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Presentacion

Sin duda, la biotecnologfa representa una de las areas cientificas de mayor avance y aplicacion en
la actualidad. Aun cuando sus inicios fueron hace miles de afos, con la obtencién de cerveza y queso,
gracias al avance cientifico-tecnoldgico en las ciencias relacionadas con la biologia, se ha potenciado la
rama agropecuaria.

En México, considerando que las actividades de produccién agricola y pecuaria son primordiales
para el desarrollo del pafs, existe gran interés de la comunidad cientifica para buscar alternativas que den
solucion a los problemas mas relevantes que limitan la produccién de alimentos.

El presente compendio cientifico “Biotecnologia agropecuaria aplicada” aborda temas
relevantes del area agropecuaria. Se hace énfasis en el aprovechamiento de microorganismos bacterianos
y fungicos y su potencial uso en los agroecosistemas. Estas aplicaciones con la finalidad de promover
practicas sustentables de produccién, desde la promocion del crecimiento vegetal en condiciones
ambientales adversas, el biocontrol de fitopatégenos y malezas, asi como la biorremediaciéon. También se
exploran metodologfas novedosas para la obtencién de compuestos antioxidantes y antifingicos.
Ademas, se presentan avances en la elaboraciéon de nuevos alimentos para la produccién acuicola, como
alternativas para la nutricion efectiva.

Los trabajos aqui presentados constituyen evidencias de los pasos sélidos que dan los diferentes
grupos de investigacion nacionales e internacionales del area de la biotecnologia agropecuaria. Se agradece
la participacion de los autores que pertenecen al Sistema Nacional de Investigadoras e Investigadores

(SNII-CONAHCYT) de los Estados Unidos Mexicanos.

Los Autores
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Biotecnologia agropecuaria aplicada

Capitulo 1

Perspectivas de la aplicacion del microbioma bacteriano
de Parkinsonia aculeata en suelos salinos
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RESUMEN

Como alternativa para mitigar la salinidad de los suelos, el uso de rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (RPCV), se presenta en las tendencias actuales de biofertilizacion. El presente estudio
constituye la antesala de esquemas de produccién sustentables en ecosistemas aridos, cuyo objetivo fue
el aislamiento, caracterizacidon macroscopica y molecular de bacterias cultivables asociadas a la rizésfera
de Parkinsonia aculeata, bajo condiciones de salinidad en el semidesierto de Sonora, y evaluar las
perspectivas de aplicacion para la mitigacion del impacto de la salinidad en especies de interés agricola
del noroeste de México. Se obtuvieron un total de 20 aislamientos bacterianos los que, debido a su
adaptaciéon natural a condiciones salinas, pueden ser potenciales candidatos para la formulacion de

biofertilizantes, una vez probadas sus propiedades bioquimicas y de asociacion.

INTRODUCCION

La vida en las regiones aridas, semiaridas e hiperaridas se ve profundamente amenazada por las
duras condiciones ambientales de limitaciéon de agua, altos niveles de radiacion solar y fluctuaciones de
temperatura, junto con la salinidad del suelo y la deficiencia de nutrientes, que tienen graves consecuencias

para el crecimiento y la supervivencia de las plantas (Ramawa, 2009).
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La salinizacion se refiere al proceso de acumulacion de sales solubles en la superficie o en zonas
cercanas a la superficie del suelo; dicho término incluye suelos salinos, sédicos y alcalinos siendo el
fenémeno mas comun en la degradaciéon del suelo (Bui, 2017).

Los sueclos salinos, se caracterizan por presentar valores de pH<S8.5, conductividad eléctrica
medida en el extracto de saturacién del suelo CE > 4 dSm-1, porcentaje de sodio intercambiable PSI
<15, y los aniones dominantes son cloruros y sulfatos (Omuto et al., 2020). Por otra parte, los suelos
sédicos tienen un contenido de Na relativamente alto (ESP> 15) pero el contenido de sales solubles es
bajo (CE<4 dSm-1) y el pH del suelo se presenta en un rango de 8.5 y 10.5. En este tipo de suelos, los
aniones dominantes son carbonatos y carbonatos de hidrogeno. Los suelos sodicos salinos, presentan
caracteristicas intermedias entre los suelos sédicos pH>8.2, alta proporcion de Na (ESP >15) y valores
de CE>4 dSm-1, pero el contenido de sal solubles es bajo (Richards, 1954).

La salinizacién de los suelos agricolas es quizas el problema mas serio que enfrenta la agricultura
actual. En México, la salinizacion afecta el 3.2% del territorio nacional (600,000 ha) y se concentra
principalmente en los estados de Sonora, Sinaloa, Tamaulipas, San Luis Potosi, Chiapas, Nuevo Leodn,
Oaxaca, Veracruz y Zacatecas (Gonzalez-Trejo et al., 2019). Los suelos salinos se concentran en areas de
riego de zonas aridas, las cuales ocupan el 60% de la superficie del pais, y donde este proceso se acelera
con el uso de aguas ricas en sales y un manejo inadecuado de los suelos, lo que ocasiona un deterioro
progresivo de estos suelos, disminuyendo la produccién y calidad de las cosechas (Ojeda-Barrios et al.,
2021).

Las plantas que crecen en suelos salinos y los microorganismos asociados a ellas de manera natural
se adaptan y crean mecanismos de resistencia a este estrés. De esa forma establecen una relacion
mutualista esencial para el crecimiento adecuado de las plantas y la absorcion de nutrientes, asi como para
mejorar la tolerancia a los estreses bidticos y abidticos, incluido el estrés por salinidad (Alsharif et al,,
2020). Los microrganismos, que presentan caracteristicas y propiedades que favorecen el desarrollo de
las plantas, se conocen como Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (RPCV) (Mus et al.,
2016).

Especificamente, las RCPV poseen rasgos especificos que pueden mejorar el crecimiento de la
planta mediante mecanismos directos e indirectos (Vejan et al., 2016). Los mecanismos directos mejoran
el estado nutricional de las plantas al incrementar el volumen de exploracién y funcionalidad de las raices,
la captacion de agua, la disponibilidad y absorcién de nutrientes y la fisiologia de toda la planta (Kumar,
2015). Para lograrlo, se sintetizan hormonas reguladoras de crecimiento, acidos organicos, enzimas,
metal6foros, vitaminas y otros metabolitos secundarios (Moreno-Reséndez et al., 2018). Por otro lado,
los mecanismos indirectos estan involucrados en la proteccion contra el estrés ocasionado por factores
abidticos y bidticos, entre los que destacan la induccién de resistencia a condiciones ambientales adversas
(tolerancia a la sequia, acidez, alcalinidad, radiacién solar, temperaturas extremas, toxicidad de metales) y

a fitopatégenos. Este ultimo factor involucra la activacién de la resistencia sistémica inducida, inhibicion
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de produccién de biopeliculas, interferencia en la sefializacién ‘quorum sensing’, activacion de
mecanismos de detoxificaciéon de factores de virulencia, y la produccién de enzimas/metabolitos
involucrados en funciones especializadas (Moreno-Reséndez et al., 2018; Villarreal-Delgado et al., 2018;
Navarro-Torre et al., 2023, Glick & Gamalero, 2021).

En el estado de Sonora México, Parkinsonia aculeata es una de las especies vegetales mas
dominantes, la cual se encuentra bien adaptada a condiciones de salinidad, sequia y altas temperaturas
(Gonzalez et al., 2021; Argentel-Martinez et al., 2023, Herrera-Sepulveda et al., 2023). Estas adaptaciones
podrian ser el resultado de la presencia de comunidades bacterianas que, utilizando diferentes
mecanismos bioquimicos, favorecen el crecimiento y reproduccion de las plantas (Toledo et al., 2022).
Teniendo en cuenta este escenario, se realizo la presente investigacion, la cual tuvo por objetivo, el
aislamiento, caracterizacién macroscopica y molecular de bacterias cultivables asociadas a la rizosfera de
P. aculeata, bajo condiciones de salinidad en el semidesierto de Sonora, y evaluar las perspectivas de
aplicacion para la mitigacién del impacto de la salinidad en especies de interés agricola del noroeste de
México. Los resultados de la presente investigacion constituyen la base para una futura evaluacion de
potencialidades biotecnoldgicas del microbioma de P. aculeata, orientado a la promocion de plantas y/o
biocontrol de enfermedades en cultivos que se establezcan en ecosistemas fragiles afectados por la

salinidad del suelo.

MATERIALES Y METODOS
Sitios de muestreo

El estudio se llevé a cabo en el Municipio de San Ignacio Rio Muerto, especificamente en la
localidad de Bahia de Lobos, abarcando un area de 2 hectireas con condiciones de salinidad elevada
(conductividad eléctrica CE= 8,6 dSm™) (27°22'15" N; -110°25'35" O). Se recolectaron muestras de suelo
a profundidades de 0-50 c¢m, extrayendo un total de nueve muestras compuestas en puntos distribuidos

aleatoriamente para su analisis fisicoquimico (An et al., 2022).

Muestreo y procesamiento de muestras

Se emple6 una barrena para evitar la contaminaciéon de las muestras con un diametro de 3,4
pulgadas y una longitud de 30 cm para la extraccion de las muestras. Estas fueron obtenidas en areas
cercanas a plantas de P. aculeata con una altura promedio de 1,5-3,0 m. De cada ubicacién se tomaron
nueve submuestras de suelo, cada una con un peso de 1 kg. Posteriormente, las muestras fueron
almacenadas en bolsas de plastico Ziploc y transportadas a temperatura ambiente al laboratorio para su

posterior procesamiento (An et al., 2022) (Figura 1).
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Aislamiento y caracterizacion macroscopica

El aislamiento de microorganismos cultivables de la rizésfera de P. aculeata se llevd a cabo
siguiendo la metodologfa descrita por Cordero-Ramirez et al. (2012), la cual se describe a continuacion.
Para el aislamiento y la identificacién iniciales, se tomé una submuestra de cada muestra de suelo para
preparar una solucion acuosa homogeneizada. Para purificar las bacterias se empleara el método de
diluciones seriales utilizando medios de cultivo selectivos [Agar de aislamiento de actinomicetos (AIA),
medio King’s B y De Man Rogosa y Sharpe (MRS)]. Las colonias bacterianas se revisaron cada 48 horas
durante seis dias; cada nuevo morfotipo se subcultivé y mantuvo en medio LB. Estas permanecieron en
observacion durante una semana, con el objetivo de caracterizar macroscopicamente la morfologfa de las
colonias (color, forma, tamafio y consistencia). Las caracteristicas macroscopicas de las colonias se

examinaron mediante microscopia optica (modelo BH2; Olympus). Finalmente, los microorganismos

purificados se criopreservaron con glicerol al 15% a -70 °C.

SOKM , Cimara: 328 km 2T°2T'S2'N 109°45'45°W 278 m

Figura 1. Toma de muestras de suelo rizosférico en el semi-desierto de Sonora. A) Ubicacion del sitio
experimental en Bahia de Lobos, municipio de San Ignacio Rio muerto. B) toma de muestra con
barrena. C) tamizaje y homogenizacién de la muestra. Fuente: Los autores.
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Extraccion de ADN, amplificacion y secuenciacion de los microorganismos cultivables

Partiendo de las cepas purificadas, se realizara la extraccion de ADN genémico, con el kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit (QIAGEN). El ADN genémico se utilizé como molde para la
amplificacion parcial de la regiéon 16S del ADN ribosomal utilizando los cebadores F2C (5'-
AGAGTTTGATCATGGCTC -3")/ C (5'- ACGGGCGGTGTGTAC -3") (Shietal., 1997). Fue utilizada
las siguientes condiciones de amplificacién: desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 4 min; 30 ciclos a
94 °C durante 1 min, 60 °C durante 1 min y 72 °C durante 1,5 min; y una elongacion final a 72 °C durante
5 min. La secuenciacion del ADN se realizé mediante la plataforma Sanger (Sanger ABI 3730 XL, Applied
Biosystem) utilizando el cebador interno Ul (5'-CCAGCAGCCGCGGTAATACG -3") (Lu et al., 2000).
Las secuencias de ADN obtenidas se editaron y analizaron utilizando el software FinchTV 1.4.0 de
Geospiza, Seattle, WA; y BLAST (NCBI, www.ncbinlm.nih.gov), respectivamente. Todas las secuencias
se compararon y depositaron en el Genbank del NCBI. Las secuencias del gen 16S rRNA se alinearon
con el software Clustal W, posteriormente se establecieron relaciones filogenéticas utilizando el algoritmo
de Neighbour-joining empleando el software MEGA 6. Para la construccién del arbol filogenético, se
utilizo la secuencia del 16S tRNA de Pyrococcuss abssi (1.19921.1) como grupo externo. La estabilidad de

los clados se determiné con un valor de 1000 bootstrap.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron un total de veinte aislamientos bacterianos asociados a la rizésfera de P. aculeata,
provenientes de Bahfa de Lobos. Las caracteristicas macroscopicas de estas cepas, se presentan en la
Tabla 1. Las cepas se identificaron mediante el analisis del gen 16S tRNA y se compararon con los
registros disponibles en el GenBank (NCBI). La longitud de las secuencias nucleotidicas varié entre 1295
y 1330 nt. El porcentaje de identidad de las secuencias fue mayor al 99.85% (Tabla 1) (Figura 2). Se logré
llegar al nivel de identificacién de especie para todas las cepas, encontrando un total de nueve especies,
siendo las mas frecuentes Priestia megaterinm y Priestia aryabhattai (Figura 3).

Herrera-Sepulveda et al. (2023), reportaron las caracteristicas fisicoquimicas del suelo de Bahia de
Lobos (pH 8.8, CE 14.6 dSm™y PSI 38), clasificindolo como un suelo salino-sédico y de tipo gipsisoles.
En el presente estudio se observo que estas caracteristicas, tienen influencia en la composicién de su flora
microbiana con la presencia de bacterias cultivables asociadas a la rizosfera de P. aculeata. En suelos que
no se encuentran sometidos a condiciones de salinidad, se pueden cultivar una mayor diversidad de
bacterias, tal es el caso de los estudios realizados por Chandra et al. (2020). Estos autores reportaron el
efecto en la diversidad microbiana cultivable de seis especies de plantas (biotipos) bajo diferentes niveles
de salinidad, en donde se observé que a niveles de salinidad mayores (CE>8.0 dS m™) se presenta una
menor diversidad en las poblaciones microbianas, sin embargo, el impacto de la salinidad podia ser mas
severo dependiendo del biotipo. Los resultados obtenidos en el presente trabajo confirman esta

afirmacion, si consideramos que la CE del local en estudio tenfa valores de 8,6 dS m™.

| 10



Tabla 1. Caracterizacion macroscopica y molecular de cepas aislada de la rizésfera de P. aculeata en condiciones de salinidad.

Biotecnologia agropecuaria aplicada

Caracterizacién macroscopica

Caracterizacion molecular

Morfologia de aislados purificados

Numero de

Coincidencia mas cercana basado en

Cepa en agar LB+Glucosa (color, forma y acceso en secuencias del gen 165 ARN:
tamafo, consistencia) Genbak . . o 'fle Numero
Nombre cientifico identidad de acceso
BA1 Crema, irregular grande, suave ON869243 Enterobacter cloacae 99.85 KT261192
BA2-A Crema, circular grande, suave ON869244 Bacillus aryabhattai 99.92 MT18418
BA4 Crema, circular mediana, mucoide ON8(69245 Priestia megaterium 99.85 MF431767
BA7-B Crema, circular, mucoide ON869246 Priestia megaterinm 100 JEF496300
BAS-A Crema, suave ON869247 Sinomonas halotoleran 99 OK605799
BA9 Amarilla, puntiforme, suave ON869248 Micrococcus luteus 99.92 KMO047496
BA10-B Crema, mucoide ON869249 Sinomonas halotoleran 98.92 OK605799
BM1 Crema, circular grande, seca ON869250 Bacillus cereus 100 MT544972
BM?2 Crema, circular mediana, suave ON869251 Priestia megaterinm 99.85 KT153598
BM3-A Crema, circular mediana, suave ON869252 Priestia endophytica 99.92 KC237279
BM3-B salmoén, puntiforme, suave ON869253 Kocuria turfanesis 99.69 MG594807
BM4 Crema, circular mediana, suave ON869254 Priestia megaterinm 100 MK318791
BMo6-A Crema circular grande, mucoide ON869255 Priestia aryabhattai 100 MT184818
BMo-B Crema circular mediana, suave ON869256 Priestia aryabhattai 100 MT078622
BMo-C Crema puntiforme, suave ON869257 Priestia megaterinm 100 OM463625
BM7 Crema, circular mediana- borde ondulado, suave ON869258 Priestia aryabhattai 99.92 JE895478
BM10 Crema, circular grande-borde ondulado, suave ON869259 Priestia megaterium 100 MK318796
BP5 Crema, circular pequena, suave ON869260 Staphylococcus warneri 100 MH198281
BP6 Crema, circular mediana, suave ONB869261 Priestia endophytica 99.85 MT373518
BP9 Crema, circular mediana, suave ON869262 Priestia endophytica 99.85 MT373518
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ONB869244 Priestia aryabhattai BA2A
ONB869255 Priestia aryabhattai BM6A
MT184818 Priestia aryabhattai
JF895478 Bacillus aryabhattai
ONB869258 Priestia aryabhattai BM7
ONB869256 Priestia aryabhattai BM6B
ONB869257 Priestia megaterium BM6C
[| MF431767 Priestia miegaterinm
ONB869259 Priestia megaterium BM10
ONB869245 Priestia megaterium BA4
ONB869246 Priestia megaterium BATB
62|| MH762122 Priestia megaterinn
ON869254 Priestia megaterium BM4
ONB869251 Priestia megaterium BM2

ONB869252 Priestia endophytica BM3A
ON869261 Priestia endophytica BP6
ON869262 Priestia endophytica BP9

81| IMT373518 Priestia endophytica

MH168995 Priestia endophytica
95| HMT544972 Bacillus cereus
ON869250 Bacillus cereus BM1
‘{Ml 1198281 Staphylococcus warneri

"MT*#‘)Z()Z.'i Bacillus cerens

MZ964595 Staphylococcus warneri

=]

8
ONB869260 Staphylococcus warneri BP5

KT261192 Enterobacter cloacae
1001 ON869243 Enterobacter cloacae BA1

98_| IX966461 Kocuria turfanensis

88| || ON869253 Kocuria turfanensis BM3B

gf); | KUGG3661 Micrococens lutens
ONB869248 Micrococcus luteus BA9
65
ON869247 Sinomonas halotolerans BASA

97||ON869249 Sinomonas halotolerans BA10B

OKG605799 Sinomonas halotolerans

98

NR145949 Sinomonas balotolerans

L L.19921 Pyrococcus abyssi

—
0.10

Figura 2. Arbol filogenético obtenido a partir de secuencias de 16S ARNr de cepas asociadas a la
rizostera de P. aculeata en el sitio bajo condiciones de salinidad. La construccién del arbol se llevé a cabo
utilizando el método de Vecino mas cercano (Neighbor-Joining). Pyrococcus abyssi (1.1992.1) se incluyé como
grupo externo. Se muestran valores de Bootstrap superiores al 50% (basado en 1000 replicas).
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B Enterobacter cloacae W Priestia aryabhattai Priestia megaterinm
Sinomonas halotolerans M Micrococcus lutens B Priestia endophytica
B Kocuria turfanesis W Staphylococcus warneri M Bacillus cerens

Figura 3. Distribucién del nimero de cepas asociadas a la rizosfera de P. aculeata en el sitio experimental
de Bahia de Lobos. La contabilizacion se hizo con base a la secuenciacion parcial del gen 16S ARNTr.

Ibarra-Villareal et al. (2023) reportaron el efecto de la diversidad de las bacterias cultivables
asociadas al cultivo de trigo en el Valle del Yaqui, destacando el impacto de la CE sobre la diversidad
bacteriana. Se observé que la mayor diversidad de bacterias cultivables se presenté en suelos con valores
de CE de 0.9 y 2.4 dS m™ y una menor diversidad en valores de CE de 5.2 'y 6.4 dS m™. Adem4s, Abdul
Rahman et al. (2021) reportan los efectos negativos del estrés salino en suelos, destacando las alteraciones
en las propiedades fisicoquimicas las cuales influyen en la reduccién de la actividad microbiana al igual
que en su composicion.

Entre las cepas aisladas, nueve especies fueron identificadas y todas ellas han sido previamente
reportadas como RPCV, exhibiendo varios rasgos de interés tales como actividad antimicrobiana,
produccion de enzimas, sintesis de hormonas vegetales, solubilizacién y fijacion de elementos, capacidad
de tolerar la sal, produccion de metabolitos secundarios para aliviar el estrés abidtico, actividades
antioxidantes y biorremediacion. Especificamente, las especies S. halotolerans, E. cloacae, K. turfanesis y P.
aryabbattai pueden clasificarse como bacterias hal6filas moderadas, debido a su capacidad para crecer bajo
3-15% de NaCl (Goswami et al., 2014; Guo et al., 2015; Ji et al., 2020; Shahid et al., 2022). Estas bacterias
estan adaptadas a ambientes aridos y pueden sobrevivir a largos periodos de sequia y ejercer un efecto
positivo mejorado en las plantas cuando se produce la rehidratacion (Etesani & Glick, 2020; Chandra et
al., 2021). Por lo tanto, estos microorganismos pueden tener un gran potencial para su uso en la
agricultura, ya que se ha informado de que varias bacterias hal6filas aumentan la produccion de cultivos
y protegen a las plantas contra diferentes tipos de estrés abiotico (Pathania et al., 2020). Por lo tanto, los

microorganismos asociados a plantas endémicas de zonas aridas constituyen un nicho para aislar
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microorganismos con potencial para remediar suelos salinos, y para mejorar el rendimiento de cultivos
en suelos salinos (Takur et al., 2022).

Bajo esta premisa, es importante estudiar las comunidades microbianas nativas, incluyendo el
aislamiento y cultivo de las mismas, para comprender su papel ecolégico en ambientes especificos como
los suelos salinos y secos y su implicacion en el rendimiento de las plantas (Verma et al., 2013) y, en gran
medida, como paso esencial para desarrollar capacidades biotecnolégicas novedosas e innovadoras
capaces de cambiar la realidad de varios ecosistemas que manifiestan estrés hoy con capacidades de

biorremediacién con el uso de estas bacterias caracterizadas.

CONCLUSIONES

Se obtuvo un total de 20 aislados bacterianos de la rizésfera de P. aculeata en condiciones de suelo
salino, los cuales fueron identificado en base a secuencias parciales del gen parcial 16S tRNA, estas
pertenecen a nueve especies que previamente han sido reportadas como RPCV. Es necesario profundizar
con la caracterizaciéon metabdlica de estas bacterias ya que, debido a su adaptacién natural a condiciones
salinas, es probable que sean candidatas ideales para su uso potencial en la formulacién de inoculantes
bacteriano. Una vez obtenidos inoculantes podrian mejorar la fertilidad del suelo, aumentar la tolerancia
de las plantas a la salinidad, mejorando la productividad de los cultivos como parte de la seguridad

alimentaria, propiciando practicas de biofertilizacién amigables con el medio ambiente.
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