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Resumen

El tomate (Solanum lycopersicum), es considerada una de las principales hortalizas en el mundo, gracias
a su contenido nutricional. Debido al cambio climatico, el cultivo de tomate como otros son
potencialmente expuestos a factores abidticos que ejercen un efecto negativo en su productividad. En
este trabajo se evalud la capacidad de B. amyloliquefaciens para promover el crecimiento vegetal de
tomate expuesto a salinidad (0, 50, 100 y 150 mM) y estrés por metales como Cadmio, Cobalto y Niquel
en concentraciones de 5y 10 mM. Los resultados mostraron que las plantas con y sin indculo se vieron
afectadas a altas concentraciones de sal (100 y 150 mM), con valores bajos en las variables de peso
fresco y seco de tallo y raiz, respecto a las plantas control sin salinidad. En el ensayo de metales, se
observa que la presencia de metales favorecio el crecimiento de las plantas sin indculo. En las plantas
mas indculo, se observd que B. amyloliquefaciens promovio el crecimiento de tomate, mitigando el
efecto de Cd a 5 mM, con valores de peso fresco de raiz y tallo mayores a los obtenidos en las plantas
control con y sin indculo. Los valores de clorofila fueron similares tanto en salinidad como en la
exposicion a metales sin diferencia significativa entre tratamientos. En este trabajo se observa que la
cepa Bacillus amyloliquefaciens tuvo un efecto protector para mitigar el efecto de Cadmio mas no en
los otros metales ni en salinidad. Sin embargo, B. amyloliquefaciens presentd genes en su genoma
relacionados a promocion de crecimiento, estrés osmotico y a metales, lo que podria indicar ser una

bacteria potencial para investigaciones futuras en biofertilizacion.
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Abstract

Tomato (Solanum lycopersicum) is considered one of the main vegetables in the world, thanks to its
nutritional content. Due to climate change, tomato crops, like others, are potentially exposed to abiotic
factors that have a negative effect on their productivity. In this work, the ability of B. amyloliquefaciens
to promote plant growth of tomato exposed to salinity (0, 50, 100 and 150 mM) and stress by metals
such as Cadmium, Cobalt, and Nickel at concentrations of 5 and 10 mM was evaluated. The results
showed that plants with and without inoculum were affected at high salt concentrations (100 and 150
mM), with low values in fresh and dry weight variables of stem and root, compared to control plants
without salinity. In the metals assay, it was observed that the presence of metals favored the growth of
plants without inoculum. In plants plus inoculum, it was observed that B. amyloliquefaciens promoted
tomato growth, mitigating the effect of Cd at 5 mM, with root and stem fresh weight values higher than
those obtained in control plants with and without inoculum. Chlorophyll values were similar in both
salinity and metal exposure with no significant difference between treatments. In this work it was
observed that the strain Bacillus amyloliquefaciens had a protective effect to mitigate the effect of
Cadmium but not on the other metals or salinity. However, B. amyloliquefaciens presented genes in its
genome related to growth promotion, osmotic stress and metals, which could indicate that it is a potential

bacterium for future research in biofertilization.

Keywords: Abiotic factors, Solanum lycopersicum, growth promotion, salinity, metals, mitigation.
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Introduccion

El tomate (Solanum lycopersicum) es una de las hortalizas mas cultivadas en todo el mundo
(Chaudhary et al., 2018). En la actualidad los productores a nivel mundial son China, India, Estados
Unidos, Turquia y Egipto (Cdmara de comercio de Bogota 2015). Su importancia radica en sus
propiedades nutricionales debido a que contiene proteinas, carbohidratos, fibra, &cidos (folico,
tartérico, succinico y salicilico), fenoles y carotenoides y un aporte en agua del 93,5% por cada 100 g
de fruto (Camara de comercio de Bogota, 2015). Como producto alimenticio, ocupa el décimo lugar a

nivel mundial (Ministerio de agricultura, 2021).

En Colombia, més del 80% de la produccion de tomate esta concentrada en los Santanderes,
Tolima, Valle del Cauca, Risaralda, Antioquia y Boyaca (Ministerio de agricultura, 2021). El area
cosechada para el 2020 fue de ~8,783 hectareas con una produccion de ~576,733 toneladas

(FAOSTAT, 2022).

La produccién del tomate se realiza bajo invernadero o al aire libre, en el primer caso
requiere un buen drenaje para evitar la acumulacién de agua en el suelo, este cultivo debe tener suelos
bien aireados con altos contenidos de materia organica. Es una hortaliza de clima célido, la
temperatura Optima para su crecimiento se encuentra entre 21 y 24°C muy susceptible a altas y bajas
temperaturas. Las etapas fenoldgicas y los diferentes estados de maduracion del fruto se observan en

la figura 1 (Shamshiri et al., 2018).
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Figura 1. Etapas fenoldgicas del tomate (Solanum lycopersicum) (tomado de Shamshiri et al. 2018)

Efecto del estrés abiotico en tomate

En la actualidad se presentan distintos factores abioticos que representan un grave problema
en la agricultura, como la salinidad, sequia, deficiencia de nutrientes, contaminacion por metales
pesados, estrés hidrico, entre otros (Habib et al., 2021). En Colombia las variaciones climaticas
relacionadas con temperaturas y lluvias que pueden magnificar el efecto del estrés hidrico, ademas
otro factor de gran importancia es la salinidad, dada por acumulacién de sales y alta evaporacion de
agua, que se presenta en especial en zonas aridas o semiaridas lo que produce la mayoria de las

pérdidas de cultivos (Uribe et al., 2019).

La salinidad afecta las células vegetales inhibiendo el crecimiento y desarrollo de muchos
cultivos, interrumpe la homeostasis celular, el metabolismo energético, la transcripcion, el
metabolismo de lipidos y deteriora procesos fotosintéticos (Hameed et al., 2021). Las plantas
producen un chogque osmotico cuando estan expuestas al estres salino, después se produce cierre
estomatico, lo que limita la capacidad fotosintética debido a la restriccion del suministro de CO2

(Hameed et al., 2021).
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Teniendo en cuenta lo anterior, el crecimiento de tomate como otras hortalizas en el pais puede

verse afectado por diferentes factores abidticos dados por condiciones ambientales, uso
indiscriminado de quimicos, actividades antropogénicas como la mineria, lo cual afecta la calidad del
suelo y las comunidades de microorganismos en la rizosfera y en suelo, ademas, procesos bioldgicos
como la fotosintesis, toma de agua y nutrientes, balance osmético, y el equilibrio i6nico, entre otros
(RunHong et al., 2021).

Los metales pesados se encuentran naturalmente en los suelos en concentraciones bajas, los
limites maximos permitidos segun la legislacion ambiental de Canada son valores de Ni: 0,008 — 0,1
mM, Cd: 0,008 mM y Co: 0.15 mM (Crossman et al., 2020; Rueda Saa et al., 2011.). Sin embargo, el
suelo puede contener contaminacion por metales pesados como el mercurio (Hg), cadmio (Cd),
arsenico (As), cromo (Cr), talio (TI) y plomo (Pb), debido a las actividades antropogénicas, y también
pueden estar presentes en aguas utilizadas en el riego agricola, lo que los hace peligrosos para las
plantas y su consumo indirecto a través de los alimentos, convirtiéndose en toxicos hacia la salud

humana (Alengebawy et al., 2021; RunHong et al., 2021).

Dentro de los metales pesados que generan contaminacion de interés se encuentra el cadmio
(Cd) el cual representa alta toxicidad para los sistemas bioldgicos, originando estrés oxidativo,
alteraciones nutricionales y aberraciones cromosomicas en las plantas (Nogueira et al., 2021). En
Colombia, los cultivos de cacao se han visto expuestos al alto contenido de Cadmio afectando
negativamente su exportacion, por lo tanto, estudios han descrito el papel fundamental de la
biorremediacion usando bacterias tolerantes al cadmio (CdtB) para disminuir los niveles del metal en
el suelo (Bravo, 2022; Quiroga et al., 2022). La tolerancia de este metal esta asociada con reducciones
de la acumulacion interna del cadmio, y se ha visto que algunas plantas pueden mantener 0 mejorar su
rendimiento con la exposicion del cadmio (Nogueira et al., 2021). Estudios anteriores han demostrado
la capacidad de Serratia sp y Sphingomonas sp de mitigar el estrés por cadmio en plantas de tomate

aliviando el estrés oxidativo y aumentando los niveles de pigmentos fotosintéticos (Ji et al., 2021).

Por otro lado, el niquel (Ni) es uno de los metales mas peligrosos para el medio ambiente, y las
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plantas afectadas por la exposicion sufren una condicion de estrés severo, este ingresa al suelo a través

de fundiciones de metales, efluentes industriales, nanoparticulas de nitrogeno durante la fabricacion de
dispositivos electrénicos, uso de fertilizantes y pesticidas (Pishchik et al., 2021). Debido a las
actividades antropogénicas como la agricultura, la industria y la mineria contribuyen a la acumulacion
de metales pesados en el suelo que causan problemas a la salud humana, por lo tanto, se han estudiado
los efectos del niquel en el desarrollo de las plantas de tomate, los riesgos para la salud humana
asociados al consumo de tomates contaminados y las consecuencias que general en el medio ambiente

(Correia et al., 2018).

El cobalto (Co), es un metal pesado, elemento clave de varias enzimas y coenzimas, en niveles
altos se ha observado que produce efectos adversos en las plantas y que en concentraciones bajas se
considera beneficioso debido a que es necesario para la fijacion de nitrogeno bacteriano en los nddulos
de las raices. Segun estudios, la acumulacion de Co en los tejidos provoca dafios irreparables en las
células vegetales y sus membranas, lo cual se manifiesta con un bajo crecimiento y contenido de

biomasa, absorcion de agua y nutrientes, clorosis y aumento de toxicidad celular (Akeel, Jahan, 2020).

Microorganismos promotores de crecimiento de plantas (PGPR)

Las rizobacterias son microorganismos eficientes en la promocién de crecimiento vegetal, ya
gue producen hormonas como las auxinas, giberelinas y citocinas, sider6foros, exopolisacaridos
solubilizan fosfatos, fijan nitr6geno, producen enzimas como la ACC-desaminasa que reduce el
contenido de etileno, y otras involucradas en degradadoras de materia organica,, entre otros (Moreno
et al., 2018), ademas, presentan tolerancia a otros microorganismos causantes de enfermedades,
estimulando mecanismos de defensa en plantas. Estudios anteriores han demostrado la capacidad de
Serratia sp y Sphingomonas sp para promover el crecimiento de tomate debido a la produccion de
acido indol-3-acético, solubilizacion de fosfato y sideroforos (ji, et al, 2021), estas variables también
fueron evaluadas por Peldez (2016), en cuatro cepas de Bacillus, ademas de verificar la actividad de la

enzima ACC- desaminasa lo cual estuvo probablemente relacionado en el crecimiento de las plantas
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de tomate. En otro estudio, evaluaron la capacidad de 12 cepas enddfitas de plantas de tomate para

promocion de crecimiento vegetal en especies de Ficus benghalensis y Mangifera indica, donde
encontraron porcentaje satisfactorio de germinacion, longitud de la planta y produccién de biomasa,
respecto al control, considerando estas cepas como potenciales biofertilizantes (Dey, Raghuwanshi,

2020).

Las rizobacterias ademas de producir compuestos promotores de crecimiento vegetal, tienen
la capacidad de mitigar diferentes tipos de estrés bi6tico y abidtico en las plantas, ya que desarrollan
mecanismos que les permiten adaptarse a estas condiciones adversas y tener un efecto positivo para la
planta. Un ejemplo de ello se relaciona con la inoculacion de Achromobacter piechaudii en plantas de
tomate bajo condiciones de salinidad en el suelo y se observé un incremento en el peso fresco y seco
de las plantas, comparado con el control sin inocular. La promocion de crecimiento estuvo relacionada
con la produccion de etileno bajo condiciones de salinidad (Palacio et al., 2016). En otro estudio, se
evalué a Bacillus safensis, Pseudomonas marginalis y Acinetobacter pitii las cuales se inocularon
sobre plantas de tomate expuestas a NaCl (100, 150 y 200 mM). La salinidad tuvo un efecto negativo
en la altura, namero de hojas, sobrevivencia, peso fresco y seco. Sin embargo, en plantas sin estrés

salino se observé un efecto promotor de crecimiento (Astroza-Sepulveda, 2018).

Por otra parte, en cuanto a mitigacion por metales se ha demostrado la capacidad de Serratia
sp y Sphingomonas sp para la produccion del acido indol-3-acético, solubilizacion de fosfato y

sideroforos debido a que estas bacterias son tolerantes al Cd (Ji et al., 2021).

Los altos niveles de niquel generan en las plantas una reduccion significativa en el desarrollo
y germinacion, por lo tanto, se generan alternativas para su proteccion como el uso de las bacterias
PGPR las cuales presentan mecanismos de proteccion celular en las plantas (Pishchik et al., 2021).
Sujkowska (2022), evaluaron el potencial de las cepas Rhizobium sp y Bradyrhizobium sp para mitigar
el efecto de Ni en plantas, los resultados mostraron que las plantas sin indculo expuestas a 200uM de

Ni se vieron afectadas negativamente provocando una disminucién en el crecimiento, la anatomia de
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la hoja, la eficiencia de la fotosintesis y la defensa antioxidante. Sin embargo, las plantas inoculadas

tuvieron un efecto protector, lo cual pudo estar relacionado a genes asociados a la biosintesis de
auxinas y giberelinas encontrados en el genoma de las bacterias, observandose mayor crecimiento

frente a las no inoculadas (Sujkowska et al., 2022).

El cobalto se presenta en niveles altos en el suelo debido a las actividades mineras, lo que
disminuye la calidad de los cultivos debido a su toxicidad, por lo que se han utilizado PGPR para
aumentar la calidad y el rendimiento de las plantas. Un ejemplo de ello, se asocia a la inoculacion de
44 cepas de Bacillus en plantas de la Maca (Lepidium meyenii Walp) en la que se evalud que en
plantas inoculadas no se presento resistencia al cadmio con una concentracion de 0,5 mM (Ortiz et al.,
2017). En otro estudio se determind que Bacillus subtilis presenta resistencia a metales, y
probablemente usan cobalamina como cofactor para las actividades enzimaticas y regulan el exceso
de cobalto por bombas de flujo. También demostraron que las bacterias Lactococcus lactis requieren
ribointerruptores con selectividad para niquel y cobalto, esto representa una deteccion de metales en

sistemas basados en ARN (Chandrangsu et al., 2017).

Estas afectaciones generan bajos rendimientos y productividad para los agricultores, lo cual
se ve reflejado no solo en la calidad nutricional del fruto, disminuyendo su competitividad en el
mercado, sino también en bajos ingresos. Es por esto por lo que alternativas bioldgicas constituyen
una importante opcion amigable con el ambiente y puede ser costo-efectivo, por lo tanto, este trabajo
evalla la capacidad de mitigacion en la planta de tomate (Solanum lycopersicum) por B.
amyloliquefaciens aisladas de un ambiente semiarido de la Guajira en su capacidad de influenciar el
crecimiento de las plantas de tomate expuestas a factores abi6ticos como la salinidad y contaminacion

por metales pesados cadmio, cobalto y niquel.
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1. Disefio experimental

1.1 Reactivacion de Bacillus amyloliquefaciens y preparacion del inéculo

La cepa de B. amyloliquefaciens fue reactivada a partir de un glicerol 25% conservado
a-70°C, en medio solido LB, incubado a 30°C por 24 horas, para verificar su viabilidad y
pureza. El in6culo se preparé a partir de pre-cultivo de 24 horas, centrifugando las células a
8000 g por 5 minutos, el pellet celular se resuspendid en agua destilada estéril y se ajust6 a una

densidad éptica D.O s0o nm de 1.0.

1.2 Material vegetal

Plantulas de tomate (Solanum lycopersicum) variedad tomate chonto de 30 dias de
edad, fueron obtenidas del semillero de plantulacion ubicado en el municipio de Chia de la

Universidad Jorge Tadeo Lozano.

1.3 Promocion de crecimiento de tomate bajo condiciones de estrés abidtico

Para el ensayo de estrés salino y metales se usé sustrato constituido por una mezcla de
suelo-sustrato de coco-vermiculita en relacion 2:1:1. El sustrato fue utilizado para generar 2
grupos: A: plantas sin indculo y B: con indculo, cada grupo con 4 tratamientos: T1- plantas sin
salinidad, T2- plantas con salinidad (50 mM), T3- plantas (100 mM) y T4- plantas (150mM).
Las raices de las plantas de tomate chonto de 30 dias de edad, fueron inoculadas con Bacillus
amyloliquefaciens a una D.Ogoonm: 1.0, dejando la interaccion 15 minutos. Como control se
usaron plantas sin inoculo. Después del tiempo de interaccion las plantas (24 por tratamiento)
fueron sembradas en vasos plasticos de 10 onzas (una planta por vaso), los cuales contenian el
respectivo sustrato y se dejaron en interaccion durante 30 dias, en la camara de plantas marca

Being con las siguientes condiciones: 16 h/8 h luz-oscuridad, 24/18°C dia/noche, humedad



URANn 1

Universidad
Antonio Narino

relativa 60-80% (%RH). Las plantas fueron regadas cada 2 dias con solucion nutritiva para

plantas (Nutri-ponic laboratorio Walco S.A).

Para el ensayo de estrés por metales, se generaron igualmente los 2 grupos anteriores y
cada uno de ellos con los tratamientos para metales en concentraciones de 5y 10 mM (CdCly,
CoCl2y NiCly). Las raices de las plantas fueron tratadas como en el ensayo anterior con
Bacillus amyloliquefaciens a una D.Osoonm: 0.5. El ensayo de interaccion se dejo por 30 dias en
condiciones de laboratorio a temperatura ambiente y se regaron cada 2 dias con solucion
nutritiva para plantas (Nutri-ponic laboratorio Walco S.A). Finalmente, se tomaron datos de
variables como clorofila en unidades SPAD que relaciona la nutricién de la planta en contenido de
clorofila (Soil Plant Analysis Development (SPAD), peso fresco y seco de raiz y tallo, para

estrés salino y metales.

1.4 Analisis gendémico de Bacillus amyloliquefaciens

La anotacion para el Bacillus amiloliquefaciens fue obtenida con anterioridad con su
respectivo cddigo disponible en Genbank GCA_019396925.1. Para el andlisis de genes
relacionados a estrés abiético en el genoma de B. amyloliquefaciens, inicialmente se realizo
una basqueda de genes de interés en articulos cientificos para crear una base de datos en Excel
y confirmar el gen y su funcion en la pagina KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes), obteniendo el cédigo KEGG para cada gen. Posteriormente, a partir del genoma
anotado en Bacterial and viral bioinformatics resource center, se obtuvo el listado de proteinas
en formato protein fasta. Este formato se corrio en blast Koala en la pagina de KEGG, para
encontrar la ubicacion de cada gen, y pasar la informacion al archivo de excel. Posteriormente
con la herramienta BuscarX, se realiz6 la busqueda de genes relacionados a estrés abiotico

(salinidad y resistencia a metales), en el genoma de B. amyloliquefaciens.
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1.5 Andélisis estadistico

Para determinar diferencias significativas entre tratamientos se realiz6 un ANOVA, y
se consideraron los valores de p<0.05 para diferencia significativa, las diferencias entre las
medias de los tratamientos se establecieron mediante el analisis de tukey de comparaciones

mdaltiples, empleando la herramienta estadistica astatsa.

2. Resultados

2.1 Mitigacion de estrés salino en tomate por B. amyloliquefaciens

El efecto de B. amyloliquefaciens sobre el crecimiento de tomate en condiciones de salinidad
a 50, 100 y 150 mM fue evaluado en condiciones controladas de temperatura y humedad durante 30
dias. Respecto al contenido de clorofila no hubo diferencia significativa en esta variable, cuyos
valores estuvieron entre 51 a 55 unidades SPAD, en las plantas con salinidad, con o sin bacteria, frente
a sus respectivos controles sin salinidad (55 y 57 Unidades SPAD). (Figura 2). Sin embargo, se

observa un leve descenso a medida que aumenta la concentracion de salinidad.

Concentracion de clorofila
estrés salino
60-
2 40+
n
3
=
5
.E 20-
-]
0" T T T
Control 50mM 100mM 150mM
El Plantas control Plantas + Bacteria

Figura 2. Concentracion de clorofila en tomate. Plantas control y plantas inoculadas por B. amyloliquefaciens bajo las
concentraciones de NaCl (0, 50mM, 100mM y 150mM). Recuadro negro: plantas sin indculo, recuadro en rayas: plantas
con B. amyloliquefaciens. Los datos fueron analizados mediante ANOVA.

En peso fresco de vastago y raiz se observa que B. amyloliquefaciens ejerci6 un ligero efecto

positivo sobre vastago con valores de 3,28 g frente a la planta control con 2,70 g (figura 3B), y para la
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raiz de 1,43 g frente a la planta control con 1,03 g (figura 3A). La salinidad ejercié un efecto negativo

a 100 y 150 mM en ambas variables, en plantas con y sin in6culo. Sin embargo, la concentracién de
50 mM de NacCl, parece ejercer un efecto positivo en las dos variables en las plantas sin indculo
(figura 3A y 3B). Por otra parte, en peso fresco de raiz, hubo diferencia significativa (p<0 .05) entre
plantas expuestas a 50 mM con 150 mM, y también entre el control inoculado sin salinidad con los
tres tratamientos, evidenciandose un efecto negativo con 100 y 150 mM, con diferencias p<0.01

(figura 3A).

En peso seco de vastago se observa diferencia significativa de la variable entre plantas sin
indculo expuestas a 50 mM frente al control, 100 y 150 mM (figura 3D). Respecto a las plantas
inoculadas también se observa diferencia significativa entre las plantas expuestas a 50 mM y frente a
100 y 150 mM (figura 3D). En peso seco de raiz no se observo diferencia significativa en plantas
con/sin in6culo. Sin embargo, hubo un ligero aumento de la variable en plantas con B.

amyloliquefaciens de 0,105 g respecto al control sin bacteria de 0,087 g (figura 3C).
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Figura 3. Variables de peso fresco y seco de vastago y raiz del tomate. 3A: peso fresco de raiz. 3B: peso fresco
vastago. 3C: peso seco de raiz. 3D: peso seco de vastago. Recuadro negro: plantas sin indculo, recuadro en rayas: plantas
con B. amyloliquefaciens. Tratamientos (0,50,100 y 150 mM de NaCl). Los datos fueron analizados mediante ANOVA
(P<0.05*, P<0.01**).

2.2 Mitigacion de estrés por metales pesados en tomate por B. amyloliquefaciens

El efecto de B. amyloliquefaciens sobre el crecimiento de tomate expuesto a metales pesados
Cobalto, Niquel y Cadmio a 5y 10 mM fue evaluado en condiciones de laboratorio a temperatura
ambiente, durante 30 dias. Inicialmente se observa que las concentraciones probadas de los diferentes
metales parecen no ejercer un efecto negativo en el crecimiento de las plantas. Las concentraciones en
el contenido de clorofila no muestran diferencia significativa entre los tratamientos (5 0 10 mM) en las
plantas con/sin indculo (figura 4, A-B), dichos valores estuvieron entre 34 y 38 unidades SPAD. Sin
embargo, se observa un pequefio descenso de los valores en las plantas expuestasa Nia5 mMy Cd a

10 mM (figura 4, A-B).
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Figura 4. Concentracion de clorofila en tomate. Plantas control y plantas inoculadas por B. amyloliquefaciens en
presencia de metales pesados, a concentracion de 5 mM (A) y 10 mM (B) de Co, Ni y Cd. Recuadro negro: plantas sin

indculo, recuadro en rayas: plantas con B. amyloliquefaciens. Tratamientos (Co, Ni y Cd). Los datos fueron analizados
mediante ANOVA.

Al igual que en el ensayo de salinidad, B. amyloliquefaciens ejercié un efecto positivo sobre el
tomate sin exposicion a metales, mostrando valores para vastago de 6,059 y raiz de 2,06g, comparados
a4,99 gy 2,069 (vastago y raiz respectivamente), en las plantas sin inoculo (figura 5 A-D). En
general, se observa que las 2 concentraciones de cada metal favorecen por si solas el peso fresco de
vastago y raiz, en especial para Niguel. Se observo que B. amyloliquefaciens mitigé el efecto de Cd a
5 mM y promovio el crecimiento de las plantas a través de los valores de peso fresco de vastago y raiz
frente a las plantas sin bacteria. (figura 5A y C). La presencia de Co a5y 10 mM produjo un descenso
en las variables antes mencionadas en plantas inoculadas (figura 5A- D), afectando probablemente en

mayor medida el metal a las bacterias, sin poder ejercer un efecto positivo en las plantas respecto a los

controles sin inoculo.

La concentracion de 10 mM de Ni y Cd favorecio de alguna manera la formacion de la raiz en

plantas sin indculo comparadas al control sin metal (figura 5B y D).
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Figura 5. Variables de peso fresco de vastago y raiz de tomate. Peso fresco 5mM raiz (A) y véstago (C). peso seco 10
mM de raiz (B) y vastago (D). recuadro negro: plantas control sin indculo, recuadro en rayas: plantas con B.
amyloliquefaciens. Tratamientos (Co, Ni y Cd). Los datos fueron analizados mediante ANOVA (P<0.05*, P<0.01**).

Respecto a peso seco de vastago, los valores fueron mayores en las plantas inoculadas
expuestas a Cd en 5 mM respecto a sus controles, con diferencia significativa frente a Niquel (figura 6
C). Sin embargo, a 10 mM se observa un aumento en el peso seco de esta variable en plantas sin

indculo (Figura 6 D).

Respecto al peso seco de raiz a5 mM se observaron valores mayores en las plantas con
indculo expuestas a Co y Cd (0,21 g ambos) respecto a su control sin metal (0,17 gy 0,16 g
respectivamente), con diferencias significativas frente a Niquel, el cual se vio afectado (figura 6 A).

En el grupo de plantas sin indculo y expuestas a 10 mM, se observan valores mayores para los tres
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metales frente a las plantas control, con diferencia significativa de p<0.05 (figura 6 B). Respecto a las

plantas inoculadas no se observa diferencia significativa entre los tratamientos a 10 mM (figura 6 B).
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Figura 6. Variables de peso fresco y seco de vastago y raiz de tomate. Peso seco vastago 5y 10 mM (A-B) y peso seco de raiz

5y 10 mM (C-D). recuadro negro: plantas control (sin indculo), recuadro en rayas: plantas inoculadas por B. amyloliquefaciens.

Tratamientos (Co, Ni y Cd). Los datos fueron analizados mediante ANOVA (P<0.05*, P<0.01**).

2.3 Genes relacionados a la promocion del crecimiento vegetal, estrés salino y por

metales pesados

Para correlacionar si el efecto positivo de B. amyloliquefaciens en tomate estaba

relacionado a la produccidon de factores de crecimiento vegetal, se realizé un analisis del genoma

de B. amyloliquefaciens utilizando herramientas bioinformaticas. Se identificaron algunos genes

relacionados a promocion del crecimiento vegetal (tabla 1) que pueden estar participando en

mecanismos como la solubilizacion de fosfatos (ghrB), acetoina protegiendo las plantas contra

infecciones por patégenos (acoA), 2,3-butanediol (2,3-BD) liberando compuestos organicos
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volétiles (BudB) e intervenir en la resistencia al estrés mediado por y-aminobutyric acid (GABA)

(gabT). Ademas, se identificaron genes asociados al estrés salino (tabla 2) que pueden estar
involucrados en la biosintesis de menaquinona y ubiquinona (ubiE), en el metabolismo de arginina
y prolina (PRODH) y por ultimo genes relacionados a los metales pesados que pueden estar
implicados con la salida de cobalto- Zinc-Cadmio (zitB) y con la unidad respiratoria del complejo

citocromo (cydA, qoxA) (tabla 3).

Tabla 1. Genes de B. amyloliquefaciens relacionados a la promocion del crecimiento vegetal

Mecanismo Enzima/Proteina Gen EC KO
tryptophan tryptophan trpA [EC:4.2.1.20] K01695
metabolism synthase alpha chain
tryptophan tryptophan trpB [EC:4.2.1.20] K01696
metabolism synthase beta chain
anthranilate trpE [EC:4.1.3.27] K01657
synthase component |
Acetoin Acetoin acoA [EC:2.3.1.190] K21416
(AC) dehydrogenase E1
component alpha-subunit
Acetoin acoB K21417
dehydrogenase E1
component beta-subunit
2,3-butanediol a-acetolactate BudB [EC:2.2.1.6] K01652
(2,3-BD) snthase
a-acetolactate BudA, [EC:4.1.1.5] K01575
decarboxylase AlsD
y-aminobutyric GABA gabT [EC:2.6.1.19] K07250
acid (GABA) aminotransferase
Succinate gabD [EC:1.2.1.16] K00135
semialdehyde
dehydrogenase
Phosphate Gluconic acid ghrB [EC:1.1.1.79 K00090
solubilization (mineral roxypyruvate/2- 1.1.1.81
ketogluconate reductase 1.1.1.215]
phosphate solubilization)
gluconate:H+ TC.GNT K03299
symporter, GntP family P
Alkaline phoR [EC:2.7.13.3] K07636
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phosphatase synthesis
sensor protein PhoR

Nitrogen nifF K03839
fixation-associated
flavodoxin
Cysteine nifS [EC:2.8.1.7] K04487
desulfurase, NFS1; nitrogen
fixation S (NIFS)-like 1
Nitrogen nifu K04488
fixation protein NifU and
related proteins
Flagellar RNA polymerase rpoD K03086
assembly primary sigma factor
Biofilm RNA polymerase fliA K02405
formation and sigma factor FliA
flagellar assembly
Tabla 2. Genes de B. amyloliquefacens relacionados al estrés salino
Mecanismo Enzima/Proteina Gen EC KO
Menaguinone and demethylmenaquinone
guir methyltransferase / 2- . [EC:2.1.1.163
ubiquinone ubikE K03183
. : methoxy-6-polyprenyl-1,4- 2.1.1.201]
biosynthesis .
benzoquinol methylase
osmoprotectant transport OpuA [EC:7.6.2.9] K05847
system ATP-binding protein
lipoyl-dependent osmC [EC:1.11.1.28] K04063
peroxiredoxin
Arginine and proline proline dehydrogenase PRODH [EC:1.5.5.2] K00318
metabolism
Glycine, serine and betaine-aldehyde betB [EC:1.2.1.8] K00130
threonine metabolism dehydrogenase
osmotically inducible osmB K04062
lipoprotein OsmB
lipoyl-dependent osmC [EC:1.11.1.28] K04063

peroxiredoxin

19
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transcriptional regulator of ctsR K03708
stress and heat shock
response
superoxide dismutase, Fe-Mn SOD2 [EC:1.15.1.1] K04564

family

Tabla 3. Genes de B. amyloliquefacens relacionados al estrés por metales pesados

Mecanismo Enzima/Proteina Gen EC KO
cobalt-zinc-cadmium efflux .
. zitB
system protein K16264
Cytochrome bd cytochrome bd ubiquinol
ubiquinol oxidase oxidase subunit | cydA [EC:7.1.1.7] K00425
peptide/nickel transport ABC.PE A K02031
system ATP-binding protein C
peptide/nickel transport ABC.PE AL K02032
system ATP-binding protein T
peptide/nickel transport ABC.PEP K02033
system permease protein T
peptide/nickel transport
system substrate-binding ABCS'PE' K02035
protein
Cytochrome aa3-600 cytochrome aa3-600
menaquinol oxidase | menaquinol oxidase subunit 11 gOXA [EC:7.1.1.5] K02826
Cytochrome aa3-600 cytochrome aa3-600
menaquinol oxidase | menaquinol oxidase subunit | goxB [EC:7.1.1.5] K02827
cobalt-zinc-cadmium efflux ZitB K16264
system protein
nickel/cobalt transporter nixA K07241
(NiCoT) family protein
Cytochrome bcl MQCRA,
complex respiratory menaquinol-cytochrome ¢ | qcrA, bfcA,
unit reductase iron-sulfur subunit petC EC:1.10.2.- K03886
Cytochrome bcl menaquinol-cytochrome ¢ MQCRB,
complex respiratory reductase cytochrome b qcrB, bfcB,
unit subunit petB K03887
Cytochrome bcl menaquinol-cytochrome ¢ MQCRC,
complex respiratory reductase cytochrome b/c | qcrC, bfcC,
unit subunit petD K03888

20
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cytochrome c-type biogenesis

protein ccdA K06196
cytochrome c biogenesis
protein resB, ccsl K07399
cytochrome c551 cceB K12263
cytochrome ¢550 CCCA K13300
cypD_E,

cytochrome P450 / NADPH- | CYP102A, [EC:1.14.14.1

cytochrome P450 reductase CYP505 1.6.2.4] K14338

3. Discusion
Las especies del género Bacillus han sido aisladas de manera abundante a partir de

rizosfera de diferentes cultivos, debido a que son buenos colonizadores de raices y producen
varios metabolitos, que cumplen efectos positivos en el crecimiento de las plantas, y pueden
actuar como potentes agentes de biocontrol contra patdgenos de plantas (Olanrewaju et al., 2021),
y su capacidad PGPR ha sido demostrada en cultivos de importancia agricola como arroz, maiz y
tomate (Ji et al., 2021; Kumar et al., 2021; Olanrewaju et al., 2021). En este estudio se evaluo la
capacidad de B. amyloliquefaciens, una cepa aislada de una zona semidrida de la Guajira, para
promover el crecimiento de plantulas de tomate en condiciones controladas de temperatura y
humedad, bajo estrés por salinidad y metales pesados. Los resultados muestran que B.
amyloliquefaciens promovio el crecimiento de las plantulas de tomate sin exposicion a estrés por
salinidad, dando valores de vastago (3,28 g) y raiz (1,43 g) mas altos comparados a las plantas
control sin indculo (2,07 g y 1,03 g respectivamente) (figura 3) datos que se correlacionan con los
obtenidos por Ji et al., 2021, donde demuestran que B. amyloliquefaciens cepa Bal3 promovio el
crecimiento de tomate, con aumento en la altura de la planta y el peso fresco. Por su parte B.
amyloliquefaciens cepa H-2-5 promovio el crecimiento, con aumento de la biomasa en plantas de
tomate, col china, rabano y mostaza (Kim et al., 2017). El efecto positivo de B. amyloliquefaciens

sobre las plantulas de tomate en nuestros ensayos puede estar relacionado a produccion de
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diferentes compuestos, cuyos genes fueron identificados en su genoma como la produccion de

hormona GABA, sideréforos, formacidn de biofilm, y motilidad facilitando su colonizacion en la
raiz de las plantas, etc. Algunos de estos metabolitos como la produccion de giberelinas y
solubilizacion de fosfatos fue demostrado por (Kim et al. 2017; Ji et al., 2021). EI tomate
(Lycoperiscon esculentum) y el arroz (Oryza sativa) son los dos cultivos agricolas méas
importantes cuya productividad se ve gravemente afectada por estrés salino (Taj, Challabathula
2021). La salinidad del suelo conduce a falta de varios nutrientes y causa toxicidad en las plantas,
lo cual provoca un dafio irreversible en el aparato fotosintético de las plantas en todas las etapas de
desarrollo y conducen a una reduccion significativa de la productividad agricola (Srineing et al.,
2015; Palacio et al., 2016; Taj, Challabathula 2021). En los tratamientos de tomate a las diferentes
concentraciones de salinidad (0, 50, 100 y 150 mM de NaCl), se observo por un lado que el
contenido de clorofila no tuvo diferencia significativa en ninguno de los tratamientos en los 2
grupos evaluados plantas con y sin indculo (figura 2). Esto sugiere que la salinidad no afect6 los
procesos metabolicos y fotosintéticos involucrados en la produccién de clorofila, como fue

reportado por Aazami et al., 2021.

En el grupo de plantas sin indculo, la salinidad a 50mM favorecio el crecimiento de las
plantas, respecto al control sin salinidad (figura 3), lo cual pudo estar relacionado a mecanismos
de ajuste osmotico por la planta y posiblemente a la activacion de transportadores de Na™ y K en
la planta, que restringe la entrada de Na* en la raiz, como ha sido demostrado en Arabidopsis
thaliana (Palacio et al. 2016). Los tratamientos de 100 y 150 mM de NaCl tuvieron un efecto
negativo en el crecimiento de las plantas de tomate con y sin indculo (figura 3), con resultados en
peso fresco y seco de vastago y raiz por debajo a los controles sin salinidad, con diferencia
significativa en peso fresco de raiz entre tratamientos. Estos datos se correlacionan con el estudio
realizado por Astroza Sepulveda (2018) en plantas de tomate inoculadas con Bacillus safensis,
expuestas a 100, 150 y 200 mM de NaCl, cuyos parametros de peso fresco y seco, numero de

hojas y altura de la planta se vieron afectados negativamente por la salinidad frente a las plantas
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control. Por otro lado, se observé que los parametros de peso fresco y seco de vastago y raiz en las

plantas inoculadas con B. amyloliquefaciens fueron similares a las plantas sin indculo, lo que
indica que la bacteria conservo tolerancia al estrés salino. Resultados similares fueron observados
en la inoculacion de Bacillus en la Arabidopsis thaliana y Zea mays donde induce tolerancia
sistémica al estrés salino en las plantas debido a la produccién de espermidina mejorando el
contenido de glutation reducido (GSH), a medida que se va reducido el contenido de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y regula la via sensible a la sal (SOS) la cual obtiene Na* en las

vacuolas y lo expulsa del citoplasma (Chen et al., 2017).

Adicionalmente se evalu6 el crecimiento de las plantas de tomate inoculadas con B.
amyloliquefaciens y expuestas a Cd, Co y Ni en concentraciones de 5y 10 mM. Algunos metales
como el cobre (Cu), zinc (Zn) y niquel (Ni), son requeridos en pequefias cantidades por los
organismos como las plantas y los microorganismos, ya que cumplen funciones en los procesos
metabdlicos. Sin embargo, al estar presentes en el suelo en altas concentraciones, son nocivos para
el desarrollo de las plantas (Palacio et al. 2016). Los resultados obtenidos mostraron nuevamente
que B. amyloliquefaciens ejerci6 un efecto positivo sobre el crecimiento de las plantas no
expuestas a metales, en las variables de vastago y raiz (figura 5). En el grupo de plantas control
sin indculo, se observa en general que la presencia de los diferentes metales a5y 10 mM,
estimulo el crecimiento de tomate frente a las plantas aumentando las variables de peso fresco y
seco de vastago y raiz, comparado a las plantas sin exposicion al metal, tal vez debido a
mecanismos de resistencia a los metales (figuras 5 y 6). En las plantas mas indculo, un efecto
positivo de mitigacion a Cd 5 mM fue observado, con mayores valores de peso fresco de vastago
y raiz, frente a las plantas control sin inoculo. Se ha visto que la presencia de B. amyloliquefaciens
promueve el crecimiento de Arabidopsis bajo estrés por cadmio, aumentando la produccion de
auxinas y de hierro soluble (Zhou et al., 2017).

Otro estudié demostrd que la aplicacion de Bacillus cereus disminuyo la absorcion del

cadmio en comparacion con las plantas control en cultivo de arroz, ademas alivio los efectos
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producidos a la toxicidad del metal esto debido a la estimulacion de enzimas como la catalasa y

peroxidasa las cuales actian como un mecanismo esencial para la desintoxicacion en plantas (Jan
et al., 2019). En este trabajo se encontro el gen (zitB) el cual esté relacionado al estrés por cadmio
en el genoma del B. amyloliquefaciens, este gen estd asociado a bombas de flujo de Cobalto-Zinc-
Cadmio. En una investigacion sobre dos cepas de Bacillus (Bacillus megaterium y Bacillus
paranthracis) se observé que el mecanismo de resistencia al cadmio y el rendimiento de adsorcion
pueden estar regulados por el gen (zitB) (Chi, Huang et al., 2020; Chi, You et al., 2022).

Respecto al ensayo a 10 mM se observé que los valores de peso fresco de vastago y raiz de las

plantas inoculadas fueron similares a las plantas sin metal (figura 5).

En cuanto a el efecto generado por el tratamiento con cobalto las plantas con indculo se
vieron afectadas en ambas concentraciones (5 y 10 mM) respecto a su control, con valores méas
bajos en peso fresco de vastago y raiz frente al control inoculado, pero sin metal, lo que
probablemente se deba a la homeostasis de los metales, ya que deben ser regulados por las células
para evitar efectos toxicos (Chandrangsu et al., 2017; Guzman et al., 2022). Aunque B.
amyloliquefaciens no mitigd el efecto toxico del cobalto en las concentraciones probadas, si se
encontraron genes relacionados a la detoxificacion de metales pesados como nixA, zitB,

relacionados a sistemas de flujo y transportadores de metales.

En el grupo de plantas inoculadas y expuestas a niquel, el peso fresco de raiz fue afectado
en 5 mM, mientras que los valores para el vastago fueron similares a las plantas sin metal. En la
concentracion de 10 mM, los valores en ambas variables fueron mayores no solo a las plantas
control, sino también al control sin indculo. Se ha reportado que a medida que aumenta la
concentracion del niquel las unidades de clorofila disminuyen, como también el nitrogeno
organico y la concentracion de proteina en las plantas de arroz y que la aplicacion de B.
licheniformis tiene la capacidad de proteger a las plantas de los efectos toxicos del niquel

mejorando el metabolismo bioquimico de la planta bajo estrés por niquel (Jamil et al., 2014). No
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se ha reportado la exposicion de niquel en plantas de tomate inoculadas con Bacillus

amyloliquefaciens en cambio si se ha reportado la evaluacion de B. megaterium en la mitigacion
de estrés por niquel en plantas de vinca rosea (Catharanthus roseus), la inoculacién mejoro la
actividad de las enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT),
peroxidasa (POD) y la ascorbato peroxidasa (APX) (Khan et al., 2017). Cabe mencionar que, en
el anélisis del genoma de nuestra cepa, también se encontraron genes como cypD_E, CYP102A,
CYP505 relacionados a proteinas cytochrome P450/NADPH-cytochrome P450 reductase

que intervienen en procesos de transferencia de electrones y el metabolismo de compuestos
toxicos y xenobioticos.

4. Conclusiones

B. amyloliguefaciens promovid el crecimiento de las plantulas de tomate sin exposicion a
estrés por salinidad y por metales (Cadmio, Cobalto y Niguel). La salinidad a 100 y 150 mM ejercid
un efecto negativo en las plantas con y sin inoculo. La alta concentracién salina al parecer afecto a B.
amyloliquefaciens, disminuyendo su capacidad PGPR. Sin embargo, los procesos fotosintéticos y la
produccion de clorofila en las plantas fueron estables comparados a las plantas sin salinidad. Para los
metales, se observo en general, que la presencia de Cd, Co y Ni en concentraciones de 5y 10 mM
favorece el crecimiento de las plantas control sin indculo. B. amyloliquefaciens mitigé el estrés por Cd
a5 mM en las plantas de tomate y promovié su crecimiento comparadas a las plantas sin indculo.

El estudio actual conduce a la exploracién de la respuesta a estrés salino y por metales en las
plantas de tomate mediado por Bacillus, ya que, debido a las actividades antropogénicas, los cultivos
estaran siempre expuestos a estos contaminantes. El conocimiento de genes en genomas de especies
del género Bacillus para mitigar estrés abidtico y promover el crecimiento de las plantas es de gran
interés para conducir ensayos de experimentacion in vitro y en campo, usando cepas de este género

promisorias como PGPR.
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