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RESUMEN
El aumento en la temperatura a nivel global derivado de las actividades
antropogénicas afecta negativamente a los cultivos agricolas; ya que altera la
fisiologia de las plantas y disminuye significativamente la produccion de alimentos,
ademas, aumenta la susceptibilidad de los cultivos a plagas y enfermedades
fungicas. La aplicacion de fungicidas quimicos es la técnica mas efectiva para
combatir estas infecciones, sin embargo, contaminan el medio ambiente y producen
resistencia en los patégenos. Una potencial alternativa al uso de fungicidas
quimicos es la aplicacion de bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB
por sus siglas en inglés), especialmente aquellas termotolerantes. En el presente
trabajo 8 aislados bacterianos fueron identificados por la secuenciacion del gen
ARNr 16S como cepas del género Bacillus. Se realizaron cinéticas de crecimiento
a 28, 37, 40 y 50 °C para determinar su termotolerancia. Se encontraron 4 cepas
termosensibles: B. aryabhattai AF27, Bacillus sp. AF53, Bacillus sp. AF56 y Bacillus
sp. AF62; y 4 termotolerantes: B. velezensis AF12, B. halotolerans AF23, B.
amyloliquefaciens AF42 y B. velezensis AF52. El crecimiento de algunas cepas en
la poblacidn termosensible y termotolerante se reporté a una temperatura maxima
de 32 °C y 40 °C, respectivamente. Un analisis filogenético de las bacterias, basado
en el gen ARNr 16S, revelé agrupaciones de clados que se correlacionan con la
temperatura de crecimiento. También se evalué el antagonismo de las 8 cepas hacia
los hongos fitopatdgenos: Botrytis cinerea, Fusarium brachygibbosum, Geotrichum
candidum y Botryosphaeria rhodina a diferentes temperaturas y se encontré que la
poblacién termotolerante presenta una mayor actividad antagdnica hacia los 4
hongos evaluados. Finalmente se observo que las 8 cepas exhiben modificaciones
en sus lipidos de membrana, especialmente en la cardiolipina, cuya concentracion
aumentd conforme incremento la temperatura, sugiriendo un posible mecanismo de
tolerancia al estrés térmico. Estos hallazgos sugieren que las especies
termotolerantes de Bacillus podrian ofrecer una alternativa para mitigar los efectos

del aumento de la temperatura, como las infecciones fungicas en cultivos.

Palabras clave: Calentamiento global, enfermedades fungicas, PGPB
termotolerantes.



ABSTRACT
The increase in global temperature resulting from anthropogenic activities adversely
affects agricultural crops; as it alters plant physiology and significantly reduces food
production, additionally, it increases crop susceptibility to pests and fungal diseases.
The application of chemical fungicides is the most effective technique for combating
these infections; however, they pollute the environment and induce resistance in
pathogens. A potential alternative to the use of chemical fungicides is the application
of plant growth-promoting bacteria (PGPB), especially those that are thermotolerant.
In the present study, 8 bacterial isolates were identified through 16S rRNA gene
sequencing as strains belonging to the Bacillus genus. Growth kinetics were
conducted at 28, 37, 40, and 50 °C to determine their thermotolerance. 4
thermosensitive strains were found: B. aryabhattai AF27, Bacillus sp. AF53, Bacillus
sp. AF56, and Bacillus sp. AF62; and 4 thermotolerant strains: B. velezensis AF12,
B. halotolerans AF23, B. amyloliquefaciens AF42, and B. velezensis AF52. The
growth of some strains in the thermosensitive and thermotolerant populations was
reported at a maximum temperature of 32 °C and 40 °C, respectively. A phylogenetic
analysis of the bacteria, based on the 16S rRNA gene, revealed clusters that
correlate with the growth temperature. The antagonism of the 8 strains against the
phytopathogenic fungi Botrytis cinerea, Fusarium brachygibbosum, Geotrichum
candidum, and Botryosphaeria rhodina was also evaluated at different temperatures,
and it was found that the thermotolerant population exhibits higher antagonistic
activity against all 4 fungi evaluated. Finally, it was observed that the 8 strains exhibit
modifications in their membrane lipids, especially in cardiolipin, whose concentration
increased as the temperature rose, suggesting a potential mechanism for thermal
stress tolerance. These findings suggest that thermotolerant Bacillus species could
offer an alternative to mitigate the effects of temperature increase, such as fungal

infections in crops.

Keywords: Global warming, fungal diseases, thermotolerant PGPB.



1. INTRODUCCION

Las plantas estan expuestas a diferentes tipos de estrés, que se pueden categorizar
como bidtico y abidtico y por su naturaleza de organismos sésiles, no pueden huir
de éstos. El estrés bidtico incluye el ataque de patdogenos que pueden ser causados
por insectos, nematodos, bacterias y hongos; mientras que el estrés abidtico incluye
alta salinidad, sequias, inundaciones, metales pesados, asi como altas y bajas
temperaturas (Chen et al., 2022). Entre estos ultimos, el estrés por calor tiene uno
de los efectos mas perjudiciales, ya que las temperaturas por encima del valor
umbral 6ptimo (15 — 24°C) tienen un impacto negativo en la fisiologia de las plantas,
desde dafios leves hasta permanentes (Shaffique et al., 2022).

El aumento de la temperatura es una consecuencia directa del cambio climatico. De
acuerdo con proyecciones realizadas para el proximo siglo, se prevé que la
temperatura global continue en aumento (Coffel et al., 2018). Un incremento de 3 a
4°C en la temperatura puede provocar una disminucion de la productividad de los
cultivos agricolas de hasta un 35%, debido a que las plantas se exponen a estrés
por calor (Khan et al., 2020b).

Los diferentes tipos de estrés coexisten de manera frecuente y causan un efecto
devastador en los cultivos, por ejemplo, las altas temperaturas influyen en la
propagacion de patdgenos en las plantas, tal es el caso de los hongos fitopatdgenos
(Bokhari et al., 2019). El ataque constante de fitopatdogenos fungicos reduce el
rendimiento y la calidad de los cultivos, causando pérdidas en diferentes etapas del
ciclo agricola (Morales-Cedernio, et al., 2021).

Los géneros de hongos fitopatdgenos Botrytis y Fusarium forman parte de los
principales 10 agentes fungicos de importancia mundial por la severidad de los
dafios que producen en los cultivos agricolas (Dean et al., 2012). Botrytis cinerea
afecta a mas de 200 especies de plantas en campo y frutos en etapa posterior a la
cosecha, lo que provoca pérdidas masivas durante el crecimiento, transporte,
almacenamiento y comercializacion (Cui et al., 2020). Por su parte, la infeccion por



Fusarium brachygibbosum altera el rendimiento de los cultivos, ya que puede
interferir con la absorcion y translocacion de agua y nutrientes. En infecciones
severas, la marchitez vascular causada por F. brachygibbosum puede provocar la
muerte prematura de la planta. La sintomatologia principal se basa en la presencia
de zonas necroticas de color marron en el sistema vascular de la planta (Shan et
al., 2017). Por otra parte, Geotrichum candidum es el agente causal de la pudricion
acida ocasionada durante el almacenamiento en postcosecha de citricos, que son
los mas afectados (Singh & Deverall, 1984); también provoca el ablandamiento en
diversos frutos de interés comercial (Robledo-Leal et al.,, 2016). Finalmente,
Botryosphaeria rhodina es un patdégeno que infecta, principalmente, a especies
lefiosas, los sintomas de la enfermedad que ocasiona se puede observar como
cancros, tizones en los brotes, manchas en las hojas, pudriciones de frutas y
semillas, ademas de comprometer procesos fisiolégicos como la traslocacion de
agua y nutrientes (Yan et al., 2018).

La técnica mas efectiva, hasta la fecha, para hacer frente a las infecciones por
fitopatogenos fungicos es la aplicacion de fungicidas quimicos (Alburqueque &
Gusqui, 2018). Sin embargo, el uso de fungicidas produce contaminacion ambiental
y alta toxicidad residual, ademas de la generacion de cepas resistentes a estos
compuestos (Khan et al., 2018).

La temperatura también tiene repercusiones en las células bacterianas,
principalmente debido a la desnaturalizacion de biomoléculas, como los acidos
nucleicos (ARN y ADN), asi como ribosomas y proteinas, lo que podria ocasionar la
inactivacion de enzimas importantes en el metabolismo bacteriano. Cuando la
temperatura supera el umbral de crecimiento bacteriano, el resultado es la muerte
celular (Russell, 2003). El umbral de temperatura permite realizar una clasificacion
bacteriana, aquellos microorganismos que crecen entre 20 y 45 °C se les denomina
mesofilos, mientras que los que pueden crecer a menores y mayores temperaturas

de este rango, se les conoce como extremofilos, los cuales a su vez se denominan



psicrofilos (<20 °C), termdfilos (45-80 °C) e hipertermdfilos (>80 °C) (Merino et al.,
2019).

Una alternativa biotecnolégica al uso de fungicidas quimicos es la aplicacién de
microorganismos termotolerantes como agentes de biocontrol, tal es el caso de
Bacillus spp. que tienen un efecto supresor sobre las enfermedades de las plantas
causadas por fitopatégenos. Bacillus spp. se eligen en los sistemas agricolas,
debido a su capacidad de producir metabolitos secundarios y de adaptarse a
condiciones de estrés como las altas temperaturas (Singh et al., 2021). Para
contrarrestar los efectos de las altas temperaturas, las bacterias emplean diversos
mecanismos como la sintesis de proteinas de choque térmico y la modificacion en
la composicidn lipidica de la membrana (Horvath et al.,, 2012). Esta ultima es
esencial, que ya la membrana al ser la responsable de la permeabilidad celular,
experimenta cambios en sus componentes bajo condiciones estresantes, siendo la
supervivencia bacteriana determinada por su capacidad de adaptacion a estas

modificaciones (Rojas-Solis et al., 2020b).

Comprender los mecanismos genéticos, fisioldgicos y morfoldgicos de tolerancia a
altas temperaturas de Bacillus spp. brinda una herramienta importante para utilizar
y aplicar estos aislados bacterianos en regiones donde los cultivos agricolas se ven

afectados por las temperaturas elevadas.



2. ANTECEDENTES
2.1 Cambio climatico y su efecto en los cultivos
La temperatura promedio del planeta ha estado aumentando paulatinamente desde
que se inicid la revolucién industrial, a partir de entonces se han estado emitiendo
altos niveles de gases de efecto invernadero como diéxido de carbono (CO.) y
metano (CHs), entre otros, originados, principalmente, por actividades
antropogénicas como la quema de combustibles fosiles (Mikhaylov et al., 2020),
siendo esta la principal actividad que contribuye al calentamiento global (Fatima et
al., 2020). La temperatura aumenta a la par de la urbanizacion y ésta se ha
convertido en una de las mayores fuentes de emisiones de CO., contribuyendo con
un 75% de las emisiones globales (Zhu et al., 2022), ya que, la urbanizacion es un
proceso complejo, que resulta en una densa concentracion de la poblacion en
determinado espacio, el uso del suelo de éste y de la actividad econémica que se
desarrolla. Se pronostica que seguira aumentando (Wang et al., 2022).

El reciente informe de la Evaluacion del Panel Intergubernamental sobre el Cambio
Climatico (IPCC), sefialé que la temperatura promedio global durante el periodo
2011-2020 fue 1.09 °C mas alta en que en 1850-1900, con aumentos sobre la
superficie terrestre de 1.59 °C y de 0.88 °C sobre el océano. Ademas, se menciona
que la temperatura global seguira aumentando para el periodo 2021-2040,
pronosticando un aumento de 1.5 °C, mientras que para el 2081-2100, se proyecta
un aumento de hasta 4.4 °C (IPCC, 2023).

Los cultivos agricolas se estan viendo drasticamente afectados por las condiciones
ambientales cambiantes y, en consecuencia, muestran menores rendimientos
(Vaishnav et al., 2019). Una agricultura exitosa, que permita producir alimentos
suficientes para satisfacer las necesidades humanas depende totalmente de los
factores ambientales. Los cultivos son altamente vulnerables al cambio climatico, ya
que cada especie tiene limites de temperatura en los cuales la fenofase y ciclo de
vida funcionan correctamente (Skendzi¢ et al., 2021), una alta temperatura

repercute en el desarrollo de los cultivos, retrasa su desarrollo y promueve practicas



agricolas no ordinarias, como fecha de siembra tardia, que finalmente se refleja en

una disminucion del rendimiento (Fatima et al., 2020).

Por ejemplo, el aumento de 3 a 4 °C en la temperatura puede provocar una
disminucién de la produccion de los cultivos agricolas de hasta un 15 — 35 %, lo cual
atentaria contra el suministro mundial de alimentos (Khan et al., 2020b). Los
registros meteoroldgicos muestran que las temperaturas medias anuales en las
areas donde se cultivan Triticum aestivum (trigo), Oryza sativa (arroz), Zea mays
(maiz) y Glycine max (soja) (cultivos importantes debido a que proporcionan dos
tercios de la ingesta calérica humana) han aumentado en aproximadamente 1 °C
durante el ultimo siglo y la proyeccién para el proximo siglo es que continue
aumentando (Coffel et al., 2018). El rendimiento de cada cultivo depende de la
antesis (fase de expansion de una flor, durante la cual ocurre la polinizacion). El Z.
mays, tiene una fase de antesis comprimida que dura entre 3 y 5 dias, mientras que
O. Sativa, Sorghum bicolor (sorgo) y otros granos pequefos puede extender la
antesis durante un periodo de una semana o mas. La sensibilidad de cada cultivo a
las temperaturas extremas afectara este proceso. En aquellos cultivos con duracion
de antesis por varias semanas, evitara que una sola ocurrencia de un evento de
temperaturas altas afecte a todas las flores en polen (Hatfield & Prueger, 2015).
Ledesma y Sugiyama, (2005), evaluaron el polen viable en fresas (Fragaria
xananassa Duch.) "Toyonoka', expuestas a estrés térmico, el cual consistié en un
periodo dia/noche de 30 °C/25 °C, mientras que el periodo del testigo fue de 23
°C/18 °C, observaron que la viabilidad del polen es significativamente menor bajo
estrés térmico. También, reportaron que los porcentajes de germinacion del polen
de plantas cultivadas in vitro a 30 °C/25 °C y germinadas a 30 °C, también
disminuyeron con respecto a plantas cultivadas a 23 °C/18 °C y germinadas a 23
°C.

Ademas de los efectos directos derivados del aumento de la temperatura que sufren
las plantas, también sufren efectos indirectos como mayor frecuencia de olas de

calor, enfermedades, plagas e impactos por infecciones (Skendzi¢ et al., 2021). Se



sabe que, a mayor temperatura, las infecciones fungicas en las plantas también
aumentan, lo que es importante debido a que los agentes causales de la mayoria
de las enfermedades en los cultivos y los principales responsables de la pudricion
de los frutos en postcosecha son los hongos (Gatto et al., 2011).

2.2 Pronéstico de la poblacion mundial en las siguientes décadas y estrategias
para asegurar la seguridad alimentaria

La poblacion mundial esta creciendo actualmente a un ritmo de alrededor del 1.13
% por afo y, en cuestion de individuos, esto representa un aumento de alrededor
de 80 millones (Tripathi et al., 2019). Las Naciones Unidas estimaron que la
poblacion mundial aumentaria a 7,700 millones en 2019 y estiman que aumente a
8,500 millones en 2030, a 9,700 millones en 2050 y a 10,900 millones en el 2,100,
observandose la mayor parte del crecimiento poblacional en los paises en desarrollo
(UN, 2019). Esto demandara un aumento enorme en la produccion de los cultivos
agricolas para satisfacer las necesidades alimentarias de la poblacion (Ons et al.,
2020). En otras palabras, se debera garantizar la seguridad alimentaria, que
esencialmente se refiere a la combinacidon de cuatro factores importantes:
disponibilidad de alimentos, acceso, utilizacion y vulnerabilidad. Ante el crecimiento
de la poblacion mundial, el suministro seguro y sostenible de alimentos inocuos,
nutritivos y asequibles de alta calidad, sera el principal desafio en los proximos afos.
Esto no sera facil debido a que se debe de llevar a cabo utilizando la menor cantidad
de suelo e insumos, asi como no contribuir al cambio climatico global y al aumento

de otros factores ambientales que afectan de forma negativa (Tripathi et al., 2019).

Para lograrlo, la superficie de tierras de cultivo debera ser mayor, entonces se
promovera la alteracion de ecosistemas naturales, también conocido como cambio
de uso de suelo (Ons et al., 2020), provocando cambios en las propiedades fisicas,
hidrologicas, quimicas y biologicas del mismo. Ademas, cuando se altera el suelo,
aumenta su susceptibilidad a la desertificacion (Béjar-Pulido et al., 2020).



Si bien, actualmente también existen variedades que producen un mayor
rendimiento y seran fundamentales para cubrir la demanda alimenticia, tienen
consecuencias como la reduccion de la biodiversidad agricola derivada del aumento
de los monocultivos (McCouch et al., 2020). Esta pérdida de diversidad de las
variedades locales en las areas geograficas de origen de los cultivos debido a la
sustitucidn por cultivos de alto rendimiento también se denomina "erosion genética"
(Khoury et al., 2022). Adicionalmente, el uso de monocultivos a menudo se asocia
con una vulnerabilidad mayor a enfermedades y plagas fungicas (Ons et al., 2020).

También, para lograr abastecer la demanda de alimentos se intensifican las
practicas agricolas para obtener el mayor rendimiento de los cultivos, aplicando
excesivas y desequilibradas cantidades de nitrégeno (N) y fésforo (P) (Dai et al.,
2020). Esta actividad provoca varios problemas, entre ellos, acidificacion del suelo,
deposicion de nitrogeno atmosférico, lixiviacion de fésforo, eutrofizacion de cuerpos
de agua, asi como el desequilibrio de N y P en el suelo. En el caso del fosforo, esto
se debe principalmente al uso excesivo de fertilizantes fosfatados para mantener
altos rendimientos en los cultivos, lo que resulta en un incremento de areas con
niveles muy elevados de este elemento en el suelo (Chen et al., 2021).

La aplicacion de estiércol (fertilizantes organicos) también es una practica usada
para aumentar el rendimiento de los cultivos. Lo anterior no solamente altera las
propiedades del suelo, también contribuye con alrededor del 5% de las emisiones
antropogeénicas globales de gases de efecto invernadero, principalmente a traves

de las emisiones de metano (CH4) y 6xido nitroso (N20) (Folberth et al., 2020).

Otra técnica para maximizar el rendimiento de los cultivos es la agricultura que hace
uso de cultivos genéticamente modificados, los cuales se conforman de plantas que
han sido modificadas a través de técnicas de ingenieria genética, con el fin de
mejorar rasgos existentes o introducir algun nuevo rasgo (Krishan et al., 2020). Por
ejemplo, la generacién de plantas con rasgos de resistencia a ataques por insectos
fitofagos, los cuales disminuyen el rendimiento de los cultivos, ya sea por

alimentacion o por transmision de virus. Las plantas modificadas genéticamente a



través de la expresion de toxinas, proteinas de fusion y lectinas, muestran
resistencia contra patégenos (Talakayala et al., 2020).

Asi como también la generacion de plantas transgénicas enriquecidas con
antocianinas que sobreexpresan genes reguladores o de biosintesis de
antocianinas. Estos pigmentos actuan como antioxidantes, mediadores de las
cascadas de senalizacion inducidas por especies reactivas de oxigeno (ROS por
sus siglas en inglés). Las ROS se sintetizan como respuesta al estrés en plantas,
entre ellos el estrés de tipo ambiental (abibtico) que incluye el estrés por calor, por
sequia, por salinidad, por bajas temperaturas y por metales pesados. Cuando la
planta se encuentra en condiciones de estrés extremo, las ROS se producen en
exceso y causan dafo oxidativo, inhibiendo su crecimiento y reduciendo la
productividad de los cultivos. Por lo anterior, la generacion de plantas tolerantes a
diversos tipos de estrés abibticos, enriquecidas con antocianinas, podria ser de gran
importancia ante el escenario del cambio climatico global, ya que el impacto de
diversas tensiones abidticas aumentara, amenazando el rendimiento de los cultivos
y la seguridad alimentaria mundial (Naing & Kim, 2021). Otro ejemplo es la
generacion de plantas sobreexpresadoras de defensinas vegetales que mejoran el
nivel de defensa contra patogenos, por ejemplo, el péptido Rs-AFP2 se ha
expresado en Triticum el cual mostré una mayor resistencia a F. graminearum.
Asimismo, CADEF1 se ha expresado en Solanum lycopersicum (tomate)
transgénico y mostro resistencia a Fusarium spp. y Phytophthora infestans (Sher-
Khan et al., 2019).

Las organizaciones no gubernamentales (ONG) y los ambientalistas han
identificado desventajas en el empleo de plantas transgénicas, principalmente
respuestas alérgicas, aumento de superplagas y la pérdida de biodiversidad
(Baghbani-Arani et al., 2021).

Las técnicas mencionadas anteriormente aumentan el rendimiento de los cultivos,
sin embargo, presentan las desventajas ya mencionadas. Por lo anterior, se
requieren de estrategias que permitan hacerle frente a uno de los mayores desafios
del mundo que es satisfacer la creciente y cambiante demanda de alimentos, de



manera ambiental y socialmente sostenible (Molotoks et al., 2021). El uso de
bioinoculantes bacterianos cumple con estos criterios. Se sabe que la tolerancia de
las plantas al estrés esta relacionada con los microorganismos con los cuales se
encuentra interaccionando. La tolerancia al estrés mediada por microorganismos en
las plantas es un enfoque ecoldgico para lograr un mejor crecimiento y rendimiento
de los cultivos (Vaishnav et al., 2019). Ademas, todos los elementos aportados a
través de fertilizantes quimicos pueden ser aportados por microorganismos,
especialmente N, P y potasio (K) (Soumare et al., 2020). A los microorganismos que
mejoran la salud de las plantas se les conoce como bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPB, por sus siglas en inglés), las cuales lo hacen a través

de dos mecanismos, directos e indirectos (Santoyo et al., 2019).

2.3 Caracteristicas biolégicas del género Bacillus.

El género Bacillus pertenece al grupo de las Gram-positivas y pertenece al filo
Firmicutes, sus miembros tienen forma de bastdn, son aerdbicos o anaerobicos
facultativos y catalasa positivos (Fira et al., 2018). Se caracterizan por la variedad
de los ambientes en los que pueden ser encontrados, tanto en el suelo, agua vy aire,
asi como en ambientes extremos (Miljakovic et al., 2020). Su capacidad de formar
endosporas es la funcidn que le permite sobrevivir en ambientes adversos bajo
condiciones estresantes, como aquellos con altas temperaturas (Hurtado-Bautista
et al., 2021). Un ejemplo de ello es la cepa de B. licheniformis que fue aislada de
fluido térmico de un respiradero hidrotermal, interesantemente se reporté su
capacidad de crecer a una temperatura maxima de 60 °C (Caccamo et al., 2020).
Es sabido que Bacillus spp. abundan en el suelo y la rizosfera, llegando a componer
hasta el 95 % de las poblaciones de bacterias Gram-positivas (Miljakovi¢ et al.,
2020). Ademas, las cepas de Bacillus son ampliamente utilizadas en el control
biolégico de patégenos de plantas y como biofertilizantes, ya que cuentan con una
amplia maquinaria gendmica que les permite producir una gran variedad de
metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana, asi como para estimular el

crecimiento vegetal (Santoyo et al., 2012).



La asociacion de bacterias y plantas es importante, se da principalmente cuando las
bacterias logran colonizar la rizosfera y/o endosfera de las raices, ahi es en donde
los microorganismos producen cientos de compuestos que tienen un papel
fundamental para su interaccion con la planta, potenciando su crecimiento y/o
antagonizando patdégenos fungicos, estableciendo relaciones simbidticas o
mutualistas, en donde ambas partes resultan beneficiadas (Santoyo, 2022). La
rizosfera se refiere a la zona del suelo que se encuentra en contacto con las raices
de las plantas, es aqui donde el rizobioma (poblaciones de microorganismos del
suelo), contribuye a la nutricion vegetal, participando directamente en la
disponibilidad de nutrientes, mejorando las propiedades de las raices y
antagonizando patogenos presentes en el suelo (Orozco-Mosqueda et al., 2022;
Richardson et al., 2009). La cepa de B. amyloliquefaciens aislada de la rizosfera de
Cucumis sativus (pepino) aumento la altura, diametro del tallo, longitud de la raiz y
peso fresco de los brotes y raices de plantas de este mismo cultivo en experimentos
en macetas tras incubarse 30 dias, ademas mostré actividad de biocontrol al
disminuir la severidad de la infeccion por F. oxysporum (Han et al., 2019). Algunos
miembros del género Bacillus también logran colonizar el interior de los tejidos,
estableciendo una relacion simbiotica o mutualista sin producir efectos negativos a

la planta a los cuales se les denomina enddfitos (Orozco-Mosqueda et al., 2021).

2.4 Biodisponibilidad de nutrientes esenciales para plantas por Bacillus spp.
Dentro de los mecanismos directos que usan las PGPB se encuentra el incremento
de la biodisponibilidad de nutrientes, mismos que son esenciales para las plantas
(Orozco-Mosqueda et al., 2021). El nitrdgeno en los vegetales, por ejemplo, se
requiere para la sinstesis de proteinas y nucledtidos, ademas, es indispensable para
la fotosintesis al formar parte de la clorofila (Moreau et al., 2019). En la produccion
agricola, un suministro 6ptimo de nitrégeno se ve reflejado en un incremento en el
metabolismo fotosintético y, por consecuencia, en un aumento en el rendimiento de
los cultivos (Leghari et al., 2016). El nitrégeno se aplica en fertilizantes a partir de
los cuales las plantas solo captan del 40 al 50 %, provocando aplicaciones
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excesivas, lo que causa dafos ambientales como la degradacién del suelo, la
contaminacion del aire y de las aguas subterraneas (Plett et al., 2020). Las plantas
pueden obtener este elemento a través de rizobacterias con la capacidad de fijar el
nitrégeno atmosférico. Su funcion es fijar el N atmosférico (N2) convirtiendolo en
amoniaco (NHs) y, posteriormente, convertirlo en nitrito (NO2") y nitrato (NOg3"). De
esta forma puede ser absorbido por las plantas. Para esto, las bacterias hacen uso
de un complejo sistema de enzimas llamado nitrogenasa (Manoj et al., 2020), el cual
se basa en los genes nif, entre los cuales se encuentra nifH, nifD y nifK, que
codifican para la subunidad estructural de la dinitrogenasa reductasa y las 2
subunidades de la dinitrogenasa, respectivamente (Mahmud et al., 2020). Por otro
lado, B. mycoides CA1 y B. megaterium CY5 tienen la capacidad de producir
amoniaco al ser crecidas en fuentes de nitrogeno, la captacion de N fue demostrada
con ensayos de cultivares de cafia de azlcar empleando isotopos SN2, esta
acumulacion de amoniaco puede ser captada por la planta y asi potenciar la
produccion de biomasa vegetal (Singh et al., 2020).

El fésforo es un componente de varias biomoléculas, entre ellas el acido
desoxirribonucleico (ADN), el acido ribonucleico (ARN), los fosfolipidos de
membrana, asi como también, en plantas, participa en procesos metabdlicos como
la fotosintesis, la transferencia de energia, la transduccién de sefales y la
respiracion (Jeyanthi & Kanimozhi, 2018).

Algunas razones del por qué el fosforo asimilable para las plantas se ve limitado son
por la precipitacion y la creacién de complejos del suelo con otros nutrientes, por lo
que, para mantener un constante abastecimiento de este elemento en los cultivos,
se opta por el uso excesivo de fertilizantes quimicos fosfatados, de los cuales gran
parte se precipitan al suelo y producen un dafios ambientales (Wahid et al., 2020).
Ademas, los fertilizantes fosfatados contienen una diversidad importante de metales
pesados que se acumulan en el suelo, dafan la fertilidad, producen eutrofizacién,
promueven aumento en la huella de carbono y puede tener efectos dafinos en la
salud del consumidor (Rawat et al., 2021).

Algunas rizobacterias desempefian un papel crucial en la nutricion de fosforo en las

plantas al solubilizar fosfatos y mineralizar el fésforo, convirtiéndolo en formas
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asimilables por las plantas (Rodriguez et al., 2006). Las estrategias que utilizan son
la secrecion de fosfonatos, fosfatasas y liasas, asi como acidos organicos como el
acido citrico, acido lactico, acido gluconico, que producen cambios en el pH
rizosférico, convirtiendo los fosfatos insolubles en formas méviles para que sean
aprovechables por las plantas (Manoj et al., 2020). También secretan siderdforos,
los cuales son agentes quelantes, promoviendo la solubilizacion y aumentando la
disponibilidad de iones de fosfato férrico (FePQO4) (Prakash & Arora, 2019).

Los productos de los grupos de genes de la pirroloquinolina quinina (pqgA, B, C, D,
E, F) vy la glucosa deshidrogenasa (gcd) son los que destacan en la solubilizacién
de los fosfatos, su funcion es convertir la glucosa en acido glucoénico (principal acido
organico para la disolucion) (Rawat et al., 2021). Los genes pqqA, pqqB, pqqC y
pqqE se identificaron en la cepa de B. mycoides Gnyt1, y se demostro a través de
la construccidn de mutantes su participacion en la solubilizacion de fosfato con la
secrecion de acidos organicos. Estos genes se clonaron exitosamente en
Escherichia coli y con estas cepas recombinantes se evaluo la concentracion de
acidos organicos. Se encontré que pqqA participa en la sintesis de acido oxalico,
acido tartarico, acido malico, acido citrico, acido lactico y acido acético. De forma
interesante, encontraron que las cepas recombinantes ppgB 'y ppqD obtuvieron los
mas altos valores en concentracion de malato. Las cepas recombinantes de E. coli
recombinantes adquirieron propiedades de disolucién de fosforo a través de la
integracion de la familia de genes ppgq, provenientes de la cepa solubilizadora de
fésforo B. mycoides Gnyt1 (Yao, 2020).

El K en el suelo no se encuentra disponible para la planta, ya que su forma
predominante en el suelo es insoluble, y se encuentra en rocas y minerales de
silicato (Gouda et al., 2018). Esta involucrado en diversos procesos metabolicos
como la fotosintesis, la regulacidén de la apertura y cierre estomatico (Khan et al.,
2022), asi como también en el transporte y la absorcidén de otros nutrientes, en la
formacion de células, sintesis de enzimas, proteinas, almidon, celulosa, vitaminas y
también confieren resistencia al estrés abidtico y bidtico (Meena et al., 2015). Los
genes ackA (acido acético quinasa), gltA (acido citrico sintasa), mdh (malato
deshidrogenasa) y ppc (fosfoenolpiruvato carboxilasa), los cuales estan
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relacionados con la solubilizacion de potasio, fueron encontrados en el genoma de
B. aryabhattai SK1-7. La expresion de estos genes en KS1-7 se evalué en medio
suplementado con una fuente de potasio insoluble, feldespato de potasio (KAISiOg)
y soluble, fosfato dipotasico (K2HPO4). Los mayores niveles de expresion de los 4
genes se obtuvieron en el medio suplementado con KAISiOsg, en el cual, la
solubilizacion se vio estimulada (Chen et al., 2022).

2.5 Sintesis de fitohormonas por Bacillus spp.

Las Bacillus spp. pueden mejorar la salud de la planta mediante la modulacién de
la sintesis de hormonas vegetales (Saeed et al., 2021), las cuales regulan el
crecimiento y desarrollo vegetal. Las fitohormonas, u hormonas vegetales,
funcionan como sefales moleculares en respuesta a factores ambientales (Backer
et al., 2018; Barnawal et al., 2017).

Las auxinas son una de las fitohormonas mas importantes ya que intervienen en
distintos procesos fisiolégicos como la germinacién de semillas, la formacion de
vasos xilematicos, el alargamiento y proliferacidén de células vegetales, ramificacion
de raices (raices laterales y adventicias), fototropismo, geotropismo, fotosintesis,
florescencia y fructificacion, y tolerancia a condiciones estresantes (Venieraki et al.,
2021). El acido indol-3-acético (AlA) es el tipo de auxina que las PGPB producen
principalmente. Se han encontrado siete vias para la biosintesis bacteriana de AlA,
cinco de estas vias dependen del L-tript6fano como precursor, este aminoacido es
producido por la planta como exudado radicular y las bacterias producen AIA como
metabolito secundario para liberar el triptéfano en exceso (Gamalero & Glick, 2022).
Batista et al., (2021) evaluaron la produccion de auxinas por la cepa RZ2MS9 de B.
thuringiensis observando que la capacidad de sintesis aumenté 5 veces al adicionar
1 g/L de L-triptéfano. También se encontraron conjuntos de genes involucrados en
las vias dependientes de triptofano: indol-3-piruvato (IPA) y triptamina (TPM) para
la sintesis de AlA, para IPA ipdC, aldH y aminotransferasas, y para TPM, ipdC, tdc

y mao.
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Las citoquininas (CK) participan en la division y elongacion celular, germinacion de
semillas, crecimiento de brotes, absorcibn de nutrientes, prevencion de la
senescencia, desarrollo vascular y desarrollo de gameto. Adicionalmente,
contribuyen a la resistencia del estrés bidtico y abiotico en plantas. Las CK pueden
ser sintetizadas por PGPB, y se han reportado cepas que a altas concentraciones
de sal, la sintesis de las CK no se ve obstaculizada (Kumawat et al., 2023). En el
genoma de la cepa B. subtilis YB-15 se encontraron los genes miaA y miaB que
participan la biosintesis de CK. La inoculacion de esta cepa en plantulas de Triticum
mostro caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal (PGP por sus siglas en
inglés) aumentar el peso fresco de los brotes en un 4.2 % y el peso fresco de las
raices en un 11.4 % a los 20 dias, lo cual se reflejé en un mayor peso fresco y seco
(Xu et al., 2022).

Las giberelinas (GA) participan en la germinacion de semillas, la promocion del
crecimiento de tallos y hojas, la estimulacion de la floracion y el desarrollo de frutos
y el retraso del envejecimiento de las plantas (Bhat et al., 2020). Las GA son
diterpenoides tetraciclicos formados por cuatro unidades isoprenoides. Son
estructuras de 19 o 20 carbonos. Las tres giberelinas biolégicamente activas mas
comunes son GA1, GA3 (acido giberélico) y GA4 (Kalra & Bhatla, 2018). La cepa
de B. megaterium HT517 tiene la capacidad de sintetizar AIA y GA3 y se reporto
que en plantas de S. lycopersicum acelera el crecimiento vegetativo y reproductivo.
Se identificaron los genes funcionales trpA, trpB, trpS, TDOZ e idi, involucrados en
la sintesis de terpenoides (Yang et al., 2022). Se han reportado otras especies de
Bacillus con la capacidad de sintetizar GA, como B. licheniformis, B. pumilis, B.
cereus, B. macroides y B. siamensis (Keswani et al., 2021).

2.6 Infecciones fungicas en los cultivos agricolas

Las infecciones por hongos fitopatdgenos afectan a la industria agricola y horticola
en todo el mundo, causando pérdidas de hasta 200 mil millones de dodlares
estadounidenses por afio (Shuping & Eloff, 2017). En general, el ciclo de vida de los

hongos fitopatdgenos en cultivos agricolas suele ser similar, es decir, se compone

14



de seis etapas: i) las esporas que se encuentran en el aire, agua, artropodos, aves
o material con el cual se manipulan los cultivos, como tijeras de poda, llegan a un
hospedero sano que presenta alguna herida; ii) las esporas penetran por las heridas
y germinan en el hospedero sano; iii) el agente fungico comienza a colonizar los
tejidos y se observa sintomatologia en la planta; iv) la enfermedad se incrementa y
produce la muerte de tejidos de la planta; v) en los tejidos infectados de la planta, el
agente fungico prolifera y comienza la produccion de esporas; vi) las esporas son
depositadas nuevamente en el ambiente y de esta forma comienza de nuevo el ciclo
(Kenfaoui et al., 2022). Algunos de los hongos patégenos de plantas que fueron
empleados en este estudio y que tienen importancia global por las enfermedades

que producen se mencionan enseguida:

2.6.1 Botrytis cinerea

B. cinerea fue desginado por la comunidad cientifica como el segundo patdégeno
vegetal mas importante a nivel mundial en cultivos agricolas (Dean et al., 2012). Se
estima que causa pérdidas en la produccion mundial entre 10 y 100 mil millones de
dolares anuales (De Angelis et al., 2022). Es un necrotrofo importante y tipico en el
mundo causando danos tanto antes como después de la cosecha en numerosos
cultivos, su enfermedad se conoce como moho gris (Souibgui et al., 2021). Puede
desarrollarse en el campo y también puede causar descomposicion de productos
hortofuticolas en postcosecha o permanecer latente hasta el almacenamiento. La
germinacion de esporas de este patdogeno se desarrolla vigorosamente en
condiciones de alta humedad relativa y bajas temperaturas. Asi, en el
almacenamiento en frio, se produce el desarrollo de sintomas de moho gris, por lo
que esta enfermedad se propaga rapidamente entre las frutas del mismo embalaje
(Yusoff et al., 2020).

B. cinerea no presenta especificidad de huésped aparente y puede infectar a mas
de 1000 especies de plantas, infecta y crece en tejidos dafiados o senescentes,
provocando eventualmente la muerte del tejido. También puede ingresar al huésped
a través de heridas o aberturas naturales. Ademas de permanecer de forma inactiva
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en organos de plantas que no estan en proceso de senescencia o que no estan

maduros (Petrasch et al., 2019).

Entre los cultivos que infecta se encuentran S. lycopersicum (tomate), Rubus
ulmifolius (zarzamora), Vaccinium corymbosum (arandano), Ribes rubrum
(grosella), Rubus idaeus (frambuesas), Fragaria (fresa) y Vitis vinifera (uvas). Cabe
destacar que afecta diferentes 6rganos de las plantas como hojas, tallos, flores y
frutos (Terrones-Salgado et al., 2019). En cultivos de Fragaria, el patogeno infecta
las hojas y puede ser destructivo también para los frutos verdes y maduros. Por lo
anterior se requieren estrategias de control de este fitopatdogeno para evitar dafios
significativos, para lograr esto se utilizan principalmente, fungicidas quimicos de
origen sintético. Se han reportado aplicaciones de hasta 20 veces por semana para
lograr su control (Amiri et al., 2019). En S. lycopersicum, el sintoma mas comun que
se observa en hojas maduras y senescentes, asi como en frutos es la podredumbre
gris, seguido de la rapida aparicion de masas de conidias grises (esporas
asexuales). También puede presentarse en tallos, principalmente en heridas en
donde puede permanecer en letargo y, cuando finaliza esta etapa, las lesiones del
tallo se vuelven blancas y muestran grandes esclerocios negros (masas compactas
de micelio), pudiendo llegar a casos severos lo que da lugar a la pudricion de la
totalidad del tallo (Rhouma et al., 2023).

Aproximadamente, el 8 % del mercado mundial de fungicidas se utiliza para
controlar a este patégeno. Es importante resaltar que solo un bajo porcentaje de los
fungicidas alcanzan su objetivo biologico, ya que el 90 % de ellos se pierden por
fotdlisis, volatilizacion, degradacion, lixiviacion y escurrimiento durante la aplicacion
(De Angelis et al., 2022). Se sabe que B. cinerea desarrolla resistencia a los
fungicidas (Déné & Valiuskaité, 2021), debido a su alta variabilidad genética,
abundante esporulacion y corto tiempo de generacién. Esto conduce a la aplicacion
de un elevado numero de fungicidas para su control (Samaras et al., 2021). Incluso,
esta especie se ha utilizado como un organismo modelo para comprender el

desarrollo de la resistencia fungica a estos compuestos quimicos (Garfinkel, 2021).
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En cultivos agricolas, se ha informado sobre la resistencia a fungicidas en B.
cinerea, especialmente en algunas regiones de China, donde los fungicidas
procimidona y carbendazim han perdido su efectividad. Actualmente, en estas
regiones rara vez se utilizan estos compuestos para controlar a este fitopatdégeno,
ya que se ha observado una resistencia de hasta el 100 % (Li et al., 2020). Sin
embargo, el control de la enfermedad se sigue basando, principalmente, en el uso

de estos compuestos sintéticos (de la Fuente et al., 2020).

2.6.2 Fusarium sp.

El género Fusarium es de importancia economica mundial debido a las pérdidas
econdmicas que causa su infeccion (Cutuli et al., 2015). Se ubica entre los géneros
mas destacados de hongos fitopatdgenos en la produccion agrécola, siendo
responsable de diversas enfermedades que afectan a una amplia gama de cultivos.
Algunos de los géneros mas conocidos son F. graminearum, que causa el tizon de
la espiga de T. durumy, F. oxysporum, que causa marchitez y pudricion del tallo en
diversos cultivos como Capsicumy S lycopersicum (Summerell, 2019). También es
de relevancia F. brachygibbosum, ya que existen reportes recientes de infecciones
en cultivos en los cuales disminuye el rendimiento al interferir con la absorcion y
translocacion de agua y nutrientes (Shan et al., 2017).

En regiones de clima templado, F. graminearum pasa el periodo invernal en tejidos
vegetales previamente infectados, dando origen a conidios asexuales o ascosporas
sexuales. Estas estructuras pueden ocasionar infecciones primarias en diversas
partes de la planta, como flores, tallos o raices. Después de la germinacién de las
esporas y su penetracion en el tejido vegetal, los estudios microscépicos revelan
que las hifas pueden desarrollarse entre las células sin provocar dafo visible.
Posteriormente, el crecimiento dentro de las células y la colonizacidon extensiva de

los tejidos esta relacionada con la aparicion de necrosis visible (Brauer et al., 2020).
La enfermedad que produce posiciona a este género dentro de los diez patégenos

principales segun su importancia cientifica y econdmica en cultivos agricolas en

todo el mundo (Dean et al., 2012). Esta enfermedad es conocida como el tizon de
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la espiga y es una de las enfermedades mas graves, que provoca la pérdida de la
calidad de la cosecha y reduccion del rendimiento del grano (Femenias et al., 2020).
Ademas, contamina el grano con dos grupos de micotoxinas, la zearalenona (ZEA)
y los tricotecenos (TCT), incluidos los tricotecenos tipo B (TCT-B), el deoxinivalenol
(DON), sus derivados 3-acetilados (3-ADON) o 15-acetilados (15- ADON) y
nivalenol (VNI). DON es la micotoxina detectada con mayor frecuencia en los
cereales en todo el mundo (Chen et al., 2019). EI DON inhibe la sintesis de proteinas
al unirse al ribosoma y causa efectos eméticos, anorexia y desregulacion
inmunolodgica, asi como efectos de crecimiento, reproductivos y teratogénicos en
mamiferos. Por lo anterior, las organizaciones reguladoras han establecido niveles
maximos permisibles de DON en los cereales para minimizar la exposicién humana
y animal a esta micotoxina (Zhou et al., 2020). También se ha reportado que TCT
encontrados en Z. mays, se pueden encontrar en otros cereales de grano pequefio,
como el T. durum, Hordeum vulgare (cebada), la Avena sativa (avena) y el Secale
cereale (centeno), disminuyendo la calidad final de los granos (Femenias et al.,
2020).

La especie F. brachygibbosum se ha identificado en diversas plantas, entre las
cuales se encuentra el Z. mays (Ali et al., 2020; Shan et al., 2017), en S.
lycopersicum causando marchitez de las hojas y marchitez vascular de tallos y
raices (Liu et al., 2023), asi como en tubérculos de Solanum tuberosum (papa)
(Merima et al.,, 2022). En infecciones severas, la enfermedad causada por F.
brachygibbosum puede provocar la muerte prematura de la planta. La
sintomatologia principal se basa en la observacién de zonas necroticas internas de

color marron oscuro en la planta (Shan et al., 2017).

2.6.3 Geotrichum candidum

Geotrichum es un género de hongos con morfotipos coloniales dimérficos (colonias
parecidas a levaduras o mohos de color crema). Las especies de Geotrichum se
encuentran en muchos sustratos incluidos el suelo, las plantas, la leche y el agua,
o asociadas con insectos (Paes et al., 2021). Originalmente, las especies se
asignaban basandose unicamente en diferencias morfologicas (Kidd et al., 2023).
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Actualmente, la identificacion de Geotrichum se basa en la combinacién de varios
enfoques, como morfologia, fisiologia, ecologia, técnicas de PCR y secuenciacion
de genes (Paes et al., 2021). G. candidum presenta micelio aéreo en colonias
similares a levaduras en diferentes medios de crecimiento. Presenta anamorfismo,
ya que se observan artrosporas asexuales (esporas desarrolladas en una hifa
terminal) (Omeike et al., 2019). G. candidum es un hongo que puede causar
infecciones en humanos (Keene et al., 2019), aunque es poco comun, puede
colonizar la piel, el sistema respiratorio y el tracto gastrointestinal causando una
enfermedad conocida como geotricosis (Paes et al., 2021). También, puede
colonizar alimentos como quesos frescos, mantequilla, leche fermentada, nata,
carne de ave, zumos de frutas y verduras alterando sus propiedades organolépticas
como el sabor, aroma, color y textura. Por otro lado, es usado en la industria lactea,
especialmente de quesos, ya que interviene en la fermentacion y maduracién tanto
de produccion industrial como artesanal, contribuyendo asi a sus caracteristicas
finales (Korfiuchova & Valik, 2021).

No obstante, también es ampliamente reconocido como un patégeno de plantas, ya
que es el agente causal de la pudricion acida que se presenta durante el
almacenamiento postcosecha de Citrus sinensis (siendo estos los mas afectados)
(Singh & Deverall, 1984), de Fragaria (Wenyue et al., 2018), Daucus carota
(zanahoria) (Hameed et al., 2019), Prunus persica var. nucipersica (nectarina) y
Prunus persica (durazno) (Yaghmour et al., 2012), meldn (Halfeld-Vieira et al., 2020)
y Actinidia deliciosa (kiwi) (Cheng et al., 2021). Aunque no se limita a estos cultivos,
G. candidum es un patdgeno importante que causa la pudricion acida en otras frutas
verduras (Thomidis et al., 2021). Ademas, aunque la enfermedad se presenta
principalmente en frutos maduros, también puede aparecer en frutos inmaduros
gravemente dafiados (Tozlu, 2016), principalmente en aquellos con dafios
derivados de insectos o bien por heridas mecanicas (Paes et al.,, 2021), que
pudieran presentarse en campo (Turkkan, 2019).

Los sintomas incluyen una descomposicion suave, acuosa y marrén con una fina
capa de crecimiento micelial blanco en la superficie del fruto. La descomposicion
puede llegar a la semilla y consumir todo el fruto. Cuando éstos se pudren, tienen
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un olor caracteristico, que oscila de levadura a vinagre, también puede haber salida
de jugo de la lesién, lo que hace que la cascara se desintegre y forme surcos
(Yaghmour et al., 2012).

En D. carota infectadas con G. candidum, la enfermedad termina con la formacion
de esporas del patdgeno de color blanco palido en la superficie del area de pudricion
y la formacion de mal olor (Tozlu, 2016). De igual forma, en la infeccion en
zanahorias, como primer paso, G. candidum crece en la superficie de las lesiones
enfermas en condiciones de humedad. Posteriormente, las lesiones se extienden
profundamente hacia el interior, provocando el ablandamiento del tejido cubierto por
una capa blanquecina y acuosa, asi como el hundimiento en casos mas severos
(Horita & Hatta, 2016).

Diversos fungicidas quimicos como imazalil y tiabendazol, no presentan efecto
alguno contra G. candidum; sin embargo, en estudios realizados in vitro, se ha
demostrado la eficacia de cepas de Bacillus para inhibir el crecimiento de este

patogeno (Wang et al., 2018).

2.6.4 Botryosphaeria sp.

El género Botryosphaeria pertenece a la familia Botryosphaeriaceae y al filo
Ascomycota, los cuales se conforman de hongos endofitos, fitopatdgenos y
saprofitos cosmopolitas, con una amplia gama de huéspedes como especies de
plantas tropicales, subtropicales y templadas (Mohankumar et al., 2023). Los
conidios de Bofryosphaeria, a menudo se distinguen tener paredes delgadas,
estrechas y parecidas a Fusicoccum, y de paredes gruesas, mas anchas, parecidas
a Diplodia (Moral et al., 2019).

Los hongos del género Botryosphaeria han sido identificados como patégenos
oportunistas que residen de forma oculta en los tejidos de las plantas, los cuales se
muestran asintomaticos; no obstante, el microorganismo posee potencial latente de
patogenicidad (Hattori et al., 2021). Cuando las condiciones de temperatura son
propicias, el patoégeno sale de su fase latente en la superficie del fruto, incluso sin
depender de alguna abertura natural, y éste muestra sintomas caracteristicos de

manchas negras redondas del tamafio de un alfiler que evolucionan hacia el tizon
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de la fruta. La capacidad del hongo para penetrar directamente los tejidos vegetales
se debe a la formacién de apresorios. Estas estructuras fungicas se consideran
importantes para que el patdégeno infecte con éxito a su huésped. En Brasil, esta
enfermedad es la principal infeccion en postcosecha de Malus domestica (manzana)
y Mangifera indica (mangos) almacenados. (Darge & Woldemariam, 2021).

Botryosphaeria spp. a menudo se distinguen facilmente del resto de los grupos de
hongos por sus caracteristicas macroscépicas, como micelio aéreo de gris a negro
y pigmento de gris a indigo o de gris a negro. En los ultimos afos, la identificacion
del género Botryosphaeria a nivel de especie se realiza con precision combinando
datos de secuencias de ADN con caracteristicas morfologicas (Darge &
Woldemariam, 2021). Estos fitopatégenos infectan principalmente a especies
lefiosas, su enfermedad se le conoce como “muerte regresiva” (Niem et al., 2020),
se puede observar como cancros, tizones en los brotes, manchas en las hojas,
pudriciones de frutas y semillas, ademas de comprometer procesos fisiologicos
como la traslocacion de agua y nutrientes (Yan et al., 2018),

Algunos cultivos que se ven afectados por la muerte regresiva son Juglans regia
(nuez), Prunus dulcis (almendra) (Holland et al., 2021), Macadamia (Mohankumar
et al., 2023), y Pistacia vera (pistacho) (Moral et al., 2019). En los nogales, los
miembros de este género provocan la muerte regresiva de ramas, brotes y yemas,
por lo que reducen los rendimientos al infectar directamente la planta. Si no se
controla la muerte regresiva, la disminucion del rendimiento podria aumentar con
cada cosecha, lo que en ultima instancia provocaria una pérdida casi total del
huerto. Se ha informado de muerte regresiva en todos los paises donde en se
cultivan nogales como cultivos comerciales (Antony et al., 2023). Sin embargo,
también es hospedero de otros cultivos, como plantas perennes que abarca a M.
domestica, Vaccinium myrtillus (arandano), C. sinensis y V. vinifera, en las cuales
los sintomas se observan como muerte regresiva, cancros, pudricion de frutos y
decoloracion de hojas (Belair et al., 2022). En Vitis vinifera (vid), la muerte regresiva
por Botryosphaeria es una de las enfermedades mas importantes, que afecta la
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sostenibilidad de los vifiedos y provoca pérdidas economicas. Estos agentes
fungicos viven y colonizan la madera de los 6érganos perennes causando necrosis,
asi como otros sintomas foliares como clorosis o marchitamiento repentino,
asociados a una caracteristica franja marrén debajo de la corteza (Lemaitre-Guillier
et al., 2020). También, suelen observarse sintomas de este microorganismo como
lesiones anulares concéntricas en la superficie de la fruta infectada, tanto en

manzana como en peras, con la aparicion de cancros (Zhai et al., 2014).

2.7. Problematica en la aplicacion de fungicidas quimicos en el control de
fitopatogenos

La produccion agricola se ha intensificado en los ultimos afios (Wu et al., 2015) y
en los proximos, debera de aumentar debido a la demanda de alimentos de una
poblacion en crecimiento (Cao et al., 2018).

Los patdgenos de plantas son responsables de importantes pérdidas econdmicas
en cultivos agricolas que ascienden a miles de millones de dolares estadounidenses
(Dmitrovic¢ et al., 2022). Los agentes fungicos producen pérdidas de cultivos, ya que
a través de sus esporas, infectan a los cultivos y a sus frutos antes y después de la
cosecha (Baard et al., 2023). En los ultimos siglos, los productores han usado a los
agroquimicos para mejorar la calidad y elevar la produccion de los cultivos, sin
embargo, su aplicacion constante e indiscriminada genera problematicas como
contaminacion ambiental, debida a la residualidad de los agrotéxicos; afectacion de
la salud publica humana; intoxicaciones agudas y graves; y la seleccion de hongos
resistentes (Shafi et al., 2017). Por ejemplo, contra B. cinerea, la aplicacion de
botriticidas (fungicidas especificos para Botrytis) llegan a representar hasta el 10 %
de las ventas del mercado mundial, sin embargo, no solo éstos son usados, también
se aplican fungicidas de amplio espectro cuya venta en el mercado global es
desconocida (Dean et al., 2012). La aplicacion de los fungicidas suele ser de forma
constante e indiscriminada, lo que repercute negativamente en el medio ambiente y
promueve la generacidn de cepas resistentes (Morales-Cedefio, Orozco-Mosqueda,
et al., 2021). Dadas estas consideraciones, resulta de gran relevancia la busqueda
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de alternativas organicas y respetuosas con el ecosistema para gestionar
eficazmente las enfermedades causadas por hongos fitopatégenos en los cultivos
de valor econdmico, contribuyendo asi a mantener la sostenibilidad de la agricultura
(Baard et al., 2023; Santos et al., 2020; Zouari et al., 2020).

A través del control bioldgico se puede reducir la aplicacién de uso de plaguicidas
sintéticos para lograr una practica agricola amigable con el ecosistema, viable y
sostenible (Chenniappan et al., 2019). De esta manera, el control biolégico es una
estrategia que se basa en el uso de organismos vivos, entre ellos las bacterias, para
tratar las infecciones ocasionadas por fitopatogenos, con el fin de que sus
poblaciones no alcancen limites superiores en los cuales produzcan pérdidas

economicas (Carmona-Hernandez et al., 2019).

En general, la aplicacidon de biofungicidas del género Bacillus en cultivos agricolas
es preferida debido a dos principales caracteristicas, la capacidad de crecer en
condiciones de estrés ambiental, asi como la capacidad de formar endosporas que
le otorga una mayor viabilidad a largo plazo y vida de anaquel (Chen et al., 2007).
Adicionalmente, la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos de
Norte América (FDA de los EE. UU.) cataloga a B. subtilis como un organismo
generalmente reconocido como seguro (GRAS por sus siglas en inglés) para su uso
en las industrias de procesamiento de alimentos, por lo que su utilizacion como
biofungicida para biocontrolar a una gran variedad de fitopatégenos de plantas (por
su gran diversidad de sustancias antimicrobianas), es una alternativa potencial al
uso de fungicidas quimicos, lo cual, a largo plazo, podria frenar los efectos negativos
de estos compuestos (Shafi et al., 2017). Es por eso que la aplicacion de bacterias
que tienen la capacidad de biocontrolar a los microorganismos patogenos de
plantas, como hongos y bacterias, es una alternativa prometedora que esta
llamando la atencion (Ongena & Jacques, 2008).

23



2.8 Bacillus como agente de biocontrol de hongos fitopatégenos

Los cultivos son constantemente afectados por enfermedades producidas por
microorganismos  patdogenos, especialmente hongos, provocando que
aproximadamente el 25% del rendimiento mundial se pierda (Wu et al., 2015). Un
punto clave para contrarrestar los dafios provocados por los hongos fitopatdgenos
de plantas por parte de las PGPB, es por la capacidad que tienen de colonizar
competitivamente las raices de los cultivos, donde adicionalmente podran actuar de
forma simultanea como biofertilizantes (Chen et al., 2007) y como antagonistas
debido a su capacidad de producir diversos compuestos llamados metabdlitos
secundarios (Wu et al.,, 2021), entre ellos lipopéptidos antimicrobianos
principalmente representados por iturinas, surfactinas y fengicinas (Fira et al., 2018).
De hecho, se sabe que el alrededor del 4-5 % de los genomas de los miembros del
grupo de B. subtilis se encarga de la sintesis de metabolitos secundarios con
potencial antagonista (Fira et al., 2018) asi como un 8.5 % en B. lichenifomis
(Miljakovi¢ et al., 2020) y cerca del 10 % en B. amyloliquefaciens (Chowdhury et al.,
2015). Ademas, la produccion de estos lipopéptidos, generalmente contribuye a la
motilidad de enjambre (dezplazamiento multicelular rapido y organizado en
superficies solidas o semisdlidas) y la capacidad de formar biopelicula (Fira et al.,
2018). Esta matriz de biopelicula genera un ambiente en donde se da lugar el
intercambio metabdlico, asi como también confiere proteccion contra factores
adversos ambientales, como antibidticos (Kierek-Pearson & Karatan, 2005). La
biopelicula se compone, principalmente, de exopolisacaridos, asi como también se
pueden encontrar proteinas y ADN, ademas, los exopolisacaridos son
fundamentales para que la matriz pueda adherirse a superficies. Se sabe que la
presencia de estos lipopéptidos promueve la colonizacion de plantas (Danhorn &
Fuqua, 2007). Por ejemplo, B. velezensis KY498625 fue capaz de producir
exopolisacaridos con diferentes fuentes de carbono y nitrégeno, encontrando a
través de cromatografia de gases a presencia de glucosa, galactosa y manosa como
sus componentes monosacaridos (Moghannem et al., 2018).
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Dentro de las formulaciones de biopesticidas, los miembros del género Bacillus son
preferidos por la capacidad de producir una gran variedad de moléculas
biolégicamente activas, que inhiben el crecimiento de fitopatdégenos, asi como
también, endosporas que les permite presentar alta viabilidad a largo plazo y
obtener un producto comercialmente estable (Wu et al., 2015).

Las especies de Bacillus producen varias moléculas importantes como enzimas,
vitaminas y metabolitos secundarios con los cuales pueden promover el crecimiento
de las plantas. También, tienen la capacidad de producir dos sustancias
antimicrobianas como bacteriocinas y lipopéptidos, sintetizadas de forma ribosomal

y no ribosomal respectivamente (Chen et al., 2020).

2.8.1 Lipopéptidos bacterianos

Los lipopéptidos se sintetizan por grandes enzimas de forma no ribosomal por
péptido sintetasas (NRPs) (Chowdhury et al., 2015). En ellos destaca su alta
actividad antimicrobiana, baja toxicidad, actividades antivirales y antitumorales,
biodegradabilidad y estabilidad a altas temperaturas. Las tres familias principales
de lipopéptidos ciclicos son fengicina, iturina A y surfactina (Chen et al., 2020). Por
otra parte, otros metabolitos secundarios son los productos naturales de policétidos
(PKs), que también presentan actividad antimicrobiana y participan en la
competencia con otros microorganismos (Wei et al., 2018). Algunos compuestos
derivados del metabolismo secundario con actividad antimicrobiana se mencionan

enseguida.

La fengicina es conocida por tener fuerte actividad antifungica contra hongos
filamentosos (Chen et al., 2018), consta de 10 residuos de aminoacidos y un acido
graso B-hidroxi. Su método de accion es dafiar la estructura de la membrana celular
fungica y romperla (Bai et al., 2022). Las surfactinas son un grupo de tensioactivos
microbianos lipopeptidicos con actividad antimicrobiana (Dmitrovi¢ et al., 2022).
Ademas de esta actividad antimicrobiana tiene otras funciones biolégicas, como
hemolisis, antibiosis, antimicoplasma/chlamydia, accidon antiviral e inhibicion de la

proliferacion de células tumorales (Bai et al., 2022). El bacillaeno es un producto
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natural hibrido PK/NRP que tiene actividad antibiética sobre un amplio espectro de
bacterias (Valenzuela-Ruiz et al., 2022). La bacilisina es un dipéptido antibacteriano
qgue forma parte de la via de sintesis ribosémica, el cual posee un amplio espectro
antagonico contra bacterias y algunos hongos (Li et al., 2023). La bacilibactina es
un sideréforo quelante del hierro sintetizado por péptidos sintasas no ribosomales,
presenta alta afinidad para unirse competitivamente a los hierros solubles que son
requeridos para el crecimiento y desarrollo de los patégenos, ademas de, al mismo
tiempo contribuir en la nutricion de las plantas (Thomloudi et al., 2021). La
subtilosina A es un péptido antimicrobiano aniénico macrociclico producido por
varias especies de Bacillus, es un antibidtico de amplio espectro, con efecto tanto
en bacterias Gram-positivas como en Gram-negativas, aerobias y anaerobias, la
cual se asocia con receptores membranales bacterianos conduciendo a la
permeabilizacion membranal (Kamali et al., 2022). La macrolactina H es un grupo
de antibioéticos macrdélidos que contienen un anillo de lactona de 24 miembros, es
sintetizada por la policétido sintasa (PKs) y tiene actividad antibacteriana de amplio
espectro contra bacterias (Yuan et al., 2016). La difficidina tiene actividad

antagonica de amplio espectro contra bacterias (Li et al., 2021).

El biocontrol de fitopatogenos por Bacillus spp. a través de la secrecién de
lipopéptidos es considerada una técnica mas segura para el medio ambiente (Chen
et al., 2020). Multiples reportes de Bacillus spp. con la capacidad de sintetizar
sustancias antimicrobianas y antagonizar agentes fitopatdgenos que causan
enfermedades importantes en cultivos agricolas han sido reportados (Tabla 1).
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Tabla 1. Reportes de genes antimicrobianos de cepas de Bacillus con actividad de biocontrol.

Prediccién de los grupos de genes

Fuente de Patégeno Enfermedad Huéspeddel .~ . K ) .
Cepa . . . . . antimicrobianos conocidos mas  Referencia
aislamiento biocontrolado producida patogeno _
similares
B. Campo§ , ] Bacitracin, bacillibactin, butirosin, Valenzuela-
. . . comerciales Bipolaris . . . . .
paralicheniformis Triticum turaidum sorokiniana La mancha Trigo lichenysin, haloduracin alpha, Ruiz et al.,
TRQ65 g haloduracin beta (2019)
subsp. durum
Tejidos de las Iturin, fengycin, surfactin, Bacillaeno
B. velezensis BY- raices internas  Sclerotinia Podredumbre Colza e o ot L ’ . " Mullins et al.,
) . ) difficidin, bacilysin, macrolactin,
2 de Brassica sclerotiorum  blanca oleaginosa . . (2020)
bacillibactin
napus
B. velezensis Estiércol de Bos Fusarium Tizén de la Trigo Plantathiazolicin, bacilysin, difficidin, Chen et al.,
LM2303 mutus salvaje graminearum cabeza 9 Bacillaeno, macrolactin 2018)
B. subtilis A5 Natto casero Mégnaporthe Tizon del Arroz Surf.actlln, fengycin, bgcﬂ”bactm, Bai et al.,
grisea arroz subtilosin_a, and bacilysin (2022)
Teiido interno Bivolaris Bacilysin, Bacillaeno, subtilosin A, Villa-
B. cabrialesii TE3 J . P . La mancha Trigo bacillibactin, surfactin, fengycin, Rodriguez et
de Oryza sativa sorokiniana . .
rhizocticin a al., (2021)
Suelos . . . o I Valenzuela-
Bacillus sp. TS02 comerciales de B/pola?rl's La mancha Trigo Fen.g}/cm,.bacnys.m, subtilosin A Ruiz et al.,
" sorokiniana bacillibactin, Bacillaeno, surfactin
Triticum durum (2022)
B. velezensis Raices de Olea L . Bayas SurfacFm, nlwa.c‘rollactm, .B.acnla?eno, Nifakos et al.,
Botrytis cinerea Moho gris fengycin, difficidin, bacillibactin,
Bvel1 europaea maduras o (2021)
bacilycin
Surfactin, Bacillaeno,  fengycin,
B. atrophaeus Rizosfera de Fusarium Raiz podrida  Goji Zi?h”::cpi:’cin xenocoumacin Ma etal.,
GQUK17 Lycium barbarum solani P ) yracimyein, (2018)
bacillomycin,
rhizocticin, bacilibactin
B. halotolerans  Muestra de suelo Botrytis cinerea Moho gris Fresa gzz::?:;:b ubtiosin & fengyC'”,Wang etal,
KLBC XJ-5 de Fragaria 4 9 N ) (2021)
surfactin, bacillibactin
B. halotolerans Tejido interno o . Sun.‘actlm, fengycin, Bacnlaeno,Tsalgatidou
Call.30 de Calendula Botrytis cinerea Moho gris Tomate bacilysin, etal., (2022)
a officinalis subtilosin A, bacillibactin ?
) .. Surfactin, macrolactin H, Bacillaeno,
. . Suelo rizosférico . .
B. siamensis de Nicotiana Alternaria Mancha Tabaco fengycin, Wang et al.,
strain LZ88 alternata marrén tabaco difficidin,  bacillibactin,  bacilysin, (2022)
tabacum e
mersacidin
B Pectobacteriu
’ . . Frutas y verduras m carotovorum Podredumbre Pimiento Bacillaeno, macrolactin H, bacilysin, Lietal.,
amyloliquefacien . . )
frescas subsp. blanda picante bacillibactin (2023)
s S917 .
brasiliense
B. , Fusarium . Difficidin,  bacillibactin,  bacilysin, _.
. . Raizde Musa x oxysporumf. Necrosis . L . Tian et al.,
amyloliquefacien . Banano surfactin, plantazolicin, macrolactin H,
paradisiaca sp. cubense  vascular ) . (2021)
s GKT04 Bacillaeno, fengycin
race 4
Bacillus sp. 7PJ- Tallo de Morus  Sclerotinia Esclerotiniosis Morera fjtri;idm’ fengycin, baCIIIIbaCtIn’Xu etal,
16 alba sclerotiorum  de morera ’ (2019)

subtilosin A, bacilysin
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Bacillibactin,  bacilysin, fengycin,

B. safensis Fruto de Morinda Colletotrichum Antracnosis Fresa i::l:l)alirc]?ih butirosin difficidin Lietal,
QN1NO-4 citrifolia fragariae . ’ ’(2021)
plantazolicin,
kalimantacin
Bacillus sp. Muestras .de Phytopthora - . Petrobactin, bacillibactin, fengycin, Salwan &
SBA12 suelo de tierras infostans Tizon tardio Papa olvoxvpentin Sharma,
agricolas polyoxypep (2020)
Bacillus sp. Frutas de Pyrus Botryosphaeria Formacion de Pera Bacillomycin, bacillibactin, bacilysin, Wu et al.,
LYLB4 communis dothidea cancros macrolactin, Bacillaeno, difficidin (2019)
- Frutas de Malus Acidovorax Mancha ' Bamhbgctm, subtilosin A, bacnysm,Gu etal.
B. subtilis 9407 . o bacteriana del Melén fengycin,
domestica citrulli . . (2021)
fruto Bacillaeno, surfactin
B. ' ‘ Suelc? rlz'osferlco Ralstonia Marchitez de SurfacFm, macrolactin H, Bacillaeno, Chu etal,
amyloliquefacien de Nicotiana solanacearum Granville Tabaco fengycin, (2022)
s Cas02 tabacum difficidin, bacillibactin, bacilysin
B. thuringiensis  Tejido interno de . . . ) Flores et al.,
CR71 Physalis ixocarpa Botrytis cinerea Moho gris Tomate Thusin, petrobactin (2020)
Hojas de la . . .
B. halotolerans  planta medicinal . . Bayas de Surfactm,. . Bacillaeno, fEmgycm’ThomIoudi et
. ) Botrytis cinerea Moho gris mycosubtilin,
Hil4 Hypericum uva de mesa . ) o - al., (2021)
- bacillibactin, bacilycin, subtilosin A
hircinum
Surfactin, iturin, fengycin

B. subtilis Dcl1 Rizoma seco de - Colletotrichum Antracnosis Fresa bacillibactin,
Curcuma longa acutatum ) .
Bacillaeno, bacilysin

" Jayakumar et
al., (2021)

2.8.1.1 Importancia de los lipopéptidos en la motilidad y colonizacion
bacteriana
El establecimiento de poblaciones bacterianas debe de ser suficiente y persistente

para que pueda generar los efectos benéficos en la planta. Cada bioinoculante
bacteriano tiene caracteristicas singulares para proliferar y colonizar el sistema
radicular. La colonizacion no exitosa es un factor limitante para el biocontrol. Las
plantas, para reclutar PGPR secretan exudados radiculares como azucares,
aminoacidos, acidos grasos, vitaminas, nucleésidos, fitosideréforos y compuestos
fendlicos que actuan como sefales quimicas para que las bacterias moviles migren
hacia la superficie de la raiz (Wang et al., 2021). Ademas, se ha reportado en
Bacillus que los lipopéptidos también influye en la motilidad, Cao et al., (2018)
evaluaron la motilidad superficial de B. velezensis a través de la construccién de
dos mutantes sencillas en los genes ituA y fenC, que codifican a iturina y fengicina,
respectivamente, asi como una mutante doble jtuA fenC. Se observo un defecto
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moderado en la motilidad de las mutantes sencillas, en la mutante doble, casi la
totalidad de la motilidad se perdid, por lo que la presencia de estos lipopéptidos es
requerida para una correcta funcién en B. velezensis.

La motilidad se atribuye, principalmente, a estructuras flagelares. Algunos genes
involucrados en la motilidad de B. subtilis YB-15 son: flgD, flgE(flgG), flgK, flgL, hag
(fliC), fliD para el anzuelo y el filamento; fliH, flipP, flil, fliR, fliQ, flhB 'y flhA para la
secrecion de proteinas flagelares; figB, flgC y fliE para la varilla proximal; fliF, fliG,
fliM y fliN(fliY) para el anillo MS y C; flgM, flgN, fliK, fliJ, flity fliS para otras proteinas
flagelares; y motA y motB para el motor rotativo (Xu et al., 2022).

2.8.2 Compuestos organicos volatiles

Los compuestos organicos volatiles (VOCs) son sustancias de bajo peso molecular,
promueven el crecimiento vegetal de forma indirecta o directa, a través del
antagonismo hacia fitopatégenos microbioldgicos, asi como en la induccion de
resistencia sistémica en la planta (Verma et al., 2019) que incluyen aldehidos,
alcoholes, cetonas, hidrocarburos, indoles, derivados de acidos grasos, terpenos y
jasmonatos. Especies del género Bacillus se encuentran dentro de la lista de
bacterias reportadas como productoras de VOCs (Velasco-Jiménez et al., 2020).
Un ejemplo de promocion del crecimiento vegetal de manera indirecta a través de
VOCs se puede observar en B. megaterium, que tiene la capacidad de generar
amoniaco, una sustancia que reprime el crecimiento del fitopatégeno F. oxysporum
(Verma et al., 2019). También se encuentran otros VOCs con actividad antifungica,
como el acido cianhidrico (HCN), dimetildisulfuro (DMSD) y N, N-dimetil
hexadecilamina (DMHDA). Ademas, pueden suprimir la germinacion de esporas de

varios fitopatogenos fungicos (Santoyo et al., 2019).

2.8.3 Enzimas liticas

Las enzimas liticas desempefian un papel significativo tanto en el control biolégico
de hongos como en el proceso de reciclaje de nutrientes mediante la
descomposicion de materia organica, lo que a su vez incrementa la disponibilidad

de nutrientes en la rizosfera (Manoj et al., 2020). Algunas enzimas liticas producidas
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por Bacillus spp. son las quitinasas, glucanasas, proteasas y lipasas, las cuales lisan
células fungicas (Saeed et al., 2021). Con respecto al biocontrol de hongos, las
quitinasas, glucanasas y proteasas actuan en las paredes celulares fungicas que
estan compuestas principalmente por polisacaridos como 3-1,3-glucano, quitina y
materiales fibrilares unidos por azucares, proteinas y lipidos (Manoj et al., 2020). La
bacteria de Bacillus sp. que produce [B-1,3-glucanasa ha demostrado un efecto
antagonista contra varios patodgenos, incluyendo Rhizoctonia solani, Sclerotium
rolfsii y Pythium ultimum (Singh, 2018).

2.8.4 Competencia por espacio y nutrientes

Otro mecanismo es la competencia por espacio y nutrientes en el cual los agentes
antagonistas deben de crecer y adaptarse al ambiente de una forma mas rapida que
los patégenos, aun cuando los nutrientes se encuentren limitados, por ejemplo, en
el espacio de una herida en un fruto (Chen et al., 2020). Es un mecanismo indirecto
y se fundamenta en las necesidades nutricionales, tanto del antagonista como del
patoégeno (Di Francesco et al., 2017). Este proceso desempefia una funcién crucial
en la estrategia de biocontrol de patégenos vegetales, ya que las bacterias no
patdogenas compiten con los patdgenos por los nutrientes organicos, lo que les
permite crecer y mantenerse viables (Srivastava et al., 2021; Verma et al., 2019). A
menudo, se tiende a confundir la competencia por nutrientes y la competencia por
espacio como términos intercambiables, pero, en realidad, existe una distincion
fundamental entre ambas. En la competencia por nutrientes, no es necesario que
haya un contacto directo entre el antagonista y el agente patégeno, mientras que,
en la competencia por espacio, dicho contacto es esencial (Di Francesco et al.,
2017).

2.9 Bacillus con capacidad de crecer en temperaturas dentro del rango
termofilo

Las bacterias presentes en el suelo, de igual forma que las plantas, sufren estrés
bidtico y abidtico, los cuales son factores limitantes para su supervivencia, dentro

de segundos destaca la temperatura. La mayoria de las bacterias son capaces de
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proliferar en el rango mesdfilo (30-45 °C), mientras que aquellas bacterias capaces
de crecer a temperaturas altas se les conoce como bacterias termdfilas, éstas tienen
su temperatura 6ptima de crecimiento por encima de los 45 °C (Merino et al., 2019).
Por otro lado, aquellas bacterias que tienen su temperatura 6ptima de crecimiento
en el rango mesdofilo, pero pueden crecer por encima de los 45 °C, se clasifican
como termotolerantes (Aabed et al., 2021).

Se han reportado bacterias pertenecientes al género Bacillus aisladas de diversos
ambientes con la capacidad de tolerar temperaturas por encima del rango mesdfilo:
B. licheniformis ICHBS5 (55 °C) aislada de aguas termales (Tamariz-Angeles et al.,
2020), B. licheniformis LH(X-9) (60 °C) aislada de agua residual de campo
petrolifero (Huang et al., 2019), B. paralicheniformis SO-1 (60 °C) aislada de
sedimento marino (Makled et al., 2019), B. pumilus 10104 (55 °C) aislada de aguas
termales (Hedreyda & Monsalud, 2017), B. subtilis CM1 (50 °C) aislada de estiércol
de vaca (Swain et al.,, 2012), B. altitudinis KP-14 (50 °C) aislada de suelo
contaminado por metales (Pranaw et al., 2020), B. cereus TCR17 (50 °C) aislada de
muestra de suelo (Bruno et al., 2020) y Bacillus sp. WF67 (60 °C) aislada de
composta (Ahmad et al., 2018).

El uso de PGPB termotolerantes seria una herramienta importante para
contrarrestar o amortiguar los efectos del estrés por calor en plantas, lo que les
permitiria a los cultivos hacer frente al inminente aumento de la temperatura global.
De esta forma se podria aumentar el crecimiento y la productividad agricola bajo
situaciones de estrés por calor (Khan et al., 2020b).

2.9.1 Cambios en la composicion de lipidos de membrana

Los efectos que provoca la alta temperatura en células bacterianas incluyen el dafio
a la membrana celular, alterando su permeabilidad, que en casos severos puede
provocar la fuga del contenido citoplasmatico y la incapacidad de bombear
metabolitos y macromoléculas esenciales al interior de la célula y evitar la entrada
de solutos indeseables del entorno externo, asi como, la degradacion de ARN, dafo

al ADN, desnaturalizacion de proteinas y la inactivacidén de enzimas (Russell, 2003).
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Como respuesta a este estrés, las bacterias buscan contrarrestar o evitar los efectos
negativos a través de la sintesis de proteinas de choque térmico, asi como también
la modificacion en la composicion lipidica de la membrana (Horvath et al., 2012).
La membrana celular es una barrera fisica que delimita el espacio intracelular del
espacio extracelular, es de naturaleza anfipatica, mantiene metabolitos y
macromoléculas dentro de la célula e impide la entrada de ciertas moléculas que
pueden ser dafinas, ademas, permite un intercambio regulado de sustancias entre
el exterior y el interior celular a través proteinas especificas (Lopez-Lara et al., 2003;
Mrozik et al., 2004). La membrana esta compuesta por una bicapa lipidica, en donde
los glicerofosfolipidos son los componentes mas abundantes (Geiger et al., 2010).

Las membranas estan integradas por lipidos anfifilicos que se conforman de
glicerofosfolipidos, dos acidos grasos, un grupo glicerol, un grupo fosfato y un grupo
cabeza variable. La fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilglicerol (PG), cardiolipina
(CL), lisil-fosfatidilglicerol (LPG), fosfatidilinositol (Pl), acido fosfatidico (PA) vy
fosfatidilserina (PS), son ejemplos de glicerofosfolipidos (Sohlenkamp & Geiger,
2015). Sin embargo, también se pueden encontrar lipidos de membrana libres de
fésforo, como glicolipidos, sulfolipidos, lipidos de betaina o lipidos que contienen
ornitina, lo que se da, principalmente, cuando la bacteria se encuentra en
condiciones limitantes de este nutriente (Geiger et al., 2010). En B. subtilis, el
lipidoma se compone de aproximadamente 70 % de fosfolipidos y 30 % de
glucolipidos. De los fosfolipidos, PE y PG son los mas abundantes, seguido de la
CL y LPG en menor abundancia (Willdigg & Helmann, 2021).

La membrana, al ser la responsable de la permeabilidad celular, sufre
modificaciones en sus componentes bajo situaciones de estrés ambiental, y la
supervivencia de la célula esta definida por la capacidad de adaptacion a través de
estas modificaciones membranales (Rojas-Solis et al., 2020b). Dentro de las
modificaciones que sufre se encuentra un incremento en la CL, este fosfolipido tiene
un papel importante en la adaptacién de la membrana celular al ambiente (Rojas-
Solis et al., 2023).
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Las bacterias modifican sus componentes de membrana a través de dos
estrategias: i) la modificacion de la naturaleza quimica de los componentes de
membrana con el fin de obtener propiedades distintas, este mecanismo suele actuar
como respuesta rapida, por ejemplo, el lipido de membrana aniénico PG modificado
a lipido de membrana cationico (LPG) o zwitterionico (APG), que le confiere
resistencia a péptidos catidnicos y antibioticos; ii) el reemplazo de lipidos existentes
por nuevos lipidos con nuevas caracteristicas distintas, a través de la degradacion
y sintesis de novo respectivamente (Sohlenkamp & Geiger, 2015).

Haque & Russell (2004), evaluaron la composicion de fosfolipidos y acidos grasos
de varias cepas de B. cereus a 15y 37 °C, encontrando mayor abundancia de PG
y menor abundancia de PE a 37 °C. Por otro lado, la cantidad de acidos grasos
saturados a 37 °C fue 19.6 veces mayor a la cantidad encontrada a 15 °C, esta
modificacion les permite mantener la fluidez membranal. También se observo en
Bradyrhizobium sp. TAL1000 un comportamiento similar, la cepa fue evaluada a 28
y 37 °C, encontrando que la proporcién de acidos grasos saturados aument6 a 37
°C, mientras que los acidos grasos monoinsaturados disminuyeron a esta

temperatura (Paulucci et al., 2011).

2.10 Incendios subterraneos como fuente de bacterias termotolerantes

Los incendios subterraneos se distinguen por su capacidad para consumir materia
organica y las raices de las plantas bajo la superficie terrestre. Se originan cuando
la materia organica bajo tierra se enciende debido a la presencia de calor y oxigeno
proveniente del entorno y su duracion puede extenderse a varios meses o incluso
anos (Song et al., 2019). En su fase inicial, su deteccion puede resultar complicada,
pero una vez localizados, apagar completamente estos incendios se convierte en
una tarea sumamente ardua, incluso imposible (Li et al., 2018). Su deteccién se
lleva a cabo mediante la observacion de indicios como grietas, fisuras,
hundimientos, cambios térmicos andmalos y la degradacion de la vegetacion en la

superficie (Song & Kuenzer, 2014).
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El suelo que se encuentra entre el incendio subterraneo y el exterior exhibe un
gradiente de temperatura, con calor mas elevados en las proximidades del incendio
y temperaturas mas bajas en la zona cercana al exterior (Flores-Pifia, 2021). En
este entorno termdfilo, las bacterias que podrian estar presentes pueden haber
desarrollado estrategias de supervivencia singulares para obtener ventajas
competitivas. Esto podria abrir la puerta a un potencial recurso sin explorar de
compuestos antifungicos que podrian utilizarse en el control biolégico de hongos
fitopatdogenos en cultivos agricolas (Santos et al., 2020).

Flores-Pifia (2021), a partir de muestras de suelos afectados por incendios
subterraneos en la comunidad de pueblo viejo, municipio de Venustiano Carranza,
Michoacan, realizé el aislamiento de 400 bacterias, las cuales pertenecieron a dos
phyla, principalmente, Firmicutes y Actinobacteria, siendo el primero el mas
abundante. No obstante, también observo que, en las muestras de suelo expuestas

a mayor temperatura, la abundancia del phylum Firmicutes fue mayor.

2.11 Aislados bacterianos provenientes de muestras de suelo de incendios
subterraneos con actividad antagénica hacia hongos fitopatégenos

Diversas cepas de Bacillus aisladas de suelos afectados por incendios subterraneos
de la comunidad de Pueblo Viejo, Michoacan, mostraron actividad antagonica in
vitro sobre los hongos fitopatégenos B. cinerea, G. candidum, Botrytis sp. y F.
brachygibbosum (Tabla 2).

Los ensayos de antagonismo que corresponden a B. cinerea y G. candidum fueron
reportados por Valencia-Marin (2021), mientras que los ensayos de antagonismo
hacia Botrytis sp. y F. brachygibbosum los reporté6 Chavez-Avila (2021), donde se
encontré que la cepa B. velezensis AF12 fue la unica que inhibié el crecimiento
micelial de F. brachygibbosum.
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Tabla 2. Actividad antagonica de aislados de Bacillus provenientes de suelos afectados por
incendios subterraneos hacia hongos fitopatdgenos.

Porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial (%)

Cepa
P G. candidum Botrytis sp. B. cinerea F. brachygibbosum

B. licheniformis AF01 33.4 - - -
B. licheniformis AF02 29.7 - - -
B. halotolerans AF03 34.7 34.4 33.5 -
B. halotolerans AF04 30.6 36.7 254 -
B. halotolerans AF05 34.2 35.1 32.8 -
B. halotolerans AF06 33.5 - - -
B. halotolerans AFQ7 40.5 - 24.4 -
B. halotolerans AF08 35.5 17.3 - -
B. haynesii AF09 221 - - -
B. halotolerans AF10 36.2 29.1 - -
B. velezensis AF12 41.9 52.6 44 18.2
B. haynesii AF13 18.5 - - -
B. licheniformis AF14 17 - - -
Bacilo sp. AF15 26.3 - - -
B. halotolerans AF23 33 40.2 42.7 -
Bacilo sp. AF25 194 - - -
B. aryabhattai AF27 9.8 - - -
B. halotolerans AF29 29.2 51.4 46.3 -

La actividad antagonica de la cepa de B. velezensis AF12 destacé contra los hongos
G. candidum, Boftrytis sp. y B. cinerea, ademas de que fue la unica cepa, de la
coleccion de Bacillus, que inhibio el crecimiento micelial de F. brachygibbosum. El
genoma de esta cepa se encuentra secuenciado (BioProject: PRINA224116) y se
compone de 52 contigs, conformados por un total de 3,995,228 pb y 3,673
secuencias codificantes de proteinas. También se identificaron in silico grupos de
genes involucrados en el metabolismo secundario con actividad antimicrobiana y se
observé que AF12 presenta alta similitud con bacilisina, bacilibactina, dificidina,
bacillaeno y macrolactina H, con un porcentaje de similitud del 100 %. También se
encontraron genes con una similitud del 93 % al grupo conocido de fengicina, el cual

posee actividad antifungica (Chavez-Avila, 2021).
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Al observar que cepas de Bacillus mostraron antagonismo contra diversos hongos
fitopatdogenos,y que una de ellas (B. velezensis AF12) tiene la maquinaria genémica
para antagonizar patégenos, nos preguntamos si esta actividad se mantiene a
mayor temperatura y si suceden cambios en la composicion de lipidos de membrana
y actividad antagonica a nivel de poblaciones de Bacillus termotolerantes y
termosensibles. Este fue el punto de partida del presente proyecto de investigacion.
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3. JUSTIFICACION
El aumento en la temperatura mundial causada en parte por el efecto del
calentamiento global favorece la propagacion y el ataque de fitopatdgenos hacia los
cultivos, afectando el crecimiento de las plantas y su produccion. Por lo tanto, se
requieren estrategias para mitigar los efectos adversos antes mencionados, como
el uso de biofungicidas bacterianos. En particular, las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal del género Bacillus presentan una alta tolerancia al estrés
térmico, exhibiendo diversos mecanismos de tolerancia. Develar dichos
mecanismos en poblaciones de Bacillus, particularmente en aquellas
termotolerantes, asi como sus mecanismos de antagonismo y proteccion vegetal,
permitira seleccionar las cepas con mayor potencial fungicida en sistemas de
produccion agricola en regiones donde existen altas temperaturas y son

susceptibles a altas temperaturas.
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4. HIPOTESIS
Poblaciones termotolerantes de especies de Bacillus modifican sus componentes

lipidicos de membrana y mantienen sus actividades antifungicas bajo estrés térmico.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Comparar la accion antifungica y los componentes lipidicos de membrana de cepas

de Bacillus spp. bajo condiciones de estrés térmico.

5.2 Objetivos especificos

1.

Caracterizar taxondmicamente cepas de Bacillus spp. tolerantes y sensibles
a la temperatura (50 °C).

Evaluar el antagonismo por las cepas de Bacillus spp. hacia los hongos
patogenos Botrytis cinerea, Geotrichum candidum, Fusarium
brachygibbosum 'y Botryosphaeria rhodina bajo diferentes temperaturas de
incubacion (28, 32, 35y 37 °C).

Determinar la cinética de crecimiento de cepas antagonistas de Bacillus spp.
termotolerantes y termosensibles a diferentes temperaturas (32, 37, 40 y 50
°C).

Comparar el perfil de lipidos de membrana en especies antifungicas de

Bacillus termotolerantes y termosensibles en condiciones de estrés térmico.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material biolégico

6.1.1 Aislados bacterianos

Los aislados bacterianos provienen de un muestreo previo realizado en la
comunidad de Pueblo Viejo, municipio de Venustiano Carranza, Michoacan. Las
muestras de suelo fueron tomadas a diferentes profundidades de zonas perturbadas
por incendios subterraneos en donde la temperatura del suelo se encontraba entre
42 y 58 °C, asi como también de muestras de suelo sin perturbacion (Flores-Pifa,
2021). El mantenimiento se realizé a través de resiembras cada 21 dias en agar
nutritivo (AN), se incubaron a 30 °C por 24 h, posteriormente, se resguardaron a 4

°C. También se realizaron stocks en glicerol al 30 % y se resguardaron a -20 °C.

6.1.2 Cepas fungicas

Las cepas empleadas provienen de un aislamiento previo realizado de frutos de
Fragaria x ananassa en estado de descomposicion y fueron identificadas como B.
cinerea 62BCV, F. brachygibbosum 4BF, G. candidum FRB y Botrytis sp. 62C
(Morales-Cedefio et al., 2021). El mantenimiento se realizé a través de resiembras
cada 21 dias en agar papa dextrosa (APD), se incubaron a temperatura ambiente y

en oscuridad por 3-5 dias, posteriormente, fueron resguardadas a 4 °C.

6.2 Obtencion de los nuevos aislados de suelos afectados por incendios
subterraneos

Se tomaron fragmentos de agar de cultivos bacterianos resguardados a 4 °C y se
transfirieron a matraces con caldo nutritivo (CN), se incubaron a 28 °C con agitacion
constante (150 rpm) hasta que los medios presentaran signos de crecimiento
bacteriano, cuando esto sucedio, se inocularon 20 uL de la suspension en placas
con AN y se incubaron a 28 °C hasta que fuese visible el crecimiento bacteriano.
Finalmente se realizaron resiembras con las mismas condiciones de incubacion y

las bacterias fueron resguardadas a 4 °C.

6.3 Evaluacion de termotolerancia
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A partir de cultivos frescos en placa, se realizaron dos resiembras por bacteria en
AN, se incubaron por 24 h, una a 28 °C y la otra 50 °C. La temperatura de 50 °C fue
elegida debido a que se encuentra fuera del rango mesofilo, que abarca de 20 a 45
°C (Merino et al., 2019).

6.4 Identificacion taxonémica por secuenciacion del gen ARNr 16S de los
nuevos aislados

6.4.1 Extraccion de ADN genémico

A partir de cultivos frescos, se realizd la extraccion de ADN gendmico (ADNg)
siguiendo el protocolo de Mahuku (2004). Se verifico la integridad y calidad del ADN
a través de una electroforesis en gel de agarosa al 1 % a 100 V por 20 min y con
lecturas en un microespectrofotdmetro NanoDrop constatando una relacién de
absorbancia 260/280 mayor a 1.8, respectivamente. Como colorante en la
electroforesis se utilizé Blue/Orange (Promega, Madison, WI, EE. UU.). EIl ADNg fue

resguardado a -20 °C.

6.4.2 Amplificacion por PCR del gen ribosomal ARN 16S

Con los ADNg extraidos anteriormente, se realizd la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para amplificar el gen ribosomal ARN 16S empleando los
oligonucledtidos fD1 (5° — CAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG -3)y rD1 (5' — AAG
GAG GTG ATC CAG CC - 3’) (Weisburg et al., 1991) a un volumen final de 50 uL
(1 uL —FD1, 1 uL - RD1, 1 uL — ADNg, 22 uL — H20 dd, 25 uL — Green Master Mix).
Las condiciones de la reaccion fueron 5’ — 95°C, 1’ - 95°C, 1’ - §5°C, 2’ - 72°C, 10’
—72°C, X —-4°C (En negrita las condiciones que se repitieron 30 ciclos) (X = tiempo
hasta que se sacara la muestra). Se verifico la integridad y calidad del ADN a través
de una electroforesis en gel de agarosa al 2 % a 80 V por 60 min y con lecturas en
un microespectrofotdmetro NanoDrop, constatando una relacion de absorbancia
260/280 mayor a 1.8, respectivamente. Como colorante en la electroforesis se utilizo
Blue/Orange (Rojas-Solis et al., 2018). Los productos de PCR fueron resguardados
a-20 °C.
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6.4.3 Secuenciacion e identificacion taxonémica de los amplicones ARN 16S
Las muestras de los productos de PCR se enviaron a Macrogen, empresa
biotecnoldgica ubicada en Corea, para su secuenciacion. Con estos resultados se
observo cada cromatograma para verificar la correcta secuenciacion empleando el
programa Mega version 7.9. Finalmente, se realizé la identificacion parcial de los
aislados por medio de analisis bioinformaticos, realizando comparaciones de cada
una de las secuencias de sus genes ribosomales 16S con la base de datos NCBI a
través de la herramienta Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool (BLASTn)
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

Una vez obtenido el panorama de las posibles especies con las que se contaban,
se seleccionaron aquellas pertenecientes al género Bacillus, con las cuales se

realizaron posteriores analisis y ensayos.

6.5 Filogenia de las 49 cepas de Bacillus spp.

Se construyd una filogenia con las secuencias de los genes ARNr 16S de las 49
aislados de Bacillus a una maxima verosimilitud con 1,000 bootstraps usando el
programa Mega version 7.9 (Kumar et al., 2016) utilizando a Escherichia coli ATCC
11775 como grupo externo. Ademas, se colocaron identificadores que permiten

distinguir entre cepas termotolerantes y termosensibles.

6.6 Escrutinio de la actividad antagénica de los nuevos aislados de suelos
afectados por incendios subterraneos hacia hongos fitopatégenos

La actividad antagonica de los nuevos aislados de Bacillus (AF41-AF68) hacia los
hongos fitopatdégenos B. cinerea, Botrytis sp. F. brachygibbosum, G. candidum'y B.
rhodina se realizaron a través de ensayos de confrontacidn directa en placas con
APD. Los ensayos se realizaron de la misma forma que los realizados por
Hernandez-Leodn et al., (2015). Brevemente: la bacteria se inoculd en forma de cruz
en una placa Petri con APD generando 4 cuadrantes. En el centro de cada
cuadrante se inocul6 un fragmento circular de agar-micelio del hongo. Como control,

unicamente se inoculd el hongo. Finalmente, se incubaron en oscuridad a
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temperatura ambiente hasta que el crecimiento micelial de la placa control abarcara

la totalidad de la superficie.

Se calcularon los porcentajes de inhibicion (Guevara-Avendafrio et al., 2020) y se
seleccionaron aquellos que inhibieron el crecimiento micelial para un analisis de
comparacion de medias (ANOVA) y post hoc Duncan con un nivel de significancia
de 0.05.

Una vez obtenido el panorama la actividad antagdnica de las 49 aislados de Bacillus
se seleccionaron 8 cepas bajo los siguientes criterios: 1) cuatro que fuesen
termotolerantes y cuatro termosensibles; 2) que tuvieran actividad antagonica hacia
los hongos evaluados; y 3) que fueran especies de Bacillus diferentes. Con los 8

aislados seleccionados se realizaron posteriores analisis y ensayos.

6.7 Cinéticas de crecimiento de las Bacillus spp. seleccionadas

Se evaluo el crecimiento de las cepas de Bacillus seleccionadas a las 6, 12, 28, 24,
36 y 48 h. Se partio de cultivos bacterianos incubados en agitacién constante a 150
rom a 30 °C. Una vez que los cultivos alcanzaron una densidad optica (D.O.) de 0.1
(590 nm), se colocaron 500 uL en un volumen de 4.5 mL de CN (volumen final de 5
mL), los cuales fueron incubados a 150 rpm a 30, 37, 40 y 50 °C durante 48 horas.
Finalmente, se midio la absorbancia a 590 nm (Uddin et al., 2017).

6.8 Evaluacion de termosensibilidad de los fitopatégenos fungicos

Partiendo de un cultivo fresco de hongo, se inoculé un fragmento en el centro de
una placa nueva con APD. Las placas se incubaron a 28, 32, 35y 37 °C hasta que
el crecimiento micelial de la placa de 28 °C abarcara la totalidad de la superficie (Wu
et al., 2019).

Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de comparacién de medias
(ANOVA) y post hoc Duncan con un nivel de significancia de 0.05.
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Después de observar los distintos crecimientos en las temperaturas evaluadas, se

procedi6 a la evaluacion el antagonismo a diferentes temperaturas.

6.9 Evaluacién de la actividad antagénica a 28, 32, 35y 37°C

Los ensayos se realizaron de la misma forma que en el escrutinio de la actividad
antagonica anteriormente descrita. Cada temperatura se conformo de un control (en
el cual no se inoculé bacteria) y los tratamientos (en presencia con las cepas
seleccionadas). La incubacion se realiz6 a 28, 32, 35 y 37 °C y las mediciones se
registraron cuando el crecimiento micelial de la placa control incubada a 28 °C
abarco la totalidad de la superficie de la placa Petri.

6.10 Obtencidn del perfil de lipidos de membrana

6.10.1 Preparacion de células bacterianas para extraccion de lipidos

Se prepararon cultivos bacterianos en 25 mL de medio CN, los cuales se ajustaron
a una densidad optica (D.O.) de 0.1. Se transfiri6 1 mL a un tubo Eppendorfy se le
adicion6 0.5 uCi de [1-14C] acetato (Amersham Biosciences). Posteriormente, los
cultivos bacterianos se incubaron a 30, 37 y 40 °C (ambas poblaciones) y a 50 °C
(solo la poblacion termotolerante), durante 24 horas con agitacion constante (150
rpm). Se concentraron las células por centrifugacion a 6000 rpm durante 10 min a 4
°C. Los pellets formados se lavaron con agua, y finalmente, se resuspendieron en
100 pL de agua destilada estéril (Rojas-Solis et al., 2020b).

6.10.2 Extraccion de lipidos de membrana, TLC y cuantificacion

Los lipidos bacterianos se extrajeron utilizando un sistema de
cloroformo/metanol/agua. Se afiadieron 375 uL de metanol:cloroformo (2:1, v/v) a
las células bacterianas suspendidas y la mezcla se agité con vortex. Posteriormente,
se afnadieron 125 uL de agua destilada estéril y cloroformo con el fin de obtener la
separacion en dos fases. En la fase organica inferior se encontraban los lipidos, por
lo cual, esta fue transferida a un tubo nuevo. Se eliminaron los disolventes de la
muestra con N.. Para resuspender los lipidos, se agregaron 50 pL de
cloroformo/metanol 1:1 (v/v). Se colocaron alicuotas de 20 pL de los lipidos
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obtenidos en placas cromatografia de capa fina de alto rendimiento (HPTLC por
sus siglas en inglés) de gel de silice 60 (Merck, Pool, Reino Unido). Una vez que la
placa se seco, los lipidos se separaron por cromatografia de capa fina (TLC) de una
dimensiéon usando como solventes cloroformo/metanol/acido acético glacial
(130:50:20, v/viv). Los fosfolipidos radiactivos se expusieron a una pantalla de
Phosphorlmager (Amersham Biosciences). Finalmente, la pantalla fue observada
en un equipo Phosphorimager y con el software ImageQuant (Amersham
Biosciences) se realiz6 la cuantificacion de los lipidos individuales (Rojas-Solis et
al., 2020b).

6.11 Analisis estadisticos
Los experimentos se repitieron al menos tres veces, y los resultados fueron
analizados utilizando el software Statistica 8.0 mediante un ANOVA de una via,

seguido de la comparacion de medias a través de la prueba de Duncan (p < 0.05).
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7. RESULTADOS
7.1 Identificacion de nuevas cepas aisladas de suelos afectados por

incendios subterraneos

Los nuevos 26 aislados provenientes de muestras de suelos afectados por
incendios subterraneos fueron parcialmente identificados por secuenciaciéon del gen
ARNr 16S, resultando en 21 pertenecientes al género Bacillus, asi como también 4
que pertenecieron al género Paenibacillus y 1 a Leifsonia. Todos ellos obtuvieron
un porcentaje mayor a 97 % de similitud en sus secuencias del gen ARNr 16S,
obtenidos a través del analisis BLAST de NCBI (Tabla 3).

Para algunos de estos aislados no fue posible su identificacion a nivel de especie,
ya que las secuencias de sus genes ARNr 16S obtuvieron el mismo porcentaje de
identidad con mas de una especie. Estos aislados fueron: AF41, AF53, AF56, AF62,
AF64 y AF65. La cepa AF41 se relaciona con B. megaterium ATCC 14581 y B.
aryabhattai BBW22 con un 98.14%; las cepas AF53, AF56 y AF62 se relacionan con
B. thuringiensis IAM 12077 y B. toyonensis BCT-7112 con un 99.24%, 97.87% y
99.16% respectivamente; la cepa AF64 y AF65 se relacionan con B. jeotgali YKJ-
10 y B. subterraneus COOI3B con un 99.15% y 99.44% respectivamente. Los

resultados de los analisis BLAST solo de 6 aislados se muestran en la Tabla S1.

A los 21 aislados pertenecientes al género Bacillus, recientemente identificados se
le sumaron los 28 aislados, también pertenecientes al género Bacillus (AF01-AF40)
de aquellos identificados previamente (Valencia-Marin, 2021; Chavez-Avila, 2021),
resultando en un total de 49 aislados de Bacillus, a los cuales se les evalué su

termotolerancia.
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Tabla 3. Identificacion de los nuevos aislados provenientes de muestras de suelos afectados por
incendios subterraneos. La identificacion fue realizada a través de la comparacion de sus
secuencias del gen ARNr 16S en la base de datos publica de NCBI con la herramienta nucleotide
BLAST.

Porcentaje de

Aislado Cepa de referencia identidad No. Acceso
AF41 Bacillus sp. - -

AF42 Bacillus amyloliquefaciens cepa MPA 1034 98.20% NR_117946.1
AF43 Bacillus megaterium cepa ATCC 14581 98.91% NR_117473.1
AF45 Bacillus simplex cepa NBRC 15720 = DSM 1321 98.32% NR_112726.1
AF46 Bacillus zanthoxyli cepa 1433 98.08% NR_164882.1
AF47 Paenibacillus susongensis cepa M327 98.04% NR_134118.1
AF48 Leifsonia lichenia cepa 2Sb 97.82% NR_112644.1
AF49 Bacillus megaterium cepa ATCC 14581 97.96% NR_117473.1
AF50 Bacillus cereus cepa ATCC 14579 97.37% NR_074540.1
AF51 Bacillus velezensis cepa CBMB205 98.73% NR_116240.1
AF52 Bacillus velezensis cepa FZB42 98.35% NR_075005.2
AF53 Bacillus sp. - -

AF54 Bacillus megaterium cepa ATCC 14581 98.26% NR_117473.1
AF55 Bacillus velezensis cepa FZB42 98.43% NR_075005.2
AF56 Bacillus sp. - -

AF57 Bacillus pseudomycoides cepa NBRC 101232 97.10% NR_113991.1
AF58 Bacillus pseudomycoides cepa NBRC 101232 97.41% NR_113991.1
AF59 Bacillus velezensis cepa CBMB205 97.75% NR_116240.1
AF60 Bacillus simplex cepa NBRC 15720 = DSM 1321 98.07% NR_112726.1
AF61 Paenibacillus susongensis cepa M327 98.55% NR_134118.1
AF62 Bacillus sp. - -

AF64 Bacillus sp. - -

AF65 Bacillus sp. - -

AF66 Paenibacillus susongensis cepa M327 98.22% NR_134118.1
AF67 Paenibacillus susongensis cepa M327 98.54% NR_134118.1
AF68 Bacillus pumilus cepa CIP 52.67 99.32% NR_115334.1

7.2 Evaluacién de la termotolerancia de los aislados de Bacillus y su filogenia.
Los ensayos de termotolerancia en placas con AN mostraron una mayor cantidad
de aislados termosensibles (Figura 1), con respecto a los aislados termotolerantes
(Figura 2), con 27 y 22 aislados respectivamente. Dentro de los aislados
termosensibles se encontraron las posibles especies B. megaterium, B. zanthoxyli,
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B. aryabhattai, B. simplex, B. niacini, B. shackletonii, B. cereus y B.
pseudomycoides. Por otra parte, en los aislados termotolerantes encontramos a las
posibles siguientes especies: B. velezensis, B. halotolerans, B. haynesii, B.

licheniformis, B. amyloliquefaciens y B. pumilus.

- m Y)

AF21 AF22 AF24 AF25 AF27 AF3O AF32 AF33 AF34 AF3S
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AFdl AF43 AF45 AF46 AF49 AF50 AF53 AF54 AF56 AF57 AF58

Figura 1. Aislados termosensibles cultivados en placas de AN. Las resiembras de los aislados
fueron incubadas a 30 y 50 °C.

AFOZ AF03 AF04 AFO05 AFOG AFO7 AFOS

AF15 AF23 AF29 AF42 AF51 AF52 AFS5 AF59

Figura 2. Aislados termotolerantes cultivados en placas de AN. Las resiembras de los aislados
fueron incubadas a 30 y 50 °C.

Con las secuencias de los genes 16S de los 49 aislados de Bacillus se realizé una

filogenia con maxima verosimilitud a 1,000 bootstraps con el programa de Mega 7.9,
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en el cual se utilizé a Escherichia coli ATCC 11775 como grupo externo. Ademas,

se colocaron indicadores circulares basados en su termotolerancia, siendo el color

naranja para aquellos aislados termotolerantes y el color gris para aquellos aislados
termosensibles (Figura 3). La filogenia permitié observar dos grupos marcados

notablemente, uno donde se agrupan las cepas termotolerantes y otro donde se

agrupan las cepas termosensibles.
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Figura 3. Arbol filogenético del gen ribosomal ARN 16S de los 49 aislados de Bacillus. E. coli
ATCC 11775 se us6 como grupo externo. Analisis realizado en Mega version 7.9 con maxima

verosimilitud a 1,000 bootstraps.
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7.3. Escrutinio de la actividad antagoénica de las 49 cepas de Bacillus spp.

En los ensayos de antagonismo realizados a temperatura ambiente se observo
actividad antagonica por algunos de los aislados pertenecientes a Bacillus (Figura
4).

Con G. candidum, 5 aislados termosensibles mostraron actividad antagénica, de los
cuales, los mejores antagonistas fueron Bacillus sp. AF56 y Bacillus sp. AF62, sin
embargo, los aislados Bacillus sp. AF25, B. aryabhattai AF27 y Bacillus sp. AF53
también mostraron esta actividad. De parte de los aislados termotolerantes, 22
aislados mostraron actividad antagodnica, entre ellos, B. halotolerans AFO07, B.
velezensis AF12 y B. velezensis AF52. Otros aislados termotolerantes también
mostraron esta actividad, como B. halotolerans AF23 y B. amyloliquefaciens AF42,
por mencionar algunos.

En el caso del hongo F. brachygibbosum, 3 aislados termosensibles antagonizaron
a este fitopatégeno, entre ellos, Bacillus sp. AF56 y Bacillus sp. AF62, también,
Bacillus sp. AF53 mostré antagonismo, aunque en un menor porcentaje de
inhibicion. Por otro lado, 8 aislados termotolerantes mostraron antagonismo, de
eéstos, la cepa B. velezensis AF52 destacOd por generar un mayor porcentaje de
inhibicion (34.78 %). Dentro de las cepas que también mostraron antagonismo se
encuentran B. velezensis AF12, B. halotolerans AF23 y B. amyloliquefaciens AF42,
entre otros.

Con respecto a B. cinerea, 3 aislados termosensibles antagonizaron a este
fitopatogeno destacando Bacillus sp. AF53 y Bacillus sp. AF56, mientras que la cepa
Bacillus sp. AF62 antagoniz6 a este fitopatdgeno con un menor porcentaje de
inhibicion. De los aislados termotolerantes, 12 mostraron actividad antagodnica,
destacando a B. velezensis AF52 y B. velezensis AF59. Otros aislados
termotolerantes que mostraron antagonismo son B. velezensis AF12, B.

halotolerans AF23 y B. amyloliquefaciens AF42 por mencionar algunos.
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Figura 4. Aislados de Bacillus con actividad antagonica sobre hongos fitopatégenos. La
actividad antagonica de los 49 aislados de Bacillus fue evaluada contra a) Geotrichum
candidum, b) Fusarium brachygibbosum, c) Botrytis cinerea y d) Botrytis sp.; en color gris se
muestran las cepas termosensibles y en color naranja las cepas termotolerantes, las barras
muestran promedio y DE. Se realiz6 un analisis de comparacion de medias (ANOVA) y post hoc
Duncan con un nivel de significancia de 0.05. Los experimentos fueron por 3 dias para B.
cinerea y F. brachygibbosum y de 6 dias para G. candidum y Botrytis sp.
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Con el hongo Botrytis sp., 3 aislados termosensibles antagonizaron a este
fitopatogeno destacando Bacillus sp. AF53 y Bacillus sp. AF62, también, Bacillus
sp. AF56 mostré antagonismo en un menor porcentaje de inhibicion. Por otra parte,
12 aislados termotolerantes mostraron antagonismo contra este fitopatégeno,
destacando B. velezensis AF12, B. halotolerans AF29 y B. velezensis AF52.
Algunas otras cepas también mostraron antagonismo, como B. halotolerans AF23 y
B. amyloliquefaciens AF42, entre otros.

Para posteriores analisis solo se seleccionaron 8 aislados, de las cuales, 4
conformaron una poblacion de aislados termosensibles (B. aryabhattai AF27,
Bacillus sp. AF53, Bacillus sp. AF56 y Bacillus sp. AF62) y 4 de termotolerantes (B.
velezensis AF12, B. halotolerans AF23, B. amyloliquefaciens AF42 y B. velezensis
AF52).

Con las 2 poblaciones establecidas, se evaluo la actividad antagonica de estos 8
aislados hacia el fitopatogeno Botryosphaeria rhodina, los porcentajes de inhibicion
se muestran en la Figura 5. No se observo diferencia entre los porcentajes de
inhibicién de los 8 aislados evaluadas.
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7.4 Evaluacion de termosensibilidad de los fitopatégenos flingicos

Se incubaron los agentes fungicos a diferentes temperaturas, En B. cinerea se
observé que fue el hongo mas resistente, siendo el uUnico que mantuvo su
crecimiento a 35 °C con respecto a 28 y 32 °C, ademas logr6 mantener un
crecimiento aceptable a 37 °C (Figura 6a).

Con F. brachygibbosum se observé una reduccion en su crecimiento a 32 °C, sin

embargo, se reduce aun mas, a los 35y 37 °C (Figura 6b).

a) B. cinerea b) F. brachygibbosum C) B. rhodina

a a

Crecimiento micelial (cm)
»
1

Crecimiento micelial (cm)
Crecimiento micelial (cm)

d) G. candidum e) Botrytis sp.

Crecimiento micelial (cm)
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1
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Figura 6. Termosensibilidad de agentes fungicos. La evaluacion del crecimiento micelial se realizé
a temperaturas de 28, 32, 35, 37 y 40 °C. a) B. cinerea, b) F. brachygibbosum, c) B. rhodina, d)
G. candidum, y e) Botrytis sp. se realizaron por 3 (B. cinerea, F. brachygibbosum y B. rhodina) y
6 dias (G. candidum y Botrytis sp.). Las barras muestran promedio y DE. Los crecimientos a
distintas temperaturas fueron analizados por comparacion de medias (ANOVA) (n=3) y post hoc
Duncan con un nivel de significancia de 0.05.
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En B. rhodina, su crecimiento sufri6 cambios a partir de 32 °C, por otro lado, no se
observo diferencia en el crecimiento a 32 y 35 °C. Finalmente, a 37 °C su crecimiento
se vio limitado por la temperatura de mayor forma (Figura 6c).

G. candidum, mostré un crecimiento diferente a 32 °C, a 35 °C se observa una
disminucién drastica en el crecimiento de este hongo (Figura 6d).

Finalmente, Botrytis sp., mostro un crecimiento lento a 28 °C, e interesantemente,
no mostrd crecimiento a 32 °C (Figura 6e). Por lo anterior, este hongo, al mostrar
una alta sensibilidad a la temperatura, se descarté para los siguientes ensayos.
Los hongos B. cinerea, F. brachygibbosumy G. candidum, por crecer a
temperaturas superiores de 32 °C, fueron seleccionados para posteriores ensayos.

7.5. Evaluacioén de la actividad antagénica de las cepas seleccionadas hacia
hongos fitopatégenos a diferentes temperaturas

Los resultados de la termotolerancia fungica permitieron seleccionar las
temperaturas a las cuales se realizaron los ensayos de antagonismo con los 8
aislados bacterianos seleccionados. Los hongos F. brachygibbosum, G. candidum
y B. rhodina fueron evaluados a 28 y 32 °C, mientras que B. cinerea fue evaluado a
28, 32, 35y 37 °C. Adicional al porcentaje de inhibicidn calculado de forma individual
para cada cepa, se genero el valor promedio a nivel de poblacion, el cual se
compone del promedio de los porcentajes de inhibicion de las 4 cepas
pertenecientes a cada poblacién a las diferentes temperaturas evaluadas.

En el caso del patéogeno F. brachygibbosum, las cepas termosensibles B.
aryabhattai AF27 y Bacillus sp. AF62, mostraron un mejor antagonismo a 32 °C con
respecto a 28 °C, las otras dos cepas termosensibles no mostraron diferencias
(Figura 7a). Por parte de las cepas termotolerantes, B. halotolerans AF23, B.
amyloliquefaciens AF42, B. velezensis AF52 aumentaron su actividad antagonica a
32 °C con respecto a 28 °C, mientras que en B. velezensis AF12 no se vio alterada
(Figura 7b). El promedio de los porcentajes de antagonismo de las cepas
termosensibles es de 28.93 % mientras que de las termotolerantes es de 36.85 %,
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por lo anterior, la poblacion termotolerante tiene un mayor antagonismo contra F.
brachygibbosum.

Termotolerantes

a) Termosensibles

l®))
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Figura 7. Antagonismo contra F. brachygibbosum a diferentes temperaturas. Porcentaje de
inhibicion de F. brachygibbosum de a) los aislados termosensibles y b) los aislados
termotolerantes, evaluados a 28°C (gris) y 32°C (azul). Las barras grises muestran promedio y
DE. La barra punteada de color azul representa el promedio de los porcentajes de inhibicién de

cada poblacion. Incubacion de los ensayos de 3 dias. Se realizé un analisis de comparacion de
medias (f-Student) con un nivel de significancia de 0.05.

El antagonismo de las cepas termosensibles hacia G. candidum fue variable, en la
cepa B. aryabhattai AF27 la actividad antagdnica se perdio a 32 °C, caso contrario
sucedi6 con la cepa Bacillus sp. AF62, en la cual la actividad antagonica aumento
a 32 °C con respecto a 28 °C. En las otras dos cepas no se observaron diferencias
en los antagonismos en las dos temperaturas evaluadas (Figura 8a). En la
poblacion termotolerante no se observaron diferencias en los antagonismos a 28 y
32 °C. El promedio obtenido de la poblacion termosensible es de 27.21 %, mientras
que de la termotolerante es de 32.16 % (Figura 8b). Hacia este hongo fitopatégeno
las cepas termosensibles antagonizan de forma similar que las cepas
termotolerantes.
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Figura 8. Antagonismo contra G. candidum a diferentes temperaturas. Porcentaje de inhibicion de
G. candidum de a) los aislados termosensibles y b) los aislados termotolerantes, evaluado s a
28°C (gris) y 32°C (azul). Las barras grises muestran promedio y DE. La barra punteada de color
azul representa el promedio de los porcentajes de inhibicion de cada poblacién. Incubacién de los

ensayos de 6 dias. Se realizé un analisis de comparacion de medias (t-Student) con un nivel de
significancia de 0.05.
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Figura 9. Antagonismo contra B. rhodina a diferentes temperaturas. Porcentaje de inhibicion de
B. rhodina de a) los aislados termosensibles y b) los aislados termotolerantes, evaluados a 28°C
(gris) y 32°C (azul). Las barras grises muestran promedio y DE. La barra punteada de color azul
representa el promedio de los porcentajes de inhibicion de cada poblacién. Incubacién de los

ensayos de 6 dias. Se realizé un analisis de comparacion de medias (t-Student) con un nivel de
significancia de 0.05.

En la actividad antagdnica de las cepas termosensibles hacia B. rhodina no se
observo diferencia en las dos temperaturas evaluadas (Figura 9a). En la poblacion
termotolerante, la cepa B. velezensis AF52 aumento su actividad antagonica a 32
°C con respecto a 28 °C, las 3 cepas termotolerantes restantes no mostraron

diferencia entre sus actividades antagdnicas en las dos temperaturas evaluadas
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(Figura 9b). ElI promedio de los porcentajes de inhibicion de la poblacién
termosensible es de 12.14 %, por otro lado, el promedio de la poblacion
termotolerante es de 22.98 %, por lo que, las cepas termotolerantes presentan

mayor actividad antagénica contra B. rhodina.
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Figura 10. Antagonismo hacia B. cinerea a diferentes temperaturas. Porcentaje de inhibicion de
B. cinerea de a) los aislados termosensibles y b) los aislados termotolerantes, evaluados a 28°C
(gris), 32°C (azul), 35°C (verde) y 37°C (naranja). Las barras grises muestran promedio y DE. La
barra punteada de color azul representa el promedio de los porcentajes de inhibicién de cada
poblacion. Incubacion de los ensayos de 3 dias. Se realizé un analisis de comparaciéon de medias
(ANOVA) y post hoc Duncan con un nivel de significancia de 0.05.

Finalmente, el antagonismo hacia B. cinerea por las cepas termosensibles mostro
un comportamiento similar con las cepas Bacillus sp. AF53 y Bacillus sp. AF56,
pudiendo observarse que conforme aumenta la temperatura, el antagonismo va
disminuyendo hasta llegar a 37 °C, temperatura en la cual el antagonismo se pierde
en ambas cepas. Para B. aryabhattai AF27 la actividad antagonica se pierde en la
temperatura de 35 °C y para Bacillus sp. AF62, la actividad antagdnica se mantiene
de forma similar hasta 35 °C, ya que a 37 °C se observa una notable disminucion
en el porcentaje de inhibicion (Figura 10a). En la poblacion termotolerante el
comportamiento fue variable, para la cepa B. velezensis AF12 se observo que
mantuvo su actividad antagonica de forma similar conforme aumenta la
temperatura. La cepa B. halotolerans AF23 mantuvo de forma similar la actividad
antagonica hasta 35 °C, a 37 °C se observa una disminucion en esta actividad. Para

el caso de B. amyloliquefaciens AF42 |a actividad antagonica a 35y 37 °C fue similar
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con respecto a 28 °C, sin embargo, a 32 °C se observo un aumento. Finalmente, B.
velezensis AF52 mostro una actividad antagdnica similar entre las temperaturas de
28 y 37 °C, a las temperaturas de 32 y 35 °C se observé un aumento en su
capacidad para antagonizar a este fitopatogeno (Figura 10b). El promedio de la
poblacion termosensible es de 8.48 % mientras que el de la poblacion
termotolerante es de 40.22 %, comparando ambos promedios, se puede notar que

la poblacion termotolerante tiene mayor actividad antagonica contra B. cinerea.

7.6. Cinéticas de crecimiento de la poblaciéon termosensible y termotolerante
a diferentes temperaturas

Se encontraron diferencias entre los crecimientos de la poblacion termosensible y
la termotolerante. La poblacion termosensible fue mas susceptible a la temperatura
al pasar 48 h de incubacion. B. aryabhattai AF27, Bacillus sp. AF53, Bacillus sp.
AF56 y Bacillus sp. AF62 mostraron la lectura mas alta de D.O. en 32 °C pasadas
las 48 h de incubacion, en comparacién con las otras temperaturas, ademas no se

observo crecimiento en la temperatura de 50 °C (Figura 11a).

Por otra parte, la poblacion termotolerante obtuvo valores mas altos de densidad
optica al pasar 48 h de incubacion a 37 °C para B. halotolerans AF23,y a 40 °C para
B. velezensis AF12 y B. amyloliquefaciens AF42. Para la cepa de B. velezensis
AF52, no hubo diferencia entre las temperaturas de 37 y 40 °C, en las cuales, en
ambas alcanzo6 el mayor valor de densidad optica. También, en toda la poblacion
termotolerante, se observo crecimiento a 50 °C (Figura 11b).

En la Figura 12, las densidades oOpticas se ven representadas a nivel de poblacion.
Se puede observar que la temperatura 6ptima de crecimiento de la poblacion
termosensible es de 32 °C (Figura 12a), mientras que la poblacion termotolerante,
su temperatura 6ptima de crecimiento se encuentra entre 37 y 40 °C (Figura 12b).
Ademas, se puede observar una tendencia a superar el crecimiento de la poblacién
termosensible por parte de la termotolerante entre 37 y 40 °C (Figura 12c).
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Finalmente, se observa que solo la poblacion termotolerante muestra crecimiento a
los 50 °C (Figura 12d).
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Figura 11. Cinéticas de crecimiento de las dos poblaciones de Bacillus spp. en diferentes
temperaturas. a) poblacién termosensible y b) poblacion termotolerante. Las cinéticas de
crecimiento realizadas en CN y la absorbancia fue medida a una longitud de onda de 590 nm. El
color negro corresponde a la temperatura de 32 °C, morado a 37 °C, naranja a 40 °C y rosa a 50
°C.
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Figura 12. Crecimiento de las Bacillus spp. representado a nivel de poblaciéon. Los datos
representan a nivel de poblacion a los a) 32 °C, b) 37 °C, c) 40 °C y d) 50 °C. De color azul la
poblacién termosensible y de color rojo la poblacion termotolerante.
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7.7. Perfil lipidico membranal de las cepas de Bacillus a diferentes
temperaturas

Los lipidos de membrana de ambas poblaciones mostraron diferencias al ser
incubados a diferentes temperaturas. La poblacidon termosensible fue evaluada a
30, 37 y 40 °C. Los lipidos de membrana en esta poblacién mostraron variaciones
a las temperaturas evaluadas de 37 y 40 °C con respecto de 30 °C (Tabla 4). La
fosfatidiletanolamina (PE) mostré un comportamiento similar en las cepas
termosensibles, ya que a 37 y 40 °C en las 4 cepas de esta poblacién el porcentaje

de este fosfolipido disminuyo.

Tabla 4. Perfil lipidico membranal de los aislados termosensibles. Las
evaluaciones se realizaron a las temperaturas de 30, 37 y 40°C. Se realizé un
analisis de comparacion de medias (ANOVA) y post hoc Duncan con un nivel

de significancia de 0.05.
ici imiento
Cepa bacteriana PL (%) Condicienes de crecimien
30 °C 37°C 40°C

B. aryabhattai AF27  PE 38.15+0.76 29.66 + 1.00* 31.84 +0.67*
PG 37.99 +0.54 17.22 + 0.88* 19.67 + 1.23*
CL 10.25 + 0.46 46.48 + 0.30* 38.74 + 0.68*
Otros 13.61 £0.46 6.65 % 0.39% 9,75 +0.24%

Bacillus sp. AF53 PE 67.54 +0.98 42.04 + 0.53* 46.21 + 0.42*
PG 24.70 £0.30 41.68 +0.48% 38.92 +0.50%
CL 3.84 +0.62 8.03 +0,28* 7.88 £0.13%
Otros 3.92+0.33 8.26 + 0.59* 7.00 £0.12*

Bacillus sp. AF56 PE 62.62 +0.45 54.75 + 0.63* 31.00 +0.19*
PG 28.30 £ 0.57 29.53 + 0.45% 33.25 £ 0.69%
CL 3.7240.12 7.11+0.22* 26.71 + 0.61*
Otros 5.36+0.36 8.61 + 0.24% 9.04 +0.14*

Baciifus sp. AF62 PE 60.67 +0.84 34,86 + 1,47* 18,83 + 0.40*
PG 29,22 + (.85 23,13 +1.25*% 32.87 £+ 0.57*
CL 5.56 +0.26 35.92 +0.82* 39.63 +0.87*
Otros 4.55 +0.53 6.09 + 0.86* 8.67 + 0.29*

PL: Fosfolipido; PE: Fosfatidiletanolamina; PG: Fosfatidilglicerol; CL: Cardiolipina.
* Diferencia significativa con respeco a 30 °C.

El fosfatidilglicerol (PG) en B. aryabhattai AF27 disminuyé a 37 y 40 °C, caso
contrario sucedio en las cepas Bacillus sp. AF53 y Bacillus sp. AF56, en las cuales
aumenta a 37 y 40 °C. Finalmente, en Bacillus sp. AF62 disminuyo a 37°C, mientras
que a 40 °C aumentd. En la cardiolipina (CL) se observo un aumento en todas las
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cepas termosensibles, tanto a 37 como a 40 °C. Otros lipidos no identificados
aumentaron en los aislados de Bacillus sp. AF53, Bacillus sp. AF56 y Bacillus sp.
AF62 a 37 y 40 °C, mientras que en B. aryabhattai AF27 disminuyeron a estas dos

temperaturas.

Tabla 5. Perfil lipidico membranal de los aislados termotolerantes. Las evaluaciones se realizaron
a las temperaturas de 30, 37, 40 y 50 °C. Se realizdé un analisis de comparacion de medias
(ANOVA) y post hoc Duncan con un nivel de significancia de 0.05.

Condiciones de crecimiento

Cepa bacteriana PL (%)
30°C 37°C 40 °C 50 °C

B. velezensis AF12 PE 4991 +£0.29 34,92 £ 0.14% 37.86 + 0.68% 14.45  0.46*
PG 23.83 £0.25 9.98 £ (0.47% 9.96 + 0.40% 24.29 £0.23
CL 20.61 £ (.36 48.94 £ 0.11% 50.74 + 0.89* 41.02 £ 0.39*
Otros 5.65 £ (.30 6.17 £ 0.29 1.45 £ 0.05 6.74 £ 5.96

B. halotolerans AF23 PE 14.20 + 0,60 14,41 + Q.61 6.36 £ 0.28* 8.82 £ 0.20*
PG 2841 £1.33 56.04 + (.24* 54.8) + (.83* 33.34 £ 0.78*
CL 54.11 L ¢.71 26.69 1 0.74* 35.86 L 0.65* 51.77 L 0.42*
Otros 328 1311 2.861021* 1.4810.11* 2.02 1 0.20*

B. amyloliquefaciens AF42 PE 35521 Q.75 29.93 1 O0.R6* 22.49 1 0.64* 28.93 1 0.29*
PG 37.32 +3.90 10.26 + 0.26* 6.78 + 0.29* 20.45 + 0.65*
CL 19.20 £ 0.19 58.79 + 0.81% 70.19 £ 0.97% 34.99 £ 0.16*
Otros 7.96 £ (.16 1.02 + 0.03% 0.54 + 0.06% 5.21 £3.04

B. velezensis AF52 PE 3146+ 1.24 28.23 £0.14% 29.97 £ 0.34% 19.45 + 0.66*
PG 35.54 £2.00 43.66 + 0.05% 40.08 + 0.68*% 27.07 + 0.66*
CL 23.11 £0,71 21,31 £0.12% 21.25 + 0.69* 37.46 £ 0.68*
Otros 9.89 + 0,62 6.80 + 0.21 4,35+ 1.62% 5.34 £3.51*

PL: Fosfolipido; PE: Fosfatidiletanolamina; PG: Fosfatidilglicerol; CL: Cardiolipina.
* Diferencia significativa con respecto a 30 °C.

La poblacion termotolerante fue evaluada a las temperaturas de 30, 37, 40 y 50 °C.
Los lipidos de membrana se comportaron de diferente forma a las temperaturas
evaluadas de 37, 40 y 50 °C con respecto de 30 °C (Tabla 5). La
fosfatidiletanolamina (PE) disminuye en las cepas termotolerantes B. velezensis
AF12, B. amyloliquefaciens AF42 y B. velezensis AF12 a 37,40 y 50 °C, en el caso
de B. halotolerans AF23 unicamente disminuye a 40 y 50 °C, ya que, a 37 °C no hay
diferencias con respecto a 30 °C. El fosfatidilglicerol (PG) en B. velezensis AF12
disminuye a 37 y 40 °C, mientras que a 50 °C se observa porcentajes similares de
este compuesto con respecto a 30 °C. En B. halotolerans AF23, aumenta en 37, 40
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y 50 °C con respecto a 30 °C. Por ultimo, en las cepas B. amyloliquefaciens AF42 'y
B. velezensis AF52 disminuye en las temperaturas de 37, 40 y 50 °C.

La cardiolipina (CL) aumenta en las cepas B. velezensis AF12, B. amyloliquefaciens
AF42 y B. velezensis AF52 a 37, 40 y 50 °C. En la cepa de B. halotolerans AF23,
se observa una disminucidon en el porcentaje de este compuesto en todas las

temperaturas evaluadas.

Finalmente, no se observo diferencia en otros lipidos en la cepa de B. velezensis
AF12 a 37, 40 y 50 °C. En B. halotolerans AF23 existe una disminucion conforme
aumenta la temperatura. En B. amyloliquefaciens se encontré6 menor porcentaje de
otros lipidos a 37 y 40 °C, mientras que a 50 °C no hubo diferencia. Por ultimo, en
B. velezensis AF52 se observaron menores porcentajes de otros lipidos a las

temperaturas de 40 y 50 °C.
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8. DISCUSION
En el presente trabajo se evalu6 el efecto de la temperatura sobre los componentes

de membrana y la accién antifungica de cepas bacterianas aisladas de suelos
afectados por incendios subterraneos; ambientes que han sido caracterizados por
presentar altas temperaturas (Flores-Pina, 2021). En su mayoria, estas cepas se
identificaron como miembros del género Bacillus, lo cual resulta interesante, ya que
concuerda con informes en los que se reporta que se ha llevado a cabo analisis de
diversidad bacteriana en suelos cercanos a respiraderos de gas de carbén. En estos
lugares, en donde las temperaturas del suelo alcanzan niveles elevados (que ocurre
de forma similar en los incendios subterraneos) el phylum Firmicutes fue el mas
abundante, con un 71.4 % de la muestra total y estuvo representado principalmente
por los géneros Bacillus y Paenibacillus (Zhang et al., 2013).

En los suelos donde los gases calientes procedentes de la combustidn de la materia
organica salen a la superficie, se pueden formar ecosistemas locales extremos, que
se caracterizan por temperaturas elevadas (>50 °C), sin embargo, la composicion y
ecologia de las comunidades microbianas en dichos entornos y el potencial genético
de estos microorganismos son poco conocidos (Kadnikov et al., 2023). Aquellos que
sobreviven en ambientes térmicos tienen adaptaciones unicas a las altas
temperaturas que pueden ser un recurso importante en la busqueda de
bioincoulantes termotolerantes.

La identificacion parcial de las bacterias se realizé a través de la secuenciacion del
gen de ARN ribosomal 16S, se encontraron 13 especies diferentes de Bacillus de
un total de 49 aislados, éstas son: B. megaterium, B. zanthoxyli, B. aryabhattai, B.
simplex, B. niacin, B. shackletonii, B. cereus, B. pseudomycoides, B. velezensis, B.
halotolerans, B. haynesii, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens. Ademas, no fue
posible identificar a nivel de especie 6 de estos aislados, ya que las secuencias de
los genes 16S obtuvieron el mismo porcentaje de identidad con mas de una especie
al realizar la comparacion (Tabla 3). Se ha demostrado que el analisis filogenético
del gen 16S ARNTr, frecuentemente no logra diferenciar a todas las especies dentro
del complejo debido a la naturaleza conservada del gen (Rooney et al., 2009).
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Hasta este punto, se conocian aspectos interesantes de las cepas utilizadas en este
proyecto, primeramente su fuente de aislamiento y con esto posibles funciones
adaptativas que podrian representar ventajas y recursos importantes en la
promocion del crecimiento de las plantas y en segundo lugar, su asignacion como
miembros del género Bacillus, cuyas caracteristicas ya han sido mencionadas. Por
lo tanto, se realizé un analisis de termotolerancia de estos aislados, ya que la
temperatura es uno de los factores ambientales mas importantes que afectan el
crecimiento y la supervivencia de los microorganismos.

La termotolerancia es una adaptacién biolégica que permite a las bacterias
sobrevivir en condiciones ambientales desafiantes, como las altas temperaturas,
que podrian ser letales (Trent et al., 1994). Después de realizar la prueba de
termotolerancia utilizando placas de AN y las temperaturas de 30 y 50 °C, se
encontraron 27 cepas termosensibles y 22 termotolerantes, las cuales mostraron
una agrupacion filogenética de acuerdo con las temperaturas de crecimiento
(Figura 3).

Aquellas cepas en las que se registro un crecimiento limite en la temperatura de 45
°C se clasifican como mesodfilas (Merino et al.,, 2019). En este estudio, se
denominaron termosensibles, por otra parte, se denominaron termotolerantes a
aquellas que mostraron crecimiento por encima de este limite (crecimiento a 50 °C).
Dentro de los aislados termosensibles que no fueron capaces de crecer a 50 °C se
encontraron las especies de B. megaterium, B. zanthoxyli, B. aryabhattai, B.
simplex, B. niacini, B. shackletonii, B. cereus y B. pseudomycoides.

Mishra et al., (2011) evaluaron dos cepas de B. megaterium las cuales mostraron
crecimiento de 4 a 40 °C. También B. megaterium HLJ7 fue reportada por crecer
solo hasta 40 °C (Huang et al., 2022). Esto coincide con los resultados de este
trabajo, ya que las cepas evaluadas pertenecientes a esta especie solo mostraron
crecimiento a 40 °C.

La cepa B. zanthoxyli GKSM2 mostré crecimiento en el rango de 20 a 45 °C,
reportando un crecimiento 6ptimo de 30 °C (Majhi et al., 2021). En la cepa de este
trabajo no se evalué el crecimiento a 45 °C, pero este valor aun pertenece al rango
mesofilo, por lo que se denominé termosensible. De igual forma, Li et al., (2017),

64



evaluaron el crecimiento de la cepa de B. zantoxhyli 1433 a diferentes temperaturas,
4,10, 15, 20, 28, 32, 37, 45, 50 y 55 °C, encontrando que la cepa 1433 puede crecer
en el rango de 4 a 45 °C. Adicionalmente, los autores reportaron que la temperatura
optima de crecimiento de la cepa 1433, es de los 28 a los 32 °C. De igual forma, en
este estudio, las cepas de B. zanthoxyli no presentaron crecimiento a 50 °C.

El crecimiento de la cepa B. simplex H-b fue reportado por Yang et al., (2021), ellos
evaluaron el crecimiento bajo diferentes temperaturas y observaron que fue capaz
de crecer en el rango de temperatura de 4 a 42 °C. Al igual que nosotros, no
reportaron crecimiento mayor a 45 °C. Por otra parte, Novello et al., (2023),
informaron que B. simplex AH24 presento crecimiento a 28, 37 y 45 °C, aunque es
incapaz de crecer a 4 °C como es el caso de la cepa H-b.

Diferentes autores han evaluado el crecimiento de cepas de B. niacini a diferentes
rangos de temperatura, por ejemplo, Logan y Vos, (2015) después de evaluar el
crecimiento de los 5 a los 65 °C, demostraron que su cepa solo puede crecer de los
10 alos 40 °C. De manera similar, con otra cepa Diomandé et al., (2015) informaron
que la B. niacini CCTCC AB 95011 puede crecer en un rango de los 10 a 40 °C.
Estos informes concuerdan con los hallazgos de este trabajo, siendo 40 °C la
temperatura maxima a la que pueden crecer la cepa de B niacini.

Los aislados de B. shackletonii que se identifican aqui no tienen la capacidad de
crecer a 50 °C, sin embargo, en la literatura se han encontrado reportes donde
describen que esta especie puede crecer a 50 °C. El primero a mencionar es el de
Albuquerque et al., (2008), quienes establecieron que B. shackletonii LMG 18435
tiene una temperatura de crecimiento de 20 a 52.5 °C. Otro reporte que de igual
forma mencionan que puede crecer a 50 °C es el de Logan y Vos (2015). Por su
parte, Valappil et al., (2007) encontraron que B. cereus SPV crece en un rango de
temperatura de 25 a 45 °C, ademas mencionan un crecimiento 6ptimo a los 30 °C.
Otro estudio que menciona la temperatura de crecimiento de B. cereus es el de Batt,
(2014), quienes establecieron que puede crecer de 4 hasta 48 °C con una
temperatura 6ptima de crecimiento es de 28 a 35 °C. Los reportes coinciden con lo
encontrado en este trabajo, ya que la cepa de B. cereus no mostré crecimiento a 50
°C.
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Solmaz et al., (2018) evaluaron el crecimiento de B. pseudomycoides U10 a 25, 30,
37 y 45 °C, en todas se presento crecimiento y se observd un mayor crecimiento a
37 °C. La cepa de B. pseudomycoides encontrada en este trabajo no mostro
crecimiento a 50 °C, pero si a 40 °C, como en el reporte antes mencionado. Logan
y Vos, (2015) informaron el rango de temperatura en el cual B. pseudomycoides
puede crecer, el cual es de 20 °C a 40 °C. Por otra parte, en los aislados
termotolerantes (aquellos que crecieron a 50 °C) encontramos las especies de B.
velezensis, B. halotolerans, B. haynesii, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens.
Dunlap et al., (2017) encontraron que la cepa de B. haynesii NRRL B-41327 crece
dentro del rango de 15 a 60 °C, para esto, ellos evaluaron las temperaturas de 4,
10, 15, 25, 30, 37, 50, 55 y 60 °C, ademas, como en este estudio, también reportan
la temperatura 6ptima de crecimiento de 37 °C. Se ha reportado la temperatura de
crecimiento por Aggeli, (2023) de B. haynesii, la cual puede crecer de 15 a 60 °C,
coincidiendo una vez mas en la temperatura 6ptima de crecimiento, de 37 °C. En
este estudio, la cepa de B. haynesii solamente se evalud hasta 50 °C por lo que no
se descarta que pueda crecer a 60 °C.

Para B. licheniformis, Diomandé et al., (2015) describieron el crecimiento de esta
especie de un rango de 15 a 55 °C. Otro reporte menciona que esta especie puede
crecer de 20 a 50 °C, aunque existen algunas cepas de B. licheniformis que
efectivamente, tienen la capacidad de crecer a 55 °C (Logan y Vos, 2015). En este
estudio solo se evalué hasta 50 °C, por lo que la cepa podria ser de aquellas con la
capacidad de crecer a 55 °C.

Las siguientes especies forman parte de las 8 cepas seleccionadas, éstas son B.
aryabhattai (AF27), Bacillus sp. (AF53, AF56 y AF62), B. velezensis (AF12 y AF52),
B. halotolerans (AF23) y B. amyloliquefaciens (AF42), mismas que se describen

enseguida.

4 cepas forman parte de la poblacién termosensible. B. aryabhattai AF27 es una de
ellas, ya que tanto en la evaluacion en placa Petri con AN, asi como en las cinéticas
en CN, no se observd crecimiento a 50 °C (Figura 11a), esto coincide con lo
reportado por Ray et al., (2012), ellos tampoco observaron crecimiento a 50 y 80 °C
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de una cepa de B. aryabhattai. Por otro lado, al incubar a 37 °C si se observo
crecimiento. El crecimiento a 37 °C también fue observado con B. aryabhattai BAO3,
asi como también a 30 °C (Paz et al., 2016).

Las cepas Bacillus sp. AF53, Bacillus sp. AF56 y Bacillus sp. AF62 son los 3
miembros de la poblacién termosensible restante, para los cuales no fue posible la
identificacion a nivel de especie, ya que obtuvieron mismos porcentajes de identidad
con las cepas B. thuringiensis 1AM12077 (99.23 %, 99.44 % y 97.41 %,
respectivamente) y B. toyonensis BCT-7112 (99.23 %, 99.44 % y 97.41 %,
respectivamente). Aunque la secuencia del gen 16S permite identificar
taxonomicamente a los aislados, es frecuente que sea imprecisa debido a la baja
eficiencia en diferenciacion de fenotipos (Dunlap et al., 2019). Por lo anterior, las
secuencias del gen 16S no son suficientes para distinguir entre especies
estrechamente relacionadas del complejo de algunas especies de Bacillus (Wu et
al., 2021). Algunos reportes de las temperaturas de las dos posibles afiliaciones
taxondmicas a las cuales estas 3 cepas pueden pertenecer se mencionan
enseguida.

La tasa de crecimiento de algunas cepas de B. thuringiensis fue evaluada por
Gebremariam et al., (2021), esto se realizé a de 15 a 40 °C con intervalos de 5 °C,
el mayor crecimiento se encontré a 30 °C. En las cinéticas de crecimiento de las
cepas Bacillus sp. AF53, Bacillus sp. AF56 y Bacillus sp. AF62 de igual forma se
encontrd un crecimiento maximo a 32 °C, aunque, para Bacillus sp. AF53 esto fue
observado unicamente en la ultima medicion que corresponde a las 48 horas, previo
a esto no hay diferencia entre 32 y 37 °C en el crecimiento de esta cepa (Figura
11a). Se ha reportado que la temperatura éptima de crecimiento de B. thuringiensis
es de 30 °C (El-Bendary, 2006), que coincide con nuestros resultados.

Por otra parte, para la otra posible afiliacion taxonémica de estas Bacillus sp., Luo
et al., (2021) evaluaron el crecimiento de B. toyonensis P18 a 16, 28, 37, y 50 °C,
donde el mayor crecimiento se observo a 28 °C, sin embargo, a 50 °C no se observo
crecimiento de P18. Lo observado en P18 coincide con las cinéticas de crecimiento
de las cepas Bacillus sp. AF53, Bacillus sp. AF56 y Bacillus sp. AF62 (Figura 11a).
Por lo cual, las dos posibles afiliaciones taxondmicas de estas cepas, ya sea
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Bacillus thuringiensis o Bacillus toyonensis, no muestran crecimiento a 50 °C y los
reportes coinciden con las cinéticas de crecimiento obtenidas.

La secuenciacion de genoma es la técnica mas eficaz para identificar una especie
(Dunlap et al., 2019), una estrategia es a través del indice general de relacion del
genoma (OGRI) (Chun & Rainey, 2014). Actualmente, se esta trabajando en la
afiliacion taxondmica a nivel de especie a través de analisis gendémicos de las 3
cepas Bacillus sp. AF53, Bacillus sp. AF56 y Bacillus sp. AF62.

Por otro lado, la poblacion termotolerante, la cual mostré crecimiento a 50 °C se
conforma por 4 cepas, dos de ellas pertenecientes a la misma especie, B. velezensis
AF12y B. velezensis AF52. Torres et al., (2020) evaluaron el crecimiento de la cepa
B. velezensis XT1 en el rango de temperaturas de 4 a 45 °C, encontrando que XT1
tiene la capacidad de crecer unicamente de 15 a 40 °C, esto no concuerda con
nuestros resultados ya que B. velezensis AF12 y B. velezensis AF52 pueden crecer
hasta 50 °C (Figura 11b). Dikshit et al., (2020) evaluaron una cepa de B. velezensis
a 15, 20, 25, 30, 35, 40 y 45 °C, su cepa fue capaz de crecer dentro de este rango
de temperaturas, y, ademas, reportaron un crecimiento maximo a 30 °C,
desafortunadamente no sobrepasaron el limite mesofilo. Sin embargo, también
existen reportes de B. velezensis con crecimiento a 50 °C, como la cepa B.
velezensis NKG-2 que puede crecer de 15 a 50 °C (Myo et al., 2019), asi como la
cepa B. velezensis 9D-6 la cual se evalud su crecimiento a las temperaturas de 12
a 50 °C, mostrando crecimiento en todas ellas, ademas, también se reporta como
temperatura 6ptima de crecimiento a 30 °C (Grady et al., 2019). Los reportes donde
se menciona la temperatura 6ptima de crecimiento de 30 °C difieren con lo
observado en la cinética de crecimiento de B. velezensis AF12, en la cual el maximo
crecimiento se observé a 40 °C. Con respecto a B. velezensis AF52, no existe una
diferencia notable con las temperaturas de 37 °C y 30 °C en las cuales fue se
observo el maximo crecimiento (Figura 11b).

Otro integrante de la poblacion termotolerante es B. halotolerans AF23, el cual en
la cinética de crecimiento mostr6 un mayor crecimiento a 37 °C, asi como también
fue capaz de crecer a 50 °C (Figura 11b). Contrario a lo que reportamos, la cepa B.
halotolerans BFOA1 mostré un mayor crecimiento a 30 °C, de las temperaturas 30,
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37 y 45 °C que fue evaluada (Slama et al., 2019). Otro reporte similar al anterior es
el de Song et al., (2017), en donde, de igual forma se evalu6 el crecimiento de dos
cepas de B. halotolerans a diferentes temperaturas, encontrando la capacidad de
crecer de 15 a 45 °C, siendo la temperatura 6ptima de crecimiento los 30 °C. Wang
et al., (2023), reportaron el rango de temperatura de crecimiento de la cepa B.
halotolerans B28 de 20 a 50 °C, aunque este reporte muestra la capacidad de esta
especie para crecer a 50 °C, nuevamente se reporta un 6ptimo de temperatura de
crecimiento de 30 °C, diferente a lo encontrado en Bacillus halotolerans AF23. Patil
et al., (2021) mencionan que la temperatura optima de crecimiento de Bacillus
halotolerans es de 37 °C.

B. amyloliquefaciens AF42 fue capaz de crecer hasta 50 °C, mostrando el mayor
crecimiento a los 40 °C (Figura 11b). la capacidad de crecimiento a 50 °C coincide
con la cepa B. amyloliquefaciens WF2020 reportada por Chen et al., (2022), en la
cual se observa que puede crecer desde 25 hasta 50 °C, sin embargo, la
temperatura éptima de crecimiento de WF2020 fue de 37 °C, temperatura cercana
a 40 °C. Olajuyigbe (2017) evalud el crecimiento de la cepa B. amyloliquefaciens
PFB-02 bajo cuatro diferentes temperaturas, 30, 40, 50 y 60 °C, se observd que
PFB-02 fue capaz de crecer hasta 60 °C, ademas, la temperatura con mayor
crecimiento observado fue a 40 °C, al igual que lo observado con Bacillus
amyloliquefaciens AF42.

Las variaciones en las temperaturas de crecimiento de una misma especie se
pueden deber principalmente al ambiente en el cual estén habitando, esto lo
demostré Hurtado-Bautista et al., (2021) al evaluar algunos aislados de B. subtilis
proveniente de dos distintos ambientes con condiciones ambientales diferentes, un
ambiente nombrado laguna templada con un rango de temperatura de 17 a40°Cy
un ambiente nombrado aguas termales, con un rango de temperatura de 48 a 70
°C. Evaluaron la tasa de crecimiento de cepas de Bacillus subtilis a 17, 27, 37, 43,
46, 49, 55 °C y observaron que los aislados provenientes del ambiente con mayor
temperatura (aguas termales) tenian una mayor mayor tasa de crecimiento a 49 y
55 °C con respecto a los aislados provenientes del ambiente de la laguna templada.

También realizaron la misma comparacion en las mismas temperaturas con aislados
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de B. cereus encontrando un comportamiento similar, mayor tasa de crecimiento en
temperaturas de 46 y 49 °C por los aislados provenientes de las aguas termales
(ambiente con mayor temperatura).

Las temperaturas de crecimiento de los miembros del género Bacillus es variable,
se establece que las temperaturas 6ptimas de crecimiento oscilan entre 25y 37 °C,
aunque algunas cepas psicrotroficas pueden crecer a temperaturas tan bajas como
3 °C y algunas cepas termdfilas pueden crecer a 75 °C (Schoeni y Wong, 2005).
La evaluacién de la termotolerancia en bacterias que se proponen como PGPR
resulta especialmente relevante en el contexto de la tendencia del aumento global
en la temperatura (IPCC, 2023). Este aspecto adquiere importancia debido a la
necesidad de comprender como estas bacterias pueden adaptarse y funcionar
eficientemente en condiciones de calor crecientes en el entorno, lo que tiene
implicaciones significativas para su aplicabilidad en la promocion del crecimiento de
las plantas en un escenario de cambio climatico (Khan et al., 2020a).

Las plantas pueden verse afectadas por estrés de tipo bidtico causado por
organismos vivos, incluidos nematodos, insectos, bacterias y hongos,
principalmente. Mientras que el estrés abidtico incluye sequias, contaminantes
ambientales, salinidad y temperaturas extremas (Santoyo et al., 2021). De manera
natural, los factores bidticos como la infeccion por patdégenos fungicos y los factores
abidticos como el aumento en la temperatura, coexisten de forma simultanea y
afectan la salud de las plantas.

Un aspecto importante que pueden exhibir las PGPR, es la capacidad para
antagonizar patogenos. Por ejemplo, B. amyloliquefaciens DHAG6 suprime la
marchitez por Fusarium, causada por F. oxysporum f. sp. niveum (Fon) que afecta
sandia. Se encontré6 que DHAG6 produce diversos compuestos antimicrobianos,
como iturina, surfactina, bacilomicina, syringfactina y pumilacidina. Algunos de estos
exhibieron una actividad antifungica significativa contra Fon al inducir estrés
oxidativo y alterar la integridad estructural, inhibiendo el crecimiento micelial y la
germinacion de esporas (Al-Mutar et al., 2023).
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Se evalud el antagonismo de las 8 cepas seleccionadas (4 termosensibles y 4
termotolerantes) mencionadas anteriormente hacia los patdgenos fungicos (B.
cinerea, G. candidum, F. brachygibbosum y B. rhodina) a diferentes temperaturas.
De forma preliminar, se evalud la termotolerancia de los hongos a los 28, 32, 35, 37
y 40 °C.

B. cinerea fue el hongo que presentd un crecimiento a una mayor temperatura, 37°C
(Figura 6a). Curiosamente, segun lo informado por Romanazzi y Feliziani (2014), la
temperatura minima para el crecimiento de B. cinerea es 0 °C, la 6ptima es 20°C y
la maxima es 30 °C, aunque probablemente esto difiere entre cepas e influya la
fuente de aislamiento. Por otra parte, el crecimiento de F. brachygibbosum
disminuyo de forma drastica a los 35 °C y fue casi nulo a los 37 °C (Figura 6b). Esto
coincide con otros autores, que establecen que F. brachygibbosum crece desde los
10°C hasta los 35°C y la temperatura éptima de crecimiento es de 25°C (Ezrari et
al., 2021), esta ultima podria explicar el poco crecimiento que presento a los 35y
37 °C. B. rhodina logré crecer hasta 37 °C, sin embargo, su crecimiento comienza
a disminuir con respecto a las temperaturas inferiores (Figura 6c).

De acuerdo con Eliskases-Lechner (2002), G. candidum crece a temperaturas que
oscilan entre 5 y 38 °C; la temperatura optima es de 25 °C. No obstante, la cepa
evaluada tuvo un crecimiento muy inferior a los 35 y 37 °C, respecto al crecimiento
en 28 °C (Figura 6d), lo que sugiere que su crecimiento éptimo puede oscilar entre
los 25 y 28°C. Botrytis sp. fue el hongo mas susceptible a la temperatura, ya que
unicamente crecio a los 28 °C y de una forma deficiente, desafortunadamente, no
se tiene una afiliacion taxondmica a nivel de especie de esta cepa sensible a la
temperatura (Figura 6e).

En la revision escrita por Mouchacca (2007), se menciona que un hongo termdfilo
es aquel que crece a una temperatura maxima de 50 °C o mas, y a una minima de
20 °C o mas; un hongo termotolerante es aquel que tiene un maximo térmico
cercano a los 50 °C y un minimo muy por debajo de los 20 °C. Algunos de los
géneros termofilos mas comunes son, Thermomyces, Aspergillus, Thermoascus,
Rhizomucor, Chaetomium, y Mycothermus. Los hongos A. fumigatus y R. pusillus
fueron aislados de maiz recolectado en silos, estos hongos fueron cultivados a 50
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°C e identificados por PCR utilizando oligonucleétidos con secuencias de los genes
ITS. Es importante mencionar que estos hongos provenientes del maiz tienen
importancia en la salud humana. A. fumigatus, es la causa principal de la
aspergilosis, una micosis humana comun y a menudo mortal, mientras que, R.
pusillus, causa enfermedades pulmonares, enfermedades rinofaciales vy
endocarditis micotica en pacientes inmunocomprometidos (Sandona et al., 2019).
Ninguno de los hongos evaluados en el presente estudio tuvo un crecimiento
cercano a los 50 °C (Figura 6).

Las temperaturas a las cuales se realizaron los ensayos de antagonismo fueron
establecidas y son 28 y 32 °C para F. brachygibbosum, G. candidum y B. rhodina,
de 28, 32, 35y 37 °C para B. cinerea y con respecto a Botrytis sp., este fitopatdgeno
fungico fue descartado por su alta susceptibilidad a la temperatura, ya que incluso
a 28 °C su crecimiento fue limitado. De manera uniforme, se encontré que las
bacterias termotolerantes presentaron una mayor actividad antifungica respecto a
las termosensibles. Destacando principalmente contra B. cinerea, ensayo en el cual
se observo una actividad antagonica de 4.7 veces mas por parte de la poblacion
termotolerante con respecto a la termosensible. En el caso de F. brachygibbosum,
la poblacion termotolerante tiene una actividad antagonica de 1.27 veces mas a la
poblacion termosensible, para G. candidum la poblacion termotolerante tiene una
actividad antagonica de 1.18 veces mas a la poblacién termosensible y para B.
rhodina la poblacién termotolerante tiene una actividad antagonica de 1.89 veces
mas a la poblacion termosensible.

Los estudios de B. aryabhattai se ha centrado principalmente en la biorremediacion,
la biosintesis y la promocion del crecimiento de las plantas. Nuestra cepa B.
aryabhattai AF27 muestra antagonismo contra F. brachygibbosum. Algunos
reportes de esta especie donde se describe su capacidad de biocontrol son los
siguientes.

B. aryabhattai AYG1023 mostré actividad antagonista contra Penicillium expansum
(=80%), causante del moho azul en pera Huangguan. Asi como como también
mostro actividad antagonica por compuestos organicos volatiles contra los hongos
A. alternata (=70%), B. dothidea (=60%) y B. cinerea (=50%). A esta actividad se le
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atribuye principalmente a la liberacion del compuesto organico volatil 2-nonanol
(Song et al., 2024). El reporte anterior difiere con nuestros resultados ya que AF27
no tiene antagonismo hacia B. cinerea, por lo que existen cepas de esta especie
que cuentan diferentes funciones. Otro estudio donde evaluan la capacidad de
biocontrol de B. aryabhattai es el de la cepa MAS400, en la cual Soliman (2020) la
reporta como antagonista de Ralstonia solanacearum, una de bacteria fitopatogena
que habita el suelo y coloniza el xilema de las plantas produciendo marchitamiento,
asi como también se reporto la capacidad por MAS400 de disminuir la incidencia de
enfermedad por Ralstonia solanacearum en plantas de tomate en un 40%.
Ademas, también se ha reportado actividad nematicida por B. aryabhattai. Esto por
Antil et al., (2021), donde evaluan esta actividad de su cepa KMT-4 contra
Meloidogyne javanica, un nematodo que infecta tomate causando una reduccion en
el crecimiento y rendimiento en cultivos. A través de un experimento en maceta con
berenjena se observé una notable reduccion de la poblacion final de nematodos en
las plantas tras 45 dias.

Las cepas Bacillus sp. AF53, Bacillus sp. AF56 y Bacillus sp. AF62 mostraron
antagonismo contra F. brachygibbosum y G. candidum. Una de las posibles
afiliaciones taxondmicas es B. thuringiensis, Zheng et al., (2013) observaron que la
cepa B. thuringiensis TB72 mostr6 antagonismo contra Colletotrichum
gloeosporioides, inhibiendo su crecimiento en un 87 %, identificaron algunos
compuestos volatiles con efecto de inhibicion sobre este patégeno, los cuales son
2-nonanona, b-benceno-tanamina y 2-decanona, timol. En el grupo de trabajo,
anteriormente se ha evaluado la actividad antagdnica de B. thuringiensis CR71, esto
lo reporté Morales-Cedefio et al., (2023), diferente a lo encontrado con AF53, AF56
y AF62, CR71 no mostr6é antagonismo contra F. brachygibbosum y G. candidum,
por otra parte, si mostré antagonismo contra B. cinerea en un 19.7 % mientras que
nuestras cepas no antagonizaron a este fitopatogeno, ademas, el mejor efecto
antagonista de CR71 fue observado contra A. alternata (22%). Akintokun et al.,
(2020) encontraron una cepa de B. thuringiensis con actividad antagdnica al género
Fusarium. Su cepa logré antagonizar a F. oxysporum f. sp. en un 92 %. Por lo que
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nuestras cepas pudiesen tener actividad antagonica contra diferentes especies de
Fusarium.

Con respecto a la otra posible afiliacién taxonémica de estas tres Bacillus sp. hacia
B. toyonensis, (Morales-Cedefio et al., 2023) evaluaron la actividad antagdnica de
B. toyonensis COPES2 contra distintos fitopatdgenos, encontraron que tiene
antagonismo contra Botrytis sp., ademas, también evaluaron su actividad contra F.
brachygibbosum y G. candidum, pero a diferencia del antagonismo que nosotros
observamos, COPE52 no logré antagonizar a estos fitopatogenos. La cepa B.
toyonensis FORT22 logré inhibir el crecimiento de F. oxysporum f. sp. lycopersici
raza Il en un 29.9 %, también evaluaron las razas | y lll, en las cuales se observé
un menor porcentaje de inhibicidon (17 y 11 % respectivamente). Ademas, controld
el 100% de la enfermedad ocasionada por la raza Il en plantas de tomate (Rocha et
al., 2017). Nuestras cepas también logran antagonizar a una especie del género
Fusarium, por lo que pudiesen presentar esta actividad contra otras especies.

B. velezensis AF12 y B. velezensis AF52 mostraron antagonismo contra Botrytis
cinerea, F. brachygibbosum, G. candidum y B. rhodina. Nifakos et al., (2021)
también describen a la cepa de B. velezensis Bvel1 con actividad antagdnica hacia
B. cinerea, a través de cromatografia liquida de ultra alto rendimiento encontraron
los componentes iturina A2, surfactina-C13 y -C15, oxidifficidina, bacilibactina, L-
dihidroanticapsina y acido azelaico relacionados al metabolismo secundario de
Bvel1, asi como también observaron el biocontrol del moho gris en uvas heridas. B.
velezensis FX-6 esta reportado por tener antagonismo contra diversos hongos
fitopatogenos, entre ellos F. oxysporum, FX-6 logré inhibir el crecimiento micelial en
un =65 %, demostrando que B. velezensis es una bacteria con un amplio espectro
antifungico (Li et al., 2023). Otro estudio donde se evalua el antagonismo de B.
velezensis cepa G341 contra multiples agentes fungicos es el realizado por (Lim et
al., 2017), dentro de su coleccion de hongos evaluados se encuentra a B. cinerea'y
F. oxysporum. A través de espectrometria de masas se identificaron dos
compuestos antifungicos de la cepa G341 y se identificaron como bacilomicina L y
fengicina A. Recordemos que en B. velezensis AF12 se identificd in silico a la

fengicina, un compuesto con actividad antifungica.
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La cepa KLBC XJ-5 de B. halotolerans mostré antagonismo contra B. cinerea de un
78 %, ademas, controlé el moho gris en fresas inoculadas con este hongo, en las
fresas infectadas con B. cinerea e inoculadas con B. halotolerans KLBC XJ-5 fue
menor la incidencia de la enfermedad en comparacion con el de la fruta infectada
después de 4 dias de incubacion (Wang et al., 2021). Ademas, también se reporta
a B. halotolerans como un agente de biocontrol de multiples hongos, Li et al., (2022)
reportan a B. halotolerans QTH8 con actividad antagonista hacia Hainesia lythri,
Pestalotiopsis sp. Curvularia lunata, Phyllosticta theaefolia, Phypophthora
nicotianae, Sclerotinia sclerotiorum, asi como hacia B. cinerea y F. graminearum
con un diametro de inhibicion promedio de 31.25 y 30.97 mm respectivamente.
Nuestra cepa AF23 mostré antagonismo contra todos los 4 hongos fitopatégenos
evaluados, entre ellos se encuentra B. cinerea y F. brachygibbosum, géneros
evaluados en los reportes mencionados.

Chen et al., (2018) evaluaron la actividad antagonica de B. amyloliquefaciens DH-4
contra varios fitopatdgenos distintos, entre ellos se encontraba G. citri-aurantii y
Botryosphaeria dothidea, mostrando antagonismo contra estos dos fitopatogenos
fungicos, inhibiendo 18.9 y 30.4 mm de su crecimiento. En nuestro estudio, AF42
fue capaz de antagonizar a un integrante del género Geotrichum y otro de
Botryosphaeria, por lo que nuestra cepa podria antagonizar a otras especies de
estos géneros, ademas mostro antagonismo contra B. cinereay F. brachygibbosum.
El estudio de Ye et al., (2021) demuestra el antagonismo contra amplio espectro de
hongos fitopatdgenos por B. amyloliquefaciens B4, se reporta antagonismo por B4
contra  Penicillium  expansum, Colletotrichum  acutatum,  Colletotrichum
gloeosporioides, asi como contra 3 géneros fungicos evaluados con AF42, F.
oxysporum, B. cinerea y Botryosphaeria sp.. Ademas, B4 logra biocontrolar a P.
expansum en frutos de manzana, el cual es uno de los principales patdgenos
postcosecha en manzana, nispero y kiwi. La inoculacion de B4 en frutos de
manzana reduce la tasa de incidencia de P. expansum a un 33.33 %. Los autores
realizaron pruebas de toxicidad oral sugiriendo que B. amyloliquefaciens B4 no es
toxico, lo que lo convierte en un agente de biocontrol adecuado en frutos

postcosecha.
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Aunque hasta nuestro conocimiento, no existen reportes de ensayos de
antagonismo a diferentes temperaturas, cepas termotolerantes como B.
amyloliquefaciens S185 que puede crecer hasta los 50 °C, present6 actividad
antifungica hacia F. oxysporum f. sp. cubense (Foc) que afecta al platano.
Adicionalmente, S185 produjo iturina A5 un compuesto antifungico que causo
graves cambios morfolégicos durante la germinacion de las esporas y el crecimiento
de las hifas de Foc (Singh et al., 2021). Este papel antagonista podria estar presente
contra hongos termotolerantes que puedan crecer en temperaturas >35 °C.

Los ensayos de antagonismo a diferente temperatura muestran que este factor tiene
efecto en la capacidad de antagonizar de los aislados Bacillus. Con F.
brachygibbosum, los aislados B. aryabhattai AF27, Bacillus sp. AF62, B.
halotolerans AF23, Bacillus amyloliquefaciens AF42 y B. velezensis AF52,
mostraron un mayor antagonismo a 32 °C con respecto a 28 °C (Figura 7).

Con G. candidum, solo se observaron dos aislados con cambios en su efecto
antagonista, en B. aryabhattai AF27 con la ausencia de antagonismo y Bacillus sp.
AF62 que el porcentaje de inhibicion fue mayor a 32 °C con respecto a 28 °C (Figura
8).

Los resultados en los ensayos con B. rhodina muestran que solo B. velezensis
AF52, muestra cambio en su efecto antagonista, siendo el porcentaje de inhibicion
mayor a 32 °C con respecto a 28 °C (Figura 9). Finalmente, los ensayos con B.
cinerea fueron en los cuales mas cambios se observaron. La poblacion
termosensible conformada por B. aryabhattai AF27 no mostré antagonismo a 35y
37 °C, Bacillus sp. AF53 y Bacillus sp. AF56 disminuyeron el porcentaje de inhibicion
a 35y a 37 °C ya no se observa esta funcion, mientras que para Bacillus sp. AF62,
se observa una disminucion del porcentaje de inhibicion a 37 °C.

La poblacién termotolerante conformada por B. velezensis AF12, no mostré
diferencia en su efecto antagonista en las temperaturas evaluadas, B. halotolerans
AF23 redujo su efecto a 37 °C, B. amyloliquefaciens AF42 aument6 su actividad
antagonica a 32 °C y B. velezensis AF52, aumento su actividad a 32 y 35 °C (Figura
10).

76



Los ensayos a diferentes temperaturas permiten observar una variacion
dependiendo de la especie, asi como termotolerancia en el efecto antagonista hacia
hongos fitopatogenos.

Ali et al., (2023), investigaron como el estrés por temperatura afecta la funcionalidad
de genes clave tolerantes al estrés y de promocion del crecimiento vegetal (PGP)
de Bacillus sp. IHBT-705, una cepa aislada de la rizosfera de azafran. IHBT-705 se
cultivd bajo diversos regimenes de temperatura, sus rasgos PGP se evaluaron
desde un rango de temperatura muy bajo a muy alto y se analiz6 la tendencia de
expresion de genes PGP y tolerantes al estrés especificos. Los resultados
mostraron que Bacillus sp. IHBT-705 es una cepa tolerante al estrés por
temperatura, ya que sobrevivio y se multiplicd en temperaturas que oscilaban entre
4y 50°C. Se encontr6 que ciertos genes como cspB, cspD, hslO, grpE, rimM, trpA,
trpC, trpE, fhuC, fhuD, acrB5 eran sensibles a la temperatura, mientras que otros
eran tolerantes al frio (nhaX) y (cspC). El gen (pstB1) implicado en la solubilizacion
de fosfato fue tolerante al calor, la produccion de sideroforos (fhuB y fhuG) y la
colonizacion de raices (xerC1y xerC2) resultaron ser muy versatiles, ya que podian
expresarse bien tanto en temperaturas bajas como altas. De una forma similar, es
posible que las 8 bacterias evaluadas tanto termotolerantes como termosensibles,
que presentaron antagonismo, tengan activos algunos genes implicados en la
promocion del crecimiento vegetal, asi como en el antagonismo, que les hayan
permitido mantener su actividad antagonista a las diferentes temperaturas
evaluadas.

Los microorganismos termofilos y termotolerantes resultan de interés debido a sus
procesos celulares y metabdlicos unicos que les permiten permanecer viables y
prosperar a altas temperaturas. Si bien existen numerosos y diversos mecanismos
que confieren tolerancia a altas temperaturas, normalmente se agrupan en
categorias conceptuales como: a) propiedades enzimaticas (por ejemplo, mayor
numero de enlaces disulfuro para mejorar la estabilidad de las proteinas); b) el
procesamiento postraduccional de la biosintesis de proteinas (fosforilacién para
regular la actividad de las enzimas); c) la regulacidn postranscripcional del
metabolismo del ARN (chaperonas moleculares que incluyen ciertas proteinas de

77



choque térmico y de choque frio); y d) metabolismo de membrana (cambio en los
componentes de membrana) (Zhou et al., 2021).

Existen pocos reportes de la composicion de los lipidos de membrana en funcidn de
la temperatura, y son mas escasos los reportes que involucran al género de Bacillus,
ademas, no realizan evaluaciones en temperaturas superiores al rango mesofilo
(Merino et al., 2019). En la presente investigacion los resultados del analisis de los
lipidos de membrana en funcion de la temperatura de dos poblaciones, una
termosensible (temperatura maxima de crecimiento a 40 °C) y una termotolerante
(temperatura maxima de crecimiento a 50 °C), permite descubrir su importancia en
la tolerancia a temperaturas altas.

La composicion de lipidos de membrana de bacterias se modifica en respuesta de
factores ambientales a las cual estan expuestas, esto como un mecanismo de
adaptacion (Luchini et al., 2021). En los experimentos de este trabajo, se evaluaron
los lipidos de membrana de dos poblaciones de bacterias, una termosensible y una
termotolerante expuestas a estrés por temperatura. Los resultados mostraron una
disminucién en la abundancia de PE y un incremento de CL a mayores temperaturas
con respecto a la temperatura de 30°C (temperatura mas baja evaluada) para
ambas poblaciones. Por otra parte, El PG y otros lipidos no identificados se
comportaron de forma variable (Tabla 4 y 5).

Uno de los estudios que trabajan con el género Bacillus es el realizado por Haque
y Russell (2004), ellos evaluaron los lipidos de membrana a las temperaturas de 15
°C y 37 °C de distintas cepas de B. cereus. El comportamiento de la PE es similar a
nuestros resultados, ya que en la temperatura mayor que ellos evaluan (37 °C), la
abundancia disminuye, por otro lado, la CL se encuentra en mayor abundancia a la
temperatura de 15 °C, esto difiere a lo encontrado en nuestro estudio y, a pesar de
que se trata del mismo género, puede explicarse con las temperaturas que se
evaluaron, ya que, aunque B. cereus puede crecer de 4 °C hasta 48 °C, su
temperatura 6ptima de crecimiento es de 28 °C a 35 °C (Batt, 2014), por lo que a 15
°C podria estar expuesta a estrés por temperatura, reflejandose en el aumento de
la CL.
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Un comportamiento similar de la CL sucedi6 en una cepa de la poblacién
termotolerante, la cepa B. halotolerans AF23 mostr6é una abundancia inferior de CL
en las temperaturas de 37 y 40 °C con respecto a las temperaturas de 30 y 50 °C
(Tabla 5). Se ha reportado un crecimiento maximo a 37 °C esta misma especie (Patil
et al., 2021) y eso concuerda con la cinética de crecimiento obtenida en el presente
estudio, en la cual, la mayor densidad optica registrada fue en la temperatura de 37
°C, seguido de 40 °C después de 36 horas de incubacion. Por lo que Bacillus
halotolerans AF23 a las temperaturas de 30 y 50 °C se encuentra bajo estrés por
este factor, resultando en una mayor abundancia de CL.

Kaneko et al., (2000), evaluaron los fosfolipidos de membrana de Pseudomonas sp.
BT1 en funcion de las temperaturas 20, 30 y 37 °C, encontrado un incremento de
CL conforme la temperatura incrementa, por lo que podemos decir que la CL
incrementa bajo estrés por temperatura en diversos géneros bacterianos, aunque
esto dependera directamente de la especie con la cual se evalue, debido a que los
factores estresantes son variables y afectan de forma particular. Paulucci et al.,
(2015) evaluaron los lipidos de membrana de la cepa L115 de Ochrobactrum
intermedium bajo condiciones de salinidad a 300 mM a dos temperaturas diferentes,
28 y 37°C, encontrando que la CL no modifica de forma significativa su presencia
debido a estos dos factores, sin embargo, similar a nuestro estudio, la PE disminuye
en la temperatura de 37 °C con respecto a 28 °C, asi como se ve mas reducida
cuando se combina 37 °C y NaCl. Por lo anterior, la PE también disminuye a mayor
temperatura y condiciones estresantes entre diferentes géneros bacterianos.

La CL desempeia un papel esencial en la adaptacion de una gran variedad de
bacterias ante diferentes tipos de estrés ambiental, entre ellos el estrés por sal.
Rojas-Solis et al., (2023) realizaron dos mutantes de los genes clsA y cIsB que
codifican a CL en cepa UM270 de Pseudomonas fluorescens, observaron que
ambas mutantes, producian menos CL a una concentraciéon de 200 mM de NaCl
(58% y 53% respectivamente) con respecto a la cepa silvestre. Con relacion a su
crecimiento, encontraron que solamente existe una disminucion cuando se cultiva a
100 mM (a partir de las 20 horas de incubacion) y 200 mM de NaCl (a partir de las
15 horas de incubacion). Por otra parte, Lopez et al., (2006) también realizaron
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mutantes en el gen c/sA de B. subtilis el cual resulté en un completa deficiencia de
CL, esta mutante mostré un crecimiento inferior con respecto a la cepa silvestre
cuando fue crecida en condiciones de salinidad a 1.2 My 1.5 M de NacCl, indicando
la importancia de la CL en el crecimiento bacteriano al ser expuestos bajo
condiciones de estrés por salinidad.

Ademas del cambio en los lipidos de membrana, otro mecanismo de adaptacién
empleado por bacterias bajo situaciones de estrés es la modificacién de los acidos
grasos (Yoon et al., 2015). Por ejemplo, a medida que aumenta la temperatura, es
comun observar un incremento en la proporcién de acidos grasos saturados y de
cadena larga dentro de la membrana ya que tienen un papel importante al mantener
la fluidez membranal en funcion del factor estresante al cual se encuentren
expuestos, como la temperatura (Mrozik et al., 2004).

En la cepa SEMIA 6144 de Bradyrhizobium se observa una disminucion de acidos
grasos insaturados y un aumento de acidos grasos saturados a 37 °C con respecto
a 28 °C, aunque los autores soOlo evaluan estas dos temperaturas, permite
comprobar la importancia de estas modificaciones en funcion de la temperatura
(Paulucci et al., 2011). En el presente estudio se esta llevando a cabo el
procesamiento de la composicion de acidos grasos de las poblaciones
termosensibles y termotolerantes, para de esta forma conocer la variacion de estos
compuestos en la membrana bacteriana al encontrarse bajo estrés por temperatura.
Bacillus spp. ha sido reconocido por su capacidad para potenciar el crecimiento de
los cultivos, tanto de manera directa como indirecta. Estos microorganismos no solo
exhiben la habilidad de fortalecer la resistencia de las plantas hacia fitopatogenos,
sino que también contribuyen a mejorar las propiedades del suelo, consolidandose
como un candidato relevante para promover practicas agricolas sostenibles (Khan
et al., 2022). Por lo que el uso de Bacillus spp. tolerantes a la temperatura es una
atractiva herramienta para el uso de fungicidas y fertilizantes quimicos, bajo el
escenario de calentamiento global y aumento poblacional para garantizar la

seguridad alimentaria.
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9. RESUMEN DE RESULTADOS

Se identifico la posible afiliacion taxonémica de grupos de aislados termosensibles
y termotolerantes.

Existe una separacidn de clados que incluyen aislados termosensibles y
termotolerantes; asi como sus temperaturas 6ptimas de crecimiento.

Los aislados termotolerantes mantienen su antagonismo a temperaturas elevadas,
en particular, contra B. cinerea.

Los aislados termosensibles y termotolerantes modulan diferencialmente sus lipidos
de membrana para resistir el estrés térmico.

La cardiolipina podria tener un papel importante en la sobrevivencia al estrés
térmico en Bacillus spp..
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10. CONCLUSION
Los aislados termotolerantes de Bacillus spp. modulan diferencialmente sus lipidos

de membrana y son capaces de mantener el efecto antifungico bajo estrés térmico.
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11. PERSPECTIVAS
Determinar la accion estimuladora del crecimiento vegetal en las especies de
bacterias termotolerantes bajo diferentes temperaturas de incubacion, asi como
evaluar su efecto promotor del crecimiento en plantas estresadas por temperatura
y en plantas infectadas con un fitopatdgeno.

La formacion de dos clados con base en la termosensibilidad y termotolerancia es
dato relevante. Los analisis a través de los genomas de los 8 aislados distribuidas
en ambas poblaciones permitiran realizar un analisis de genémica comparativa a
nivel de poblacién, e indagar sobre los determinantes genéticos involucrados en la

resistencia al estrés por temperatura.
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13. MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla 1S. Analisis BLAST de los aislados no identificados a nivel especie. Se muestran que
obtiene el mismo porcentaje de identidad para mas de una especie.

Aislado Cepa de referencia :1:::2(:; PltJ(:\ttaalje Cobertura dzoizc:nr:tizj: d No. Acceso
Bacillus megaterium strain ATCC 14581 1770 1770 95% 98.14% NR_117473.1

A Bacillus aryabhattai strain B8W22 1770 1770 95% 98.14% NR_115953.1
AF53 Bacillus thuringiensis strain IAM 12077 1864 1864 96% 99.42% NR_043403.1
Bacillus toyonensis strain BCT-7112 1864 1864 96% 99.42% NR 1217611

Apsg  Bacillus thuringiensis strain IAM 12077 1698 1698 92% 97.87% NR_043403.1
Bacillus toyonensis strain BCT-7112 1698 1698 92% 97.87% NR 1217611

AF62 Bacillus thuringiensis strain IAM 12077 1919 1919 99% 99.16% NR_043403.1
Bacillus toyonensis strain BCT-7112 1919 1919 99% 99.16% NR 1217611

AFea Bacillus jeotgali strain YKJ-10 1916 1916 99% 99.15% NR_025060.1
Bacillus subterraneus strain COOI3B 1916 1916 99% 99.15% NR_104749.1

AFGS Bacillus jeotgali strain YKJ-10 1938 1938 99% 99.44% NR_025060.1
1938 1938 99% 99.44% NR_104749.1

Bacillus subterraneus strain COOI3B
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_115953.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=X3SEX7CF016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_043403.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=X6SDFJEE016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_121761.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=X6SDFJEE016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_043403.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=X6THCHMB016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_121761.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=X6THCHMB016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_043403.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=X8Z5H1XX013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_121761.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=X8Z5H1XX013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025060.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=X8Z5Y0PV016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_104749.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=X8Z5Y0PV016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025060.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=X8Z66KWU013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_104749.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=X8Z66KWU013

