseudomonas putida para
promover el crecimiento de plantas de garbanzo. Los resultados demuestran una
mejora en plantas sometidas a estrés hidrico asociada al incremento en la
absorcion de fésforo. Otros autores han estudiado el efecto de B. megaterium para
mejorar la nutricion vegetal de este nutriente en plantas de trigo expuestas a baja
disponibilidad de agua (Rashid et al., 2021).

4.8.4 Solubilizacién de zinc

El zinc (Zn) es un micronutriente que desempefia funciones criticas en las plantas
(Kumar et al., 2019). Es un componente estructural e interviene en la funcionalidad
enzimatica contribuyendo como cofactor (Eshaghi et al., 2019). Participa en la
sintesis de carbohidratos, aminoacidos, ARN y ADN. Ademas, se asocia a la
produccion y fertilidad del polen e interviene en las respuestas de defensa a
patogenos. Sin embargo, la deficiencia de Zn en los cultivos es comun (Kumar et
al., 2019). Generalmente, el Zn se encuentra presente en el suelo en las formas
quimicas ZnO, ZnS0Os, Zn3(PO4)>4H20, ZnS, ZnFe204 y ZnCOs. No obstante, la
disponibilidad de este se encuentra limitada debido a que las plantas absorben el
nutriente como catién Zn?* (Ditta et al., 2022). La disponibilidad de este elemento
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es limitada debido a la falta de reciclaje de los residuos agricolas, la fertilizacion
excesiva, la escasez de materia organica y la aplicacion de agricultura intensiva.
Entre los factores que limitan la absorcion del Zn destacan la humedad del suelo,
pH, concentracion total de zinc, materia organica, condiciones redox, actividad
microbiana en la rizésfera, concentracion de macronutrientes y otros elementos
traza (Kumar et al., 2019). La deficiencia es comun en suelos calcareos, sodicos,
salinos, arenosos, de textura gruesa, mal drenados y erosionados (Ditta et al.,
2022). El Zn es el micronutriente con mayor deficiencia en las plantas, la cual altera
el proceso de fotosintesis, el metabolismo del nitrégeno, disminuye la floracion,
retrasa el crecimiento, reduce la productividad y la calidad del fruto (Eshaghi et al.,
2019; Ditta et al., 2022). Los sintomas de deficiencia de Zn en las plantas son una
disminucion significativa de la altura y la aparicion de manchas marrones necréticas
(Eshaghi et al., 2019). Diversos autores mencionan gque el tratamiento con PGPR
aumenta la biodisponibilidad y movilidad del zinc en la rizésfera. Las PGPR
transforman el Zn de su forma insoluble a la forma disponible para su absorcién por
las raices (Kumar et al., 2019). La biodisponibilidad se lleva a cabo a través de
mecanismos como la acidificacion, quelacion, reacciones de intercambio,
produccion de sideroforos y liberacién de acidos organicos (Eshaghi et al., 2019).
Las especies de Bacillus spp. pueden ser empleadas como biofertilizantes de zinc
en suelos donde la concentracién es alta, pero se encuentra en su estado insoluble
o en combinacién con fertilizantes econdmicos en suelos pobres (Ditta et al., 2022).
En otros estudios se observd que B. amyloliquefaciens y B. megaterium
presentaron la capacidad de solubilizar Zn como mecanismo de promocion del
desarrollo vegetal y proteccion contra estrés abiético en plantas de chile (Kazerooni
et al., 2021; Bhatt y Maheshwari, 2020). Ademas, se reporta la biofortificaciéon de
Zn en cereales al inocular cepas de Bacillus spp. (Ahmad et al., 2023; Yadav et al.,
2022).

4.8.5 Produccién de amonio

La produccién microbiana de amonio se asocia a la fijacion de nitrégeno, es decir,
a la conversion de nitrogeno atmosférico (N2) en amoniaco (NHs). La capacidad de

los microorganismos del suelo para producir amonio disponible para las plantas
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contribuye al aumento de biomasa y rendimiento vegetal (Kumar y Saraf, 2015).
Ademas, las PGPR pueden liberar amonio a partir de compuestos organicos
nitrogenados. B. licheniformis tiene la capacidad de producir amonio en plantas de
cacahuate sometidas a estrés salino (Goswami et al., 2014). Estudios similares han
establecido el potencial de B. xiamenensis para incrementar la produccion de
amonio en conjunto con otras actividades promotoras de crecimiento en plantas de

cafia estudiadas bajo distintos tipos de estrés bibtico y abidtico (Amna et al., 2019).

4.8.6 Produccion de osmoprotectantes

De modo complementario la inoculacion de PGPR aumenta la concentracion de
prolina (Furlan et al., 2020). La concentracién de prolina es un marcador bioquimico
en la determinacién de tolerancia a sequia. Plantas del género Trigonella han
robustecido su nivel de respuesta a estrés al ser tratadas con B. subtilis, asociado
al aumento en el contenido de prolina. Del mismo modo, B. altitudinis incrementa la
acumulacion de prolina en plantas de arroz que enfrentan una disminucion en la
disponibilidad de agua, al mismo tiempo que desempefia otras actividades

promotoras de crecimiento (Kumar et al., 2017).

4.8.7 Produccion de exopolisacaridos

Los exopolisacaridos (EPS) son biopolimeros de alto peso molecular secretados
por los microorganismos y formados a partir de la union de monosacaridos
mediante enlaces glucosidicos. Los EPS se dividen en homo y heteropolimeros en
funcién del tipo de monomeros que componen la macromolécula. Algunos EPS se
mantienen unidos a la membrana a través de enlaces covalentes mientras que otros
se secretan completamente al medio extracelular. Los EPS se distinguen de las
biopeliculas, las cuales se constituyen de un conjunto de células adyacentes y
envueltas en una matriz extracelular compuesta en su mayor fraccion por EPS 'y en
menor medida por proteinas, acidos nucleicos, iones y sales minerales (Blake et
al., 2021). Los EPS son esenciales para la proteccién de la célula de la desecacion,

la exposicion a rayos UV, estés osmotico, pH desfavorables, agentes
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antimicrobianos, oxidantes, metales pesados y predacion. Ademas, son
importantes en la agregacion celular, adhesion a superficies y en la sintesis de las
biopeliculas (Nwosu et al., 2019). La produccién de EPS por Bacillus spp. para
distintos fines esté bien documentada (Huang et al., 2022). En la agricultura son de
interés como mecanismo de accion para mitigar el estrés hidrico debido a que
muestran propiedades higroscopicas e hidrofilizantes, que favorecen la hidratacion
y disminuyen la desecacion (Kaniz et al., 2023). Andy et al. (2023) reportaron
rendimientos elevados de EPS producidos por B. cereus y B. haynesii. En otro
estudio, se determind que los EPS producidos por B. subtilis se constituyen de
peptidoglicano, acido muramico, glucosa, galactosa, manosa e inositol. Ademas, se
reportaron alteraciones en los procesos hidrolégicos del suelo incluyendo la
reduccion de las tasas de evaporacion y el incremento en la retencién y absorcion
de agua (Kaniz et al., 2023).

4.8.8 Produccion de antioxidantes

Como respuesta a la afectacién estomatica las plantas son capaces de aumentar
los niveles de produccion de antioxidantes como SOD, CAT, APX y GR. La
produccién enzimética se amplia a través de la inoculacién de PGPR del género
Bacillus (Gowtham et al., 2020). Aislados de Bacillus fueron probados para evaluar
la modulacioén del dafio oxidativo en plantas de maiz mediante la evaluacion de la
actividad de GR y APX (Moreno et al., 2020). En otro estudio Lozo et al. (2022)
mostraron la mitigacion del dafio oxidativo en C. annuum L. en respuesta a la sequia
con los tratamientos B. safensis SS-2.7 y B. thuringiensis SS-29.2, los cuales
redujeron la acumulacion de H20:2 al incrementar la concentracion enzimatica de
APX, POD, SOD y GR.

4.8.9 Regulacion hormonal

Las PGPR producen una variedad de reguladores de crecimiento como el AlA, AGs
y citocininas que promueven las tasas de germinacion de semillas, el crecimiento

de raices, area foliar, contenido de clorofila, magnesio, nitrégeno, proteinas,
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favorecen la actividad hidraulica, la tolerancia a la sequia y retrasan la senescencia
(Ahemad y Khan, 2012). Otra alteracion en la concentracion de reguladores de
crecimiento es la disminucién del etileno; la regulacion positiva de la sintesis de
etileno es una respuesta comun ante condiciones de estrés, para lo cual se requiere
el precursor aminociclopropano-1-carboxilato (ACC). Algunos PGPR producen
ACC desaminasa, escindiendo el ACC en cetobutirato y amonio (Etesami y
Maheshwari, 2018). La alteracién de la cantidad de etileno por las rizobacterias
puede deberse a la regulacion en los genes acs y aco que codifican la ACC sintasa
y la ACC oxidasa, respectivamente (Chandra et al., 2021). Diversos autores han
estudiado la induccion de resistencia a sequia en plantas tras la inoculacién de
especies del género Bacillus a través de la produccion de ACC desaminasa en
cultivos como tomate y trigo (Gowtham et al., 2020; Zafar et al., 2019).

4.8.10 Regulacion genética

Las PGPR patrticipan en la regulacién de la expresion de genes asociados a la
actividad enziméatica y hormonal (Chandra et al., 2021). Cambios en la acumulacién
de proteinas relacionadas con la respuesta vegetal al estrés han sido reportados
por varios autores. Lim y Kim (2013) evaluaron alteraciones en la expresion de los
genes Cadhn, VA, sHSP y CaPR-10 de plantas de chile (C. annuum) que codifican
para la proteina similar a la deshidrina, la ATPasa vacuolar, la proteina
citoplasmatica de choque térmico pequefia clase | y la proteina relacionada con la
patogenia 10, respectivamente. Las plantas tratadas con Bacillus licheniformis
mostraron un incremento en la acumulacién de proteinas. También ha sido
reportado el incremento en los niveles de antioxidantes como el fenol y flavonoide,
de osmoprotectantes y de hormonas vegetales, incluyendo la regulacién al alza de
GAS y AlAy a la baja de acido abscisico (ABA) (Sheteiwy et al., 2021).
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V. JUSTIFICACION

El chile chiltepin tiene importancia cultural y gastronémica en México. Ademas, su
cultivo representa un alto potencial econémico para el estado de Chihuahua debido
a la creciente demanda y al elevado precio en el mercado. La domesticacion del
chiltepin, ademas, garantiza su establecimiento, conservacién y uso como recurso
genético, debido a que, al considerarse el ancestro comun de otras especies de
chile cultivados, muestra mayor adaptabilidad a condiciones de estrés bibtico y
abiotico. En este estudio se pretende contribuir a su domesticacion vy
establecimiento aportando una solucién biolégica a una de las principales
problematicas actuales para la produccion de alimentos: el estrés causado por el
déficit hidrico. Para ello, se plantea evaluar la colaboracion de especies del género
Bacillus como promotores de crecimiento vegetal y bioprotectores de plantas de
chiltepin durante épocas de sequia a partir de cepas nativas presentes en suelos

aridos y semiaridos de la region productora centro-sur del estado.
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VI. HIPOTESIS

La aplicacion de Bacillus spp. nativos del suelo de Chihuahua promueve el
crecimiento e induce tolerancia al estrés hidrico en Capsicum annuum var.

glabrisculum.

VIl. OBJETIVOS

7.1 Objetivo General:

Caracterizar cepas de Bacillus spp. nativas del suelo de Chihuahua, con capacidad
de promover el crecimiento vegetal e inducir tolerancia al estrés hidrico en

Capsicum annuum var. glabrisculum.

7.2 Objetivos Particulares:

Aislar e identificar cepas de Bacillus spp. de la region productora del estado de
Chihuahua.

Evaluar el potencial de Bacillus spp. como promotores de crecimiento vegetal e
inductores de tolerancia a estrés hidrico en Capsicum annuum var. glabrisculum en

condiciones in vitro e in vivo.

Evaluar los principales mecanismos de accién de Bacillus spp. para promover el
crecimiento vegetal e inducir tolerancia a estrés hidrico en Capsicum annuum var.

glabrisculum.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

8.1 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LOS AISLADOS
8.1.1 Colecta de muestras

Para el aislamiento de Bacillus spp. se colectaron 75 muestras representativas de
suelo de 15 lotes comerciales de chile de la zona agricola ubicada en Meoqui,
Chihuahua, México (28°23°23” N, 105°37°25” O) (Figura 7). El muestreo se realizo
en enero de 2022 colectando suelo a 20 cm de profundidad a partir de cinco puntos
diagonales de cada lote. Las muestras se etiquetaron y trasladaron a 4 °C para su

procesamiento.
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Figura 7. Sitio de muestreo. Mapa de lotes de chile jalapefio que indica los sitios de muestreo de
suelo, en la regidn de Lazaro Cardenas, Municipio de Meoqui, Chihuahua. Google Earth, 2023

8.1.2 Aislamiento de Bacillus spp.

El proceso de aislamiento de Bacillus spp. se realiz6 en el laboratorio de
Microbiologia Aplicada, Fitopatologia y Fisiologia Postcosecha (MAFFP) de la
Facultad de Ciencias Agrotecnoldgicas de la Universidad Autbnoma de Chihuahua
(UACH). El aislamiento de las bacterias se efectu6 de acuerdo con la metodologia
propuesta por Astorga et al. (2014). Para ello, se seleccioné una muestra de cada
lote, considerando como criterio de eleccién la muestra con mayor contenido visual

de materia organica. Después, se disolvieron 0.5 g de suelo en 4.5 mL de solucién
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salina estéril (0.85%) en tubos de ensayo y se mantuvieron en agitacion constante
por 3 min en un vortex (Daigger Genie, Buffalo Grove, USA). Posteriormente, se
aplico un tratamiento térmico a 80° C durante 10 min en bafio Maria (Fisher
Isotemp, Modelo 228, Waltham, USA). Enseguida, se realizaron microdiluciones
seriadas hasta el factor de dilucién 10, de acuerdo con la metodologia propuesta
por Corral et al. (2012). Para ello, se tomaron 20 pL de la solucién de suelo y 180
ML de agua destilada (H20d) (Facultad de Ciencias de Quimicas UACH, Chihuahua,
México) para cada dilucion. La siembra se realizé en placa con medio de cultivo
agar nutritivo (AN) (BD Bioxon®, Cuautitlan Izcalli, México) empleando un
replicador de acero inoxidable estéril. Las cajas fueron selladas y se incubaron
(Barnstead Modelo 310 Lab Line Imperial lll, Woonsocket, USA) a 28 + 2 °C por 24
h. Finalmente las colonias que mostraron las caracteristicas macroscopicas tipicas

del género Bacillus fueron subcultivadas hasta la obtencion de colonias puras.

8.1.3 Identificacién morfolégica y bioquimica de Bacillus spp.

Las cepas bacterianas se sometieron a pruebas bioquimicas y fisioldgicas estandar
de acuerdo con lo propuesto por Schaad et al. (2001). Para la identificacion de las
cepas se realizaron las pruebas de movilidad por gota pendiente (Covadonga y de
Silléniz, 2010), tincidbn de Gram, tincién de endospora con técnica de Schaeffer-
Fulton (Mormak y Casida, 1985) y la prueba de solubilidad en hidréxido de potasio
(KOH). Ademas, se revisaron sus caracteristicas microscopicas y morfologia

colonial segun lo descrito por Garrity et al. (2009).

8.1.4 Elaboracién del cepario

La elaboracion del cepario se realiz6 en el laboratorio de Biotecnologia Il de la
Facultad de Ciencias Quimicas; para ello, se resembraron las colonias puras en
placa con medio de cultivo agar soya tripticaseina (TSA) (Bioxon® 210800,
Cuautitlan Izcalli, México) mediante la técnica de estriado compacto y se incubaron
a 28 + 2 °C por 48 h (incubadora de baja temperatura Invitrogen™, Thermo Fisher
Scientific Inc, Waltham, USA). Transcurrido el periodo de incubacion se transfirio el
crecimiento bacteriano a tubos criogénicos con 2 mL de medio de cultivo caldo soya

tripticaseina (TSB) (Bioxon®, Cuautitlan lzcalli, México) adicionado con glicerol (J.
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T. Baker, Xalostoc, México) (30%). Los tubos se mantuvieron a -20°C en un

congelador (Sumilabch ©, Culiacan, México) hasta su uso.

8.1.5 Extraccion de ADN

Para la extraccion de &cido desoxirribonucleico (ADN) bacteriano se empleé el
método modificado de fenol-cloroformo propuesto por Bardakci y Skibinski (1994).
Inicialmente, se agregaron 1.5 mL de crecimiento bacteriano, previamente crecido
en medio de cultivo TSB e incubado a 30 °C durante 24 h, en microtubos y se
centrifugaron (Eppendorf 5804 R, Hamburgo, Alemania) a 12,000 rpm y 4°C
durante 5 min. La centrifugacion se repitié dos a tres veces hasta la obtencién del
pellet bacteriano. Posteriormente, se llevo a cabo la lisis celular mediante la adicion
de 100 uL de dodecilsulfato sddico (SDS) (Laboratory reagents Chemicals Ltd.,
Inglaterra) al 10%, 100 pyL de cloruro de sodio (NaCl) (Sigma-Aldrich, Missouri,
USA) 5M y 100 yL de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) (Sigma-Aldrich,
Missouri, USA). Después, se homogeniz6 el contenido en vortex Mixer (Labnet,
modelo VX-200, Nueva Jersey, USA) durante 3 min y se incub6 a 65 °C por 10 min.
Para la eliminacion de la fraccion organica se afiadié un volumen 1:1 de fenol
cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) (Fenol (CTR Scientific, Nuevo Ledn,
México), Cloroformo (J.T. Baker, Pensilvania, USA), Alcohol isoamilico (CTR
Scientific, Nuevo Leon, México)) y se centrifugd a 12,000 rpm, 4°C durante 5 min.
Para precipitar el ADN, se transfirié la fase acuosa superior a tubos limpios y se
afadieron 500 pL de isopropanol (CTR Scientific, Nuevo Ledn, México), la agitacion
se realiz6 cuidadosamente y se mantuvo en congelacion a -20 °C. Después de 24
h se centrifugd a 12,000 rpm / 4°C durante 10 min y se descarto el sobrenadante.
Para la eliminacién de sales se realizaron 2 lavados con 300 uL de etanol (HYCEL,
Jalisco, México) (70%) centrifugando a 12,000 rpm y 4°C durante 10 min en cada
lavado. Posteriormente, se eliminaron los restos de etanol en el concentrador de
vacio (Eppendorf 5301, Hamburgo, Alemania). El precitado obtenido fue
resuspendido en 50 pL de Buffer Tris 10 mM-EDTA 1mM (TE 10:1, pH 8.0) (Tris-
HCI (USB, Ohio, USA), EDTA (Laboratorios LAITZ, Ciudad de México, México) y se

almacenod a -20 °C hasta su uso.
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Para determinar la presencia e integridad del ADN en las muestras se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) al 1%. El gel se
suplemento con bromuro de etidio (Sigma Aldrich, Missouri, USA) al 0.01%. Cada
carril se constituy6 de 2 yL de buffer de carga Buffer 5X Green (GoTaqg FlexiBuffer
Promega, Wisconsin, USA) y 4 uL de la muestra de ADN. Ademas, se emplearon
2 pL del marcador de peso molecular DNA Ladder G2101 (Promega, 100bp DNA
Ladder). El gel se corri6 en una camara de electroforesis (Thermo Scientific
Easycast, modelo B1A, Massachusetts, USA), con fuente de poder (Bio-Rad,
modelo PowerPac 300, California, USA) durante 60 min a 70 voltios (V); como buffer
de corrida se emple6 solucion de TBE 1X pH 8 (Tris-Base (J.T. Baker, Pensilvania,
USA), Acido bérico (J.T. Baker, Pensilvania, USA), EDTA 0.5 M (Laboratorios
LAITZ, Ciudad de México, México). El gel se visualiz6 en un sistema de
fotodocumentaciéon (Kodak Gel Logic 100 Digital Imaging System, Rochester, USA)
empleando el software Kodak 1D 3.6.5. K2. Posteriormente, se determind la
concentracion y pureza del ADN mediante un bioespectrofotdmetro (Basic
Eppendorf, Hamburgo, Alemania) con el procesador SW-Version: 4.2.3.0.

8.1.6 Identificacién molecular

Para la identificacion molecular se realiz6 una reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) para la amplificacion del fragmento ARNr 16S. La mezcla de reaccion se
preparé con los siguientes componentes de Thermo Scientific (Massachusetts,
USA): buffer Tag 1x con KCI, MgCl22.5 mM, dNTP’S 0.2 mM, ADN polimerasa Taq
0.25 U y H20. Posteriormente se agregaron 2.5 uL de los primers 27F-5' AGA GTT
TGA TCC TGG CTC AG 3'y 1492R- 5' TAC GGT TAC CTT GTT ACG ACT T 3
(Integrated DNA Technologies, Lowa, USA) y el ADN a una concentracion de 10
ng/uL. La PCR se realiz6 empleando un termociclador (Labnet, modelo TC-020-
24), bajo el siguiente programa de amplificacion: 10 min de desnaturalizacion inicial
a 95 °C seguido de 30 ciclos de amplificacion (1 min de desnaturalizacion a 94 °C,
1 min de alineamiento a 50° C y 1.5 min de extensién a 72 °C), seguidos de 10 min

de extension final a 72 °C (Linares et al., 2020).

Para visualizar el producto de la PCR se utilizé un gel de agarosa al 1.5%

adicionado con bromuro de etidio (0.01%). Como marcador de peso molecular el
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1Kb (O’ GeneRuler 1Kb Thermo Scientific, Massachusetts, USA). El gel se corrio a

100 V durante 90 min y posteriormente se visualizé en el fotodocumentador.

8.1.7 Secuenciacion

Los fragmentos amplificados fueron enviados a Macrogen Crop (Rockville,
Maryland, USA) para su secuenciacion mediante el método de Sanger. A partir de
las secuencias Forward y Reverse se construyeron las secuencias consenso y se
enviaron al NCBI (National Center for Biotechnology Information) para obtener el
namero de acceso. Finalmente se realiz6 la busqueda de secuencias homologas

con la herramienta nBLAST del banco de genes del NCBI.

8.2 PROMOCION DE CRECIMIENTO VEGETAL

8.2.1 Promocion de germinacion in vitro

La promocion de germinacion en chiltepin por Bacillus spp., se establecio bajo un
disefio completamente al azar con once tratamientos y cuatro grupos control (n =
4). Los tratamientos fueron B. cereus (Bc16-4, Bc16-5, Bc25-3, Bc25-4, Bc25-7,
Bc30-1 y Bc30-2), B. thuringiensis (Bt22-1 y Bt25-6), B. wiedmannii (Bw19-1) y B.
subtilis (Bs22-3). Para los controles positivos se emplearon la cepa comercial QST
713 de B. subtilis (Serenade® ASO, Bayer, Barcelona, Espafia) (BsQ) y una cepa
de B. thuringiensis perteneciente al cepario de Biotecnologia Il (BtBIl) (control
interno). Para los controles negativos se utilizaron semillas tratadas con agua

destilada estéril (CH.0) y medio de cultivo (Cn).

Desinfeccion de semilla

Se emplearon semillas de C. annuum var. glabrisculum extraidas de plantas
silvestres de la localidad de Chinipas, Chihuahua (27 24’ 0 N, 108 32’ 0 W). Un total
de 25 semillas se seleccionaron y desinfectaron en una solucién de hipoclorito de
sodio al 5% (v/v) (CLORALEX®, Monterrey, México), se mantuvieron en agitacion
constante durante 5 min empleando un shaker digital (Thermo Scientific MAXQ
4450, Massachusetts, USA), posteriormente se realizaron tres enjuagues con H20d

estéril de 5 min cada uno. Enseguida se sumergieron en H20d estéril durante 24 h.
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Inoculaciéon con Bacillus spp.

Para inocular las semillas se trataron con soluciones bacterianas previamente
crecidas en caldo nutritivo (CN) (Bioxon®, Cuautitlan Izcalli, México) y ajustadas,
mediante espectrofotometria de luz UV visible (Thermo Scientific Evolution 60S,
Massachusetts, USA) a una concentracion de 1x108 UFC/mL. Enseguida se
colocaron en agitacion constante a 150 rpm y 28°C durante 1 h, posteriormente se
descartd la solucion bacteriana y se colocaron en cajas Petri con papel absorbente
estéril previamente humedecido con 8 mL de H20d. Las placas fueron selladas y
colocadas en una camara de germinacion a un fotoperiodo de 16 hluza 28 °Cy 8
h oscuridad a 25 °C.

Paradmetros de germinacion, indices y caracteristicas morfoldgicas

La germinacion fue controlada durante 19 d después de la siembra (DDS) para
determinar la tasa de germinacion (TG), el tiempo medio de germinacion (TMG), el
indice de velocidad de germinacion (IVG) y la velocidad media de germinacion
(VMG) (Tabla 1). Los indices de vigor (IV), esbeltez (IE) y de germinacion (IG) se
emplearon como indicadores del potencial fisiologico de la semilla. Ademas, se
evaluaron pardmetros vegetativos y anatomia de la raiz en 5 plantulas de cada
repeticion. Para determinar el peso fresco total se emple6é una balanza analitica
(OHAUS, modelo E01140, New Jersey, USA), mientras que la altura, raiz y
diametro de tallo se determinaron mediante el programa de procesamiento ImageJ
1.53t. El ancho de la raiz y del tejido conectivo se obtuvo mediante la toma de
fotografias con la camara ocular UCMOS USB 2.0 (Toup Tek, Hangzhou, China)
acoplada al microscopio triocular Leica DM1000 (Wetzlar, Alemania) bajo el
objetivo 4x. Posteriormente se procesaron las fotografias con el software de control
de camara Toupview x86 (Toup Tek, Hangzhou, China) a una distancia de 1000 px

partiendo de la cofia de raices secundarias.

8.2.2 Promocién de crecimiento en invernadero

La promocion de crecimiento en invernadero se estableci6 bajo un disefio

completamente al azar con 4 tratamientos (Bs22-3, Bc25-4, Bc25-7 y Bc30-2) y tres
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grupos control (n=6). Como grupos control se emplearon las cepas BsQ y BtBIl y

plantulas tratadas con H20d (C-).

Tabla 1. Férmulas para la determinacion de parametros de germinacion.

Parametro Férmula Referencia

. N es el numero de semillas emergidas y A es el total
TG (%) (N/A)* 100 e semillas.

nt es el nimero de semillas emergidas en intervalo
TMG (d) ne*ti/noa de tiempo, ti es el intervalo de tiempo y Nital €S €l

numero de semillas emergidas.

Gi1, G2, Gn es numero de plantulas normales

R De Moraes
VMG calculadas en el primer recuento, el segundo (2018)
(semillas/dia) 1 recuento y el dltimo recuento y Ni, N2, Nn es el
numero de dias desde la siembra hasta el primer,
segundo y ultimo recuento
IVG (G1/N1) + (G2/N2) + .... + (Gn/Nn)
Abdul &
v TG x Altura (mm) Anderson
(1973)
IE Altura (cm) / DIAMELro taio (mm) S
IG (TG x Longitud raiz / TG control X LONGitud raiz control) X 100 ﬁ‘l‘_c(j(;”gf;t

Produccion de plantulas

Para evaluar la promocion de crecimiento en invernadero se produjeron plantulas a
partir del proceso de desinfeccion y siembra de semillas previamente descrito. El
trasplante se realiz6 cuando las plantulas presentaron 3 - 4 hojas verdaderas (60
DDS). Como sustrato se utiliz6 Peat Moss (Cosmopeat®, San Salvador Huixcolotla,
México) estéril (121°C y 15 PSI, 40 min), el cual fue humedecido hasta saturacion
con H20d. Las plantulas se colocaron en invernadero y se monitorearon las
condiciones de temperatura y humedad durante todo el experimento con
Termohigrometro RH and Temp datalogger Version 1.5. (CEM DT-172, Monterrey,
México). El riego se realizé con una frecuencia de 48 a 72 h con H20d y se aplico
solucion nutritiva Soluponics Universal Steiner (Tabla 2) (Inverfarms Hidroponia
México, Santiago de Querétaro, México) cada 7 d a pH 6.0; CE 1,250 uS (pH Hanna
HI98100 Checker® Plus, Bogotd, Colombia; CE HM Digital Tester Sensor
AquaPro®©, Carson, USA).
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Tabla 2. Composicién de la solucién nutritiva Soluponics Universal Steiner (Inverfarms ®).

Macronutrientes Micronutrientes
Nitrégeno (N) 175 ppm Hierro (Fe-EDTA) 15 ppm
Fosforo (P) 47 ppm Manganeso (Mn-EDTA) 0.8 ppm
Potasio (K) 313 ppm Zinc (Zn-EDTA) 0.3 ppm
Calcio (Ca) 181 ppm Cobre (Cu-EDTA) 0.06 ppm
Magnesio (Mg) 49 ppm Boro (B) 0.4 ppm
Azufre (S) 112 ppm Molibdeno (Mo) 0.06 ppm

Inoculacién con Bacillus spp.

La primera inoculacién se realiz6 el dia del trasplante aplicando 5 mL de esporas
(1x108 UFC/mL) a la base de cada plantula. Para obtener la soluciéon de esporas se
aplicé tratamiento térmico a un cultivo bacteriano liquido (28 °C y 150 rpm, 48 h)
con bafio Maria a 80 °C durante 10 min seguido de una centrifugacion (3,000 rpm,
10 °C, 10 min). Después de tres lavados consecutivos con H20d estéril se tomo
lectura de la DO a 600 nm y se ajusto la concentracion. La inoculacion se repitié en

tres ocasiones con una frecuencia de 15 d.

Parametros vegetativos y pigmentos fotosintéticos

Para evaluar la dindmica de crecimiento se registré la altura y el numero de hojas
de las plantulas cada 15 d. La evaluacién de pardmetros vegetativos se llevo a cabo
36 dias después del trasplante (DDT) considerando la altura, nimero de hojas, area

foliar, diametro de tallo, longitud de raiz, biomasa y contenido de pigmentos.

La longitud de raiz, altura de la planta y didmetro de tallo se determinaron
empleando un vernier con calibrador digital (Surtek, Guadalajara, México). El area
foliar se calculé acorde con la metodologia descrita por Patrignani y Ochsner
(2015). Para ello, las plantas fueron deshojadas y dispuestas de forma individual
sobre una base oscura. Enseguida se tomaron y procesaron fotografias con el
programa Canopeo version 1.1.7. Para la determinacion de la biomasa se
separaron las plantas en 6rganos vegetales: hoja, raiz y tallo. Inicialmente se tomo
el peso fresco de cada 6rgano en una balanza analitica y posteriormente se
colocaron en bolsas de papel dentro de una estufa de secado (Shel Lab, Cornelius,

USA) a 50 °C durante 48 h hasta la deshidratacion total de los érganos, finalmente
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se tomo lectura del peso seco. La extraccion y cuantificacion de pigmentos se
determind segun la metodologia desarrollada por Wellburn (1994). Para ello se
homogenizaron 0.1 g de tejido foliar en 4 mL de acetona al 80% (v/v) y se
conservaron en oscuridad 24 h. Enseguida se midi6 la DO a 470, 645 y 663 nm por
espectrofotometria. El contenido de clorofila a, b y carotenoides (mg g de tejido

fresco) se calcularon a partir de las férmulas descritas en la Tabla 3.

Tabla 3. Férmulas para la determinacién de pigmentos fotosintéticos.

Parametro Formula Referencia
Clorofila a Chla=12.21 x Ass3 — 2.81 Aeas) x 4 mL (1000 x 0.19)
Clorofila b Chl b =20.13 x Asas — 5.03 Ass3] X 4 mL (1000 x 0.1g) V\(/fggz;ﬂ

Carotenoides Car = (1000 x As70 — 3.27chia - 104chin) / 229 x 4 mL (1000 x 0.1g)

8.3 CARACTERIZACION DE Bacillus spp. COMO PGPR

Para determinar los mecanismos de accidbn empleados en la promocion de
crecimiento se evalud la capacidad de solubilizacion de fésforo, zinc, produccion de
sideréforos, amonio y exopolisacaridos de las cepas de Bacillus spp. Los
mecanismos de accién se establecieron bajo un disefio completamente al azar con
11 tratamientos (Bc16-4, Bc16-5, Bw19-1, Bt22-1, Bs22-3, Bc25-3, Bc25-4, Bt25-6,
Bc25-7, Bc30-1, Bc30-2) y dos grupos control (BsQ y BtBII).

8.3.1 Solubilizacién de fosforo

Para evaluar la capacidad de solubilizacion de fésforo se inocularon 0.5 uL de
crecimiento bacteriano (1x10®8 UFC/mL) en cada placa con medio de cultivo
Pikovskaya (Cas(POa)2 5 g (Food Technology Trading, Cuautitlan Izcalli, México),
NaCl 0.2 g, (NH4)2S04 0.5 g (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) MgSOs-7H20 0.1 g (J.
T. Baker, Xalostoc, México), MnSOa4 - 2H20 0.004 g (Desarrollo de Especialidades
Quimicas, Nuevo Leon, México), FeSO4 0.004 g (J. T. Baker, Xalostoc, México),
KCI 0.2 g (J. T. Baker, Xalostoc, México), dextrosa 10 g (J. T. Baker, Xalostoc,
México), extracto de levadura 0.5 g (Sigma-Aldrich, Missouri, USA), agar 15 g
(Becton, Dickinson and Company, Le Pont de Claix, France), purpura de
bromocresol 0.1 g (Sigma-Aldrich, Missouri, USA), 1 L de H20d, pH 7 = 0.2)
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(Pikosvskaya, 1948). Las placas fueron incubadas a 28 + 2° C durante 72 h (n = 5)
y la presencia de una zona clara alrededor de las colonias indicé la capacidad de
solubilizacion. La evaluacion cuantitativa se realizé a las 24, 48 y 72 h mediante la
determinacion del indice de solubilizacién (SI) (Tabla 4). La medicion del diametro
de la colonia y de la zona del halo se realiz6 mediante el programa de

procesamiento ImageJ 1.53t.

Tabla 4. Férmulas para la determinacién del indice y eficiencia de solubilizacién.

Parametro Férmula Referencia
S| = diametro de la colonia ¢ + diametro de la zona del halo Sati y Prabha
Sl -, ,
/ didametro de la colonia (2019)
SE SI = diametro de la colonia ¢ + diametro de la zona del halo Sh""(rznaigt al

8.3.2 Produccién de amonio

La produccién de amonio se evalué mediante el ensayo de Nessler (Cappucino y
Sherman, 1992) adaptado a microplaca. Para ello se inocularon 10 mL de caldo de
peptona con 100 uL de crecimiento bacteriano (1x108 UFC/mL) y se incubaron a 28
+ 2° C durante 5 d. Enseguida se centrifugé a 5,000 rpm y 4 °C durante 5 min. La
reaccion se realizé afiadiendo 20 uL del sobrenadante, 20 pL del reactivo de
Nessler y 160 pL de H20d libre de amonio (n = 4). El reactivo de Nessler
(yoduromercuriato potasico alcalino) se prepar6é mezclando las soluciones A (NaOH
16 g, H20 50 mL) y B (IK anhidro 7 g, I2Hg 10 g, H20 50 mL). La reaccién positiva
se observo mediante un cambio colorimétrico hacia tonalidades amarillo-marrén.
Finalmente, para la estimacidbn matematica de la concentracion de amonio se
determiné la DO a 450 nm en el lector multimodal Varioskan y se realizé una curva
de calibracion de (NH4)2S04 (0, 5, 10, 50, 75, 100, 200, 400, 500, 600 yL/mL) con

cuatro repeticiones por estandar.

8.3.3 Produccién de sider6foros

La produccién de siderdforos se evalu6 con la técnica de Sulfonato Cromo Azurol
(CAS) desarrollada por Schwyn & Neilands (1987). Para preparar la mezcla azul
verde oscura se afadieron 60.5 mg de Cromo Azurol S (Sigma-Aldrich, Missouri,
USA) a 10 mL de una solucién de hierro (FeCls 1 mM, HCI 10 mM (J.T. Baker,
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Pensilvania, USA)). Por otro lado, se disolvieron 72.9 mg de CTAB en 40 mL de
H20d y se incorporaron a la solucion CAS. Para la evaluacion se preparo el medio
sélido CAS afiadiendo la mezcla azul verde oscura a 1 L de AN, posteriormente se
realiz6 la inoculacién por aguja con las cepas de Bacillus spp. y se incub6 a 28 °C
durante 72 h para evaluar la formacién de un halo amarillo-naranja alrededor de la

colonia.

8.3.4 Solubilizacién de zinc

Para evaluar la capacidad de solubilizaciébn de zinc se inocularon 0.5 pL de
crecimiento (1x10%8 UFC/mL) en cada placa con medio de cultivo Bunt & Rovira
(Dextrosa 10 g, (NH4)2SOa4 1 g, KCI 0.2 g, K2HPO4 0.1 g, MgSO4 0.2 g, Agar 15 g,
1 L de H2Odq, pH 7 £ 0.2) suplementado con ZnO 0.1% (p/v) (Almacén, Facultad de
Ciencias Quimicas), como fuente insoluble de zinc. Las placas fueron incubadas a
28 = 2° C durante 10 d. La presencia de una zona clara alrededor de las colonias
indico la capacidad de solubilizacién. La eficiencia de la solubilizacion de zinc (SE)

y Sl se calcularon con las formulas descritas en la Tabla 4 (n = 5).

8.3.5 Produccion de exopolisacaridos

La produccion de exopolisacaridos se determind mediante método gravimeétrico
(Moghannem et al., 2018). Para ello se inocularon 10 mL de medio de cultivo EPS
(K2HPO4 1.5 g, KH2PO4 0.2 g, MgSOa4 7H20 0.2 g, CaSOa4 2H20 0.1 g (Productos
Quimicos Monterrey, Nuevo Leon, México), FeCls 0.002g, extracto de levadura 0.5
g, sacarosa 20 g (Sigma-Aldrich, Missouri, USA), H2Od 1 L, pH 7 £ 0.2) con 40 pL
del crecimiento bacteriano (1x108 UFC/mL) y se incubaron a 150 rpm y 28°C
durante 10 d. Posteriormente se agregaron 2 volimenes de etanol absoluto frio y
se centrifugd a 4,500 rpm y 4 °C durante 10 min. Finalmente se decant6 el

sobrenadante y se seco a 50 °C para obtener el peso seco del precipitado.

8.4 INDUCCION DE RESISTENCIA A ESTRES HIDRICO

La determinacion de la concentracion de polietilenglicol y la resistencia de Bacillus

spp. al estrés hidrico se establecieron bajo un disefio completamente al azar con 5
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tratamientos (P10, P20, P30, P40 y P50) y un grupo control (PO). Por otra parte, en
la evaluacion in vitro de la induccion de resistencia a estrés en chiltepin por Bacillus
spp. se emplearon 13 tratamientos y dos grupos control (n = 9). Los tratamientos
fueron BsQ, BtBIl, Bc16-4, Bc16-5, Bw19-1, Bt22-1, Bs22-3, Bc25-3, Bc25-4, Bt25-
6, Bc25-7, Bc30-1, Bc30-2. Para los grupos control se emplearon agua destilada
(C+) y una solucion de polietilenglicol 6000 (PEG) al 30% (C-).

8.4.1 Determinacion de la concentracion de polietilenglicol

El estrés hidrico se indujo 20 DDS en cajas Petri con 25 semillas mediante la
aplicacion de 10 mL de polietilenglicol 6000 (PEG) (Sigma-Aldrich, Missouri, USA)
al 10% (Yang et al., 2007). Las cajas se conservaron en el cuarto de crecimiento
con un fotoperiodo de 16 h luz a 28 °C y 8 h de oscuridad a 25 °C. La evaluacién
de la tasa de sobrevivencia (TS) se realizé al dia 17 después de la aplicacion del
PEG.

Con la finalidad de establecer la concentracién de polietilenglicol adecuada para
simular estrés hidrico en semillas de C. annuum var. glabrisculum se establecié la
siguiente metodologia: plantulas de 18 DDS se trasladaron directamente a un tubo
de ensayo estéril, el cual contenia un mL de polietilenglicol a las concentraciones
10, 20, 30, 40 y 50% y un control sin PEG (P10, P20, P30, P40, P50 y PO,
respectivamente). En total se utilizaron 10 tubos por concentracion. Después de 5
d se realiz6 la evaluacion de la TS de las plantulas y parametros vegetativos como

peso fresco, altura, longitud de raiz y diametro de tallo.

8.4.2 Resistencia de Bacillus spp. al polietilenglicol

Posteriormente, se realizé un ensayo para evaluar la resistencia de las cepas de
Bacillus spp. a distintas concentraciones de polietilenglicol segun la técnica descrita
por Yadav et al. (2022). Para ello se utilizé una microplaca con 180 puL de medio de
cultivo CN adicionado con PEG a distintas concentraciones (P10, P20, P30, P40,
P50 y P0). Se centrifugaron 5 mL de cada crecimiento bacteriano (1x108 UFC/mL)
a 5,000 rpm, 4°C durante 5 min. Después se decanto y resuspendio el pellet en 0.5
mL de solucion salina estéril 0.85%. Enseguida se inocularon los pocillos con 20 uL

de la suspension bacteriana y se mantuvieron en una incubadora a 28°C durante
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96 h (n = 4). Para evaluar el crecimiento bacteriano se realiz6 una medicién de la
DO a 600 nm en un lector multimodal Varioskan Flash (Thermo Scientific,
Massachusetts, USA) y se calculd la TS de cada bacteria con relacion al control
(P0O). Para agrupar a las bacterias segun su adaptabilidad al estrés hidrico se
emplearon las siguientes categorias: 0.0 a 0.1 cepas altamente sensibles, 0.10 a
0.45 cepas sensibles, 0.45 a 0.6 cepas moderadamente sensibles, 0.6 a 0.75 cepas
moderadamente tolerantes, 0.75 a 0.9 cepas tolerantes y de 0.9 a 1.0 cepas
altamente tolerantes. Para evaluar cualitativamente la viabilidad se aplicaron 10 pL
de resazurina al 0.03 M (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) en cada pocillo; el viraje de

azul a tonalidades rosas indico la viabilidad celular (Candeias et al., 1998).

8.4.3 Induccidn de resistencia a sequia in vitro

Una vez determinada la concentracion de PEG vy la capacidad de crecimiento de
los Bacillus spp. en PEG, se llevd a cabo la evaluacion del potencial para inducir
resistencia a la sequia en semillas. Plantulas de 23 DDS se trasladaron a tubos de
ensayo estéril con un mL de PEG al 30%. Después de 5 d se realizé la evaluacion
de la TS y parametros vegetativos como altura, longitud de raiz y didmetro de tallo,

segun lo descrito en los apartados anteriores.

8.4.4 Induccidn de resistencia a sequia in vivo

La induccion de resistencia en invernadero se establecidé bajo un disefio
completamente al azar con cinco tratamientos (BtBIl, Bc25-3, Bt25-6, Bc25-7 y
Bc30-2) y tres grupos control (n = 6). Como control positivo se empled el producto
comercial Xp Amino (Cxpa) (Agroscience®, Jalisco, México), como control negativo
(C-) se trataron plantulas con H20d y como control absoluto (Cabs) se emplearon

plantulas sin tratamiento y sin estrés.

Produccion de plantulas

Para evaluar la induccién de resistencia al estrés hidrico en plantulas se
desinfectaron y sembraron semillas. El trasplante se realiz6 cuando las plantulas
presentaron 3 - 4 hojas verdaderas (40 DDS). Las plantulas se colocaron en vasos

de plastico con Peat Moss estéril humedecido en invernadero y se monitorearon las
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condiciones de temperatura y humedad durante todo el experimento. El riego se
realizé con una frecuencia de 48 a 72 h con H20d y se aplicd solucion nutritiva

Soluponics Universal Steiner cada 7 d.

Inoculacién de plantulas

La primera inoculacion se realizo el dia del trasplante aplicando 5 mL de esporas
(1x108 UFC/mL) a la base de cada plantula. La inoculacién se repiti6 en tres

ocasiones con una frecuencia de 15 d, hasta la induccién del estrés hidrico.

Aplicacion del estrés

La induccion del estrés hidrico se realiz6 35 DDT mediante retencién de agua por
7 d (Lozo et al.,, 2022). Para ello, se regaron las plantulas hasta saturacion,
manteniendo los vasos durante 30 seg en 500 mL de Hz20, enseguida se decant6
el exceso y después de 1 h se determiné la humedad del sustrato (3 Way Soil Meter,
Cookmaster, Tijuana, México). Posteriormente se suspendio el riego durante 7 d y
se monitored la humedad cada 24 h en una escala 1-10, considerando que el
sustrato estaba seco por debajo de un valor de 3.

Evaluacion

La evaluacion se llevo a cabo cada 24 h determinando el indice de Vegetacion de
Diferencia Normalizada (NDVI) con FIELDSCOUT® CM 1000 NDVI Meter
(Spectrum Technologies Inc, Aurora, USA) después de la induccién al estrés.
Posteriormente se determind el contenido de prolina y el contenido relativo de agua
en las hojas (RWC). La estimacion de la prolina total de realizé con el método de
Bates (1973): se homogenizaron 0.5 g de tejido foliar en 10 mL de &cido
sulfosalicilico acuoso al 3% (p/v) y posteriormente se paso por filtracion (Papel filtro
# 2 Whatman 1002-185, GE HealthCare Technologies Inc, Maidstone, Reino
Unido). Enseguida se tomaron 2 mL de filtrado y se adicionaron 2 mL de CH;COOH
glacial (CTR, Nuevo Leén, México) y 2 mL de ninhidrina acida (ninhidrina 1.25 g
(Sigma-Aldrich, Missouri, USA), CH;COOH glacial 30 mL, H3PO4 6 M 20 mL
(Fermont, Nuevo Ledn, México)). La mezcla se colocé en bafio Maria a 100 °C
durante 1 h y se detuvo la reaccion colocando los tubos en hielo por 10 min.
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Posteriormente, se agregaron 4 mL de tolueno en campana de extraccion (Fisher
Hamilton, Reno, USA) y se agito vigorosamente durante 20 a 30 seg. Finalmente
se tomo lectura de la absorbancia del sobrenadante a 520 nm, empleando tolueno
como blanco. Para estimar el contenido total de prolina se realiz6 una curva de
calibracion de L-Prolina (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) con los estandares 0, 20,
40, 60, 80, 100, 120 y 140 uM (n = 4). El contenido de prolinay RWC en las hojas

se determinaron con las féormulas descritas en la Tabla 5.

Tabla 5. Férmulas para la determinacion de prolinay RWC.

Pardmetro Formula Referencia
Prolina Prolina = [(ug de prolina * mL tolueno) / 115.5 pg/ uM]
(uM / g de hoja) / (g muestra / Bates (1973)

RWC (%) RWC (%) = [(FW — DW) / (WT — DW)] x 100* Murali et al. (2021)

*FW es el peso fresco después de cosechar la plantula, WT es el peso de hojas saturas sumergidas
en H20d durante 4 h (peso turgente) y DW es el peso seco constante.

8.5 Analisis estadistico

En los ensayos de promocién de germinacion, promocion de crecimiento,
mecanismos de promocion de crecimiento e induccion in vitro e in vivo de tolerancia
a la sequia, se analizaron los datos con ANOVA y separacion de medias con la
prueba de Scott-Knott (a = 0.05). Para determinar la concentracién PEG se realiz6
un analisis de correlacidn de Pearson entre TS de las plantulas y las distintas
concentraciones. En el ensayo de induccién de tolerancia a estrés hidrico in vivo se
realizd un analisis de correlacion de Pearson entre la humedad del sustrato y el
NDVI. Para seleccionar los aislados con mayor potencial de promocion de
crecimiento se realizé un andlisis de componentes principales con los parametros
vegetativos y la agrupacion de las cepas con K-medias (3 conglomerados). Los
analisis se realizaron con los softwares estadisticos InfoStat 2020d y Minitab® 2021
20.
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IX. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LOS AISLADOS
9.1.1 Identificacion morfolégica y bioquimica de Bacillus spp.

Se obtuvieron 42 cepas puras, a las cuales se asign6 una clave basada en el
namero del lote de procedencia. A partir de la técnica de gota pendiente se
descartaron las bacterias sin movimiento aparente y se seleccionaron 16 colonias
las cuales mostraron mayor movilidad. La totalidad de las cepas aisladas resultaron
positivas a la prueba de solubilidad en KOH vy tincion de Gram (Tabla 6).
Posteriormente, se descartaron 5 bacterias por no presentar endosporas. El resto
de las bacterias aisladas mostré endosporas elipsoidales, de posicién subterminal
0 centrales tipicas del género Bacillus. A partir de las pruebas de identificacion
macro y microscopica se seleccionaron las bacterias: L16-4, L16-5, L19-1, L22-1,
L22-3, L25-3, L25-4, L25-6, L25-7, L30-1 y L30-2 (Figura 8).

Tabla 6. Pruebas bioquimicas para la identificacion de cepas bacterianas.

Cepa Movilidad Prueba Tincién de Tincién de Posicion de
de KOH Gram endosporas endosporas
L16-1 + ¥ + - >
L16-4 + + + + Central
L16-5 + + + + Central
L19-1 + + + + Central
L20-1 + + + i )
L22-1 + + + + Central
L22-2 + + + i )
L22-3 + + + + Central
L23-1 + + + i )
L25-3 + + + + Central
L25-4 + + + + Central
L25-6 + + + + Subterminal
L25-7 + + + + Subterminal
L26-1 + + + . _
L30-1 * N + + Central
L30-2 + + + + Central

Las bacterias se caracterizaron por la formacion de colonias beige a blanquecinas,
de consistencia cremosa y forma circular a irregular, con tamafios de 2 a 7 mm de
diametro, presentaron bordes aserrados o enteros (Tabla 7). La mayoria de las

cepas presentd elevacion plana, textura rugosa y transparencia opaca, con
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excepcion de L22-3 que mostro textura lisa, elevacion convexa, ademas de
consistencia mucoide y transparente. La morfologia colonial y los resultados de las
pruebas bioquimicas son consistentes con las caracteristicas reportadas en la
literatura para especies del género Bacillus (Garrity et al., 2009).

Cleglmisnte Tincién de Gram  Tincion SF Crecimiento

Tincion de Gram  Tincién SF de colonias ~ de colonias

Figura 8. Caracterizacion microscopica y morfologia colonial de las cepas de Bacillus spp. Tincion
de Gram, tincién de Schaeffer-Fulton y crecimiento de las colonias. Las tinciones se visualizaron en
microscopio triocular Leica DM1000 bajo el objetivo 100x. Las imagenes de la derecha corresponden
al crecimiento de las colonias en medio de cultivo agar tripticaseina incubados a 28 °C por 24 h.
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Tabla 7. Descripcion morfol6gica de las colonias de Bacillus spp. en medio de cultivo TSA.

Cepa *Tamafio Borde Textura Elevacién | Consistencia Transparencia
L16-4 Pequefia Entero

tigi Med|ar1a Aserrado Rugosa Plana Suave Opaca
1221 Pequefia

L22-3 Entero Lisa Convexa Mucoide Transparente
125-3 Mediana

L25-4 Aserrado

L25-6 Entero

L25.7 Pequefia Rugosa Plana Suave Opaca
L30-1 Aserrado

L30-2 Mediana

*Se clasifican como pequefias colonias de 1 mm de diametro, medianas de 2 mm y grandes > 3.
(Vargas y Kuno, 2014).

9.1.2 Extraccién de ADN

La integridad del ADN extraido se visualizé en el gel de agarosa debido a la
capacidad del colorante fluorescente bromuro de etidio para actuar como agente
intercalante entre las bases nitrogenadas (Green y Sambrook, 2019). Las bandas
definidas y discretas en la parte superior del gel en los carriles 2 al 4 corresponden
a ADN integro (Figura 9). Se descarto la presencia de material genético degradado
debido a que no se observaron bandas desvanecidas a través de los carriles
(Salazar et al., 2013). Por otra parte, la concentracion y pureza de las muestras se
determinaron mediante la medicion de la absorbancia a distintas longitudes de onda
en el bioespectrofotometro (Figura 10). De acuerdo con Green y Sambrook (2018),
los anillos aromaticos que forman parte de la estructura de los acidos nucleicos se
caracterizan por absorber la luz UV; las bases puricas y pirimidicas alcanzan
absorbancias maximas a 260 nm, por esta razon, esta longitud de onda se
considera estandar para la cuantificacion de muestras de ADN. Sin embargo, la
medicion por espectrofotometria es sensible a diversas sustancias interferentes
como proteinas, nucledtidos, ARN y otros contaminantes. La absorbancia
establecida para medir la concentracion de los grupos aromaticos de las proteinas
y compuestos fendlicos es de 280 nm. De esta forma, la proporcién entre las
absorbancias 260 y 280 nm funciona como el principal indicador de pureza del ADN.
La relacion optima 260/280 es de 1.8 a 2.0 (Bunu et al., 2020). Por otro parte, los
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residuos de sales caotropicas se absorben a 230 nm vy la relacion 260/230 es una
medida secundaria de pureza, en la cual se consideran deseables valores
superiores a 1.8 (Boesenberg et al., 2012; Mancera, 2020). En este estudio se
obtuvo una concentracion media de 421 ng/uL, una relacion de absorbancias
260/280 de 1.88 y 260/230 de 1.8 (Tabla 8). Las muestras de ADN que presentaron
bandas integras en el gel de electroforesis, ademas de valores de pureza
adecuados y concentraciones superiores a 25 ng/uL, fueron seleccionadas para la

amplificacion por PCR.

Tamario MPM  L164 1223 1254  MPM Tamafio
(pb) (pb)

1000 1000
500 500

200 == 200

Figura 9. Imagen representativa de la electroforesis en gel de agarosa al 2%. Los carriles 1y 5
corresponden al marcador de peso molecular (1Kb), carril 2 al 4 al ADN de las cepas L16-4, L22-3
y L25-4, respectivamente.

Tabla 8. Concentracion y pureza del ADN.

Aislado Concentracion Pureza
(ng/ uL) A260/A280 A260/A230
L16-4 221.3 1.95 2.06
L16-5 268.9 1.93 1.97
L19-1 1102.3 1.99 2.24
L22-1 82.0 1.88 1.67
L22-3 55.3 1.97 1.04
L25-3 179.4 1.87 1.87
L25-4 101.1 1.74 1.44
L25-6 189.1 1.82 1.62
L25-7 738.0 1.78 1.97
L30-1 253.9 1.78 1.79
L30-2 1440.2 1.98 2.17

*Determinacion en bioespectrofotémetro con el procesador SW-Version: 4.2.3.0

65



LS

UUIM‘IES

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

L16-4

L16-5

L19-1

0.400
0.400
0.300

0.200
0.200

0.100

0.000

2.000

1.500

1.000

» W 0.000 - 0.000 > tom)
20 w0 w0 30 30 3 220 260 280 300 320 340 3ad
L22-1 L22-3 s
‘‘‘‘‘‘
0.400 3 0.400 0.400
0.300 0.300 0.300
0.200 0.200 1 $emm dee L 0.200
0.100 0.100 b ' 0.100
k P ~—
0.000 — 0.000 B o) 0.000 + o)
240 260 280 300 320 340 240 260 280 300 320 340" 240 260 280 300 120 240
0.400 0,400
1.200
0,300 0300
0.800
0.200 0300
0.400
0.100 0300
0.000 n 0.000 - 0.000 —
240 260 280 300 320 34 240 260 280 300 320 340 240 260 280 300 320 3a0""™
0.400
0.200
0.000
240 260 280 300 320 340 340 ™™

Figura 10. Valor de absorbancia a distintas longitudes de onda en las muestras de ADN extraido.
Datos obtenidos en bioespectrofotometro con el procesador SW-Version: 4.2.3.0.

9.1.3 Identificacién molecular

De la secuenciacion del fragmento ARNr 16S se obtuvieron secuencias

ensambladas con una longitud media de 1450 pb. De acuerdo con la evaluacion de

secuencias, el 90% de las cepas pertenece a Bacillus grupo cereus y solamente

una cepa corresponde a Bacillus grupo subtilis (Tabla 9). Las cepas L16-4 y L16-5
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presentaron una similitud de 99.86% con B. cereus (MK780061.1). De forma similar
L25-3 (100% de similitud con MT332156.1), L25-4 (99.72% de similitud con
KT720292.1), L25-7 (99.93% de similitud con MT492023.1), L30-1 (100% de
similitud con MN746202.1) y L30-2 (99.93% de similitud con MK592620.1) se
identificaron como B. cereus. Por otra parte, las cepas L22-1 y L25-6 presentaron
un 99.79 y 99.93% de similitud con B. thuringiensis (OM648228.1 y OP359440.1,
respectivamente). La cepa L19-1 se identific6 como B. wiedmannii por presentar un
99.86% de similitud con MT124531.1. Finalmente, la cepa L22-3 revelé un 100%
de similitud con B. subtilis (KU922339.1). Estos resultados son similares a los
reportados por Hernandez et al. (2023) quienes identificaron 21 cepas como B.
cereus y una mas como B. thuringiensis a partir de muestras edaficas de la misma
zona productora. Dentro de las especies del grupo B. cereus se observo una alta
homogeneidad genética. De acuerdo con la literatura, el gen 16S ARNr se
encuentra altamente conservado entre las especies de Bacillus. Particularmente,
B. cereus, B. thuringiensis y B. wiedmannii presentan una alta similitud genética
que dificulta su identificacion (Adeoti et al., 2021; Chen et al., 2022).

Distintos autores han evaluado el uso de B. subtilis, B. cereus y B. thuringiensis
como promotores de crecimiento vegetal (Cochard et al., 2022; Antil et al., 2022; Jo
et al., 2020) e inductores de tolerancia a estrés abidtico (Gowtham et al., 2020,
Saad y Abo-Koura, 2018; Lozo et al., 2022). En un estudio reciente, Karimzad et
al., (2023) reportaron la actividad bioprotectora de B. wiedmannii como método

novedoso para incrementar el rendimiento bajo condiciones de estrés por sequia.

Tabla 9. Identificacion molecular de las cepas de Bacillus spp.

Accesion

Cepa Identificada como Nli‘ngsézode % Similitud (Secuencia de ?:JT;(!:;? dgg
referencia)
Bcl16-4 B. cereus OR533503 99.86 MK780061.1 1446/1448
Bcl16-5 B. cereus OR533504 99.86 MK780061.1 1449/1451
Bw19-1 B. wiedmannii OR533505 99.86 MT124531.1 1448/1450
Bt22-1 B. thuringiensis OR533506 99.79 0OM648228.1 1456/1459
Bs22-3 B. subtilis OR533507 100.00 KU922339.1 1450/1450
Bc25-3 B. cereus OR533509 100.00 MT332156.1 1447/1447
Bc25-4 B. cereus OR533510 99.72 KT720292.1 1446/1450
Bt25-6 B. thuringiensis OR533511 99.93 0OP359440.1 1448/1449
Bc25-7 B. cereus OR533512 99.93 MT492023.1 1451/1452
Bc30-1 B. cereus OR533513 100.00 MN746202.1 1449/1449
Bc30-2 B. cereus OR533514 99.93 MK592620.1 1440/1441

*Analisis de secuencia basado en el fragmento ARNr 16S y porcentajes de similitud con secuencias
homologas disponibles en el banco de genes del NCBI.
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9.2 EVALUACION DE LA PROMOCION DE CRECIMIENTO

9.2.1 Promocion de germinacion in vitro

Parametros de germinacion e indices

La baja tasa de germinacién y la elevada variabilidad en la capacidad germinativa
se consideran las principales limitantes agronémicas para la domesticacion del
chiltepin (Alcala et al., 2019; Lopez et al., 2020). Cano et al. (2015) evaluaron la
cinética de imbibicion y distribuciéon de biomasa de semillas de C. annuum var.
glabrisculum y demostraron que, debido a que la cubierta seminal es permeable, el
proceso de absorcion de agua no se ve limitado por ninguna barrera fisica, por lo
tanto, la baja tasa de germinacién se atribuye directamente a la latencia fisiol6gica
natural de la semilla. Otros estudios han reportado que este mecanismo incluye
proteinas de latencia y regulacién hormonal y actia como ventaja evolutiva al
impedir la germinacién en sitios de baja disponibilidad de recursos como el agua,
luz y nutrientes, favoreciendo la adaptacién a condiciones ambientales adversas
(Alcala et al., 2019). Ademas, se sugiere que altas concentraciones de capsaicina
en la semilla bloquean el proceso de germinacion (Quintero et al., 2018).

Se han evaluados tratamientos térmicos, mecanicos, hormonales y quimicos para
incrementar la tasa de germinacién del chiltepin, entre ellos destaca la aplicacion
exdgena de giberelinas, nitrato de potasio y peroxido de hidrogeno (Cano et al.,
2015). Lopez et al. (2020) presentaron una tasa del 71% al exponer la semilla a luz
solar, mientras que Alcal& et al. (2019) reportaron una capacidad germinativa del
69% cuando se aplica AGs en combinacion con escarificacion mecéanica. Otros
estudios demuestran que el chile chiltepin tratado con AGs (400 ppm) y un
fotoperiodo de 10 horas luz alcanza una germinacion del 90% al 21 DDS (Araiza et
al., 2011). En este estudio evaluamos el efecto del tratamiento biologico mediante
la aplicacion de Bacillus spp. La dinamica de germinacion se muestra en la Figura
11. El registro comenzo el dia 6 DDS al iniciar el desarrollo radicular. Esto coincide
con la reportado en la literatura (5-15 DDS) (Araiza et al., 2011; Cano et al., 2015).
El comportamiento fue variable en funcion del tratamiento. Al dia 19 el control
tratado con medio de cultivo alcanzo una tasa de germinacion media del 84%, en

comparacion las cepas Bc25-4, Bc30-2 y Bc25-7 alcanzaron un 91, 89 y 88%,
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respectivamente. Las diferencias estadisticas en la TG se evaluaron al dia 11 DDS
considerando que el control negativo superoé el 50% (Tabla 10). Para ese momento
el 45.4% de los tratamientos mostraron diferencias con respecto al control (56%)
alcanzando una tasa de hasta 74% (Bc25-4 y Bc25-7). Del mismo modo, se
presentaron diferencias entre los controles tratados con medio cultivo (Cn) y el
control con agua destilada (CH.0), sugiriendo un efecto adverso en la germinacion
de chiltepin al tratar la semilla con medio. Varios autores han reportado que Bacillus
spp. promueve la germinacion de especies del género Capsicum. Sosa et al. (2019)
al inocular semillas de chile habanero (C. chinense Jacq.) con Bacillus sp.
CBCRF12 observaron un incremento del 3% en la tasa de germinacion. De forma
similar, Chowdhury et al. (2020) encontraron un aumento del 24% en la tasa de
germinacion de pimientos al ser tratados con Bacillus sp. LBF-01. Bolafios et al.
(2021) reportaron 23.61% mayor germinacion en semillas de chile (C. annuum L.)
inoculadas con B. licheniformis M2-7. En otro estudio, Bacillus sp. BSp.3/aM
aumentd 4.25% la germinacién de C. annuum L. cv. G-4 (Jayapala et al., 2019),
mientras que Yildirim et al. (2021) reportaron un incremento del 14.68% en chiles
cv. “Kandil Dolma” tratados con B. subtilis. Los incrementos en la tasa de
germinacion pueden atribuirse a la produccién de reguladores de crecimiento de
origen bacteriano, como las giberelinas, citocininas y auxinas, debido a que existe
una relacion directa entre la concentracion de fitohormonas y el estado fisiol6gico
de la semilla de chiltepin (L6pez et al., 2020). Las giberelinas inducen la
movilizacion de nutrientes y la sintesis de hidrolasas que actlan en la degradacion
de los productos de almacenamiento que constituyen el endospermo (Vieira et al.,
2002). De acuerdo con Chowdhury et al. (2020), la produccién de reguladores de
crecimiento destaca como el principal mecanismo de Bacillus sp. LBF-01

involucrado en la germinacién de semillas de chile.

El incremento en la capacidad germinativa observada en este estudio, incluso en el
control, puede atribuirse al pretratamiento de la semilla en H20d descrita por
Quintero et al. (2018) como “hydropriming”, debido a que la imbibicion produce una
alteracion hidrofobica que estimula los procesos metabdlicos necesarios para la

germinacion (Yildirim et al., 2021).
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Figura 11. Dinamica de germinacién de semillas de chiltepin tratadas con Bacillus spp. bajo
condiciones in vitro.

Tabla 10. Efecto de las cepas de Bacillus spp. en los parametros de germinacion del chiltepin bajo
condiciones in vitro.

Tratamiento TG (%) (sen:gll;g(sjj/ dia) (-:—;i\gg) IVG

Cn 56+ 86 b 0.888+0.14 b 745+0.20 a 8.878+140 b
Chz0 58+16.1 b 0.944+0.19 b 743+041 a 9437+191 b
BsQ 56+146 b 0.851+0.12 b 750+£0.36 a 8506+1.29 b
BtBII 71+ 38 a 1.006 £0.13 a 7.36+0.13 a 10.057+1.32 a
Bcl16-4 64+ 98 b 0.974+0.17 b 745+032 a 9.740+169 b
Bc16-5 70£115 a 1.154+0.10 a 6.99+0.14 b 11.545+1.06 a
Bw19-1 60+11.3 b 0.871+0.11 b 7.34+£0.17 a 8.707+1.14 b
Bt22-1 62+113 b 1.058+0.21 a 7.02+036 b 10.580+2.15 a
Bs22-3 68+ 7.3 a 1.025+0.10 a 7.18+0.28 b 10.250+1.03 a
Bc25-3 59+ 82 b 0.896 +0.07 b 746+0.10 a 8.958+0.72 b
Bc25-4 74+ 23 a 1.080+£0.00 a 7.26+£0.08 a 10.802+0.08 a
Bt25-6 52+11.7 b 0.854+0.12 b 7.33£0.19 a 8540+1.25 b
Bc25-7 74+ 69 a 1.099+0.10 a 727+0.16 a 10.991+0.99 a
Bc30-1 60+ 86 b 0.894+0.13 b 7.33+0.08 a 89371134 b
Bc30-2 73+ 99 a 1.167+0.14 a 7.02+0.10 b 11.669+1.47 a

*TG (11 DDS), VMG, TMG e IVG (15 DDS) en semillas tratadas. Los datos estan representados por
la media de 4 repeticiones. Letras distintas indican diferencias estadisticas significativas de acuerdo
con la prueba de Scott Knott (p < 0.05).
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Otro aspecto de importancia es la preseleccion de la semilla ya que este

procedimiento asegura la viabilidad de la misma (L6épez et al., 2020).

Por otra parte, los indices de vigor y de germinacion se emplearon como
indicadores de la potencia de la semilla en el proceso de germinacion (Figura 12).
Reed et al. (2022) mencionan que el indice de vigor relne las propiedades para
determinar el rendimiento potencial de las semillas viables durante el proceso de
germinacion. Las bacterias Bs22-3, Bc25-4, Bc25-7 y Bc30-2 mostraron un
incremento en el indice de vigor de 65.16% (Apéndice |). Mientras que el resto de
los tratamientos no presentaron diferencias significativas. En comparacion,
Chowdhury et al. (2020) reporté un aumento en el indice de vigor de hasta 592.8%
en semillas chile tratadas con Bacillus sp. LBF-01. En otro estudio, Jayapala et al.
(2019) observaron un incremento del 8.35% en el indice de vigor en plantas de chile
mediante biopriming con carboximetilcelulosa como agente adherente a Bacillus sp.
BSp.3/aM. Resultados similares se encontraron al evaluar el indice de germinacion,
indicador que permite integrar el porcentaje de germinacion y el crecimiento de las
raices (Zucconi et al., 1981). Las bacterias Bs22-3, Bc16-5, Bc25-4, Bc25-7 y Bc30-
2 mostraron valores estadisticamente superiores al control (98.94%) con una media
de 200.26%. En contraste, la cepa Bw19-1 disminuy6 considerablemente el indice
de germinacion. Estos resultados son superiores a los reportados por Jayapala et
al. (2019), quienes obtuvieron un incremento del indice de 9.59% con el tratamiento
de Bacillus sp., en comparacion con las plantulas control. El aumento en el indice
de germinacion puede atribuirse a la produccién de auxinas exdgenas (Yildirim et
al., 2021), las cuales permiten el desarrollo radicular temprano (Lépez et al., 2020),
mediante la divisién celular y la extensibilidad de la pared por accién enziméatica
(Bewley, 1997). Estos resultados sugieren que el tratamiento con las cepas del
género Bacillus favorece el establecimiento exitoso de las plantulas mediante el
desarrollo acelerado de raices que permite la busqueda de humedad en el suelo y

el crecimiento rapido de los brotes con la finalidad de alcanzar la superficie.
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Figura 12. Efecto de las cepas de Bacillus spp. en el indice de vigor e indice de germinacion del
chiltepin bajo condiciones in vitro. indices en semillas tratadas al dia 11 DDS. Los datos estan
representados por la media de 4 repeticiones. Las barras en los rectangulos y rombos indican el
error estandar. Letras distintas indican diferencias estadisticas significativas de acuerdo con la
prueba de Scott Knott (p < 0.05).

Los parametros de VMG, TMG e IVG fueron calculados considerando el nUmero de
semillas germinadas hasta el dia 15 debido a la estabilizacion del comportamiento
observada en ese momento. La media general del tiempo de geminacién para las
semillas de chiltepin fue de 7.3 dias, en comparacién con el MGT reportado en
Capsicum chinense Jacq. (6.72 dias) y Capsicum frutescens L. (8.8 dias) (Sosa et
al., 2019; Dutta et al., 2019). Las cepas Bc16-5, Bt22-1, Bs22-3 y Bc30-2 redujeron
el tiempo de germinacion hasta 0.46 dias. Esto es consistente con los resultados
reportados por Sosa et al. (2019) quienes presentaron una reduccion de 0.66 dias
en la germinacion de semillas inoculadas con Bacillus sp. CBCRF12. En otro
reporte, B. subtilis Bs1 y B. mojavencis ApBm disminuyeron significativamente el
tiempo de germinacion en semillas de C. annum (Yildirim et al.,, 2021). Los
tratamientos mostraron un comportamiento similar en la VMG e IVG. De acuerdo
con los parametros evaluados seis de las bacterias aceleran el proceso de
germinacion en chiltepin. El tratamiento Bc30-2 mostré mayor velocidad al superar
al control con 0.279 semillas germinadas/dia. Este resultado es superior a lo

reportado en la literatura (0.017 semillas/dia) (Sosa et al., 2019). La aceleracion del

72



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

proceso de germinacion se atribuye a la produccion bacteriana de enzimas y
sideroforos (Yildirim et al., 2021) y es de particular interés en condiciones de estrés
(Reed et al., 2022).

Parametros vegetativos

Las caracteristicas morfolégicas de las plantulas fueron evaluadas mediante
parametros vegetativos (Figura 13). En todos los parametros se encontraron
diferencias significativas. Las cepas Bs22-3, Bc25-7, Bc30-1 y Bc30-2 mostraron
un incremento significativo en altura de plantulas comparadas con el control (11.7
mm) con una media de 15.15 mm (Tabla 11). Mientras que las plantulas tratadas
con la cepa Bw19-1 presentaron una disminucién significativa de la longitud de
vastago con un promedio de 9.7 mm. El efecto adverso de la inoculacién de semillas
con Bw19-1 se observé considerablemente en la longitud de raiz. Por el contrario,
cinco de los tratamientos evaluados presentaron medias estadisticamente
superiores al control con un aumento en longitud de raiz y diametro de tallo de hasta
85.83 y 15.66%, respectivamente. Otros autores han reportado que el tratamiento
de semillas de chile con bacterias del género Bacillus favorece el desarrollo
radicular temprano de las plantulas (Yildirim et al., 2021). Con excepcion de Bcl6-
4 y Bw19-1, la totalidad de los tratamientos incrementaron significativamente el
peso fresco de las plantulas (Figura 14). De forma similar, Sosa et al., (2020)
presentaron incrementos del 12.26, 12.72 y 6.93% en altura, diametro de tallo y
peso fresco, respectivamente, en plantas de chile habanero tratadas con Bacillus
sp. CBCC57. Este efecto positivo en el desarrollo vegetal se asocia a la produccién
AlA de origen bacteriano, el cual induce la formacion de raices mejorando la
absorcion de agua y nutrientes (Chowdhury et al. 2020). Por otra parte, el indice de
esbeltez, calculado como la relacion entre la altura y el diametro del cuello de la
raiz, se emple6 como un indicador de la calidad y resistencia de las plantulas
(Séenz et al., 2014). Valores por debajo de 6.0 corresponden a plantas de buena
calidad (Acevedo et al., 2020). Los tratamientos Bs22-3, B¢c25-7 y Bc30-2 mostraron
plantas mas esbeltas en comparacion con el control, mientras que Bc16-4 y Bw19-
1 presentaron valores significativamente inferiores en el indice correspondientes a

plantas mas robustas. En este estudio también se presentaron diferencias entre los
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controles Ch2o y Cn en la mayoria de los parametros vegetativos y de germinacion
evaluados, razon por la cual se recomienda evitar el uso de medio de cultivo como

recurso para la aplicacion de Bacillus spp.

Figura 13. Efecto de las cepas de Bacillus spp. en el crecimiento in vitro de plantulas de chiltepin.

Imagenes representativas de las plantulas tratadas al dia 19 DDS obtenidas con el estereoscopio
Nikon SMZ 745T.
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Tabla 11. Efecto de las cepas de Bacillus spp. en parametros vegetativos del chiltepin bajo
condiciones in vitro. Longitud de raiz, diametro de tallo y altura de plantulas tratadas al dia 19 DDS.
Los datos estan representados por la media de 4 repeticiones Letras distintas indican diferencias
estadisticas significativas de acuerdo con la prueba de Scott Knott (p < 0.05).

Tratamiento Altura (mm) Diametro de tallo (mm)  |ongitud de raiz (mm)
Cn 11.702+2.80 b 0.817+0.251 b 9.740+3.26 ¢
Ch0 14.889+2.64 a 0.788+£0.107 b 14.034+£3.60 b
BsQ 14138+ 252 a 0.817+0.154 b 10.268 £+ 3.10 c
BtBII 12.120+1.60 b 0.886 +0.084 a 13.950+2.88 b
Bcl6-4 12513+3.17 b 0.919+0.185 a 11.273+3.12 ¢
Bcl16-5 12594+2.88 b 0.821+£0.089 b 15495+ 4,16 a
Bw19-1 9.707+1.69 c 0.830+0.161 b 5822+232 d
Bt22-1 13.286+2.77 b 0.892 +£0.131 a 12.360+5.38 b
Bs22-3 15.720+2.15 a 0.910+0.078 a 18.100+5.36 a
Bc25-3 15564+2.73 b 0.816 £0.109 b 10.365+3.56 ¢
Bc25-4 12986 +2.63 b 0.926 £0.119 a 14700+ 4.74 b
Bt25-6 13.351+3.63 b 0.854+0.159 b 9.727+3.57 ¢
Bc25-7 14.807 +2.76 a 0.829+0.109 b 13.110+4.38 b
Bc30-1 14574 +2.86 a 0.945+0.193 a 12.082+292 b
Bc30-2 15.645+1.83 a 0.790+£0.113 b 12.670+£3.61 b
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Figura 14. Efecto de las cepas de Bacillus spp. en el peso fresco e indice de esbeltez del chiltepin
bajo condiciones in vitro. Plantulas tratadas al dia 19 DDS. Los datos estan representados por la
media de 4 repeticiones. Las barras en los rectangulos y rombos indican el error estandar. Letras
distintas indican diferencias estadisticas significativas de acuerdo con la prueba de Scott Knott (p <
0.05).
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En el analisis PCA de los parametros vegetativos del ensayo de promocion de
germinacion in vitro, el CP1 explico el 63.2% y el CP2 el 23.4% de la variacion de
los datos (Figura 15). De acuerdo con el analisis de conglomerados de K-medias
se encontrd que el grupo con mayor efecto positivo en el crecimiento se integré por
las bacterias Bs22-3, Bc30-1, BtBII, Bt22-1, Bc16-4, Bc16-5 correspondiente a los
parametros de peso fresco, altura, longitud de raiz y diametro de tallo. Por otro lado,
las bacterias Bc25-3, Bc25-7 y Bc30-2, junto con el control comercial mostraron un
desempefio medio en la promocién de crecimiento considerando todos los
parametros. Finalmente, las bacterias Bt25-6, Bw19-1 y las plantulas sin

tratamiento integraron el grupo de menor potencial como PGPR en chiltepin.
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Figura 15. Analisis PCA y de conglomerados con K-medias de pardmetros vegetativos en plantulas
de chiltepin tratadas con Bacillus spp.

Anatomia de la raiz

De acuerdo con la literatura se han observado alteraciones en la arquitectura
radicular de plantas tratadas con especies del género Bacillus (Gashash et al.,
2022). En este estudio se evaluo la anatomia de raiz de plantulas de chiltepin
mediante la determinacion del espesor de raiz y tejido conectivo en raices

secundarias (Figura 16). Las diferencias estadisticas observadas en los
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tratamientos fueron similares en ambos parametros (Apéndice Il). Las plantulas
tratadas con las bacterias Bw19-1 y Bc25-3 presentaron las raices y el tejido
vascular mas delgados (Figura 17). Del mismo modo, las bacterias Bt25-6 y Bc25-
7 mostraron medias estadisticamente inferiores al control. Las semillas tratadas con
H20d desarrollaron raices secundarias mas delgadas que las tratadas con medio
de cultivo. El resto de los tratamientos no presenté diferencias estadisticas en tejido
conectivo. Estos resultados difieren de lo reportado por Agami et al. (2016) quienes
mostraron un incremento en el grosor del tejido conectivo en tallos de plantulas de
albahaca (Ocimum basilicum) inoculadas con PGPR. Asi mismo, Vieira et al. (2020)
describieron modificaciones en la arquitectura radicular al evaluar variables como
longitud, superficie radicular, diametro de raiz y peso fresco en plantas de maiz
tratadas. Estos autores resaltan la importancia del desarrollo radicular en etapas
tempranas del crecimiento vegetal para garantizar la absorcion de agua, iones y
nutrientes y, con ello, la promocién del crecimiento en la parte aérea de la planta.
Esta modulacion del desarrollo radicular también se ha asociado con la respuesta
vegetal a estrés. La organogénesis de la raiz se atribuye principalmente al
incremento en las concentraciones de auxinas y citocininas mediada por los
microorganismos del suelo. Ademas, los PGPR mejoran la biodisponibilidad de los

nutrientes en la zona de la rizésfera (Grover et al., 2021).

Estos resultados integrados con la evaluacion de longitud muestran raices mas
alargadas y delgadas en la mayoria de los tratamientos en comparacién con el
control. Esto podria deberse a la elongacion de raiz inducida por las bacterias y
podria representar una ventaja en la absorcion de agua y nutrientes en suelo. Las
raices de mayor grosor observadas en el control también se pueden atribuir a la
cercania con la raiz principal. Se recomienda en futuros experimentos evaluar otros
parametros como numero y longitud de raices secundarias, asi como considerar la

distancia de medicidn a partir de la raiz principal.
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Figura 16. Anatomia de raices secundarias de plantulas de chiltepin tratadas con Bacillus spp.
Imagenes representativas al dia 19 DDS, obtenidas con la camara UCMOS USB 2.0 acoplada al
microscopio triocular Leica DM1000 bajo el objetivo 4x.
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Figura 17. Efecto de las cepas de Bacillus spp. en la anatomia de raiz del chiltepin. Espesor de raiz
y sistema vascular en raices secundarias de plantulas tratadas al dia 19 DDS. Los datos estan
representados por la media de 4 repeticiones. Las barras en los rectangulos y rombos indican el
error estandar. Letras distintas indican diferencias estadisticas significativas de acuerdo con la
prueba de Scott Knott (p < 0.05).
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9.2.2 Promocion de crecimiento en invernadero

Las condiciones de temperatura y RH durante el desarrollo de las plantulas en
invernadero se mantuvieron entre 4.7 a 57.0 °C y 2.3 a 90.1%, respectivamente
(Figura 18). Las dindmicas de crecimiento y desarrollo foliar en funcion del tiempo
se presentan en las Figuras 19 y 20; en ambos parametros se observaron
resultados favorables en las plantulas tratadas con las cepas de Bacillus spp. con
excepcion de la bacteria Bc25-4 (Figura 21). Los tratamientos Bc25-7 y Bs22-3
presentaron los valores mas altos en altura, mientras que las plantulas tratadas con
las bacterias Bc25-7 y Bc30-2 incrementaron la formacion de hojas nuevas. De
forma similar, Oluwatosin et al. (2022) evaluaron el crecimiento y el incremento
progresivo en numero de hojas de plantas de chile inoculadas con PGPR
autdctonas y mostraron mayor desarrollo en los parametros agrondémicos

evaluados.
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Figura 18. Temperatura y humedad relativa en el invernadero durante el desarrollo de plantulas de
chiltepin tratadas con Bacillus spp.
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Figura 19. Dindmica de crecimiento de plantulas de chiltepin tratadas con Bacillus spp. bajo
condiciones in vivo.
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Figura 20. Dinamica de desarrollo foliar en plantulas de chiltepin tratadas con Bacillus spp. bajo
condiciones in vivo.
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Figura 21. Efecto de las cepas de Bacillus spp. en chiltepin bajo condiciones in vivo. Plantulas
tratadas al dia 42 DDT. La escala de medicién esta dada en pulgadas.

No se observaron diferencias significativas en la altura y el diametro de tallo, sin
embargo, las bacterias incrementaron hasta 12.52 y 13.27% estas variables,
respectivamente (Tabla 12). La falta de significancia estadistica se debe a la
considerable desviacion estandar obtenida en los datos, esto podria atribuirse a la
diversidad fenotipica propia de C. annuum var. glabrisculum. De acuerdo con
Romero et al., (2023) en el noroeste de México se presenta una alta variabilidad
genética dentro de las poblaciones de chiltepin, esta variabilidad se aprecia en
pardmetros vegetativos de plantas desarrolladas bajo condiciones de crecimiento
uniformes en invernadero. Por otro lado, las plantulas tratadas con las bacterias
Bs22-3, Bc25-7 y Bc30-2 aumentaron significativamente la longitud de raices con
valores de 119.47, 115.10 y 117.98 mm respectivamente, en comparacién con el
control (105.62 mm). Esto es consistente con lo reportado en la literatura,
incrementos de 38.8% en altura y 33.3% en longitud de raiz en plantas de chiltepin
tratadas con B. amyloliquefaciens (Garcia et al., 2018). Incluso las especies del
género Bacillus incrementan los parametros de altura, diametro de tallo y longitud
de raiz en plantas de Capsicum sometidas a condiciones de estrés abidtico por
salinidad, sequia y acumulacion de metales pesados (Kazerooni et al., 2021). Estos
pardmetros morfolégicos se asocian al desarrollo vegetativo y a la mejora del

rendimiento en los cultivos (Abdalla y Ibrahim, 2007). Ademas, el incremento en la

81



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

longitud de raices favorece su uso como biofertilizante a través de una mayor

absorcion de agua y nutrientes (Sansinenea, 2019).

Tabla 12. Efecto de las cepas de Bacillus spp. en altura, longitud de raiz y diametro de tallo del
chiltepin en condiciones de invernadero. Plantulas tratadas al dia 42 DDT. Los datos estan
representados por la media de 6 repeticiones. Letras distintas indican diferencias estadisticas
significativas de acuerdo con la prueba de Scott Knott (p < 0.05).

Tratamiento Altura (mm) Longitud de raiz (mm) Diametro de tallo (mm)
C- 179.3+10.7 a 105.62+8.34 b 263+0.10 a
BsQ 196.2+29.0 a 103.88+9.31 b 282+0.15 a
BtBII 202.0+309 a 114.42+113 a 3.00+045 a
Bs22-3 201.8+30.9 a 119.47+124 a 282+031 a
Bc25-4 173.0+x22.4 a 98.47+142 b 280+0.26 a
Bc25-7 201.8+11.7 a 115.10+8.36 a 298+0.37 a
Bc30-2 183.0+37.5 a 117.98+12.7 @& 2.68+0.13 a

Los tratamientos de Bacillus no presentaron diferencias significativas en el nimero
de hojas y éarea foliar al dia 42 DDT (Figura 22). Sin embargo, la bacteria Bc30-2
incrementd 22.6% la formacion de hojas nuevas, ademas se observé una
expansion de la superficie foliar de hasta 42.2% al inocular las plantas con Bs22-3
(Apéndice Ill). Otros autores han reportado aumentos del 87.5y 36.2% en nimero
de hojas y area foliar, respectivamente, en plantas de chile jalapefio inoculadas con
PGPR (Camacho et al., 2022). De forma similar, Gou et al. (2020) probaron el efecto
de cepas de los géneros Bacillus, Pseudomonas y Sinorhizobium como
biofertilizantes de plantas de chile y observaron incrementos en la longitud y ancho
de hojas. Este efecto benéfico es atribuido principalmente a la modulacion
bacteriana de auxinas. De acuerdo con Jiménez et al. (2022) el incremento en la
masa foliar del chiltepin aumenta la densidad estomatica. Ademas, el crecimiento
inicial acelerado de la superficie foliar durante la fase vegetativa tiene un efecto
directo en el desarrollo de biomasa y rendimiento de los cultivos debido a que se
asocia a la intercepcion de luz y a la capacidad fotosintética (Rebetzke et al., 2004;
Lestari et al., 2023). Asi mismo, el desarrollo temprano del &rea foliar eficientiza el
uso de agua al disminuir la pérdida por evapotranspiracion del suelo y optimizar la

transpiracion (Rebetzke et al., 2004).
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Figura 22. Efecto de las cepas de Bacillus spp. en el nUmero de hojas y &rea foliar del chiltepin.
Plantulas tratadas y desarrolladas bajo condiciones de invernadero al dia 42 DDT. Los datos estan
representados por la media de 6 repeticiones. Las barras en los rectangulos y rombos indican el
error estandar. Letras distintas indican diferencias estadisticas significativas de acuerdo con la
prueba de Scott Knott (p < 0.05).

Los incrementos mas altos en biomasa se observaron en las plantulas tratadas con
la cepa Bc25-7, la cual increment6 un 47.78% el peso fresco total (Tabla 13). La
biomasa foliar fresca fue estadisticamente superior en los tratamientos Bc25-7 y
Bc30-2, con valores de 0.906 y 0.899 g, respectivamente. Resultados similares se
obtuvieron al evaluar el peso seco de las hojas, las plantas inoculadas con Bc25-7
presentaron valores superiores a los tratamientos Bs22-3 y Bt25-4 (Tabla 14). En
contraste, no se observaron diferencias significativas entre tratamientos en peso
fresco y seco de 6rganos como raices y tallo. Otro estudio demuestra que el
tratamiento con B. amyloliquefaciens aumenta 77 y 50% el peso fresco y seco,
respectivamente, de C. annuum var. aviculare (Garcia et al., 2018). Hahm et al.
(2017) también reportaron mayor biomasa en 6rganos como raiz y parte aérea de
chile con el tratamiento de PGPR. El incremento en la biomasa total de plantas de
chiltepin tratadas con Bacillus spp. se puede atribuir a una mayor acumulacion de
proteinas (Garcia et al., 2018). De acuerdo con Castillo et al. (2021) el aumento en
el peso fresco de plantas de chile poblano se asocia con la mejora de la calidad del

fruto.
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Tabla 13. Efecto de las cepas de Bacillus spp. en la biomasa fresca del chiltepin bajo condiciones
in vivo.

Peso fresco (g)

Tratamiento

Hoja Tallo Raiz Total
C- 0.524+0.193 a 0.723+0.185 a 1.326+0.493 a 2574+0.724 b
BsQ 0.832+0.186 a 0.815+0.113 a 2.014+0.419 a 3.661+0.520 a
BtBII 0.863+0.200 b 0.814+0.141 a 2.036+£0.830 a 3.714+0.981 a
Bs22-3 0.615+0.173 b 0.808+0.185 a 1.169+0.418 a 2591+0.648 b
Bc25-4 0472+0.194 b 0.626+0.124 a 1.776+0.498 a 2.874+0.709 b
Bc25-7 0.906 +0.084 a 0.899+0.157 a 1.998+0.810 a 3.802+0.847 a
Bc30-2 0.899+0.368 a 0.768+0.215 a 1.416+0951 a 3.082+1.438 b

*Peso fresco de hoja, tallo y raiz de plantulas tratadas al dia 42 DDT. Los datos estan representados
por la media de 6 repeticiones. Letras distintas indican diferencias estadisticas significativas de
acuerdo con la prueba de Scott Knott (p < 0.05).

La inoculacién de las plantas aumento la concentracion de pigmentos fotosintéticos
en las hojas de chiltepin (Figura 23). El contenido de clorofila a resultd
significativamente superior en todos los tratamientos y en la cepa BtBIl con
incrementos de hasta 42.26% al aplicar Bc25-7. Mientras el contenido de clorofila
b en las plantulas tratadas con Bs22-3 fue estadisticamente superior al control
(0.286 mg / g de peso fresco) y al resto de los tratamientos con un valor de 0.425
mg / g de peso fresco. Otros reportes presentan incrementos de 28.19% en clorofila

ay 29.68% en clorofila b de plantas inoculadas (Hahm et al., 2017).

Tabla 14. Efecto de las cepas de Bacillus spp. en la biomasa seca del chiltepin bajo condiciones in
Vivo.

_ Peso seco (g)
Tratamiento

Hoja Tallo Raiz Total
C- 0.172+0.031 a 0.174+0.035 a 0.172+0.030 a 0.518+0.064 a
BsQ 0.107+0.043 b 0.161+0.039 a 0.162+0.045 a 0.429+0.111 a
BtBII 0.149+0.037 a 0.185+0.023 a 0.187+0.035 a 0.521+0.162 a
Bs22-3 0.117+0.045 b 0.173+0.046 @ 0.163+0.032 a 0.453+0.088 a
Bc25-4 0.118+0.044 b 0.156+0.038 a 0.166+0.055 a 0.440+0.088 a
Bc25-7 0.184+0.020 a 0.206+0.039 @ 0.193+0.031 a 0.583+0.059 a
Bc30-2 0.189+0.077 a 0.170+0.054 a 0.137+0.090 a 0.496+0.183 a

*Peso seco de hoja, tallo y raiz de plantulas tratadas al dia 42 DDT. Los datos estan representados
por la media de 6 repeticiones. Letras distintas indican diferencias estadisticas significativas de
acuerdo con la prueba de Scott Knott (p < 0.05).
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Resultados similares se observaron al evaluar el contenido de carotenoides, los
tratamientos Bs22-3, Bc25-4 y Bc25-7 presentaron concentraciones de 0.350,
0.375 y 0.332 mg /g de peso fresco correspondiente a un incremento del 13.50,
21.59 y 7.72%, respectivamente, en comparacion al control (Apéndice 1V). Estos
resultados son consistentes con lo reportado en la literatura (Gou et al., 2020; Yasin
et al., 2018; Kazerooni et al., 2021). Mathivanan et al. (2017) mencionan que el
contenido de clorofila y carotenoides es uno de los principales indicativos para
determinar la asimilacion fotosintética y la actividad metabdlica de una planta.
Ademas, la acumulacion de pigmentos fotosintéticos en C. annuum var.
glabrisculum es de especial importancia en etapas como floracion y fructificacion
debido a la alta demanda de fotoasimilados para la formacion del fruto (Martinez et
al., 2020). De esta forma, el contenido de clorofila a y b, presentes en el estado
inmaduro, y de carotenoides, en la fase madura, afectan la calidad sensorial y
nutricional del fruto. El B-caroteno y la zeaxantina son los principales carotenoides
encontrados en el fruto del chiltepin en el noreste de México, estos presentan
actividad provitamina A con capacidad antioxidante (Hayano et al., 2016).
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Figura 23. Efecto de las cepas de Bacillus spp. en los pigmentos fotosintéticos del chiltepin.
Plantulas tratadas al dia 42 DDT. Los datos estan representados por la media de 6 repeticiones. Las
barras en los rectangulos y circulos indican el error estandar. Letras distintas indican diferencias
estadisticas significativas de acuerdo con la prueba de Scott Knott (p < 0.05).
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En el analisis PCA de los parametros vegetativos del ensayo de promocion de
crecimiento in vivo, el CP1 explicé el 57.1% y el CP2 el 21.2% de la variacion de
los datos (Figura 24). El tratamiento Bc25-7 en conjunto con los controles BsQ y
BtBIl presentaron el mayor efecto positivo en el crecimiento de chiltepin
correspondiente a todos los parametros vegetativos evaluados. Por otro lado, la
cepa Bs22-3 mostro un efecto positivo en altura, diametro de tallo, nimero de hojas,
longitud de raiz y area foliar, mientras que el tratamiento Bc25-4 incremento el peso
fresco y didmetro de tallo. La aplicacién de PGPR al suelo es una alternativa para
sustituir fertilizantes y pesticidas en los cultivos horticolas (Gou et al., 2020). Estos
resultados sugieren que la cepa Bc25-7 podria ser utilizada como biofertilizante en

la produccién de chile chiltepin.
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Figura 24. Andlisis PCA de pardmetros vegetativos en plantulas de chiltepin tratadas con Bacillus
spp. bajo condiciones de invernadero.

86



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

9.3 CARACTERIZACION DE BACILLUS spp. COMO PGPR

9.3.1 Solubilizacién de fésforo

La capacidad de solubilizacién del fésforo de su estado no asimilable (PO43) hacia
su forma disponible (HPOs2y H2PO4) ha sido reportada en distintos
microorganismos del suelo incluyendo especies del género Bacillus (Kumar et al.,
2016). El indice de solubilizacién de las cepas aisladas se calcul6é considerando la
relacion entre el crecimiento de la colonia y el halo de esclarecimiento en medio de
cultivo selectivo Pikovskaya. Todos los tratamientos mostraron la capacidad de
solubilizar fésforo (Figura 25), ademas, se observé un incremento del indice en
funcion del tiempo en todas las cepas de Bacillus (Figura 26). No se presentaron
diferencias significativas entre las bacterias control (BsQ y BtBIl) y los tratamientos
evaluados a las 24, 48 y 72 h, con medias generales de 2.69, 2.84 y 3.09,
respectivamente (Apéndice V). Mohamed et al. (2018) mostraron un indice de
solubilizacion de 3.0 para B. subtilis a las 48 h de incubacion en agar Pikovskaya.
Mientras que Gohil et al. (2022) reportaron una mejora en la disponibilidad del
elemento mediante la solubilizacion en Bacillus sp. PG-8 con un indice de 1.8
después de 72 h. El esclarecimiento del agar Pikovskaya se debe a la acidificacion
del medio por la transformacion bacteriana del Cas(POas). a fosfatos di vy
monobasicos favorecida por la liberacion de acidos organicos como el acido
gluconico, oxalico, citrico, lactico, tartarico y aspartico. Ademas, se atribuye a la
accion de las enzimas fosfatasas que catalizan la hidrdlisis de enlaces fosfatados
(Corrales et al., 2014; Goswami et al., 2019). El crecimiento de las cepas de Bacillus
en Pikovskaya evidencia la capacidad de solubilizacion ya que el fosfato tricalcico
es insoluble y actia como la Unica fuente de fésforo en el medio (Sanchez et al.,
2023).

9.3.2 Produccién de amonio

El tetrayodomercuriato potasico (Il) o reactivo de Nessler (K2 [Hgls]) es un
compuesto ampliamente utilizado por su sensibilidad para detectar concentraciones
bajas de NH4 en soluciones alcalinas mediante la reaccion: KzHgls + NH3 + KOH —
Hg20OINH:z + KI + H20. La formacion de un producto soluble de tonalidad naranja-

marron indica la capacidad de produccién de amonio (Kolacinska & Koncki, 2014).
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Figura 25. Solubilizacion de fésforo en las cepas de Bacillus spp. Crecimiento en medio Pikovskaya
a las 24 h de incubacion.
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Figura 26. indice de solubilizacion de fésforo en las cepas de Bacillus spp. Crecimiento en medio
Pikovskaya a las 24, 48 y 72 h de incubacién. Los datos estan representados por la media de 5
repeticiones. Las barras en los circulos indican el error estandar. Letras distintas indican diferencias
estadisticas significativas de acuerdo con la prueba de Scott Knott (p < 0.05).
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En este estudio todas las cepas de Bacillus resultaron positivas para el ensayo de
Nessler, sin embargo, el comportamiento fue significativamente distinto en los
tratamientos evaluados (Figura 27). Mediante la curva de calibracién se determiné
la ecuacion de la recta: concentracion de NH4 (mg/L) = 0.0022 Abs 450 nm + 0.0071
con un valor de R? de 0.9948 (Apéndice VI). La produccién de amonio a las 72 h de
incubacion se presenta en la Figura 28. El control positivo BsQ, asi como la cepa
aislada Bs22-3 presentaron las medias mas bajas con 0.42 pmol/mL, seguidos del
control positivo BtBII (1.60 umol/mL) (Apéndice VII). Las bacterias Bc16-5, Bc25-4
y Bc30-2 presentaron concentraciones moderadas de amonio con una media
general de 2.97 ymol/mL. En contraste la cepa Bt25-6 fue significativamente
superior al resto de los tratamientos con una producciéon de 5.32 pmol/mL. Estos
resultados son consistentes con los reportados por Bhattacharyya et al. (2020)
quienes presentaron concentraciones de NH4* en un rango de 2.5 a 7.54 ymol/mL
en Bacillus spp. Por otro lado, Abdelwahed et al. (2022) realizaron un ensayo en
microplaca con la finalidad de reducir el impacto ambiental y el riesgo toxicoldgico
del reactivo de Nessler y observaron una concentracién maxima de amonio de 371
y 370 umol para B. inaquorsum y B. mojavensis, respectivamente. EI NHa4*
producido por las PGPR contribuye al suministro de nitrégeno para la nutricion de
las plantas y tiene un efecto directo sobre el desarrollo radicular (Bhattacharyya et
al., 2020). Asi mismo, Wang et al. (2018) observaron mayor biomasa en plantas de
chile inoculadas con cepas de Bacillus productoras de amonio y aisladas de suelos

salinos.

C- BsQ BtBIl Bc16-4 Bc16-5 Bw19-1 Bt22-1 Bs22-3 Bc25-3 Bc25-4 Bc25-6 Bc25-7 Bc30-1 Bce30-2

Figura 27. Ensayo de Nessler en las cepas de Bacillus spp. Producciéon de amonio a los 5 dias de
incubacion en caldo de peptona. Cada pocillo contiene 20 pL de sobrenadante + 20 L del reactivo
de Nessler + 160 pL de H20 libre de amonio. Cada tratamiento consistio en 4 repeticiones.
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Figura 28. Produccidon de amonio en las cepas de Bacillus spp. Concentracién a los 5 dias de
incubacion en medio de cultivo caldo de peptona. Los datos estan representados por la media de 4
repeticiones. Las barras en los circulos indican el error estandar. Letras distintas indican diferencias
estadisticas significativas de acuerdo con la prueba de Scott Knott (p < 0.05).

9.3.3 Produccién de sider6foros

La produccion de sideroforos de origen bacteriano promueve el crecimiento vegetal
al mejorar la disponibilidad del hierro para las plantas, ademas, es uno de los
principales mecanismos de control biolégico debido a que las PGPR compiten con
los fitopatdgenos por este elemento esencial (Khan et al., 2022). El empleo del
medio azul-verde es una técnica universal que permite detectar la produccién de
sideroforos: el Cromo Azurol S, presente en el medio, es un colorante de alta
afinidad al hierro, que presenta coloracién azul cuando se encuentra unido a este
elemento. En ausencia de hierro, el medio CAS se torna a coloraciones naranjas o
amarillas (Elgazzar, 2017). En este estudio la produccion de sideroforos se observo
en la totalidad de los aislados evaluados (Figura 29). Las bacterias Bc25-7 y Bc30-
1 mostraron los valores méas altos en el indice de produccion (2.72 y 2.92,
respectivamente), siendo estadisticamente iguales a las bacterias control BsQ y
BtBII (Figura 30), con un halo de 15.5 mm a las 72 h de incubacion. El resto de los
tratamientos presentaron una media general del indice de 2.42. De forma similar,
Kazerooni et al. (2021) encontraron que la totalidad de las cepas de Bacillus spp.
aisladas de suelo produjeron sideroforos. Por otro lado, Kalam et al. (2020)

reportaron que el 42.8% de las cepas de Bacillus spp. aisladas de suelo rizosférico
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en tomate presentaron la mayor produccion de sideréforos, con halos superiores a

los 4 mm después de 72 h de incubacion.
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Figura 29. Produccion de sideroforos en las cepas de Bacillus spp. Crecimiento en medio agar azul
verde a las 72 h de incubacion.
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Figura 30. indice de produccién de sideroforos de las cepas Bacillus spp. Crecimiento en medio
agar azul-verde a las 72 h de incubacion. Los datos estan representados por la media de 4
repeticiones. Las barras en los circulos indican el error estandar. Letras distintas indican diferencias
estadisticas significativas de acuerdo con la prueba de Scott Knott (p < 0.05).
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De acuerdo con Nithyapriya et al. (2021), la bacillibacterina es el sideroforo
predominante en B. subtilis, con alta capacidad de quelacion de hierro en medios

extracelulares.

9.3.4 Solubilizacién de zinc

La solubilizacion se evalué en medio Bunt & Roviera adicionado con ZnO como
fuente insoluble de zinc. Con excepcién de la cepa Bs22-3, todos los tratamientos
presentaron la capacidad de solubilizacién (Figura 31). No se observaron
diferencias significativas en el Sl y SE entre las cepas de Bacillus spp. evaluadas
con medias generales de 2.81 y 180.79%, respectivamente (Figura 32, Apéndice
VIII). Estos resultados son consistentes con lo reportado en la literatura; Naseer et
al. (2020) obtuvieron un Sl de 2.78 y una SE del de 178.94%. En otro estudio,
Bacillus sp. NCCP-49 present6 un Sl y SE de 2.8 y 181.8%, respectivamente, al

emplear el medio Bunt & Roviera suplementado con la misma fuente de zinc.

WASA A A

BtBII Bc16-4 Bc16-5 Bw19-1

 ASPASL A

Bt22-1 Bs22-3 Bc25-3 Bc25-4 Bt25-6 Bc25-7

Bc30-1 Bc30-2

Figura 31. Solubilizacién de zinc en las cepas de Bacillus spp. Crecimiento en medio Bunt & Rovira
suplementado con ZnO a los 10 dias de incubacion.
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La capacidad de solubilizacion se atribuye a la produccion de agentes quelantes y
acidos organicos (lactico, glucénico y oxalico), los cuales mejoran la disponibilidad
del micronutriente en el medio (Ali et al., 2023). En contraste, la cepa Bs22-3 no

presentd halos de solubilizacién.
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Figura 32. indice y eficiencia de solubilizacién de zinc en las cepas de Bacillus spp. Crecimiento en
medio Bunt & Rovira suplementado con ZnO a los 10 dias de incubacion. Los datos estan
representados por la media de 4 repeticiones. Las barras en los rombos y circulos indican el error
estandar. Letras distintas indican diferencias estadisticas significativas de acuerdo con la prueba de
Scott Knott (p < 0.05).

9.3.5 Produccién de exopolisacaridos

Las sustancias poliméricas de origen bacteriano se liberan como mecanismo de
respuesta ante estrés fisioldgico y representan un medio de proteccién para la
planta huésped y la bacteria (Gohil et al., 2022). En este estudio todas las bacterias
presentaron la capacidad de producir EPS; el tratamiento Bs22-3 y el control
positivo BsQ, mostraron los rendimientos mas altos con valores de 2.53y 2.36 g/L,
respectivamente. De acuerdo con las categorias descritas por Nwosu et al. (2019),
estas bacterias tienen alta capacidad de produccién de EPS (Figura 33). De forma
similar, Andy et al. (2023) reportaron rendimientos elevados en cepas de B. cereus
y B. haynesii con 1.8 y 1.5 g/L de EPS, respectivamente. Por otro lado, las cepas

93



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

Bw19-1, Bc25-4, Bc25-7, Bc30-1 y Bc30-2 presentaron una produccion moderada
de EPS (0.68 g/L) y el resto de los aislados mostraron rendimientos bajos con una
media general de 0.41 g/L. En otro estudio, el 20, 35y 45% de las PGPB aisladas
presentaron alto, moderado y bajo rendimiento de EPS, respectivamente (Nwosu
et al., 2019). Los EPS producidos por Bacillus spp. favorecen la adhesion celular,
la agregacion del suelo, incrementan la permeabilidad del agua, enriquecen la
fertilidad y el acceso a recursos nutritivos (Bhagat et al., 2021). La produccion de
EPS, ademas, es valiosa para la colonizacién de raices, debido a que la produccion
de material fibrilar favorece la adhesion a la superficie radicular incluso en

condiciones de escasez de agua (Rashid et al., 2021).

Estos mecanismos de promocién de crecimiento explican el efecto positivo

observado en las pruebas de promocion de crecimiento y germinacion.

Alta>1.0 g/L |

Baja <0.5g/L

Moderada 0.6-1.0

Figura 33. Produccion de exopolisacaridos en las cepas de Bacillus spp. Clasificacion de las cepas
en funcién del rendimiento en la produccion (Nwosu et al., 2019).

9.4 INDUCCION DE RESISTENCIA A ESTRES HIDRICO

9.4.1 Determinacion de la concentracion de polietilenglicol

El PEG 6000 es un compuesto ampliamente utilizado como agente estresante
debido a que ajusta el potencial hidrico. Por su alto peso molecular, es incapaz de

atravesar la pared celular, regulando asi el flujo de agua hacia el medio extracelular
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(Batool et al., 2022). En este estudio, la induccion de tolerancia a sequia en chiltepin
se evalud mediante la aplicacion de PEG (10%) a semillas previamente inoculadas
con las cepas de Bacillus spp. La Figura 34 ilustra la dinamica de sobrevivencia de
las plantulas. En general, se observé una disminucion de la viabilidad a partir del
dia 11 después de la induccion del estrés, con excepcion del control. Sin embargo,
la TS fue variable en funcion del tratamiento. Las bacterias Bt25-6 y Bc25-7
mostraron mayor sobrevivencia al dia 17 después de la adiciéon de PEG con medias

de 74 y 67%, respectivamente (Figura 35), en comparacioén con el resto de los
tratamientos.
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Figura 34. Dinamica de sobrevivencia de plantulas de chiltepin tratadas con Bacillus spp. bajo
condiciones de estrés in vitro. El estrés se indujo mediante la aplicacion de PEG (10%).

Ademas, las bacterias Bc16-5, Bw19-1 y Bc30-1 aumentaron la resistencia de las
plantulas estresadas en condiciones in vitro. Estos resultados demuestran el
potencial de Bt25-6 y Bc25-7 para inducir tolerancia a sequia en plantas de C.
annuum var. glabrisculum (Figura 36). Sin embargo, este ensayo fue poco
concluyente debido a que el control negativo no mostro efectos adversos al PEG
(10%) en el periodo establecido en la literatura (Kazerooni et al., 2021; Gangotri et
al., 2022). En contraste, Kaya & Banu (2019), reportaron respuestas fitotoxicas en

jalapefio al emplear esta concentracién al dia 8 después de la aplicacién del agente
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estresor. Esto sugiere que el chile chiltepin presenta mayor adaptabilidad al estrés

hidrico que otras variedades de Capsicum annuum.
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Figura 35. Efecto de las cepas de Bacillus spp. en la sobrevivencia de plantulas de chiltepin
estresadas (PEG 10%) bajo condiciones in vitro. La tasa de sobrevivencia de las plantulas tratadas
al dia 17 después de la induccion de estrés hidrico. Los datos estan representados por la media de
4 repeticiones. Letras distintas indican diferencias estadisticas significativas de acuerdo con la
prueba de Scott Knott (p < 0.05).

Con la finalidad de establecer la concentracion adecuada de PEG 6000 para inducir efectos
negativos en chiltepin se evaluaron las concentraciones PO, P10, P20, P30, P40 y P50
correspondientes a potenciales osméticos de 0, -0.14, -0.49, -1.02, -1.75 y -2.68 MPa,
respectivamente (Michel y Kaufmann, 1973). Se encontré una relacion inversamente
proporcional entre la tasa de sobrevivencia de las plantulas y la concentraciéon de PEG (r =
- 0.85), con una sobrevivencia maxima del 40% en P50 (Figura 37). Las plantulas
estresadas presentaron pérdida de turgencia, clorosis en la punta de las hojas
cotiledonales, deformacion del tallo y/o radicula (Figura 38). Ademas, se observo una
reduccion significativa en la mayoria de los parametros vegetativos en P10, con excepcion
de la longitud de la raiz, que se redujo en P30 (Tabla 15). La afectacion mas grave se
presento de la siguiente manera: P30-P50 redujeron el peso fresco y altura en 30 y 19%,
respectivamente. Los tratamientos P10-P50 redujeron el diametro del tallo y el indice de

esbeltez en un 36% y P40-P50 disminuyeron la longitud de la raiz en un 61%.
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Figura 36. Efecto de las cepas de Bacillus spp. en plantulas de chiltepin estresadas (PEG 10%)
bajo condiciones in vitro. Plantulas tratadas al dia 17 después de la induccién de estrés hidrico.

Este estudio es el primer reporte del empleo de PEG como simulador de estrés
hidrico en chiltepin. No obstante, diversos estudios demuestran que el incremento
en el nivel de déficit hidrico inducido con PEG reduce los parametros de crecimiento
y germinacién en otras especies de chile. Este efecto se puede atribuir en parte a
la disminucion de la solubilidad y disponibilidad del Oz en una solucion PEG de
mayor concentracion y viscosidad, lo cual afecta directamente la elongacion de la
raiz (Emmerich y Hardegree, 1990; Verslues, 1998). Poobalan et al. (2020)
reportaron reducciones del 65.39 y 60.52% en altura y longitud de raices de C.
annuum L., C. frutensces L. y C. baccatum sometidos a estrés con PEG 6000 a -
0.25 MPa. De forma similar, Sikha et al. (2013) observaron una disminucion en la
altura, longitud de raiz y peso fresco de C. annuum ‘Solan Bharpur’ al emplear PEG
10% como simulador del estrés; ademas reportaron efectos significativos en la

respuesta fisioldgica. Estos resultados sugieren que P30 es la concentracion

97



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

adecuada para inducir estrés bajo condiciones in vitro y que C. annuum var.
glabriusculum presenta mayor adaptabilidad al estrés hidrico que otras variedades
de chile. De acuerdo con la literatura, las poblaciones silvestres de chile en México
representan un importante recurso genético para el mejoramiento de otras especies
debido a la alta plasticidad fenotipica y genética que se traduce en variaciones

significativas en la respuesta y adaptabilidad a estrés abiético (Osuna et al., 2023).
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Figura 37. Efecto del estrés hidrico en la sobrevivencia y peso fresco del chiltepin bajo condiciones
in vitro. TS y peso fresco de plantulas sometidas a estrés hidrico con distintas concentraciones de
PEG. Los datos estan representados por la media de 10 repeticiones. Las barras en los circulos
indican el error estandar. Letras distintas indican diferencias estadisticas significativas de acuerdo
con la prueba de Scott Knott (p < 0.05).

Figura 38. Efecto del estrés hidrico en plantulas y raiz principal de chiltepin bajo condiciones in vitro.
El estrés se indujo mediante la aplicacion de distintas concentraciones de PEG.
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Tabla 15. Efecto del estrés hidrico en los pardmetros vegetativos del chiltepin bajo condiciones in
vitro. Altura, longitud de raiz, diametro de tallo e indice de esbeltez de plantulas sometidas a estrés
hidrico con distintas concentraciones de polietilenglicol. Los datos estan representados por la media
de 10 repeticiones. Letras distintas indican diferencias estadisticas significativas de acuerdo con la
prueba de Scott Knott (p < 0.05).

PEG (%) Altura (mm) Longitud de raiz (mm) Diametro de tallo (mm) indice de esbeltez

0 1555+29 a 33.87+£9.8 a 0.89+0.09 a 1.73+0.27 a
10 12.72+15 b 27.14+93 a 058+0.11 b 226+052 b
20 1392+12 a 2554+99 a 0.61+0.08 b 229+037 b
30 13.16+29 b 2044+6.7 b 055+0.12 b 245+0.75 b
40 1199+20 b 1484+42 c 052+0.13 b 237044 b
50 1226+18 b 11.54+34 ¢ 054+0.10 b 236+0.75 b

9.4.2 Resistencia de Bacillus al polietilenglicol

Para clasificar a las bacterias tolerantes a estrés hidrico se consider6 al menos el
60% en la tasa de sobrevivencia con relacion al control (P0). El 30% de las cepas
fueron sensibles a P30, mientras que el 38% presentaron alta tolerancia (Figura
39). Los tratamientos Bt25-6 y Bc30-2 fueron completamente tolerantes a la
maxima concentraciéon evaluada (P50). De acuerdo con la literatura, las bacterias
resistentes a la sequia presentan valores de DO superiores a 0.5 con presiones
osmoéticas de - 0.1 MPa (Diabankana et al., 2021). Otros autores han reportado
tolerancia de Bacillus spp. al polietilenglicol; Ashry et al. (2022) reportaron que el
25% de PGPR aisladas de suelos aridos presentaron resistencia a la sequia bajo
distintos potenciales hidricos (-0.15 a -1.2 MPa). En otro estudio, B. megaterium y
B. licheniformis lograron crecer en el potencial hidrico méas bajo en la evaluacion (-
0.73 MPa) (Rashid et al., 2021). De forma similar, Diabankana et al. (2021)
reportaron la adaptacion de B. mojavensis PS17 hasta -2.2 MPa de presion
osmoética. Esta adaptacion al déficit hidrico se asocia a la produccién de
exopolisacaridos, fitohormonas, metabolitos secundarios y enzimas (Rashid et al.,
2021). Del mismo modo, la acumulacion de osmolitos modula la composicion de la
membrana celular (Diabankana et al., 2021). Otros autores atribuyen la resistencia

de especies del género Bacillus a la formacion de endosporas (Ashry et al., 2022).
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Figura 39. Tasa de sobrevivencia y nimero de cepas de Bacillus spp. tolerantes a distintas
concentraciones de PEG. Los datos estan representados por la media de 4 repeticiones.

Por otra parte, el ensayo de viabilidad permiti6 determinar la presencia de células
metabdlicamente activas mediante el empleo de resazurina, un colorante azul,
permeable a la membrana, que actia como indicador redox al tornarse rosa
fluorescente cuando se reduce a resorufina (Costa et al., 2021). En este estudio, la
viabilidad celular se presentd en todas las cepas hasta la exposicion a P40, con
excepcion de Bs22-3, Bc25-3 y el control BsQ (Figura 40).

PEG(%) 0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
c 0000000000060
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Figura 40. Viabilidad celular de Bacillus spp. en distintas concentraciones de PEG. El viraje se
observé mediante la aplicacién de resazurina (0.03 M).
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9.4.3. Induccidn de resistencia a sequia in vitro

Todos los tratamientos mejoraron la sobrevivencia de las plantulas estresadas con
P30 (Figura 41). Las plantulas inoculadas con las cepas Bc25-3 y Bc25-7
presentaron los valores mas altos en la tasa de sobrevivencia con 80 y 90%,
respectivamente. Ademas, los tratamientos Bt25-6 y Bc30-2 mostraron un
incremento del 48%, en comparacion con el control. Estos resultados son similares
a los reportados en la literatura; Paul et al. (2022) mostraron que el tratamiento con
B. pseudomycoides, B. massilioanrexius y B. thuringiensis increment6é 30.55% la
TS de plantas de trigo sometidas a déficit hidrico con PEG (10%). En otro estudio,
B. amyloliquefaciens increment6 55.29% la sobrevivencia de plantas de tomate bajo
condiciones de sequia. Este efecto se asocié a la produccion de biopeliculas
bacterianas (Wang et al., 2019). Por otra parte, Zhou et al. (2016) comprobaron que
el contenido de ABA es superior en plantas estresadas de Arabidopsis thaliana e
inoculadas con B. megaterium BOFC15; atribuyendo a esta modulacién, la

sefalizacion de multiples repuestas adaptativas.
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Figura 41. Efecto de las cepas de Bacillus spp. en la sobrevivencia y esbeltez del chiltepin bajo
condiciones de estrés in vitro. Tasa de sobrevivencia e indice de esbeltez de plantulas tratadas al
dia 7 después de la induccidn de estrés hidrico con polietilenglicol (30%). Las barras en los circulos
indican el error estdndar. Los datos estan representados por la media de 9 repeticiones. Letras
distintas indican diferencias estadisticas significativas de acuerdo con la prueba de Scott Knott (p <
0.05).
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Ademas del efecto en la sobrevivencia, las cepas de Bacillus spp. mejoraron la
sintomatologia de las plantulas de chiltepin. En este ensayo, los tratamientos Bt22-
1, Bc25-3, Bt25-6 y Bc30-2 presentaron caracteristicas morfolégicas normales,
mientras que el resto de las plantulas estresadas presentaron clorosis en las hojas
cotiledonales, deformacién del tallo, zonas necroticas en la radicula y/o pérdida de

turgencia (Figura 42).

Respecto a los parametros vegetativos, las plantulas tratadas con las bacterias
presentaron diferencias significativas en comparacion con el control negativo (Tabla
16). Los tratamientos Bw19-1 y Bt25-6 presentaron una altura 27.21% superior.
Ademas, los tratamientos Bt22-1 y Bc30-1 mostraron un incremento del 18.22% en
la longitud de raiz. Por otro lado, los tratamientos Bc25-3, Bc25-4, Bt25-6, Bc25-7
y Bc30-2 indujeron un aumento del 22.09% en el diametro de tallo. Otros autores
reportan la mitigacion del déficit hidrico en plantas de C. annuum al emplear cepas
de Bacillus spp. (Kazerooni et al., 2021; Kim et al., 2022). De acuerdo con Arun et
al. (2020), la aplicacion de PEG 6000 al 25% reduce significativamente la altura y
longitud de la raiz en plantulas de arroz. No obstante, la inoculacion con B.
megaterium PB50 incrementa 26.37% la altura y 46.91% la longitud de raiz de las
plantas estresadas. Ademas, los autores asocian esta respuesta a la reduccion de
la tasa de evapotranspiracion y a la induccion del cierre estomatico. Del mismo
modo, se evalué estrés hidrico en plantas de trigo (PEG 12%); las cepas B. subtilis
104 y 26D incrementaron 7.89% la altura de variedades sensibles a la sequia y
22.58% la altura de variedades resistentes. Con relacion a la longitud de raiz, se
reportaron incrementos de 11.84 y 18.96% en variedades tolerantes y sensibles,
respectivamente (Lastochkina et al., 2023). Por otra parte, el indice de esbeltez se
emple6 como indicativo de la condicion de salud de las plantulas. Valores menores
corresponden a plantas mas robustas, es decir, plantas con mayor capacidad de
adaptacion a condiciones ambientales desfavorables (Borjas et al., 2018). El 36.3%
de los tratamientos disminuyeron significativamente el IE en comparacion con el
control. De acuerdo con estos resultados los tratamientos Bc25-3, Bt25-6, Bc25-7
y Bc30-2 contribuyen a mitigar el estrés hidrico en plantulas de chiltepin bajo

condiciones in vitro.
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C Cn

absoluto

Figura 42. Efecto de las cepas de Bacillus spp. en plantulas de chiltepin estresadas bajo condiciones
in vitro. Evaluacién al dia 7 después de la induccion de estrés hidrico con polietilenglicol (30%).
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Tabla 16. Efecto de las cepas de Bacillus spp. en parametros vegetativos del chiltepin bajo
condiciones de estrés in vitro. Altura, longitud de raiz, diametro de tallo e indice de esbeltez de
plantulas de C. annum var. glabrisculum sometidas a estrés hidrico con PEG (30%). Los datos estan
representados por la media de 9 repeticiones. Letras distintas indican diferencias estadisticas
significativas de acuerdo con la prueba de Scott Knott (p < 0.05).

. Longitud de raiz Diametro de indice de
Tratamiento Altura (mm) (mm) tallo (mm) esbeltez
Cabs 131342096 |, 22220+403 & 0778+0.14 b 1737+0.34 @
Con 10.825+£2.42 . 19350+338 P 0762:006 b 1424031 P
C Ho 9.694£0.81 . 3280+3.74 & 0731+012 b 1357+022 P
BsQ 13.378+263 |, 11864+1.03 © 0758+0.16 b 1.826+0.49 @
BiBII 9.901+£0.84 . 15620+3.87 P 0936+010 a 10712015 €
Bcl6-4 11665+1.75 . 20500+251 P 0821+008 b 14354025 P
Bcl6-5 11.721£1.09 ¢ 12016+289 © 0811+007 b 14524016 P
Bw19-1 14.965+189 5 9949+083 C 0819014 b 1.852+024 @
Bt22-1 11.61+188 . 23390+6.39 @ 0808+0.09 b 1.444+023 P
Bs22-3 11.121£1.34 ¢ 18440+6.02 P 0807+007 b 1385+018 P
Bc25-3 10.472+2.06 . 15760+547 P  0900+008 a 1.172+026 °©
Bc25-4 10.604£1.74 ¢ 20350+290 P 0958+010 a 1120019 €
Bi25-6 1257+1.71 ,  18470+355 P 0898+011 a 1.428+030 P
Bc25-7 10.947+1.04 . 15380+£3.04 P 0921£009 a 1.197:0.14 ©
Bc30-1 10.344£0.88 ¢ 22380+4.25 & 0771+009 b 1.353+0.14 P
Bc30-2 11482+1.58  19230+3.90 P 0.975+007 a 1185020 °©

9.4.4 Induccidn de resistencia a sequia in vivo

Las condiciones de temperatura y RH durante el desarrollo de las plantulas en
invernadero se mantuvieron entre 4.7 - 57.0 °C y 2.3 — 90.1%, respectivamente
(Figura 43). Las plantulas tratadas con Bt25-6 y Bc25-7 aminoraron los sintomas
visuales de marchitez causada por estrés hidrico severo (pérdida de turgencia foliar
y disminucién de la tasa de crecimiento) en comparacién con las plantulas sin
inocular (control negativo), a pesar de que el sustrato presento6 niveles similares de
humedad (Figura 44). Con excepcion del control absoluto que mantuvo valores por
encima de 7.0, la humedad del sustrato en todos los tratamientos comenzo6 a

disminuir a partir del dia 5 después de la suspension de riego (Figura 45).
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Figura 43. Monitoreo de temperatura y humedad relativa en el invernadero durante el desarrollo de

chiltepin bajo condiciones de estrés. Evaluacion durante el desarrollo de plantulas tratadas después

del trasplante y durante la induccién de estrés hidrico.
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Figura 44. Efecto de las cepas de Bacillus spp. en plantulas de chiltepin bajo condiciones de estrés

in vivo. Plantulas tratadas y sometidas a estrés hidrico mediante retencion de agua por 7 d.
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Figura 45. Dinamica del nivel de humedad en el sustrato. Comportamiento durante el periodo de
induccidn de estrés.

El indice de Vegetacién Diferencial Normalizada (NDVI) es una herramienta basada
en sensores remotos que permite estimar la actividad fotosintética en funcién del
contenido de pigmentos y de la estructura de dosel. El NDVI se obtiene mediante
la relacion matematica entre las reflectancias de la luz roja visible absorbida por la
clorofila y la luz infrarroja cercana reflejada por la biomasa vegetal (Wang et al.,
2023). Diversos autores reportan el empleo del NDVI para determinar la condicion
de salud de los cultivos bajo condiciones de estrés bibtico (Solano et al., 2022;
Hasan et al., 2021; Buchaillot et al., 2022). En este estudio, el NDVI fue evaluado
como indicador de la condicion hidrica de las plantulas de chile chiltepin, ya que de
acuerdo con lhuoma y Madramootoo (2019) existe una correlacion entre el NDVI y
el indice de area foliar en plantas sometidas a estrés abioético. EI comportamiento
observado se muestra en la Figura 46; el sustrato alcanzé el punto de saturacion al
dia 30 después del trasplante, posteriormente se muestra un sostenimiento general
del NDVI a las 24 h, sin embargo, existe una reduccion observable del indice
evaluado a las 48 h. Después de un periodo de recuperacion en los siguientes dias
se observa una disminucion del indice cuando el nivel de humedad del sustrato
disminuyo por debajo de 4.0. Sin embargo, el NDVI mostré valores superiores a
0.65 durante toda la evaluacion; con base en la clasificacion descrita por Aziz et al.

106



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

(2018) los valores del indice corresponden a condiciones extremadamente
hamedas. Estos resultados pueden atribuirse a un retraso frecuente en la respuesta
de la planta a los cambios de humedad en el suelo. Adicionalmente, se reporta que
el area foliar permanece verde después de la induccién del déficit hidrico (Felegari
et al., 2022). De acuerdo con el coeficiente de correlaciéon de Pearson para las
variables NDVI y humedad del sustrato (r = 0.070) existe poca evidencia de que el
indice indique la condicion de salud de plantulas en condiciones de estrés hidrico
en chiltepin (Figura 47). Estos resultados difieren de los reportados por lhuoma &
Madramootoo (2019), quienes observaron que el déficit hidrico tiene efectos
negativos sobre las estructuras de pigmento en las hojas de C. annuum,
confirmando el uso potencial del NDVI como indicador del estrés por sequia. No
obstante, los estudios actuales se centran en la busqueda de un indice con mayor
correlacion. Ademas, se ha observado que a profundidades de 10 a 20 cm de suelo

la correlaciéon entre la humedad y el NDVI disminuye (Felegari et al., 2022).
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Figura 46. Dinamica del NDVI. Comportamiento del NDVI en plantulas de chiltepin inoculadas con
cepas de Bacillus spp. y sometidas a estrés hidrico.

Mediante la curva de calibracion se determind la ecuacion de la recta:
concentracion de L-Prolina (um) = 0.0082 Abs 520 nm - 0.0071 con un valor de R?
de 0.988 (Apéndice IX). El contenido de prolina en las hojas de chiltepin en
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condiciones de estrés hidrico se presenta en la Tabla 17. Las plantas del control
absoluto, es decir, plantulas sin inocular y sin estresar, mostraron el contenido
significativamente inferior de prolina con una media de 4.44 uM / g de hoja. En
contraste, las plantas estresadas y no inoculadas al igual que el control tratado con
el producto comercial, mostraron los niveles mas altos con medias de 136.60 y
135.21 pM / g de hoja, respectivamente. De forma similar, Kazerooni et al. (2021)
mostraron un incremento de 64.1% en la acumulacion de prolina en plantas de C.
annuum cv. Geumsugangsan tratadas con P10. Sin embargo, en este estudio los
tratamientos mostraron 49.24% menos contenido de prolina en hojas, en
comparacion al control negativo. Esto difiere de lo reportado en la literatura, ya que
diversos estudios presentan mayor acumulacion de prolina en plantas inoculadas
como mecanismo de resistencia asociado al mantenimiento de la funcionalidad
celular (Kazerooni et al., 2021; Gowtham et al., 2020). Considerando la
sintomatologia de marchitez observada podemos concluir que existe una mitigacion
del estrés hidrico en plantulas de chiltepin tratadas con Bacillus spp. a través de
mecanismos de acciébn no revisados en este estudio (actividad antioxidante,

hormonal, activacion de la expresion genética y/o sintesis de proteinas protectoras).
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Figura 47. Correlacion entre el nivel de humedad del sustrato y el NDVI. Coeficiente de correlacion
de Pearson en plantulas de chiltepin tratadas con Bacillus spp. al dia 7 después de la induccion de
estrés hidrico.
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Tabla 17. Nivel de estrés, RWC y prolina en hojas chiltepin bajo condiciones de estrés in vivo.

Tratamiento Prolina (uM / g de hoja) RWC (%) Nivel de estres
C abs 444 +0.70 c 100.04 +13.30 a Sin estrés
Cxpa 136.60+32.7 a 46.76 £10.18 b Moderado
C- 135.21+1.09 a 28,56 +09.43 ¢ Severo
BtBII 63.03+x146 b 50.49+ 1245 b Moderado
Bc25-3 73.92+100 b 5463+17.31 b Moderado
Bt25-6 6226157 b 46.17 +13.68 b Moderado
Bc25-7 84.77+141 b 57.71+2154 b Moderado
Bc30-2 5355+13.3 b 45.64+0758 b Moderado

*Los datos estan representados por la media de 6 y 3 repeticiones, respectivamente. Letras distintas
indican diferencias estadisticas significativas de acuerdo con la prueba de Scott Knott (p < 0.05). El
nivel de estrés se clasificd segun lo descrito por Bandurska (2022).

EI RWC en hojas permite cuantificar el nivel de deshidratacién de las plantas (Murali
et al. 2021; Bandurska, 2022). En chiltepin, la retencion de agua causé una
reduccion significativa de este parametro (71.48%). En otro estudio, la aplicacion
de estrés severo (40% CC) en las variedades C. annuum L. KCa-4884 y G-4,
provoco una disminucion del 39.31y 61.82% en el RWC, respectivamente (Sahitya
et al., 2019). La reduccion del RWC indica una ralentizaciébn de la actividad
metabdlica e inhibicion del crecimiento vegetal debido al desbalance entre la tasa
de transpiracion y el suministro de agua causado por el déficit hidrico (Murali et al.,
2021; Gowtham et al., 2020). En este estudio, los tratamientos incrementaron
35.1% el contenido relativo de agua en las hojas, mostrando un comportamiento
similar al control comercial (Cx, a). Segun las categorias descritas por Bandurska
(2022), el tratamiento con Bacillus spp. disminuyo el nivel de estrés en las plantulas
de chiltepin. Estos resultados son consistentes con lo reportado en la literatura;
Gupta et al. (2021) presentaron un aumento del 15.47% en el RWC de plantas de
C. annuum L. tratadas con B. amyloliquefaciens, cuando se sometieron a estrés por
sequia (80% CC). De forma similar, se reportdé un incremento de hasta 38% en el
RWC de plantas de tomate inoculadas con B. subtilis Rhizo SF 48 (Gowtham et al.,
2020). Estos resultados se pueden atribuir a la conservacion de la hidratacion foliar
mediante la modulacién del comportamiento de estomas, la disminucion de la
transpiracion, la reduccion de la conductancia estomatica y de la tasa fotosintética
(Bandurska, 2022).
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X. CONCLUSIONES

Las cepas bacterianas aisladas de muestras de suelo de la region agricola centro-
sur del estado de Chihuahua fueron identificadas dentro del género Bacillus,
predominando la especie B. cereus, seguida de B. thuringiensis, ademas B. subtilis

y B. wiedmannii.

Las cepas de Bacillus spp. Bc16-4, Bcl6-5, Bs22-3, Bc25-4, Bc25-7, Bc30-1 y
Bc30-2 favorecieron la germinacion y la promocion de crecimiento del chiltepin bajo

condiciones in vitro e invernadero.

Las cepas de Bacillus Bc25-3, Bc25-4, Bt25-6, Bc25-7 y Bc30-2 aumentaron la
resistencia al estrés por sequia en plantulas de chiltepin bajo condiciones in vitro e

invernadero.

La cepa de B. cereus Bc25-7 destaco al incrementar la mayoria de los parametros
vegetativos y la tolerancia a estrés hidrico en chiltepin, en condiciones in vitro y en

invernadero.

Las cepas de Bacillus Bt25-6 y Bc30-2 mostraron una tolerancia alta al estrés
hidrico in vitro con relacién a otras cepas reportadas.

El chile chiltepin nativo de Chinipas, mostré mayor tolerancia al estrés hidrico in
vitro con relacién a otros reportes de variedades de chile cultivadas.
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10. 1 Perspectivas y sugerencias

Realizar una comparacion de los mecanismos de promocion de crecimiento de las

cepas en condiciones de sequia y en condiciones normales.

Evaluar el efecto de la combinacion de cepas que presentan mayor actividad PGPR
y bioproteccién contra el estrés hidrico.

Determinar el efecto de las cepas de Bacillus spp. en condiciones de invernadero
en etapas fenoldgicas mas avanzadas, considerando especialmente parametros de

productividad y rendimiento.

Evaluar mecanismos de defensa a estrés hidrico como actividad antioxidante,
peroxidacion lipidica, contenido total de azucares solubles, contenido de proteinas

protectoras, actividad hormonal y expresion molecular.

Evaluar el potencial agrotecnoldgico de las cepas de Bacillus spp. en condiciones
de campo.
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X1l. APENDICES

Apéndice |. indices de vigor, fitotoxicidad y esbeltez de plantulas de chiltepin tratadas con Bacillus
spp. Los datos estan representados por la media de 4 repeticiones. Letras distintas indican
diferencias estadisticas significativas de acuerdo con la prueba de Scott Knott (p < 0.05).

Tratamiento indice de vigor indice de germinacion indice de esbeltez

Cn 647.1+£102.8 b 9894+ 7.28 b 1506044 b
Ch.0 843.8+ 1646 b 149.76 £ 43.56 a 1919+040 a
BsQ 7795+162.1 b 105.59+28.15 b 1.767+0.35 a
BtBII 864.5+1179 b 186.63+20.80 a 1.381+0.23 c
Bcl6-4 807.6+2399 b 132.68 +31.17 b 1.392+0.38 ¢
Bc16-5 87711732 b 217.62+40.51 a 1535+031 b
Bw19-1 579.8+1094 b 62.64+14.42 c 1.205+0.28 ¢
Bt22-1 818.2+209.2 b 149.17+£93.96 b 1516039 b
Bs22-3 1068.3+138.6 a 236.34 +22.83 a 1.745+032 a
Bc25-3 732.2+1091 b 110.89+1584 b 1553+035 b
Bc25-4 9614+ 64.0 a 199.48 +32.26 a 1.505+0.37 b
Bt25-6 678.0+1121 b 92.08+21.23 b 1605052 b
Bc25-7 1100.0+189.8 a 180.54 £ 5457 a 1.805+0.36 a
Bc30-1 884.4+267.0 b 133.78 +36.55 b 1.608+0.48 b
Bc30-2 11454+ 1575 a 167.51+35.77 a 2019+041 a

Apéndice Il. Anatomia de raices secundarias en plantulas de chiltepin tratadas con Bacillus spp.
Los datos estan representados por la media de 4 repeticiones. Letras distintas indican diferencias
estadisticas significativas de acuerdo con la prueba de Scott Knott (p < 0.05).

Tratamiento Espesor de raiz (mm) Espesor de tejido conectivo (mm)

Cn 0.263+0.11 b 0.138+0.06 a
Ch.0 0.205+0.03 a 0.097+0.02 a
BsQ 0.285+0.05 b 0.139+0.04 a
BtBII 0.243+0.04 a 0.132+0.01 a
Bcl6-4 0.245+0.04 a 0.119+0.04 a
Bcl16-5 0.245+0.06 a 0.123+0.02 a
Bw19-1 0.080+0.14 e 0.044+£0.08 d
Bt22-1 0.265+0.04 b 0.131+0.03 a
Bs22-3 0.242+£0.04 a 0.127£0.03 a
Bc25-3 0.119+0.14 d 0.067 £0.08 c
Bc25-4 0.287£0.07 b 0.151+0.05 a
Bt25-6 0.179+0.14 c 0.099+0.08 b
Bc25-7 0.224+0.14 c 0.125+0.08 b
Bc30-1 0.236 £0.05 a 0.116 £0.03 a
Bc30-2 0.286 +0.06 b 0.147£0.05 a
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Apéndice lll. Nomero de hojas y area foliar de plantulas de chiltepin tratadas con Bacillus spp. al
dia 42 DDT. Los datos estan representados por la media de 6 repeticiones. Letras distintas indican
diferencias estadisticas significativas de acuerdo con la prueba de Scott Knott (p < 0.05).

Tratamiento Numero de hojas Area foliar (cm?)

C- 41.3+484 a 65.5+10.75 a
BsQ 470+ 756 a 76.4+10.89 a
BtBI 455+6.38 a 75.8+18.71 a
Bs22-3 458+1098 a 93.2+1991 a
Bc25-4 40.0+ 1051 a 75.3+19.29 a
Bc25-7 490+957 a 845+8.27 a
Bc30-2 50.7+8.69 a 729+754 a

Apéndice IV. Pigmentos fotosintéticos de plantulas de chiltepin tratadas con Bacillus spp. al dia 42
DDT. Los datos estan representados por la media de 6 repeticiones. Letras distintas indican
diferencias estadisticas significativas de acuerdo con la prueba de Scott Knott (p < 0.05).

) Pigmentos fotosintéticos (mg / g de peso fresco)
Tratamiento

Clorofila a Clorofila b Carotenoides
C- 0.761+0.144 b 0.286+0.172 b 0.308+0.076 b
BsQ 0.798+0.080 b 0.177+0.049 b 0.277+0.038 b
BtBII 1.083+0.032 a 0.238+0.042 b 0.357 £0.028 a
Bc22-3 1.032+0.098 a 0.425+0.117 a 0.350+0.012 a
Bc25-4 0.984 £0.173 a 0.317 £0.082 b 0.375+0.072 a
Bc25-7 1.020+0.124 a 0.284+0.080 b 0.332+0.036 a
Bc30-2 0.913+0.165 a 0.250+0.056 b 0.309+0.063 b

Apéndice V. Diferencias en el indice de solubilizacién de fésforo de Bacillus spp. en medio
Pikovskaya a las 24, 48 y 72 h de incubacién. Los datos estan representados por la media de 4
repeticiones. Letras distintas indican diferencias estadisticas significativas de acuerdo con la prueba

de Scott Knott (p < 0.05).

Tratamiento 24 h 48 h 72 h

BsQ 2.651+0.293 a 2.779+0.162 a 3.013+0.285 a
BtBII 2676 +£0.071 a 2.816 £0.084 a 3.013+0.265 a
Bcl16-4 2.608 £0.202 a 2.780+0.173 a 3.256+0.315 a
Bc16-5 2.766 £0.204 a 2,916 £ 0.327 a 3.032+0.327 a
Bw19-1 2676 £0.220 a 2991+0.310 a 3.168+0.270 a
Bt22-1 2.766 £0.234 a 2.891+0.184 a 3.043+£0.241 a
Bs22-3 2476 +£0.123 a 2.701+£0.339 a 3.197 £0.167 a
Bc25-3 2.638+0.601 a 2.855+0.501 a 2936+0.172 a
Bc25-4 2.761+0.162 a 3.103+0.169 a 3.121+£0.437 a
Bt25-6 2.407 £0.366 a 2.703+0.242 a 3.013+£0.243 a
Bc25-7 2.845+0.228 a 2.852+0.381 a 3.405+0.270 a
Bc30-1 2.834+0.122 a 2.876+0.244 a 3.035+0.338 a
Bc30-2 2.894+0.242 a 2.678+0.268 a 2946 +0.521 a
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Apéndice VI. Curva de calibracion de (NH4)2SO4 para la cuantificacion de amonio. El gréfico indica
la tendencia lineal a distintas concentraciones (0 - 600 mg/L). La grafica representa los datos de 4
repeticiones.
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Apéndice VII. Diferencias significativas en produccién de amonio (5 dias de incubacion e indice de
produccion de sideréforos (72 h de incubacién) de cepas Bacillus spp. Los datos estan
representados por la media de 4 repeticiones. Letras distintas indican diferencias estadisticas

significativas de acuerdo con la prueba de Scott Knott (p < 0.05).

Tratamiento Produccién de NHa (umol/mL) indice de produccién de sideréforos
BsQ 0.41+0.03 e 259+0.06 a
BtBII 351+0.16 d 293+0.07 a
Bc16-4 3.05+0.18 b 242+0.06 b
Bc16-5 350+024 ¢ 241+011 b
Bw19-1 329+026 b 239+0.06 b
Bt22-1 0.44+£0.08 b 247+0.06 b
Bs22-3 1.60+0.08 e 253+0.12 b
Bc25-3 358+0.12 b 248+0.07 b
Bc25-4 299+0.11 ¢ 228+0.04 b
Bt25-6 532+042 a 244+0.08 b
Bc25-7 329+0.11 b 2.72+0.07 a
Bc30-1 3.33+£020 b 292+0.10 a
Bc30-2 286+0.15 ¢ 242+005 b
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Apéndice VIII. Diferencias significativas en la produccién de exopolisacaridos, indice y eficiencia de
solubilizacién de zinc de cepas Bacillus spp. Los datos estan representados por la media de 4
(produccién de exopolisacaridos) y 5 repeticiones (solubilizacion de zinc). Letras distintas indican
diferencias estadisticas significativas de acuerdo con la prueba de Scott Knott (p < 0.05).

Solubilizacion de Zinc

Tratamiento

Exopolisacaridos

S SE (%) (9/L)
BsQ 2.88+0.07 a 187.68 + 15.03 a 236+0.16 a
BtBII 284+0.10 a 184.20+23.10 a 0.42+0.08 ¢
Bc16-4 2.81+003 a 180.57 £ 06.44 a 0.38+0.04 ¢
Bc16-5 272+0.04 a 171.61+08.00 a 0.20+0.04 ¢
Bw19-1 272+0.06 a 171.65+13.03 a 0.74+0.03 b
Bt22-1 3.04+0.10 a 204.30 £22.90 a 0.50+0.03 ¢
Bs22-3 1.00+0.00 a 0.00+00.00 a 253+0.22 a
Bc25-3 3.07+0.17 a 207.30 £37.50 a 0.50+0.07 ¢
Bc25-4 259+0.15 a 159.10 +33.20 a 0.61+0.05 b
Bt25-6 2.68+0.09 a 167.57+20.73 a 0.47 +0.06 c
Bc25-7 279+0.10 a 178.60 £ 23.40 a 0.69+0.03 b
Bc30-1 264+0.11 a 164.30 £25.20 a 0.58+0.03 b
Bc30-2 293+0.15 a 192.60 +33.30 a 0.82+0.02 b

Apéndice IX. Curva de calibracion de (NH4)2SO4 para la cuantificacion de amonio. El gréafico indica
la tendencia lineal a distintas concentraciones (0 - 600 mg/L). La grafica representa los datos de 4

repeticiones.
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