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RESUMEN

La agricultura enfrenta graves desafios debido a condiciones ambientales adversas como la escasez
de agua y la salinidad del suelo, factores que limitan la productividad y generan pérdidas
significativas a nivel mundial. En México, estos problemas afectan a cultivos de gran relevancia
econdmica como el tomate, lo que ha impulsado la busqueda de alternativas sostenibles, entre ellas
los formulados bioldgicos integrados por microorganismos promotores de crecimiento vegetal. Las
actinobacterias, especialmente aquellas de ambientes extremos como Cuatro Ciénegas, Coahuila
(CCC), representan un recurso de gran potencial por su capacidad de producir compuestos

bioactivos y favorecer la adaptacion de las plantas a condiciones adversas.

En el presente estudio se evaludé un formulado multicepa conformado por tres aislados de
actinobacterias de CCC (670, 518 y 198), cuya sinergia se confirm6é mediante un ensayo de
confrontacion. El consorcio fue aplicado en tomate var. Cherry, bajo ensayos in vivo de estrés
hidrico y estrés salino. Los resultados mostraron un efecto promotor de crecimiento significativo,
evidenciado por un aumento en biomasa fresca y seca, aumento del porcentaje de Contenido
Relativo de Agua (CRA), asi como en modificaciones de la arquitectura radicular, particularmente
en el incremento del nimero de raices secundarias, el cual fue tres veces mayor en comparacion

con las plantas no inoculadas.

A nivel fisiologico, las plantas inoculadas presentaron mayor tasa fotosintética, asociada a un
incremento en la produccion de clorofila total, lo que sugiere una mejora en el rendimiento
metabolico bajo estrés. El analisis bioquimico reveld que el consorcio actia como modulador del
estrés salino al mantener niveles bajos de prolina en raices, lo que indica un posible efecto
amortiguador frente a la toxicidad por salinidad. Por otro lado, el analisis anatomico-funcional
mostré que las plantas tratadas conservaron una dindmica estomatica adecuada, manteniendo
estomas abiertos incluso bajo estrés, asi como una arquitectura celular mas uniforme en los vasos
de xilema, evidenciando una mejor adaptacién a la sequia y a la salinidad. En conjunto, los
resultados demuestran el potencial biotecnoldgico de las actinobacterias de CCC y respaldan el uso
de consorcios microbianos como una alternativa viable para mejorar la tolerancia de los cultivos

frente a las crecientes probleméaticas ambientales que afectan a la agricultura moderna.



ABSTRACT

Agriculture faces serious challenges due to adverse environmental conditions such as drought and
soil salinity, which severely limit productivity and contribute to substantial crop losses worldwide.
In Mexico, these factors affect economically important crops such as tomato. This situation has
driven the search for sustainable alternatives, including biological formulations composed of plant

growth-promoting microorganisms.

Actinobacteria, particularly those isolated from extreme environments such as Cuatro Ciénegas,
Coahuila (CCC), constitute a valuable resource because of their capacity to produce bioactive

compounds and facilitate plant adaptation to abiotic stress.

This study evaluated a multistrain formulation comprising three actinobacterial isolates from CCC
(670, 518, 198), with their synergistic interaction confirmed through a plate confrontation assay.
The consortium was applied to Cherry tomato plants exposed to in vivo drought and salinity stress
assays. The results indicated a pronounced growth-promoting effect, as shown by significant
increases in fresh and dry biomass, elevated Relative Water Content (RWC), and notable
modifications in root architecture, particularly a threefold increase in the number of secondary

roots, compared to non-inoculated plants.

At the physiological level, inoculated plants exhibited an enhanced photosynthetic rate associated
with increased total chlorophyll content, suggesting improved metabolic performance under stress
conditions. Biochemical analyses revealed that the consortium modulated the salinity response by
maintaining low proline levels in roots, indicating a potential buffering effect against salt-induced
toxicity. Additionally, anatomical evaluations showed that treated plants preserved adequate
stomatal function, maintaining widely open stomata even under adverse conditions, as well as a
more uniform cellular architecture in xylem vessels, both of which are indicative of improved

adaptation to drought and salinity.

Overall, these findings highlight the biotechnological potential of CCC-derived actinobacteria and
support the use of microbial consortia as a viable strategy to enhance crop tolerance to the

increasing environmental challenges faced by modern agriculture.



1. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, la agricultura ha dependido del uso intensivo de fertilizantes y pesticidas
para aumentar la productividad. Sin embargo, el uso prolongado de estos productos ha tenido un
impacto negativo en el area agricola, degradando la calidad del suelo, contaminando las fuentes de
agua y afectando la salud de los cultivos. Esto ha impulsado la busqueda de alternativas sostenibles
que ayuden a mitigar los efectos de los productos quimicos y mejorar la salud de los ecosistemas

agricolas (Chavez et al. 2020).

Uno de los principales desafios para la agricultura sostenible es el deterioro de suelos debido a la
sequia y los altos niveles de sal. Se estima que el 20% de los suelos agricolas del mundo se
encuentran afectados por la salinidad, cifra que podria aumentar a 73% para el afio 2050 (FAO
2024). Ademas, alrededor del 45% de los suelos ha experimentado alglin grado de sequia, limitando
la productividad y resultando en pérdidas econdmicas significativas (ONU 2024; Kumar et al.
2020). En México, cerca del 70% del territorio experimentd sequia para finales del 2024, del cual
cerca del 40% se encontraba bajo sequia severa, extrema o excepcional (MSM 2024). Por otra
parte, la salinidad afect6 principalmente al norte y noroeste del pais debido al riego intensivo y
caracteristicas edaficas que favorecen la acumulacion de sales en el suelo, afectando la seguridad

alimentaria y la economia de los productores (Pacheco et al. 2024).

Solanum lycopersicum es el segundo producto de hortaliza mas importante del mundo, y es un
cultivo altamente susceptible a condiciones de estrés abidtico. La sal en especifico es un factor
determinante que reduce el rendimiento del tomate debido a sus efectos sobre la fisiologia y
bioquimica de la planta (Pérez et al. 2023). En respuesta a esta problematica, una alternativa es el
uso de bioinoculantes, formulados a partir de microorganismos promotores de crecimiento vegetal
o PGPB/PGPR por sus siglas en inglés, reconocidos por su capacidad de estimular el desarrollo de
las plantas y de inducir mecanismos de tolerancia frente a condiciones adversas (Palacio et al.
2016), mediante el crecimiento del sistema radicular, aumentando la absorcion de nutrientes y

mejorando la calidad del suelo (Calvo ef al. 2014).

Las actinobacterias en particular, destacan por su capacidad de produccion de compuestos
bioactivos con efectos promotores de crecimiento vegetal. Se trata de un grupo ampliamente

distribuido en los suelos y que exhiben capacidad para mejorar la absorcion de nutrientes. Ademas,



algunas especies de actinobacterias producen metabolitos que incrementan la resistencia de las
plantas frente a condiciones de baja disponibilidad de agua y salinidad (Cotler et al. 2020).
Particularmente aquellas provenientes de ecosistemas extremos como los suelos de Cuatro
Ciénegas, Coahuila, han desarrollado adaptaciones particulares que les permiten sobrevivir en
condiciones adversas, lo que las hace candidatas para mejorar la tolerancia de las plantas al estrés

abidtico (Arocha 2018).

En este sentido, la evaluacion de la respuesta de las plantas frente al estrés hidrico y salino en
interaccion con actinobacterias, permite comprender de manera integral los procesos fisiologicos,
anatomicos y bioquimicos involucrados en la tolerancia al estrés abiotico. Este enfoque es clave
para comprender coémo los microorganismos benéficos modulan funciones esenciales de la planta,
como el balance hidrico, la eficiencia fotosintética y los mecanismos de proteccion celular,

favoreciendo una mejor adaptacion en ambientes limitantes.

Asimismo, el uso de consorcios microbianos representa una alternativa prometedora frente al uso
de cepas individuales, puesto que integra multiples mecanismos de acciéon que mejoran la
estabilidad y favorecen la interaccion planta-microorganismo. La combinacion de diferentes
aislados de actinobacterias puede optimizar procesos como la disponibilidad de nutrientes, la
produccion de metabolitos bioactivos y la induccion de respuestas de tolerancia, que derivan en un
mejor desempeio vegetal bajo condiciones de estrés. De esta manera, la identificacion y el
aprovechamiento de los consorcios contribuyen al desarrollo de bioinoculantes mas eficientes, con
aplicaciones directas en la agricultura y en la mitigacion de los efectos del estrés abiotico sobre los
cultivos. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de un consorcio multicepa de
actinobacterias aisladas de CCC, sobre la tolerancia al estrés hidrico y salino en plantas de tomate
(Solanum lycopersicum var. Cherry), mediante el analisis de pardmetros fisiologicos, bioquimicos

y anatomico-funcionales.



2. ANTECEDENTES

2.1 Importancia del cultivo de tomate (Solanum lycopersicum)

Solanum lycopersicum var. Cherry es una variedad de tomate de tamafio pequefio que se caracteriza
por su ciclo de crecimiento rapido y su capacidad para producir multiples frutos en racimos
compactos. Es una variedad atractiva tanto para cultivos comerciales como para huertos caseros.
Su altura varia entre 1 y 2 metros, con un ciclo de vida relativamente corto que permite cosechas
continuas durante varias semanas. Gracias a su sabor dulce, alto contenido de azucares y perfil
nutricional favorable, rico en vitaminas A, C y compuestos antioxidantes, el tomate Cherry es

altamente valorado para el consumo fresco y para la industria de productos procesados.

A nivel nacional, el tomate es una de las hortalizas de mayor relevancia en términos de valor de
produccion, lo que resalta su importancia dentro del sector agricola. Se trata de una planta herbacea
con preferencia por suelos ricos en nutrientes y que presenta sensibilidad a factores abidticos
adversos como la salinidad y la baja disponibilidad de agua. Su temperatura 6ptima de crecimiento
oscila entre los 20 y 25 °C; sin embargo, su produccion se ha optimizado mediante el uso de
invernaderos y tecnologias de cultivo controlado, lo que permite su establecimiento bajo diversas
condiciones climaticas. Asimismo, la variedad Cherry presenta buena adaptabilidad a distintos
sistemas de cultivo, incluyendo suelo e hidroponia, asi como tolerancia a enfermedades comunes,
lo que la hace adecuada tanto para la produccion comercial como para estudios experimentales

(FAOSTAT 2022).

2.1.1 Importancia econémica en México

Solanum lycopersicum, cominmente conocido como tomate, es una de las hortalizas de mayor
relevancia en la agricultura global y nacional. A nivel mundial, China es el principal productor, con
una produccion anual de entre 60 y 70 millones de toneladas. Esto representa alrededor del 35 al
40% de la produccion global. En este contexto, México es uno de los diez principales productores
de tomate en el mundo, ocupando generalmente el séptimo u octavo lugar segun la fuente

consultada (FAOSTAT 2024).

En cuanto al comercio internacional, México es el pais que mas exportd tomate fresco para el cierre
del 2024. El destino principal de estas exportaciones es Estados Unidos, que recibe mas del 90%
del total exportado, seguido por Canadd y Japon que también importan tomate de México, aunque

en menor cantidad (SADER 2024). La exportacion a Estados Unidos muestra lo importante que es
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este producto para la agricultura mexicana. En 2024, México produjo mds de 3 millones de
toneladas de tomate y exportdé mas de 973 mil toneladas. Esto hace que el tomate sea la hortaliza

mas exportada y una de las principales fuentes de ingresos del sector agricola mexicano (SIAP

2024) (Tabla 1).

Dentro del territorio nacional, la produccion se concentra principalmente en estados como Sinaloa
(con el 48.9% de la produccion nacional), Sonora (10.6 %), Baja California Sur (7.2%), Michoacan
(4.4%) y San Luis Potosi (4.2%), (Tabla 2) (SADER 2025; SIAP 2024; Lozano 2022). En
particular, Sinaloa destaca como el principal estado productor, no solo por contribuciéon en
volumen, sino también por su impacto econdémico, ya que, para el cierre del 2024, el valor de la
produccion de tomate en esta entidad representd aproximadamente 7,988 millones de pesos,
reflejando la relevancia del cultivo como fuente de ingreso para los productores agricolas (SADER

2025).

Tabla 1. Indicadores de produccion, importancia y exportacion del tomate en México, modificada a partir de

datos del SIAP (2024).

Produccion 2024
Semaforo
Estimada Otofo-invierno Importaciones Exportaciones
Mayo
3,608,200 1,213,335 NS 973,325 Verde
toneladas toneladas toneladas toneladas




Tabla 2. Producciéon de tomate (Solanum Iycopersicum) por entidad federativa ciclo otofio-invierno 2023 y 2024.

Las entidades federativas estdn ordenadas de mayor a menor por la produccion obtenida en el ciclo 2024 (SIAP 2024).

Variacién Part. %
Entidad Federativa 2023 2024 Absoluta % 2024
Total 1,282,002 1,213,335 -68,667 -5.4 100.0
Sinaloa 692,457 593,022 -99,435 -14.4 48.9
Sonora 127,093 128,524 1,431 1.1 10.6
Baja California Sur 73,491 87,942 14,451 19.7 7.2
Michoacan 36,545 52,834 16,289 446 4.4
San Luis Potosi 18,205 51,270 33,066 181.6 4.2
Morelos 38,806 39,378 572 15 3.2
Guanajuato 30,721 38,040 7,319 23.8 3.1
Chiapas 35,710 35,707 -4 0.0 29
Oaxaca 39,386 33,188 -6,198 -15.7 2.7
Querétaro 40,744 26,282 -14,462 -35.5 2.2
Veracruz 21,956 21,449 -507 -2.3 1.8
Jalisco 26,838 20,170 -6,668 -24.8 1.7
Colima 17,440 17,291 -148 -0.9 1.4
México 23,561 17,147 -6,414 -27.2 1.4
Guerrero 13,228 13,181 -47 -0.4 11
Campeche 10,688 10,386 -302 -2.8 0.9
Nayarit 7,761 9,397 1,636 211 0.8
Zacatecas 12,788 5,035 -7,753 -60.6 0.4
Tamaulipas 4,886 4,983 97 2.0 0.4
Hidalgo 4,340 3,701 -639 -14.7 0.3
Puebla 2,011 2,052 41 2.0 0.2
Yucatdn 913 857 -56 -6.2 0.1
Tabasco 662 641 -21 -3.2 0.1
Aguascalientes 551 530 -21 -3.7 0.0
Quintana Roo 1,221 328 -894 -73.2 0.0

Los valores estan expresados en toneladas totales (ton), la suma de los parciales puede no coincidir con el total por
redondeo de cifras.

Part.%: porcentaje de produccion que aporta cada entidad al total obtenido a nivel nacional.



Entre los retos existentes para la produccion de tomate en México la escasez de agua y el aumento
de la salinidad en ciertos suelos agricolas, factores que afectan directamente el rendimiento y la
calidad del fruto. En respuesta a estas limitantes, en los ultimos afos se ha promovido la
implementacién de estrategias biotecnologicas, entre las que destacan el uso de microorganismos
promotores de crecimiento vegetal (PGBR/PGPB), capaces de mejorar la tolerancia de las plantas

a estrés hidrico y salino, asi como favorecer su desarrollo y productividad (Lozano 2022).

2.1.2 Solanum lycopersicum var. Cherry como modelo de estudio

Solanum lycopersicum var. Cherry se ha consolidado como un recurso valioso en la investigacion
agricola y biotecnologica, principalmente por su versatilidad en estudios relacionados con
fisiologia, genética y respuestas a condiciones de estrés. Analisis de transcriptdmica y
metabolomica han mostrado que el tomate Cherry constituye un modelo idoneo para estudiar
procesos de maduracion y acumulacion de metabolitos secundarios asociados con sabor, calidad
de fruto y mecanismos de respuesta frente a factores de estrés abidtico (Pan et al. 2023). Mas alla
de sus caracteristicas morfoldgicas, esta variedad es relevante en el ambito cientifico porque
permite un manejo experimental eficiente y ofrece un sistema adecuado para analizar interacciones

planta-ambiente bajo condiciones controladas.

2.2 Estrés abiotico en sistemas agricolas

Se define como estrés abidtico a cualquier condicion ambiental adversa que limita el crecimiento,
desarrollo y productividad de las plantas. Entre los principales factores se encuentran la sequia, la
salinidad, las temperaturas extremas, la radiacion, la toxicidad por metales pesados y la
compactacion del suelo. Estos factores representan una de las principales limitantes para la
produccion agricola a nivel global, ya que afectan directamente procesos fisiologicos, bioquimicos
y estructurales esenciales para el desarrollo vegetal, sin embargo, a pesar del conocimiento
acumulado, atin existe una brecha en la comprension de cdémo los consorcios microbianos modulan

simultdneamente multiples niveles de respuesta en las plantas en respuesta al estrés hidrico y salino.

2.2.1 Impacto en la productividad

Se estima que mas del 50% de la reduccion del rendimiento de los cultivos a nivel mundial se
atribuye al estrés abiotico (Munns y Tester 2008). A diferencia del estrés bidtico, ocasionado por
plagas y patogenos, el estrés abidtico resulta mas complejo de mitigar debido a su naturaleza y

estrecha relacion con las condiciones ambientales. En los tultimos afos, su impacto se ha



intensificado como consecuencia del cambio climatico, particularmente por el incremento en la
frecuencia de sequias y la salinizacion de los suelos, lo que resalta la necesidad de desarrollar

estrategias que incrementen la resiliencia de los cultivos (Fahad et al. 2017).

Las plantas, al ser organismos sésiles, se encuentran continuamente expuestas a variaciones
ambientales que pueden presentarse de manera individual o combinada. En este sentido, la
aparicion simultanea de multiples factores de estrés como la salinidad y la falta de agua ha
demostrado generar efectos mas severos que aquellos provocados por un solo tipo de estrés (Figura
1), intensificando el dafio fisiolégico y metabolico y comprometiendo significativamente la

productividad de cultivos de importancia econdomica a nivel global.

Respuesta al estrés

Estrés abiético: ] / \
Altas temperaturas
Bajas temperaturas AeAS Disminugi(?n
Sequias de EROS de la actividad
Alta salinidad fotosintética
Alta concentracion
de metales pesados Disminucion
en el ambiente del crecimiento
- y desarrollo
de la planta
Disminucién

del rendimiento

Figura 1. Efecto del estrés abiotico en plantas (Imagen modificada de Hernandez et al. 2025).

2.2.2 Estrés hidrico y salino: caracteristicas, interaccion y efectos en las plantas

Las plantas han encontrado formas de adaptarse a los cambios de su entorno. Esto sucede porque
han desarrollado mecanismos que funcionan a diferentes niveles, como a nivel celular y sistémico.
Estos mecanismos ayudan a reducir los efectos negativos del estrés y a mantener el equilibrio
interno de la planta (Figura 2). Asi mismo, no trabajan de manera independiente, sino que forman
parte de una red que se comunica entre si. Cuando las plantas se enfrentan a condiciones dificiles
como la salinidad, la falta de agua o temperaturas extremas, activan rutas comunes dentro de su

sistema. Esto incluye la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), el movimiento de
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iones como el calcio (Ca?"), y la regulacion de hormonas vegetales clave como el acido abscisico
(ABA) (Figura 3). Estas senales modifican la forma en que la planta expresa sus genes, lo que
permite ajustes en su metabolismo, en la forma en que sus estomas se abren y cierran y en la

activacion de mecanismos de defensa a nivel celular y sistémico (Kopecka et al. 2023).

SALINIDAD » Desbalance y toxicidad iénica Muerte celular
* Inhibicién en la toma de agua y de potasio programada
‘ » Bajo contenido de pigmentos fotosintéticos
* Menor conductancia estméatica Desbalance
Praduccitn s Desbalance hormonal y nutricional del_ml_atabiollsmo
elevada B Estrés antioxidativo
de especies oxidativo
oxigeno & Reduccion de biomasa en raices y hojas
reactivas * Inhibicion de |a fotosintesis Dafio al ADN
* Cierre estomatico
* Decremento en el potencial de agua o
en los tejidos Oxidacién
sequia < & Desbalance hormonal de. p_roteinas
* Disminucién en la taza de germinacion y lipidos

Figura 2. Respuesta de las plantas a la sequia y salinidad. (Imagen modificada de Hernandez et al. 2025).

La interaccion entre diferentes tipos de estrés puede aumentar sus efectos en las plantas. Esto se
debe a que comparten rutas similares. Por lo tanto, cuando las plantas estan expuestas a varios
factores de estrés al mismo tiempo, se enfrentan a un desafio mayor. Esta complejidad en la
respuesta de las plantas al estrés también da la oportunidad de intervenir de manera indirecta
mediante el uso de microorganismos benéficos que ayuden a modular estas rutas y aumentar la

tolerancia al estrés ambiental.
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Figura 3. Seializacion de estrés abiotico. (Imagen modificada de Kopecka ef al. 2023).

2.2.3 Respuesta fisiolégica

A nivel fisiologico, el estrés hidrico y salino impacta directamente procesos fundamentales
asociados al crecimiento y el estado hidrico de la planta. Uno de los principales indicadores es la
disminucién en el contenido relativo de agua (CRA). Esto refleja la pérdida de capacidad de la
planta para mantener la hidratacion celular en condiciones limitantes. Ademas, se observa una
reduccion en la biomasa vegetal, tanto en la parte aérea como en la radicular, como consecuencia
de la limitacion de la expansion celular y la distribucion de recursos hacia mecanismos de

supervivencia (Ahluwalia et al. 2021).

De manera paralela, los pigmentos fotosintéticos, como clorofila a y b, se ven afectados por el
estrés. Esto compromete la eficiencia fotosintética, y, por lo tanto, la produccion de energia

necesaria para el crecimiento y desarrollo vegetal (Buragohain et al. 2024).

2.2.4 Respuesta bioquimica

En respuesta al estrés osmotico generado por la sequia y la salinidad, las plantas activan
mecanismos bioquimicos para mantener el equilibrio celular. Uno de estos mecanismos es la

acumulacion de osmoprotectores o solutos compatibles, como la prolina (Pro), la glicina betaina
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(GB) y azucares solubles. Estos contribuyen a mantener la turgencia celular, estabilizar proteinas

y proteger estructuras subcelulares (Hosseinifard ef al. 2022; Farooq et al. 2009 ).

En particular, la prolina destaca como uno de los osmoprotectores mas estudiados en condiciones
de salinidad. Su acumulacion estd regulada por la actividad de la enzima pirrolina-5-carboxilato
sintetasa (P5CS) (Figura 4). Anteriormente, se ha demostrado que especies como Triticum aestivum
presentan una rapida sintesis y acumulacion de prolina como mecanismo de adaptacion al estrés

salino (Quiriban y Pereyra, 2017; Hernandez et al. s.t;)

Pirrolina-5- Ciclacion Pirroling-5-
carboxilato espontdnea carboxilato
sintetasa reductasa

M. Glutamato ¢———  Pirrolina-5- «—
EE— . —_—
semialdehido carboxilato

Figura 4. Via metabélica de la L-prolina a través del glutamato. (Imagen modificada y traducida del inglés de

Meena et al. 2019).

Ademas, frente al estrés salino, los efectos sobre la planta son atin mas complejos, ya que combinan
componentes osmoticos e idnicos. Por un lado, la acumulacion excesiva de iones como sodio (Na+)
y cloro (Cl-) en los tejidos, lo que provoca toxicidad y necrosis foliar, y por otro lado causa un
desequilibrio en la absorcidon de nutrientes esenciales como potasio (K+) y calcio (Ca2+), lo que
compromete funciones celulares criticas. Para mitigar estos efectos, las plantas han desarrollado
mecanismos adaptativos como la compartimentalizacion del sodio en vacuolas, modificaciones en
la pared celular y la activacion de redes de regulacion génica mediante factores de transcripcion

(Farooq et al. 2009).

2.2.5 Respuesta anatomico-funcional

En términos de estructura y funcion, las plantas tienen formas de adaptarse a situaciones donde no
hay suficiente agua o donde hay exceso de sales en el suelo. Uno de los mecanismos mas
importantes que tienen las plantas es controlar la apertura y el cierre de pequefios poros llamados

estomas. De forma que, cuando los estomas se cierran, la planta pierde menos agua por
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transpiracion, aunque también reduce el intercambio gaseoso y absorbe menos dioxido de carbono

(CO»), afectando la actividad fotosintética (Figura 5).

Ademas, las plantas pueden cambiar la forma en que se organizan los tejidos que llevan agua y
nutrientes a través de ellas. Los vasos que transportan agua, llamados vasos de xilema pueden ser
diferentes en términos de tamafo y organizacion para ayudar a la planta a mejorar su eficiencia en

el uso del agua.

En conjunto, las respuestas anatdmico-funcionales reflejan una adaptacion integral que permite a
las plantas enfrentar condiciones adversas, aunque frecuentemente vaya de la mano con

afectaciones en el crecimiento y productividad.

Estoma abierto Estoma cerrado

S

50 um

Figura 5. Apertura y cierre de estomas regulado por déficit hidrico. (Imagen modificada y traducida del inglés de

SMEAP 2023)
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2.3 Evaluacion experimental del estrés en plantas

El estudio del estrés abidtico en plantas bajo condiciones controladas requiere el uso de estrategias
experimentales que permitan reproducir de manera consistente las condiciones adversas presentes
en campo, asi como la seleccion de indicadores confiables que reflejen la respuesta vegetal a dichos
estimulos. En este sentido, la evaluacion experimental del estrés hidrico y salino se basa en dos

componentes principales:

- La induccion controlada del estrés

- Lamedicion de variables fisiologicas, bioquimicas y anatémico-funcionales
Vias que permiten cuantificar el grado de afectacion y la capacidad de adaptacion de las plantas.

2.3.1 Induccion experimental del estrés hidrico y salino

Para la simulacion del estrés hidrico en condiciones experimentales, se han desarrollado diversos
enfoques que permiten controlar la disponibilidad de agua de manera reproducible. Uno de los
métodos mas utilizados es la restriccion del riego, en la cual se regula la cantidad y frecuencia del
suministro hidrico hasta inducir condiciones de déficit en la planta (Figura 6). De igual forma, en
estudios recientes se ha reportado el uso de agentes osmoticos como el polietilenglicol (PEG) que
permite disminuir el potencial hidrico del medio sin alterar directamente el contenido de agua,
generando un ambiente que simula condiciones de sequia (Figura 7) (Moreno ef al. 2017; Verslues

2006).

En el estrés salino, este se induce cominmente mediante la adicion de sales, principalmente cloruro
de sodio (NaCl), al sustrato o solucion nutritiva, lo que genera tanto un efecto osmoético como
i6nico. Este enfoque permite evaluar la respuesta de las plantas frente a condiciones de alta
salinidad, reproduciendo escenarios frecuentes en suelos agricolas degradados. Ambos tipos de
estrés pueden aplicarse de manera individual o combinada, lo cual resulta particularmente relevante
debido a que, en condiciones naturales, las plantas suelen enfrentar multiples factores de estrés de

forma simultanea, lo que incrementa la complejidad de la respuesta fisioldgica.
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Riego frecuente

Figura 6. Plantas de Arabidopsis thaliana sometidas a riego frecuente y con baja disponibilidad de agua (Imagen

modificada de Chaves 2002).

Figura 7. Plantas in vitro de diferentes cultivares de Musa spp. No sometidas a estrés (a) y sometidas a estrés
hidrico (b) inducido con PEG-600 a los 30 dias de cultivo. Pel, Mz y Gn: cultivares de platano “Pelipita”, “Manzano”

y “Grande naine” respectivamente (Moreno ef al. 2017).
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2.3.2 Indicadores para la evaluacion de la respuesta vegetal al estrés

La evaluacion de la respuesta de las plantas al estrés hidrico y salino se realiza mediante un
conjunto de indicadores que permiten analizar de manera integral los efectos a nivel fisiologico,

bioquimico y anatomico-funcional (Tabla 3).

A nivel fisiologico, variables como la biomasa vegetal (peso fresco y seco), el desarrollo del
sistema radicular y el contenido relativo de agua (CRA) son ampliamente utilizadas para estimar
el impacto del estrés sobre el crecimiento y el estado hidrico de la planta. Asimismo, el contenido
de pigmentos fotosintéticos, particularmente clorofila a, b y total, constituye un indicador clave de
la eficiencia fotosintética y del grado de afectacion del aparato fotosintético bajo condiciones

adversas.

Cuando las plantas se enfrentan a condiciones de estrés, como la salinidad, su sistema reacciona de
diferentes maneras. Un de estas formas es acumulando osmoprotectores, que son sustancias que
ayudan a la planta a protegerse frente al exceso de sales. En este sentido, la prolina es un ejemplo
de osmoprotector importante, ya que la cantidad de prolina en una planta puede indicar como esta

respondiendo al estrés.

Ademas de los osmoprotectores, la cuantificacion de iones como el sodio (Na"), potasio (K*) y
cloruro (CI), asi como la relacion Na'/ K, juegan un papel importante. La relacion de estos iones,
especialmente entre el sodio y el potasio, permite evaluar el grado de estrés de la planta y su

capacidad para mantener un equilibrio interno bajo condiciones de estrés (Zhu 2001).

Por otro lado, hay indicadores que permiten ver como la planta se adapta estructuralmente al estrés.
Un ejemplo claro es la apertura y cierre de los estomas, que son pequeios poros en las hojas que
regulan el intercambio de gases, asi como la evaluacion de la estructura de los vasos que transportan
agua y nutrientes dentro de la planta, como el xilema. Estas caracteristicas reflejan la capacidad de
la planta para regular la pérdida de agua y optimizar el transporte hidrico bajo condiciones

limitantes.

La evaluacion de estos indicadores permite una evaluacion robusta de la respuesta vegetal al estrés
abidtico, facilitando la identificacion de mecanismos de tolerancia y la comparacién entre

tratamientos en estudios experimentales.

16



Tabla 3. Indicadores de respuesta al estrés abidtico. (Méndez y Vallejo, 2019)

Tipo de respuesta Indicador Evalua Relevancia en estrés
Fisiologica Biomasa (peso Crecimiento Reduccion indica
fresco/seco) vegetal respuesta negativa al
estrés
CRA Estado hidrico Disminuye bajo
celular sequia/salinidad
Clorofila (a, b, total) Actividad Disminuye por dafo al
fotosintética aparato fotosintético
Bioquimica Prolina Ajuste osmotico Aumenta bajo estrés
Na'/ K* Balance i6nico Aumenta

Anatémico-funcional

Apertura estomatica

Vasos de xilema

Regulacion de

transpiracion

Transporte de agua

concentracion de sodio
y disminuye el potasio
en tejidos.

Se reduce bajo estrés

hidrico

Disminuye densidad y
didmetro de vasos.
Aumenta lignificacion
e irregularidades del

tejido vascular.
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2.4. Bioinoculantes en la agricultura

2.4.1 Definicion e importancia

Los bioinoculantes son formulaciones bioldgicas que contienen microorganismos benéficos, tales
como bacterias, hongos y actinobacterias, capaces de promover el crecimiento mediante diversos
mecanismos cuyo objetivo principal es estimular la vida de la planta mediante activacion de sus
diferentes procesos fisiologicos (Figura 8). Estos microorganismos pueden ser aplicados al suelo,
a las semillas o directamente a la planta, favoreciendo su desarrollo, salud y productividad bajo

distintas condiciones ambientales.

La diversidad de los bioinoculantes puede organizarse en categorias que facilitan su aplicacion
dentro de los sistemas agricolas. Cada tipo de bioinoculante ejerce efectos especificos sobre la
planta y el suelo, ya sea mediante la mejora en la disponibilidad de nutrientes, la mitigacion de
contaminantes o la proteccion frente a agentes patogenos. Esta clasificacion permite visualizar de
manera integral los distintos mecanismos mediante los cuales estos microorganismos contribuyen
a la productividad y sostenibilidad de los cultivos. La Tabla 4 resume los principales tipos de
bioinoculantes, sus caracteristicas y funciones dentro del agroecosistema. (Bioinsumos 2023; Glick

2012).

En el sector agricola, el uso de bioinoculantes se alinea con los principios de una agricultura
sostenible, ya que contribuye a la reduccion del uso de agentes quimicos y pesticidas, mejorando
la salud del suelo y promoviendo sistemas de produccion més resilientes frente al cambio climatico.
Por lo tanto, su estudio e implementacion representan una alternativa viable para incrementar la
productividad agricola y una estrategia para la conservacion de los recursos naturales y la

sostenibilidad a largo plazo de los sistemas agricolas.
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Figura 8. Interaccion planta-microorganismo mediada por bioestimulantes. Efectos en el crecimiento radicular,

fotosintesis y tolerancia al estrés (Chaves 2002).

Tabla 4. Clasificacién de bioinsumos agricolas por funcion y principio activo. (Imagen modificada de Bioinsumos

2023).
Promocion del crecimiento y desarrollo vegetal Control biolégico de plagas Restauracion del
suelo
Biofertilizantes Bioestimulantes Fertilizantes Bioplaguicidas Control Biorremediadores
organicos biologico de
invertebrados

Hongos, Extractos de algas, | Vermicomposta Biofungicida Enemigos Biorrestaurador
bacterias y algas | hidrolizados proteicos Bioinsecticida naturales
que contribuyen | que mejoren la Bioherbicidas
a la fijacion del | eficiencia en uso de i i i
nitrégeno nutrientes/tolerancia al | Derivado de | mo vivos y Biotransformador
atmosférico o | estrés abiotico. compuestos compuestos
solubilizan 0rganicos. derivados de

nutrientes del
suelo.

estos.
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2.4.2 Mecanismos de accion de microorganismos promotores de crecimiento (PGPB)

Los microorganismos promotores de crecimiento vegetal (PGPB), constituyen un grupo funcional
de bacterias asociadas a la rizosfera capaces de estimular el crecimiento y desarrollo de las plantas
mediante diversos mecanismos fisioldgicos, bioquimicos y moleculares. A diferencia de otros
microorganismos benéficos, las PGPB se caracterizan por establecer interacciones directas con la
planta hospedera, modulando procesos clave relacionados con la nutricion, crecimiento y respuesta

al estrés (FAO 2024; Olanrewaju et al. 2017).

Los mecanismos de accion de las PGPB se clasifican en directos e indirectos, dependiendo de su

efecto sobre la planta (Figura 9).

Los mecanismos directos son aquellos que favorecen el crecimiento vegetal mediante la mejora en
la disponibilidad de nutrientes y la regulacion del desarrollo. Entre los mas relevantes se encuentra
la fijacion de nitrogeno, mediante la cual ciertas bacterias convierten el nitrégeno atmosférico en
formas asimilables para la planta. De igual forma, la solubilizacion de fosfatos y la movilizacién
de otros nutrientes esenciales contribuyen a mejorar la nutricion vegetal. Otro mecanismo
importante es la produccion de fitohormonas como auxinas, giberelinas y citoquininas, las cuales
estimulan el crecimiento radicular, modifican la arquitectura de la raiz y favorecen una mayor

absorcion de agua y nutrientes (Glick 2012)

Los mecanismos indirectos estan relacionados con la proteccion de la planta frente a condiciones
adversas, tanto bioticas como abioticas. Entre estos destaca la produccion de sideroforos y la
sintesis de compuestos antimicrobianos. Adicionalmente, algunas PGPB son capaces de inducir
resistencia sistémica en la planta, activando rutas de defensa que aumentan su tolerancia frente a

patdgenos y estrés ambiental (Gonzalez Rodriguez et al. 2018).
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Mecanismos de promocion

de crecimiento vegetal

mediados por:

)

Mecanismos directos
de promocion de
crecimiento vegetal

Produccidon de
biopeliculas

Mecanismos indirectos
de promocién de
crecimiento vegetal

| l

—=o de potasio ..
: Produccidn

de enzimas y
Quorum sensing

Disponibilidad —0 de fasforo

de nutrientes —0 de hierro

—o fijacion de
nitrogeno

J: Produccion de
lipopéptidos

Regulacion de hormonas y
sustancias relacionadas con l
crecimiento vegetal

Movimientos
bacterianos,
colonizacion y
quimidstasis

auxinas citoguininas acido

abscisico
etileno

giberelinas jasmonatos

de antibidticos @— ..
Produccion de

compuestos
para control
de patdgenos

de sideraforos o—

de enzimas o—
liticas

Induccion de
resistencia sistémica

Figura 9. Mecanismos directos e indirectos de promocion del crecimiento vegetal y capacidades de las PGPB

para facilitar la activacion de estos mecanismos en la planta. (Imagen modificada de Posada et al, 2019).
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Los PGPB poseen la capacidad de colonizar eficientemente los 6rganos vegetales, particularmente
el sistema radicular, estableciendo interacciones estrechas con la rizésfera e incluso con tejidos
internos de la planta. Esta colonizaciéon implica procesos de reconocimiento, adhesién y
proliferacion en la superficie radicular, frecuentemente asociados a la formacion de biopeliculas
que favorecen su persistencia en el microambiente. A partir de este establecimiento, los
microorganismos pueden ejercer sus efectos benéficos de manera directa, mediante la produccion
de fitohormonas, la solubilizacion de nutrientes y la modulacién de respuestas a estimulos tanto

biodticos como abidticos.

Anteriormente se ha reportado que el establecimiento de bacterias PGPB/PGPR ampliamente
estudiadas como Bacillus subtilis en las raices de Solanum lycopersicum y Musa paradisiaca
constituye un paso clave en la activacion de mecanismos bioquimicos y fisiologicos, incluyendo la
induccién de respuestas de defensa y la mejora en la eficiencia del uso de recursos (Figura 10).

Esto favorece una interaccion planta-microorganismo estable y funcional, que contribuye

significativamente al crecimiento y adaptacion de la planta en diferentes condiciones ambientales

(Posada 2025).

Figura 10. Micrografias de raices de tomate y banano inoculadas con B. subtilis EA-CB0575, bacteria promotora
de crecimiento vegetal, 5 dias post inoculacion. A) Técnica: CARD-FISH con sonda HRP-Bs575 marcada con Atto
488-NHS-tiramida (emisioén verde), marcada con Atto 488-NHS-tiramida (emision verde), marcada con tiramida CF

555-SE (emisioén roja) (Imagen modificada de Posada 2025).
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2.4.3 Bioinoculantes multicepa y sinergia microbiana

Los bioinoculantes multicepa estan formulados con dos 0 mas microorganismos compatibles. Esto
les permite tener efectos mas fuertes y complejos en comparacion con los sistemas que solo tienen

un tipo de microorganismo.

Estos consorcios microbianos tienen muchas funciones biologicas que pueden trabajar juntas o de
manera complementaria, lo que hace que su impacto sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas

S€a mayor.

A diferencia de los inoculantes individuales, estos sistemas intentan replicar la complejidad de las
comunidades microbianas naturales del suelo. En estas comunidades, muchas especies coexisten e

interactuan de manera que se favorece la estabilidad del ecosistema.

La sinergia microbiana se refiere a como los microorganismos que forman el consorcio interactuan
de manera positiva, logrando un efecto mayor de lo que se esperaria de cada uno por separado.
Esto involucra procesos como la cooperacion metabdlica, el intercambio de compuestos bioactivos
y la colonizacion de la rizosfera. Como resultado, se obtiene una mayor eficiencia en la captacion

de nutrientes y por tanto una respuesta mas efectiva frente a condiciones de estrés (Solis 2025).

A su vez, la interaccion entre microorganismos en el consorcio puede hacer que cada uno se
especialice en algo diferente. Esto no solo incrementa la eficiencia en general del ecosistema, sino
que también mejora la estabilidad y persistencia de los bioinoculantes en el suelo (Khan ef al.

2022).

Sin embargo, para crear bioinoculantes multicepa, se debe considerar la compatibilidad entre los
microorganismos, porque si hay actividad antagonica, su efectividad se reduce. Por ello, el disefio
de consorcios microbianos se ha convertido en un area importante de investigacion, orientada a

seleccionar aislados que favorezcan la cooperacion y minimicen la competencia.

2.5 Actinobacterias

Las actinobacterias constituyen un grupo diverso de microorganismos ampliamente distribuidos en
los ecosistemas naturales. Se encuentran en su mayoria en suelos, representando entre el 20% -
60% de la poblacién microbiana, también pueden habitar ambientes acuéticos, tanto de agua dulce
como salada. En un inicio se clasificaron como hongos, pero su naturaleza procariota confirmo su

pertenencia al grupo de las bacterias, particularmente dentro del orden Actinomycetales de la clase
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Actinobacteria. Se trata de bacterias grampositivas en su mayoria, suelen ser aerobias, aunque
existen de igual forma especies anaerobias y esporuladas. Entre sus principales caracteristicas esta
el alto contenido de guanina y citosina (GC) en su ADN y la capacidad de formar filamentos
ramificados (Cantero 2018). Las actinobacterias ademas exhiben una gran diversidad morfologica,
presentando caracteristicas comunes tanto a bacterias como a hongos. Son organismos heterotrofos,
saprofitos y la mayoria de ellos mesoéfilos. Se les conoce como microorganismos de crecimiento
lento que son incapaces de competir de forma eficiente por el carbono del suelo con bacterias u
hongos que son de rapido crecimiento, sin embargo, desempefian un papel esencial en la
mineralizacion del carbono y del nitrégeno, asi como en la descomposicion de materia organica.
Entre los principales géneros que se aislan a partir del suelo son Nocardia, Streptomyces y

Micromonospora que suelen presentarse como conidios o hifas vegetativas (Franco 2008)

Ademas de la capacidad promotora de crecimiento que exhiben las actinobacterias, también son
colonizadores eficaces del sistema radicular de las plantas, y al formar esporas, pueden soportar un
crecimiento en condiciones desfavorables y son mas persistentes en suelos secos (Santos et al.
2017). También presentan caracteristicas antagdnicas y competitivas que les permiten colonizar la
rizosfera con respecto a otros microorganismos del suelo (Bulgarelli et al. 2013). Todas estas

caracteristicas hacen a las actinobacterias un importante grupo de estudio en el area agricola.

2.5.1 Diversidad de Actinobacterias

Las actinobacterias presentan diversos estilos de vida, incluyendo patéogenos de plantas como
algunas especies del género Streptomyces, patdogenos de animales como Mycobacterium spp.,
comensales de plantas, habitantes del suelo como la mayoria de los Streptomyces, asi como
simbiontes fijadores de nitrogeno (Barka ef al. 2016). Ademas, hay miembros de la clase
Actinobacteria que se encuentran asociados con plantas que crecen en diferentes hébitats, asi como

en ambientes extremos (Goudjal ef al. 2013).

Las actinobacterias de la rizosfera son predominantes en la naturaleza y tienen importancia
econdmica para los humanos porque gran parte de los campos agricolas y forestales dependen de
sus contribuciones a los sistemas del suelo (Yadav ef al. 2018). Este grupo de actinobacterias
poseen propiedades fisiologicas y metabolicas como la produccidon de enzimas extracelulares y la

formacion de metabolitos secundarios. Berdy, 2003 reportd que mas de 10,000 metabolitos
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secundarios bioactivos conocidos son producidos por actinobacterias, lo que representa cerca del

45% de todos los metabolitos microbianos bioactivos descubiertos.

2.5.2 Actividad promotora de crecimiento y tolerancia a estrés abidtico en actinobacterias

Las actinobacterias representan uno de los grupos mas relevantes dentro de las bacterias
promotoras de crecimiento vegetal (PGPB), debido a su amplia diversidad metabdlica y a su
capacidad para establecer interacciones benéficas con las plantas. En términos de promocion de
crecimiento, las actinobacterias pueden actuar a través de mecanismos directos como la produccion
de 4cido indolacético (AIA), que estimula el desarrollo radicular y favorece la absorcion de agua y
nutrientes. Ademas, participan en la fijacion de nitrégeno, incrementando la disponibilidad de

nutrientes esenciales para la planta (Tabla 5) (Sayyed y Ilyas, 2024; Moreno et al. 2018).

Ante la falta de agua, las actinobacterias contribuyen a mejorar la eficiencia en el uso del aguay a
reducir el dafio oxidativo mediante activacion de sistemas antioxidantes. Anteriormente se ha
reportado que especies del género Streptomyces, especialmente aquellas aisladas de ambientes
aridos, son capaces de mejorar el desarrollo de las plantas bajo déficit hidrico al modular su

metabolismo (Narsing ef al. 2022).

Por otro lado, bajo condiciones salinas, las actinobacterias ayudar a regular el balance de iones
sodio y a la induccién de osmoprotectores como la prolina (Kushwaha et al. 2020; Orozco et al.

2018).

Tabla 5. Mecanismos directos e indirectos de actinobacterias como promotoras del crecimiento vegetal. (Moreno
et al. 2018).

Mecanismo

Impacto en la planta

Accion directa

Accion indirecta

Solubilizacion de fosfato

Fijacion de nitrogeno
Produccién de fitohormonas
Produccion de sideroforos

Resistencia sistémica

Produccion de exopolisacaridos

Mejora la nutricion fosfatada

Mejora crecimiento vegetal
Estimulacion radicular y biomasa
Mejora del metabolismo

Resistencia a patdogenos

Tolerancia a estrés abidtico
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2.5.3 Actinobacterias de ambientes extremos

Las actinobacterias provenientes de ambientes con condiciones extremas, como desiertos, suelos
hipersalinos o ambientes oligotréficos, son de particular interés debido a su capacidad para modular
el crecimiento vegetal y conferir tolerancia frente a estrés abiodtico. Estos microorganismos
presentan adaptaciones fisiologicas y genomicas que les permiten sobrevivir y proliferar bajo
condiciones de alta radiacion UV, temperaturas extremas, salinidad elevada y disponibilidad

limitada de nutrientes (Alsharif ef al. 2020; Ananda et al. 2016;).

Por tanto, el estudio y aislamiento de actinobacterias de ecosistemas extremos no solo amplia el
conocimiento de este grupo de microorganismos, sino que ofrece un potencial biotecnoldgico

importante para acercarnos a una agricultura sostenible en regiones con estrés ambiental marcado.
2.6 Cuatro Ciénegas, Coahuila.

2.6.1 Caracteristicas ecolégicas del ecosistema

Cuatro Ciénegas, Coahuila (CCC), es una regiéon Unica en el noreste de México, reconocida
ampliamente por su valor ecologico y la amplia diversidad microbiana con la que cuenta. Se trata
de un valle semiarido compuesto por numerosos cuerpos de agua como pozas, rios y lagunas, de
los cuales su mayoria son hipersalinos y presentan diferencias notables en temperatura, pH y
quimica del agua, con gran cantidad de sales de calcio y magnesio, asi como bajo contenido de
fosforo y nitrogeno. CCC se encuentra en una ubicacion con escasa precipitacion anual de = 150
mm. Ademas, es considerado una de las tres ecorregiones desérticas mas importantes del mundo

(Salinas et al. 2023; Souza et al. 2006).

2.6.2 Importancia biotecnolégica y bioprospeccion

Gracias al aislamiento geografico y las condiciones extremas en las que se encuentra esta zona, se
han registrado mas de 70 especies endémicas de flora y fauna, entre las que se encuentran peces,
anfibios, reptiles, crustaceos, moluscos, insectos, y por supuesto bacterias. En los ultimos afios de
estudio, en las distintas pozas de CCC se han identificado diversas comunidades bacterianas
endémicas de la zona, mismos que han sido identificados por técnicas moleculares y que presentan
elementos particulares en su genoma que les permiten prevalecer en condiciones de tan bajos
nutrientes. Lo anterior destaca la importancia de los microorganismos endémicos de esta zona,
particularmente las actinobacterias que han mostrado potencial biotecnologico debido a su

capacidad de producir compuestos bioactivos utiles para la agricultura y la industria (Arocha 2018).
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3. JUSTIFICACION

Una parte significativa de los suelos agricolas en México enfrenta problemas de calidad debido a
condiciones abioticas adversas, como la escasez de agua y la salinidad, factores que limitan la
productividad y representan un riesgo para la seguridad alimentaria del pais. El uso prolongado de
fertilizantes, pesticidas y otros agentes quimicos han sido una practica comun en la busqueda de
contrarrestar estos efectos; sin embargo, su aplicacion sostenida genera impactos negativos a largo
plazo, incluyendo la degradacion de los suelos y la pérdida de fertilidad. Ante dicho panorama,
explorar alternativas que sean efectivas y sostenibles para mitigar los efectos del estrés hidrico y

salino en los suelos son necesarias para la agricultura.

El uso de microorganismos promotores de crecimiento vegetal (PGPR/PGPB), particularmente el
grupo de las actinobacterias constituye una estrategia biotecnologica prometedora para atender esta
problematica. Estos microorganismos no solo contribuyen a mejorar la tolerancia de las plantas
frente a condiciones adversas, sino que también actuan directamente sobre el crecimiento y
desarrollo vegetal, incrementando la absorciéon de nutrientes y, en consecuencia, la calidad y
productividad de los cultivos. Asi mismo, la aplicacion de formulados multicepa compuestos por
este grupo de microorganismos podrian resultar mas eficiente que el uso de cepas individuales,
debido a la sinergia de sus mecanismos de accion y la mayor diversidad de metabolitos bioactivos

que producen.

De esta forma, las actinobacterias y su gran diversidad de compuestos bioactivos, representan una
alternativa de valor biotecnoldgico y de interés agricola con potencial para aumentar la tolerancia
de los cultivos de tomate a condiciones de estrés abiodtico. Su identificacion, caracterizacion y
aplicacién como bioinoculantes multicepa podrian contribuir a practicas agricolas mas sostenibles,
mejorando la productividad en suelos afectados por sequia y salinidad, y generando nuevo
conocimiento sobre los mecanismos fisiologicos, bioquimicos, anatomicos y moleculares que

subyacen a la promocion de crecimiento y la adaptacion de las plantas a condiciones extremas.
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4. HIPOTESIS

Un bioinoculante compuesto por aislados de actinobacterias de Cuatro Ciénegas, Coahuila tiene
capacidad de promocion de crecimiento e incremento de tolerancia a condiciones de estrés hidrico

y salino en plantas de tomate (Solanum lycopersicum var. Cherry)
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5. OBJETIVO DEL TRABAJO

5.1 Objetivo general

Elaborar un formulado de actinobacterias de Cuatro Ciénegas, Coahuila con caracteristicas de
tolerancia a estrés hidrico y salino y promocion de crecimiento vegetal en plantas de Solanum

lycopersicum var. Cherry.

5.2 Objetivos especificos

- Determinar la identidad molecular del aislado 198 mediante secuenciacion gendmica.

- Evaluar la actividad antagonica entre los aislados 198, 518 y 670 mediante el método de
confrontacion en placa.

- Evaluar el impacto del consorcio de actinobacterias sobre el crecimiento y biomasa en
plantas de tomate var. Cherry sometidas a estrés hidrico y salino.

- Determinar el indice de contenido de clorofila en plantas de tomate var. Cherry inoculadas
con el consorcio de actinobacterias y sometidas a estrés hidrico y salino.

- Evaluar el contenido de prolina en raiz como indicador bioquimico de respuesta a
condiciones de estrés salino.

- Evaluar la respuesta anatdmica y funcional de plantas de tomate var. Cherry inoculadas con
actinobacterias frente a estrés hidrico y salino, mediante andlisis de estomas y vasos de

xilema en tallos.

29



6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Material biologico

6.1.1 Seleccion de cepas

De acuerdo con resultados previos de tesis de licenciatura y posgrado, se seleccionaron los aislados
518, 670 y 198 para la elaboracion de un bioinoculante multicepa. Estos aislados, provenientes de
la coleccion del Laboratorio 9 del Instituto de Biotecnologia, FCB-UANL, fueron previamente
evaluados en ensayos preliminares que demostraron su capacidad para solubilizar fosfatos,
producir siderdforos, fijar nitrogeno y promover el crecimiento vegetal en plantulas de Arabidopsis

thaliana (Blanco 2022; Soto 2019;).

Los aislados fueron obtenidos de pozas del ecosistema de Cuatro Ciénegas, Coahuila, y han sido
identificados mediante secuenciacion Illumina, correspondiendo a Streptomyces sp. 518,

Streptomyces sp. 670 y Kocuria sp. 198.

Para su uso experimental, los aislados se reactivaron a partir de cultivos preservados en glicerol al
25 % y almacenados a -20 °C, sembrandose por estria cruzada en medio ISP2 ([Por litro]: 5 g
extracto de levadura, 10 g extracto de malta, 4 g dextrosa, 25 g sales marinas Kent, 20 g agar
bacterioldgico) adicionado con antibi6ticos (nistatina 100 pg/mL™"' y acido nalidixico 50 pg/ mL-
1. Las placas se incubaron a 28 °C durante 7 dias en incubadora marca Yamato IC600, hasta

observar un crecimiento adecuado.

6.2 Evaluacion de actividad antagonica entre aislados

Los aislados de actinobacterias 518, 670 y 198 fueron resembrados de forma individual en placas
Petri con medio ISP2 sin antibioticos, mediante la técnica de estria cruzada. Las placas se incubaron
a 28 °C durante 7 dias o hasta observar una esporulacion completa en el caso de los aislados del
género Streptomyces y un crecimiento adecuado de las colonias del aislado del género Kocuria,

con la finalidad de obtener biomasa para los ensayos de confrontacion antagonica.

6.2.1 Ensayo de confrontacion antagonica en placa

Para evaluar la actividad antagonica entre los aislados de actinobacterias 518, 670 y 198, se
realizaron ensayos de confrontacion en placa. Inicialmente, cada aislado fue cultivado de manera
individual en placas Petri con medio SFM ([Por litro]: 20 g harina de soya, 25 g sales marinas Kent,

20 g agar bacterioldgico), utilizando un hisopo estéril, de modo que la superficie del agar quedara
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completamente tapizada. Las placas se incubaron a 28 °C durante 7 dias y se emplearon para la

obtencion de los tapones de agar.

Para la preparacion de los tapetes, se utilizaron placas Petri con medio ISP2, los aislados
esporulados del género Streptomyces se inocularon utilizando 200 pL de una suspension de esporas
(biomasa + agua bidestilada estéril) ajustada a una diluciéon de 10 esporas por mL. En el caso del
aislado no esporulado del género Kocuria, se empled 200 uLL de una suspension bacteriana ajustada

a una concentracion de 10° UFC/mL.

La solucion se distribuyo de forma uniforme sobre la superficie del agar con ayuda de un asa de
metal estéril, con el objetivo de obtener un tapete bacteriano homogéneo. Una vez establecido el
tapete, se colocaron cuatro tapones de agar de aproximadamente 1 cm de didmetro,
correspondientes a los cultivos individuales de los demas aislados, distribuidos en puntos
equidistantes sobre la superficie del tapete. Como controles, se utilizaron placas con medio ISP2
sin siembra en tapete, en las cuales se colocd un tapén de agar al centro que corresponde a cada

aislado individual. Las placas se incubaron a 28 °C durante un periodo de 10 dias.

Después del periodo de incubacion, se evalud la presencia o ausencia de halos de inhibicion
alrededor de la zona de contacto entre los tapones de agar y el tapete, asi como el grado de
esporulacion de los aislados del género Streptomyces (518 y 670), clasificado de forma cualitativa
como: *ausente, **buena o ***excelente, como indicador de actividad antagonica. Para el aislado
Kocuria 198, se evaluo adicionalmente que el crecimiento fuera homogéneo, asi como el color y
la apariencia tipica de las colonias previamente observadas en las resiembras. Todas las
combinaciones de confrontacion se realizaron por triplicado, y los resultados obtenidos se
registraron y compararon con base en la presencia de inhibicion y el grado de esporulacion

observado. Las combinaciones de confrontacion evaluadas se resumen en la Tabla 6.
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Tabla 6. Disefio experimental del ensayo de confrontacién antagonica entre aislados de actinobacterias.

Tapete Tapon de agar Tipo de interaccion
518
ISP2 670 Control
198
670
518 Confrontacion
198
518
670 Confrontacion
198
518
198 Confrontacion
670
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6.3 Formulacion del consorcio de actinobacterias

Los aislados 518, 670 y 198 se cultivaron de forma individual en placas Petri con medio ISP2 y se
incubaron a 28°C durante 10 dias, o hasta alcanzar un crecimiento y esporulacion adecuados, segun
el tipo de aislado. Transcurrido este periodo, se prepararon suspensiones a partir de cada aislado,
para ello, se rasparon tres placas Petri por cepa y el material obtenido se resuspendi6d en tubos

conicos estériles con 10 mL de agua bidestilada estéril.

En el caso de los aislados esporulados Streptomyces 518 y Streptomyces 670, se obtuvieron
suspensiones de esporas, cuya concentracion se determindé mediante conteo en camara de
Neubauer. Para el aislado no esporulado Kocuria 198, la concentracion se ajustod en términos de
unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL™). Todas las suspensiones se ajustaron a
una concentracién final de 1x10° esp/mL o UFC/mL® en agua destilada estéril, segun

correspondiera.

Las suspensiones se mantuvieron en agitacion constante a 200 rpm durante 24 h para favorecer una
dispersion homogénea y posteriormente se conservaron en refrigeracion a 4 °C hasta su uso. El
consorcio se obtuvo a partir de la combinacion de las suspensiones individuales en una proporcion
1:1:1 y agua bidestilada estéril. Esta solucion fue utilizada para la inoculacion de plantulas en los

ensayos in vivo de tolerancia a estrés hidrico y estrés salino en plantas de tomate var. Cherry.
6.4 Obtencion de material vegetal

Se utilizaron semillas comerciales de tomate (Solanum lycopersicum var. Cherry), marca Hortaflor
S267, las cuales se emplearon para la obtencion de plantulas para los ensayos in vivo de estrés
abidtico. Previo a su uso, las semillas fueron sometidas a un protocolo de desinfeccion que consistid
en un lavado con etanol al 70% durante tres minutos, seguido de un lavado con hipoclorito de sodio
al 20% durante un minuto, finalmente se realizaron tres lavados consecutivos con agua bidestilada
estéril durante un minuto cada uno. Entre cada lavado, las muestras fueron sometidas a agitacion

en vortex durante un minuto con el fin de favorecer la eliminacion de contaminantes superficiales.

6.5 Germinacion de plantas de Solanum lycopersicum var. Cherry

Las semillas de tomate var. Cherry, se desinfectaron mediante inmersion en etanol al 70% durante
1 minuto, seguido de cloro al 20% por 1 minuto y tres lavados consecutivos con agua bidestilada

estéril.
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Para la siembra, se utilizo sustrato Sunshine Mix 3 ®, el cual fue esterilizado en tres ciclos
consecutivos a 121°C durante 15 minutos. Las semillas desinfectadas se sembraron en semilleros

de 288 pozos, utilizando aproximadamente 5 g de sustrato estéril por pozo.

En los tratamientos correspondientes a los grupos BIO, EH + BIO y ES +BIO, el sustrato de cada
pozo fue inoculado con 1 mL de la suspensién del consorcio multicepa ajustado a 1x10 esp/mL;
UFC/mL, previo a la siembra de las semillas. Los semilleros se mantuvieron durante 7 dias sin
siembra con el fin de favorecer el establecimiento del consorcio en el sustrato. Transcurrido este
periodo se colocd una semilla de tomate var. Cherry por pozo y se mantuvieron bajo condiciones
controladas de temperatura (27-30°C), fotoperiodo de 12 h luz / 12 h oscuridad y humedad relativa
promedio de 46%, hasta la germinacion de las plantulas. Una vez germinadas, las plantulas fueron
trasplantadas a macetas individuales y se mantuvieron durante un periodo de 5 dias para su
establecimiento. En este momento se realizé la segunda y ultima inoculacion del consorcio,
agregando 1 mL de la solucion a cada tratamiento (BIO, EH + BIO y ES + BIO). Las plantas fueron

observadas diariamente durante 25 dias.

6.6 Estandarizacion de las condiciones experimentales de estrés hidrico en plantas

Se realizé una evaluacion preliminar del efecto de la falta de agua en plantulas de tomate var.
Cherry, con el objetivo de definir un periodo de sequia capaz de inducir signos claros de estrés
hidrico sin provocar la muerte inmediata de las plantas. Para ello, se utilizaron plantulas de dos
semanas de crecimiento, establecidas en macetas de 7 cm de altura'y 8 cm de diametro, conteniendo
aproximadamente 30 g de sustrato comercial Sunshine Mix 3®. Se colocaron dos plantulas por
maceta, evaluandose un total de 12 macetas por tratamiento (control, BIO, EH y EH + BIO),
correspondientes a 24 plantulas por grupo experimental. Las plantas se mantuvieron bajo
condiciones controladas de crecimiento con luz LED blanca (Estevez) a una intensidad luminica
aproximada de 272 pmol/m/s, fotoperiodo de 12 h luz/ 12 h oscuridad y una temperatura

controlada de 27-30 °C.

Para la induccion del estrés hidrico, las plantulas fueron sometidas a diferentes periodos sin riego
(5, 10y 15 dias), durante los cuales se registraron cambios morfoldgicos asociados al estrés hidrico,
tales como marchitez, pérdida de turgencia, clorosis y deterioro foliar. Con base en estas

observaciones, se determind que un periodo de 10 dias sin riego inducia manifestaciones evidentes
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de estrés hidrico sin causar la muerte inmediata de las plantulas, por lo que esta condicion fue

seleccionada para los ensayos posteriores.

6.6.1 Ensayo in vivo de estrés hidrico

Para el ensayo in vivo de estrés hidrico se utilizaron plantulas de Solanum lycopersicum var. Cherry
de dos semanas de crecimiento, previamente germinadas y establecidas en macetas con sustrato
Sunshine Mix 3®. Las semillas fueron germinadas en semilleros de 288 pozos con sustrato
previamente esterilizado en tres ciclos consecutivos a 121 °C durante 15 min. La germinacion se
realiz6 bajo condiciones controladas de temperatura (27-30°C), fotoperiodo de 12 h luz/12 h
oscuridad, proporcionado por luz LED blanca (Estevez) con una intensidad luminica aproximada

de 272 pmol/m™?/s.

Las plantulas fueron germinadas durante 5 dias en semilleros antes de ser trasplantadas a macetas
(7 cm de altura y 8 cm de diametro), conteniendo aproximadamente 30 g de sustrato Sunshine Mix
3® y se mantuvieron bajo las mismas condiciones ambientales de temperatura, luz y humedad

relativa (46%).

El disefio experimental consistio en cuatro tratamientos: control, BIO, EH y EH + BIO (Tabla 7).
En cada tratamiento se utilizaron 12 macetas, con dos plantulas por maceta, obteniendo un total de

24 plantulas por grupo experimental.

La aplicacion del bioinoculante multicepa se realizoé en dos momentos: una primera dosis al inicio
del experimento (dia 1), aplicando 1 mL por pozo directamente en el sustrato de los semilleros,
previo a la siembra; y una segunda aplicacion al momento del trasplante (dia 6), en la cual se
afiadieron 2 mL totales por maceta (1 mL por plantula), depositados en la zona de contacto con la
raiz. El bioinoculante fue preparado en una proporcion 1:1:1 de los aislados Streptomyces sp. 518
[4,071 uL], Streptomyces sp. 670 [5,210 uL] y Kocuria sp. 198 [833 uL), la cantidad de puL
necesaria de cada aislado se obtuvo mediante el ajuste con base en la concentracion de esporas/mL
en el caso de los aislados Streptomyces y UFC/mL para el aislado Kocuria sp. Posteriormente, las

plantulas se mantuvieron en crecimiento bajo condiciones controladas durante seis dias.

Transcurridos los seis dias, se indujo el estrés hidrico retirando el riego durante un periodo de 10
dias en los tratamientos correspondientes. Al término de este periodo, las plantulas fueron

rehidratadas con 20 mL de agua bidestilada por maceta y se mantuvieron en observacion durante 7
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dias para evaluar su recuperacion. El ensayo tuvo una duracion total de 25 dias y al final de este
tiempo se realizd la colecta de datos y de tejidos correspondientes a los andlisis. Durante todo el
experimento, las plantas no recibieron fertilizante y el volumen de riego utilizado (20 mL/ maceta)

fue suficiente para mantener la humedad del sustrato sin generar exceso de agua.

Tabla 7. Disefio experimental del ensayo in vivo de estrés hidrico.

Grupo experimental Tratamiento aplicado
CONTROL Riego libre con agua bidestilada
BIO Riego libre + inoculacion con consorcio
EH Estrés hidrico (10 dias sin riego)
EH + BIO Inoculacion con consorcio + estrés hidrico (10 dias sin riego)

6.7 Estandarizacion de las condiciones experimentales de estrés salino en plantas

Con el objetivo de establecer una concentracion de sal capaz de inducir estrés salino sin provocar
la muerte inmediata de las plantas, se realizo un ensayo preliminar utilizando plantulas de Solanum
lycopersicum var. Cherry de dos semanas de crecimiento. Las plantulas fueron establecidas en
macetas de 7 cm de altura y 8 cm de diametro, conteniendo aproximadamente 30 g de sustrato
comercial Sunshine Mix 3®. Se colocaron dos plantulas por maceta, evaluandose un total de 12

macetas por tratamiento, correspondientes a 24 plantulas por grupo experimental.

Las plantulas se mantuvieron bajo condiciones controladas de crecimiento, con iluminacion LED
blanca (Estevez) a una intensidad aproximada de 272 pmol/m™?/s, fotoperiodo de 12 h luz/12 h

oscuridad y una temperatura entre 27 y 30 °C.

Para la induccion del estrés salino, se prepararon soluciones de NaCl a concentraciones de 100,
200, 300 y 500 mM, disolviendo la cantidad correspondiente de sal en un litro de agua bidestilada
estéril. Las plantulas fueron expuestas a cada una de las concentraciones con el proposito de evaluar
su respuesta fisiologica inicial frente al estrés salino. A partir de las observaciones realizadas

durante el ensayo preliminar, se determind que la concentracion de 100 mM de NaCl generaba
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sintomas visibles de estrés sin ocasionar la muerte inmediata de las plantulas, por lo que fue la

concentracion seleccionada para el establecimiento del ensayo in vivo de estrés salino.

6.7.1 Ensayo in vivo de estrés salino

Para el ensayo in vivo de estrés salino se utilizaron plantulas de Solanum lycopersicum var. Cherry
de dos semanas de crecimiento, previamente germinadas en semilleros de 288 pozos con sustrato
Sunshine Mix 3® esterilizado en tres ciclos consecutivos a 121 °C durante 15 min. La germinacioén
se realizo bajo condiciones controladas de temperatura (27-30 °C), fotoperiodo de 12 h luz/12 h
oscuridad, luz LED blanca (Estevez) con una intensidad luminica aproximada de 272 pmol m?sy

una humedad relativa promedio de 46%.

Las plantulas fueron mantenidas durante 5 dias en semilleros antes de ser trasplantadas a macetas
de 7 cm de altura y 8 cm de diametro, conteniendo aproximadamente 30 g de sustrato Sunshine
Mix 3®. En cada tratamiento se utilizaron 12 macetas con dos plantulas cada una, obteniendo un
total de 24 plantulas por grupo. El disefio experimental consistio en cuatro tratamientos: control,

BIO, ES y ES + BIO (Tabla 8).

La aplicacion del bioinoculante multicepa se realizé en dos momentos: una primera dosis al inicio
del experimento (dia 1), aplicando 1 mL por pozo directamente en el sustrato de los semilleros,
previo a la siembra; y una segunda aplicacion al momento del trasplante (dia 6), en la cual se
afnadieron 2 mL totales por maceta (1 mL por plantula), depositados en la zona de contacto con la
raiz. El bioinoculante fue preparado en una proporcion 1:1:1 de los aislados Streptomyces sp. 518
[4,071 uL], Streptomyces sp. 670 [5,210 uL] y Kocuria sp. 198 [833 uL), la cantidad de pL
necesaria de cada aislado se obtuvo mediante el ajuste con base en la concentracion de esporas/mL
en el caso de los aislados Streptomyces y UFC/mL para el aislado Kocuria sp. Posteriormente, las

plantulas se mantuvieron en crecimiento bajo condiciones controladas durante seis dias.

Transcurridos los seis dias, se inici6 la induccion del estrés salino de manera progresiva para evitar
un choque osmético. Las plantulas fueron regadas cada 2-3 dias con 20 mL de solucion salina por
maceta, comenzando con una concentracion inicial de 20 mM de NaCl e incrementandola
gradualmente conforme al esquema descrito en la Tabla 9, hasta alcanzar una concentracion final
de 100 mM. Este volumen de riego fue suficiente para mantener la humedad del sustrato sin generar

exceso de agua. El ensayo tuvo una duracion total de 25 dias y al final de este tiempo se realizo la
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colecta de datos y de tejidos correspondientes para los andlisis fisioldgicos, bioquimicos y

anatdmico-funcionales.

Tabla 8. Disefio experimental del ensayo in vivo de estrés salino.

Grupo experimental

Tratamiento aplicado

CONTROL Riego libre con agua bidestilada
BIO Riego libre + inoculacion con consorcio
ES Estrés salino (100 mM de NaCl)
ES + BIO Inoculacion con consorcio + estrés salino (100 mM. NaCl)

Tabla 9. Esquema de aplicacion progresiva del estrés salino.

Riego Concentracion de Etapa
NaCl (mM)
1 20 Aclimatacion inicial al estrés salino
2 50 Incremento gradual
3 70 Incremento gradual
4 100 Establecimiento de la concentracién
deseada de estrés
5 100 Mantenimiento del estrés
6 100 Estabilizacion del estrés

6.8 Medicion de variables fisiologicas

6.8.1 Crecimiento y biomasa

Para la evaluacion del crecimiento y biomasa vegetal en plantas de Solanum lycopersicum var.

Cherry, se midio la altura de cada plantula desde la base del tallo hasta el punto mas alto de la parte

aérea, utilizando una cinta métrica como medida de referencia y el software ImagelJ para el analisis

de imagenes.
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La longitud de la raiz principal se determind tras extraer cuidadosamente las plantas del sustrato,
midiéndose desde el cuello de la raiz hasta su extremo final. Posteriormente se registrd el peso
fresco del tejido aéreo y del sistema radicular empleando una balanza analitica (Mettler Toledo
PG4002-5).

Los tejidos vegetales fueron colocados en un horno a 60°C con el fin de obtener el peso seco
correspondiente. Adicionalmente, se realizd el conteo del nimero de raices secundarias emergentes

a partir de la raiz principal.

6.8.2 Contenido relativo de agua (CRA)

El contenido relativo de agua (CRA) se determin6é como un indicador del estado hidrico de las
plantas, Para ello, se recolectaron hojas de la zona media de la planta y se registro su peso fresco
(PF) inmediatamente después de la recoleccion. Posteriormente, las muestras fueron rehidratadas
mediante su inmersion en agua bidestilada durante 6 h a 4 °C en oscuridad, con el objetivo de
alcanzar su maxima turgencia. Este paso permite restablecer completamente el contenido de agua
en las células, eliminando el efecto del déficit hidrico y proporcionando una referencia del estado

de hidratacion 6ptimo del tejido, conocido como peso de turgencia (PT).

Tras la rehidratacion, las hojas fueron secadas superficialmente con papel absorbente para eliminar
el exceso de agua y se registrd el peso de turgencia. Finalmente, las muestras fueron deshidratadas
en horno a 60-70 °C para obtener el peso seco (PS). El CRA se calcul6 siguiendo la formula dada

por Barrs y Weatherley (1962).
CRA= (PF-PS) / (PT-PS) x 100

donde PF corresponde al peso fresco, PT al peso de turgencia obtenido tras sumergir las hojas en
agua destilada durante 6 h, y PS al peso seco, obtenido después del secado del tejido vegetal a 60-
70 °C. Este parametro refleja la capacidad de la planta para mantener su contenido de agua en
condiciones de estrés, siendo un indicador ampliamente utilizado en estudios fisioldgicos de

tolerancia a sequia y salinidad.

6.8.3 Extraccion y cuantificacion de clorofila

La extraccion y cuantificacion de clorofila se realizd mediante el método de extraccion con etanol

al 80% (Lichtenthaler 1987). Para ello, se pesaron 2 g de hojas provenientes de la zona media de
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la planta, las cuales fueron maceradas en un mortero con 10 mL de etanol al 80% hasta obtener una

mezcla homogénea.

El extracto se transfirid a tubos conicos de 15 mL y se dejé en reposo durante 18 h a 4°C, con el
fin de favorecer la completa extraccion de los pigmentos. Posteriormente, las muestras fueron

centrifugadas a 3,800 rpm durante 5 min a 4 °C (HERMLE Z326K).

Del sobrenadante obtenido, se tomaron 200 pL por muestra y se colocaron en una microplaca de
96 pocillos. Las lecturas de absorbancia se realizaron por triplicado en un espectrofotometro de
placas, registrando la absorbancia a longitudes de onda de 645 nm y 663 nm, correspondientes a
los méaximos de absorcion de clorofila b y clorofila a, respectivamente. El uso de estas longitudes
de onda permite no solo detectar la presencia de los pigmentos fotosintéticos, sino también
diferenciarlos cuantitativamente, debido al solapamiento parcial de sus espectros de absorcion. El
contenido de clorofila a, clorofila b y clorofila total se calcul6 utilizando las ecuaciones propuestas

por Arnon (1949):
Clorofila a = 12.7 (A663) - 2.69 (A645)
Clorofila b =22.9 (A645) - 4.68 (A663)

Clorofila total = 20.2 (A645) + 8.02 (A633)

Este método es ampliamente utilizado por su precision y reproducibilidad en estudios fisiologicos
de plantas.

6.9 Medicion de variables bioquimicas

6.9.1 Extraccion y cuantificacion de prolina

La cuantificacion de prolina se realizdo mediante el método de isatina-prolina, de acuerdo con una

modificacion del protocolo descrito por Boctor F. 1971 y Long D. et al. 2012.

Para la extraccion, se utilizaron 500 mg de tejido radicular limpio, mismo que fue sometido a
congelacion con 1 mL de etanol al 20% con el objetivo de favorecer la ruptura de la pared celular
y membrana. Posteriormente, el tejido congelado se macerd en un mortero hasta obtener una textura

homogénea, adicionando 9 mL de etanol al 20%.

El extracto obtenido se transfirid a tubos conicos de 15 mL y se homogenizd mediante vortex

durante 1 minuto, seguido de un ciclo de centrifugaciéon a 3,800 rpm por 10 minutos a 4 °C
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(HERMLE Z326K). El sobrenadante resultante se recupero y se transfirié a tubos nuevos, en ¢l se

encuentra disuelta la prolina.

Para la cuantificacion, se prepard una curva de calibracion utilizando soluciones estandar de L-
prolina disuelta en agua a concentraciones de 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 mg/mL. La reaccion isatina-
prolina se llevo a cabo en tubos de vidrio con fondo limpio, adicionando 100 uL de muestra o
solucion estandar, 100 uL de buffer de citratos 0.5 M pH 4.1 ([Por litro]: Soluciéon A 0.5 M: 96.60
g acido citrico (C¢HgO7); Solucion B 0.5 M: 147 g citrato de sodio (Na3CeHs07); 200 mg isatina
(CsHs5NO2)), 300 pL de solucion de isatina al 0.075% en acetona y 500 pL de etanol al 96%.

La mezcla se homogeniz6 y se mantuvo en horno a 115°C durante 24 h. Transcurrido este tiempo,
se formo un precipitado en el fondo de los tubos, el cual fue resuspendido en 600 puL de una solucion
acetona-agua (2:1). La suspension se agitd hasta diluir el precipitado y se tomaron 200 pL, los

cuales se colocaron en una microplaca de 96 pocillos.

La absorbancia se midid a 595 nm en un espectrofotometro de microplacas. Desde la adicion de la
solucion acetona-agua (2:1) hasta la lectura de la microplaca, las muestras se mantuvieron
protegidas de la luz intensa con papel aluminio, debido a que el producto de la reaccion es

fotosensible.

6.10 Medicion de variables anatomicas- funcionales

Se evaluaron variables anatomicas y funcionales asociadas a la respuesta de las plantas de tomate
var. Cherry frente a condiciones de estrés hidrico y salino, asi como al efecto de la inoculacion con

actinobacterias.

6.10.1 Apertura estomatica

La apertura estomatica se determind mediante la técnica de impresion foliar con esmalte
transparente (Romero et al. 2020). Para ello, se seleccionaron hojas de la regiéon media de la planta,
sobre las cuales se aplicd una capa uniforme de esmalte transparente para ufias en el envés. Una
vez seco, el esmalte se retird cuidadosamente con cinta adhesiva transparente y se monto sobre un
portaobjetos. Para la observacion microscopica, las muestras fueron tefiiddas con colorante azul de
metileno (1%) para resaltar las estructuras estomaticas y se utilizé un filtro verde de contraste, lo

que permiti6é una mejor diferenciacion de los estomas.
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La apertura estomatica se registré en micrometros (um) con ayuda de un portaobjetos graduado.
Para cada tratamiento se analizaron tres campos visuales por muestra, a partir de 18 hojas
seleccionadas de la parte media de la planta, provenientes de macetas diferentes. Las hojas
correspondieron a 6 plantulas representativas de cada tratamiento y se utilizaron para calcular los
valores promedio de apertura estomdtica. Por cada hoja se seleccionaron 6 estomas que fueron

medidos en longitud y apertura.

6.10.2 Modificaciones en la anatomia vascular del tallo

Para el analisis de la anatomia vascular, se realizaron cortes transversales a nivel del tallo medio
de 10 plantulas representativas de cada tratamiento. Los cortes se obtuvieron manualmente con
ayuda de una navaja y se sometieron a una tincion diferencial con safranina (1%) durante 1 minuto,
seguida de colorante verde rapido (0.1%) durante 1 minuto, con el fin de diferenciar los distintos
tejidos vegetales. Los cortes fueron aclarados con una solucion alcohol-acetona 1:1 para eliminar
el exceso de colorantes. Las muestras se montaron en portaobjetos con glicerol (50%) y se

observaron mediante microscopia dptica.

Para cada tratamiento se analizaron tres campos visuales por muestra a partir de 10 tallos de
plantulas seleccionados de forma aleatoria y provenientes de macetas distintas. A partir de las
imagenes obtenidas, se registrd el nimero y el diametro de los vasos de xilema utilizando un

portaobjetos graduado y el software ImageJ.

Los valores obtenidos se utilizaron como indicadores de las modificaciones anatomicas asociadas
a la respuesta de las plantas frente al estrés hidrico y estrés salino, asi como al efecto de la

inoculacion con el consorcio de actinobacterias.
6.11 Identificacion molecular y analisis filogenético del aislado 198

6.11.1 Extraccion de ADN genomico

La extraccion del acido desoxirribonucleico (ADN) gendmico del aislado se realizé utilizando el
método de fenol-cloroformo (Arocha ef al. 2017). El aislado de actinobacteria se cultivo por dos
dias en medio LB ([Por litro]: 25 g Miller’s LB Broth, 20 g agar bacterioldgico), después, con la
ayuda de un bisturi estéril se recupero la biomasa y se coloco en tubos de centrifuga, se afiadi6 1.5
mL de sacarosa 20 al % y se centrifugaron a 12,000 rpm durante 5 minutos. Para la lisis, se

afadieron perlas de vidrio de 0.1 mm estériles y 800 pL de buffer de lisis QTP ([Por litro]: 40 mL
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Triton X-100, 100 mL SDS al 20%, 20 mL NaCl 5 M, 10 mL Tris 2 M pH 8, 7 ml EDTA 500 mM
pH 8, aforado a 1 L con agua Mili Q). Los tubos se llevaron a disruptor MagNalyzer marca Roche
a 5,000 rpm por 1 minuto, posteriormente se centrifugaron a 12,000 rpm por 15 minutos a 4 °C, se
transfirio la fase acuosa a un nuevo tubo y se realizaron dos lavados, el primero con fenol-
cloroformo y uno segundo con cloroformo. La precipitacion del ADN se realizd con etanol
absoluto y acetato de sodio 3 M en una relacion 1:2. Los tubos se incubaron por 24 h a -20°C y
posteriormente se realizaron dos lavados con etanol 70%. Finalmente, la pastilla de ADN fue
resuspendida en agua Mili Q y se verifico la calidad de la extraccion mediante la medicion de la
proporcion 260/280 por espectrofotometria en el equipo NanoDrop marca ThermoScientific

modelo 2000. La integridad se determiné por medio de una electroforesis en gel de agarosa al 0.8%.

6.11.2 Secuenciacion

Las muestras de ADN con pureza arriba de 2.0 en la proporcion 260/280 se enviaron al Laboratorio
de Servicios Gendmicos, Unidad de Gendémica Avanzada (LabSerGen-Cinvestav) para el servicio

de secuenciacion de genoma completo por la plataforma [lumina MiSeq 6000.

6.11.3 Ensamble

La calidad de las lecturas obtenidas fue evaluada utilizando el programa Fastqc dentro de Google
Colaboratory, tanto antes como después del procesamiento de datos. El filtrado y procesamiento
de las secuencias se llevo a cabo mediante el software Fastp, empleando un enfoque adaptativo que
incluy6 un filtro de baja complejidad con un umbral de 30, activacion de la correccion de lecturas,
asi como la deteccion y eliminacion automatica de adaptadores. El valor de calidad phred se
establecio en 15, mientras que el recorte adaptativo se realizd mediante una ventana deslizante de
4 pb con una calidad promedio de 20. Asimismo, se habilité el recorte de bases de baja calidad al

principio y al final de las lecturas, estableciendo una longitud minima de lectura de 200 pb.

Posteriormente, las lecturas procesadas fueron ensambladas utilizando el programa SPAdes
(v15.1). La calidad del ensamblaje se evalu6 mediante las herramientas QUAST y CheckM, con el
fin de verificar la integridad y calidad del genoma obtenido. Finalmente, la extraccion del gen 16s
rRNA se realizd utilizando el software Barrnap, y la secuencia obtenida fue empleada para su
comparacion en la base de datos del Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI)
mediante la herramienta BLASTn, con el objetivo de determinar la identidad taxondmica del

aislado 198.
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6.11.4 Analisis filogenético

Para la reconstruccion filogenética, la secuencia del gen 16S rRNA del aislado /98 se aline6 junto
con secuencias de referencia de especies representativas del género Kocuria y géneros

filogenéticamente cercanos, obtenidas de la base de datos del NCBI.

El alineamiento multiple de secuencias se realizo utilizando el programa MEGA (version 11)
mediante la herramienta MUSCLE. A partir del alineamiento obtenido, se construyd un arbol
filogenético empleando el método de méxima verosimilitud, utilizando el modelo evolutivo mas
adecuado determinado por defecto por el software. El arbol filogenético se evalu6 mediante un
analisis de bootstrap con 1000 réplicas. La edicion final del arbol se realizo utilizando la
herramienta iTOL, lo que permitié una representacion clara de las relaciones filogenéticas del

aislado dentro del género Kocuria.

6.12 Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) de dos factores
y las comparaciones multiples entre tratamientos se llevaron a cabo mediante prueba post-hoc de
Tukey, con un nivel de confianza del 95% (p < 0.05), utilizando los programas estadisticos Minitab

(version 18) y GraphPad Prism (version 8.0).
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7. RESULTADOS
7.1 Ensayo de confrontacion antagonica en placa

Tras 10 dias de incubacion en medio ISP2, los controles individuales correspondientes a cada
aislado mostraron un crecimiento uniforme (Figura 11), lo que permitié conocer el
comportamiento caracteristico de cada cepa en ausencia de interaccion microbiana,

estableciendo asi una referencia visual para la interpretacion de la prueba de antagonismo.

En las confrontaciones entre aislados (Figura 12), se observé crecimiento uniforme en las zonas
de contacto. No se observaron halos de inhibicion ni disminucion visible de la esporulacion en
ninguna de las combinaciones que se evaluaron. La formacion de esporas en los aislados del
género Streptomyces fue de buena (**) a excelente (***) de acuerdo con los criterios

establecidos, siendo consistente en todas las repeticiones.

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 10, donde todas las interacciones se registraron
como no antagdnicas (-). Esto indica que los aislados de interés 518, 670 y 198 son compatibles
entre si, lo que apoya su seleccion para la elaboracion del bioinoculante multicepa empleado

en los ensayos in vivo posteriores.

Figura 11. Control de crecimiento individual de los aislados de actinobacterias en medio ISP2. A) Tap6n
de agar 518; B) Tapon de agar 670; C) Tapon de agar 198. Se observa crecimiento y esporulado caracteristico

de cada cepa.
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Figura 12. Prueba de confrontacién en placa. A); tapete 518 + tapon 198; B); tapete 518 + tapon 670; C); tapete

670 + tapon 198; D); tapete 670 + tapdn 518; E); tapete 198 + tapon 518; F); tapete 198 + tapon 670. No se observan

zonas de inhibicion entre las zonas.

Tabla 10. Interaccion entre aislados de actinobacterias en ensayo de confrontacion.

Tapete Tapon de agar Interaccion Esporulacion
518
Control ISP2 670 - sokok
198
670 198 - ok
5 1 8 *kk
198 670 - *x
518 il
518 670 - o
198 o

Nivel de esporulacion: (*) ausente; (**) buena; (***) excelente. Interaccion: (-) ausencia de antagonismo.
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7.2 Ensayo in vivo de estrés hidrico

Durante el ensayo in vivo de estrés hidrico se observaron diferencias claras en el desarrollo y
apariencia general de las plantulas de Solanum lycopersicum var. Cherry entre los tratamientos
evaluados. La progresion visual del estrés se presenta en la Figura 13, donde se comparan los

tratamientos Control, BIO, EH y EH + BIO a los dias 1, 5 y 10 sin riego.

Las plantulas sometidas unicamente a estrés hidrico (EH) mostraron una disminucion
progresiva de la turgencia foliar, evidenciandose signos de marchitez a partir del quinto dia de
suspension del riego y acentuandose hacia el dia 10. En contraste, las plantas inoculadas con el
consorcio de actinobacterias bajo condiciones de estrés (EH +BIO) conservaron una apariencia
saludable, manteniendo hojas turgentes y verdes durante todo el periodo de evaluacion. Las
plantas del grupo control presentaron un crecimiento uniforme y apariencia estable, consistente

con las condiciones de riego libre.

Posterior al periodo de rehidratacion, las diferencias entre tratamientos fueron mas evidentes
(Figura 14). Las plantas del tratamiento EH + BIO mostraron una recuperacion acelerada,
caracterizada por la emision de nuevos brotes y la restauracion de la turgencia foliar. Por el
contrario, las plantas sometidas Unicamente a estrés hidrico (EH) presentaron signos
irreversibles de estrés, incluyendo necrosis parcial de hojas y ausencia de brotes nuevos. El

grupo control mantuvo un crecimiento 0ptimo sin signos de estrés.

El anélisis cuantitativo de variables fisioldgicas coincide con lo visto en el estado de las plantas
durante el ensayo. Las plantas del grupo EH + BIO presentaron peso fresco y seco
significativamente mas alto en comparacion con el grupo EH (Grafico 16A y 16B,
respectivamente), incluso con valores mas altos que las plantas del grupo control. La longitud
de la raiz principal también fue mayor en las plantas inoculadas con el consorcio bajo estrés
hidrico (EH + BIO) (Grafico 16C), lo que sugiere que pueden explorar de mejor manera el
suelo cuando hay poca disponibilidad de agua. De manera consistente, el contenido relativo de
agua (CRA) fue mas alto en el tratamiento EH + BIO respecto al grupo EH (Grafico 16D),
evidenciando una mejor capacidad de mantenimiento del estado hidrico de las plantas cuando

crecen en presencia del bioinoculante.

En la cuantificacion del nimero de raices secundarias también se observaron diferencias
significativas entre tratamientos. Las plantas del grupo EH + BIO presentaron un desarrollo de
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raices laterales aproximadamente tres veces mayor en comparacion con las plantas del grupo
EH y el grupo control (Figura 16E y Figura 15). Este incremento en la produccion de raices
secundarias hace evidente una modificacion de la arquitectura radicular asociada a la

inoculacidn con consorcio e intensificada por las condiciones de estrés hidrico.

EH

EH +BIO

BIO

CONTROL

Figura 13. Evolucion fenotipica de plantas de tomate (Solanum lycopersicum var. Cherry) sometidas a estrés

hidrico durante 1, 5y 10 dias. EH: estrés hidrico, EH+BIO: estrés hidrico + bioinoculante, BIO: bioinoculante,

Control: riego libre.
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Figura 14. Recuperacion fenotipica de plantas de tomate (Solanum Ilycopersicum var. Cherry) después de siete
dias de rehidratacion tras la aplicacion de estrés hidrico. A) control, B) BIO: bioinoculante, C) EH: estrés hidrico,

D) EH+BIO: estrés hidrico con bioinoculante.

EH EH + BIO CONTROL

Figura 15. Desarrollo del sistema radicular en plantas de tomate (Solanum lycopersicum var. Cherry) bajo estrés
hidrico. EH: estrés hidrico, EH+BIO: estrés hidrico y bioinoculante, Control: riego libre. Escala de 1 cm de referencia

en la esquina superior derecha obtenida mediante el software Image J.
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Figura 16. Efecto del bioinoculante multicepa sobre variables fisiologicas de plantas de tomate (Solanum
Iycopersicum var. Cherry) bajo estrés hidrico. A) Peso fresco, B) Peso seco, C) Longitud de raiz principal, D) CRA
(contenido relativo de agua), E) Conteo de raices secundarias. EH: estrés hidrico, EH+BIO: estrés hidrico +
bioinoculante, BIO: bioinoculante, Control: riego libre. Los datos se expresan como media+ SEM (n =24). Diferencias
significativas entre tratamientos fueron determinadas mediante ANOVA de una via seguido de la prueba de Tukey (p

< 0.05). Diferentes letras sobre las barras indican diferencias estadisticas entre los tratamientos.
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7.3 Ensayo in vivo de estrés salino

La exposicion de las plantas de Solanum lycopersicum var. Cherry a condiciones de estrés
salino revelo diferencias visibles en el desarrollo y estado fisiologico entre los tratamientos
evaluados (Figura 17). Las plantas sometidas unicamente al estrés salino (ES) comenzaron a
mostrar signos de estrés a partir del quinto dia, evidenciados por clorosis ligera en las hojas de
la parte alta de la planta, reduccién de la turgencia foliar y una disminucion general del

crecimiento.

En contraste, las plantas inoculadas con el consorcio de actinobacterias y sometidas a
condiciones de estrés salino (ES + BIO) conservaron una apariencia mas saludable, con hojas
de color verde intenso y menor grado de marchitez, mostrando caracteristicas similares a las
observadas en el grupo control. Aunque el dafo causado por el estrés salino fue menor en
comparacion con el ensayo de estrés hidrico, las diferencias entre tratamientos se mantuvieron

constantes durante todo el periodo de evaluacion.

El andlisis cuantitativo de las variables fisioldgicas mostrd un patrén consistente con el
observado bajo estrés hidrico (Figura 19). Las plantas del grupo ES + BIO presentaron valores
significativamente mayores de peso fresco y peso seco (Figura 19A y 19B), asi como un
incremento en la longitud de la raiz principal (Figura 19C) en comparacion con las plantas
sometidas unicamente al estrés salino. De igual manera, el contenido relativo de agua (CRA)
fue superior en las plantas inoculadas (Figura 19D), indicando una mayor capacidad para

mantener el estado hidrico bajo condiciones de salinidad.

El nimero de raices secundarias también mostr6 diferencias significativas entre tratamientos
(Figura 19E). Las plantas del grupo ES + BIO desarrollaron un sistema radicular mas extenso
y ramificado, con raices laterales de entre dos y tres veces mas que la registrada en los grupos
ES y control, como se observa en la Figura 18. Este patron sugiere una modificacion en la

arquitectura radicular asociada a la inoculacion con el consorcio.
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ES

ES +BIO

BIO

CONTROL

DiAl

Figura 17. Evolucion fenotipica de plantas de tomate (Solanum Ilycopersicum var. Cherry) sometidas a estrés
salino durante 1, 5y 10 dias. ES: estrés salino, ES+BIO: estrés salino con bioinoculante, BIO: bioinoculante, Control:

riego con agua sin NaCL

ES ES + BIO CONTROL

Figura 18. Desarrollo del sistema radicular en plantas de tomate (Solanum lycopersicum var. Cherry) bajo estrés
salino. ES: estrés salino, ES+BIO: estrés salino y bioinoculante, Control: riego con agua sin NaCl. Escala de 1 cm de

referencia en la esquina superior derecha obtenida mediante el software Image J.
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Figura 19. Efecto del bioinoculante multicepa sobre variables fisiologicas de plantas de tomate (Solanum
Iycopersicum var. Cherry) bajo estrés salino. A) Peso fresco, B) Peso seco, C) Longitud de raiz principal, D) CRA
(contenido relativo de agua), E) Conteo de raices secundarias. Tratamientos: CONTROL.: riego sin NaCl; ES+BIO:
estrés salino + bioinoculante, BIO: bioinoculante; ES: estrés salino. Los datos se expresan como media £+ SEM (n =
24). Diferencias significativas entre tratamientos fueron determinadas mediante ANOVA de una via seguido de la

prueba de Tukey (p < 0.05). Diferentes letras sobre las barras indican diferencias estadisticas entre los tratamientos.

De manera general, ambos ensayos mostraron tendencias similares en la respuesta de las plantas
frente al estrés abiotico. La ausencia del bioinoculante se asoci6 con reduccion del crecimiento y
deterioro fisioldgico progresivo, mientras que su aplicacion se relacioné con el mantenimiento de
la turgencia y un mayor desarrollo del sistema radicular. Si bien la intensidad del dafio fue mas
marcada bajo déficit hidrico, los patrones observados fueron consistentes entre ambos tipos de

estrés.
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7.4 Cuantificacion de clorofila

El contenido de clorofila fue evaluado en tejido aéreo de plantas de tomate sometidas a condiciones
de estrés hidrico y salino, considerando la presencia y ausencia del consorcio de actinobacterias.
La cuantificacién se realiz6 a partir de muestras compuestas de tejido foliar, con el fin de obtener
una representacion promedio del estado fisioldgico de cada tratamiento. Para ello, se prepararon
tres réplicas por tratamiento (n=3), cada una constituida por 2 g de hojas provenientes de la zona
media de 12 plantulas seleccionadas de manera aleatoria. Cada extracto fue analizado por triplicado
en microplaca de 96 pozos. La distribucion de las muestras analizadas se muestra en la Figura 20,

donde se presenta la disposicion en microplacas de 96 pozos correspondiente a ambos ensayos.

Bajo condiciones de estrés hidrico, se obtuvieron diferencias significativas en el contenido de
pigmentos fotosintéticos entre tratamientos (Figura 21A).El grupo inoculado unicamente con el
consorcio (BIO) presentd la mayor concentracion de clorofila total, seguido del grupo EH + BIO,
el cual mostrd 3 veces mas clorofila total en comparacion con las plantas sometidas tinicamente a
déficit hidrico (EH). En contraste, las plantas del grupo EH mostraron una disminucién marcada
tanto en clorofila “a” como en clorofila “b”, indicando una reduccion en la capacidad fotosintética
asociada al estrés. Las plantas inoculadas (BIO y EH + BIO) conservaron niveles de pigmentos
similares o superiores al grupo control, evidenciando un efecto positivo del bioinoculante en la

estabilidad fotosintética bajo condiciones de estrés hidrico.

En las plantas sometidas a estrés salino, el patrén de concentracion de clorofila mostr6 una
tendencia distinta (Figura 21B). El grupo ES + BIO mostré los valores mas altos de clorofila total,
incluso superiores al grupo BIO, mientras que las plantas sometidas inicamente a estrés salino (ES)
presentaron una reduccion en el contenido de pigmentos respecto a los grupos inoculados con el

€onsorcio.

En conjunto, los resultados obtenidos en ambos ensayos confirman que la inoculacion con el
consorcio de actinobacterias favorecié la conservacion del contenido de clorofila frente a
condiciones de estrés abiotico, manteniendo una mayor estabilidad de los pigmentos fotosintéticos

en comparacion con las plantas no inoculadas.
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Figura 20. Disposicion de tratamientos en microplaca de 96 pozos para cuantificacion de clorofila en plantas de
tomate sometidas a estrés hidrico y salino. A) Ensayo de estrés hidrico; B) Ensayo de estrés salino. Tratamientos:
CONTROL: riego libre o sin NaCl; EH+BIO: estrés hidrico + bioinoculante; ES+BIO: estrés salino + bioinoculante,
BIO: bioinoculante; EH: estrés hidrico; ES: estrés salino; Blanco: etanol 80%. n=3 réplicas por tratamiento (2 g de

tejido foliar); cada muestra analizada por triplicado.
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Figura 21. Efecto del bioinoculante multicepa sobre el contenido de clorofila a, b y total en plantas de tomate
(Solanum lycopersicum var. Cherry) sometidas a estrés hidrico y salino. A) estrés hidrico; B) estrés salino.
Tratamientos: CONTROL: riego libre o sin NaCl; EH+BIO: estrés hidrico + bioinoculante; ES+BIO: estrés salino +
bioinoculante, BIO: bioinoculante; EH: estrés hidrico; ES: estrés salino. Los datos se expresan como media £ SEM (n
=3) de mg/g de tejido fresco. Diferencias significativas fueron determinadas mediante ANOVA de una via seguido de
la prueba de Tukey (p < 0.05). Diferentes letras sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas entre los

tratamientos.
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7.5 Cuantificacion de prolina.

La acumulacion de prolina fue evaluada como indicador bioquimico de la respuesta fisiologica
de las plantas de Solanum lycopersicum var. Cherry frente al estrés salino y la aplicacion del
bioinoculante multicepa. La cuantificacion de prolina se realizd a partir de tres réplicas
biologicas por tratamiento (n=3), cada una constituida por 500 mg de raiz obtenida de plantulas
independientes seleccionadas de manera aleatoria. El extracto fue analizado por triplicado. Los
resultados mostraron variaciones claras entre los tratamientos, lo que indica diferencias en el

grado de estrés experimentado por las plantas.

La confiabilidad de la cuantificacion se establecid6 mediante una curva de calibracion de L-
prolina (Figura 22), la cual mostrd una relacion lineal entre la absorbancia registrada a 595 nm
y la concentracién del estandar. La ecuacion que se obtuvo muestra un coeficiente de
determinacion alto (R? = 0.9806), lo que indica que hay una relacién lineal fuerte. Esto permite

estimar con precision la cantidad de prolina en las muestras que se analizaron.

El orden en que se analizaron las muestras se puede ver en la Figura 23, donde se indica la
distribucion de las mismas en una microplaca de 96 pozos que se uso para medir los resultados

por espectrofotometria.

Al analizar las muestras de tejido radicular de las plantas que estaban bajo estrés salino, se
encontrd que el grupo ES tenia la mayor cantidad de prolina (2520 p/g PF). Esto indica que las
plantas del grupo ES tuvieron una respuesta fisioldgica mas intensa al estrés salino y sugiere

que experimentaron un mayor grado de estrés porque no tenian el bioinoculante.

Por otro lado, las plantas del grupo ES + BIO tuvieron una cantidad significativamente menor
de prolina (1440 pg/g PF), lo que muestra que la inoculacidn con el consorcio de actinobacterias
ayudo a reducir el impacto del estrés salino y a disminuir la necesidad de que las plantas

activaran mecanismos para compensar el estrés, como acumular prolina.

Los tratamientos Control y BIO tuvieron valores similares (1170 y 1260 pg/g PF,
respectivamente). No hubo diferencias estadisticas entre estos tratamientos y el tratamiento ES
+ BIO. El andlisis estadistico los agrupo juntos, sin diferencias significativas entre ellos,
mientras que el tratamiento ES se separ6 significativamente, lo que indica que solo hubo un

aumento de prolina cuando las plantas estaban bajo estrés salino sin la inoculacion bacteriana,
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como se puede ver en la Figura 24. En general, los resultados indican que la inoculacion con el
consorcio de actinobacterias ayudo a reducir la respuesta osmética asociada al estrés salino, lo
que se refleja en una menor acumulacion de prolina en raiz. Esto sugiere que las plantas

inoculadas tuvieron un mejor estado fisiologico en general.
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Figura 22. Curva de calibraciéon para la cuantificacion de L-prolina. A) Precipitado obtenido a diferentes
concentraciones de L-prolina en agua después de reaccionar con isatina, se observa un incremento en la coloracion
conforme aumenta la concentracion de prolina. B) Relacion lineal entre absorbancia a 595 nm y concentracion de

prolina (mg/mL), mostrando ecuacion de regresion y coeficiente de determinacion (R2= 0.9806).
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Figura 23. Disposicion de tratamientos en microplaca de 96 pozos para cuantificacion de prolina en raiz en plantas
de tomate sometidas a estrés salino. Tratamientos: CONTROL: riego con agua sin NaCl; ES+BIO: estrés salino +
bioinoculante; BIO: bioinoculante; ES: estrés salino; Blanco: acetona +agua (2:1). n=3 réplicas (500 mg de raiz de plantas

independientes); cada muestra analizada por triplicado.
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Figura 24. Contenido de prolina (ng/g) en tejido radicular fresco de plantulas de Solanum lycopersicum var. Cherry
inoculadas con un consorcio multicepa bajo condiciones de estrés salino. Tratamientos: CONTROL.: riego sin NaCl;
ES+BIO: estrés salino + bioinoculante, BIO: bioinoculante; ES: estrés salino. Los valores representan la media + error
estandar (SEM) (n = 3) en microgramos de prolina por gramo de peso fresco de raiz. Letras diferentes indican diferencias

significativas entre tratamientos determinadas mediante ANOVA de una via seguido de la prueba de Tukey (p < 0.05).
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7.6 Evaluacion de parametros estomaticos

El analisis microscépico de las hojas evidencié diferencias claras en la morfologia y estado
funcional de los estomas entre los tratamientos evaluados bajo condiciones de estrés hidrico y
salino (Figuras 25 y 26). En ambos ensayos, las plantas sometidas a estrés en ausencia del
bioinoculante (EH y ES) presentaron en su mayoria estomas cerrados, asi como alteraciones en la
estructura de las células oclusivas, incluyendo pérdida de turgencia y deformaciones visibles. Este
comportamiento fue mas evidente bajo estrés hidrico, donde la mayoria de los estomas se
observaron completamente cerrados, reflejando una limitacion en el intercambio gaseoso asociada

a la restriccion hidrica (Figura 25B).

En contraste, las plantas tratadas con el bioinoculante (EH+BIO y ES+BIO) mostraron una mayor
proporcion de estomas abiertos, con células oclusivas bien definidas y un ostiolo claramente
diferenciado, lo que sugiere una conservacion de la funcionalidad estomatica atin bajo condiciones
de estrés. El grupo control presentd una morfologia estomatica uniforme, sin alteraciones visibles
y con predominio de estomas abiertos, como es caracteristico de plantas en condiciones no

limitantes (Figura 25A; Figura 26A)

Figura 25. Micrografias de estomas en hojas de plantas de tomate (Solanum lycopersicum var. Cherry)

sometidas a estrés hidrico. A) Control; B) EH; C) EH+BIO. Imagenes obtenidas mediante microscopia optica a 40X

con tincion azul de metileno 1% y filtro de contraste verde. Barra de escala: 20 um.
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Figura 26. Micrografias de estomas en hojas de plantas de tomate (Solanum lycopersicum var. Cherry) sometidas
a estrés salino. A) Control; B) ES; C) ES+BIO. Imagenes obtenidas mediante microscopia optica a 40X con tincion

azul de metileno 1% y filtro de contraste verde. Barra de escala: 20 um.

La evaluacion cuantitativa de los pardmetros estomaticos confirmo las diferencias observadas a
nivel microscopico. En ambos tipos de estrés, la longitud estomética fue mayor en las plantas
inoculadas con el consorcio de actinobacterias, con valores cercanos a 20 um, en comparacion con
el grupo control y los tratamientos sin inoculacion (EH y ES), cuyos valores oscilaron entre 12 y
15 pm (Figura 27A 'y 28A). Esto sugiere que la estructura celular en los estomas se mantiene mejor

en condiciones adversas.

Los tratamientos con bioinoculante tuvieron valores de apertura estomatica mas altos que los
tratamientos solo sometidos a estrés. Esto indica que pueden regular mejor el intercambio de gases

sin perder demasiada agua.

Por otro lado, la densidad estomatica se comportd de manera diferente segun el tipo de estrés
aplicado. Bajo condiciones de déficit hidrico, el tratamiento EH+BIO present6 valores similares al
control, mientras que el tratamiento EH mostr6 una reduccion en el nimero de estomas por campo
de vision (Figura 27B). en contraste, bajo estrés salino, el tratamiento ES+BIO registr6 la mayor

densidad estomatica, superando tanto al control como al tratamiento ES (Figura 28B).
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Figura 27. Parametros estomaticos en plantulas de tomate (Solanum lycopersicum var. Cherry) bajo condiciones
de estrés hidrico, con y sin inoculacion del consorcio bacteriano. A) Longitud y apertura estomatica promedio. Se
midieron n= 18 estomas por planta y n= 6 plantas por tratamiento. Tratamientos: CONTROL: riego libre; EH+BIO:
estrés hidrico + bioinoculante; BIO: bioinoculante; EH: estrés hidrico. Letras diferentes sobre las barras indican

diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA con prueba de Tukey, p <.05).
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Figura 28. Parametros estomaticos en plantulas de tomate (Solanum lycopersicum var. Cherry) sometidas a
estrés salino, con y sin inoculacién del consorcio bacteriano. A) Longitud y apertura estomatica promedio. Se
midieron n= 18 estomas por plantas y n= 6 plantas por tratamiento B) Densidad estomdtica (nimero de estomas por
campo de vision). Se contaron estomas de n= 3 campos de vision por planta y n= 6 plantas por tratamiento.
Tratamientos: CONTROL: riego sin NaCl; ES+BIO: estrés salino + bioinoculante, BIO: bioinoculante; ES: estrés
salino. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA con prueba de

Tukey, p< 0.05).
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En conjunto, estos resultados indican que la inoculacidon con el consorcio de actinobacterias
favorece el mantenimiento de la integridad estructural y funcional de los estomas bajo condiciones
de estrés abidtico, lo que podria contribuir a una regulacion mas eficiente del balance hidrico y del

intercambio gaseoso en las plantas tratadas.

7.7 Analisis de vasos de xilema.

El andlisis de los cortes transversales de tallo reveld variaciones estructurales en los tejidos
vasculares de las plantas sometidas a condiciones de estrés hidrico y salino (Figuras 29 y 30). En
el grupo control, se vio que las plantas tenian una forma caracteristica, haces vasculares bien
organizados y vasos de xilema distribuidos de manera uniforme, presentando tamafios similares

(Figura 29A; Figura 30A).

En cambio, las plantas que solo estuvieron bajo estrés (EH y ES) tuvieron menos vasos de xilema
en cada haz vascular. En promedio, tenian menos de 10 vasos (Figura 31A), ademaés, la forma en
que estaban organizados los tejidos conductores no era tan clara. Bajo el microscopico, se vio que
los haces vasculares de las plantas estresadas no estaban tan compactos y no contaban con una
forma definida (Figura 29B; Figura 30B). Esto sugiere que el estrés afect6 el desarrollo del sistema

vascular en las plantas.

Por otro lado, las plantas tratadas con el bioinoculante bajo ambas condiciones de estrés (EH+BIO
y ES+BIO) mantuvieron una organizacion vascular mas definida, con haces bien definidos y un
mayor niumero de vasos de xilema, llegando a tener alrededor de 16 vasos por haz (Figura 31A;
Figura 29C; Figura 30C). Esto indica que el bioinoculante tuvo un efecto positivo en como se

forman y mantienen los tejidos conductores.

En cuanto al ancho de los vasos de xilema, no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos (Figura 31B). Sin embargo, en los tratamientos con bioinoculante se observd una
mayor uniformidad en el tamano de los vasos y una disposicién mas ordenada dentro del haz
vascular, en comparacion con los tratamientos sometidos unicamente a estrés. Los resultados
indican que la inoculacion con el consorcio favorece la conservacion de la arquitectura vascular
bajo condiciones adversas, lo que podria contribuir a un transporte mas eficiente de agua y solutos

en las plantas tratadas.
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Figura 29. Corte transversal de tallo en plantulas de Solanum lycopersicum var. Cherry sometidas a estrés
hidrico. A) Control; B) EH; C) EH+BIO; VX= vaso de xilema. Imagenes obtenidas mediante microscopia Optica a

40X con tincién diferencial safranina-fast green. Barra de escala: 0.01 mm.
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Figura 30. Corte transversal de tallo en plantulas de Solanum lycopersicum var. Cherry sometidas a estrés salino.
A) Control; B) ES; C) ES+BIO. Imagenes obtenidas mediante microscopia optica a 40X con tincion diferencial

safranina-fast green. Barra de escala: 0.01 mm.
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Figura 31. Parametros del tejido vascular en plantulas de Solanum lycopersicum var. Cherry bajo condiciones
de estrés hidrico y salino, con y sin inoculacion del consorcio bacteriano. A) Numero de vasos de xilema por haz
vascular. B) Diametro de los vasos de xil xilema (um). Se evaluaron n= 10 plantas por tratamiento y n= 3 haces
vasculares por planta. Tratamientos: CONTROL: riego libre o sin NaCl; EH+BIO: estrés hidrico + bioinoculante;
ES+BIO: estrés salino + bioinoculante, BIO: bioinoculante; EH: estrés hidrico; ES: estrés salino. Letras diferentes sobre

las barras indican diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA, prueba de Tukey, p < 0.05).

7.8 Identificacion molecular del aislado 198.

7.8.1 Extraccion de ADN gendmico y ensamble.

La extraccion de ADN gendmico permitié obtener material de buena calidad, lo cual se corrobord
mediante electroforesis en gel de agarosa, donde se observo una banda definida de alto peso
molecular sin evidencia de degradacion (Figura 32). Este resultado confirm¢ la integridad del ADN

y permitiod utilizarlo para analisis posteriores.

La secuenciacion del genoma del aislado 198 arrojo resultados de calidad adecuados (Tabla 11). El
ensamble resultante estuvo conformado por 172 contigs, una longitud total de 2,804,223 pb y un
contenido de GC de 70.58%, ambas cifras esperadas para el grupo de las actinobacterias. Asi
mismo, se obtuvo un valor de N50 de 567,902 pb y L50 de 2, lo que indica un ensamblado
relativamente continuo. El analisis de anotacion permiti6 identificar 2,634 secuencias codificantes

(CDS), asi como 46 genes de tRNA y 5 genes de rRNA. La evaluacion de la calidad del genoma
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mediante QUAST y CheckM clasificé el ensamblado como de buena calidad, lo que respalda la

confiabilidad de los andlisis posteriores.

pb M Kocuria sp. (198)

Figura 32. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE 1X del ADN genémico de la actinobacteria Kocuria

sp. 198. Carril 1: marcador de peso molecular 1KB Ladder. Carril 2-6: DNA gendémico de Kocuria sp. 198.

Tabla 11. Informacion general del ensamblaje del genoma del aislado 198.

198
Tamafio del genoma (pb) 2,804,223
Contigs 172
Contenido %GC 70.58169
Contig L50 2
Contig N50 567,902
RNAt 46
RNAr 5
CDS 2,634
Calidad del genoma Buena
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7.8.2 Analisis filogenético
El analisis de la filogenia mostré que el aislado 198 se agrupa dentro del clado correspondiente al

género Kocuria, mostrando una estrecha relacion con especies previamente reportadas dentro de
este grupo, particularmente con Kocuria rhizophila TA68. Los valores de soporte obtenidas

mediante Bootstrap indican una alta confiabilidad en la agrupacion del aislado dentro de este clado

(Figura 33).
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Figura 33. Arbol filogenético basado en el gen 16S ARNr y en el método de maxima verosimilitud (ML), que

muestra la posicion del aislado 198 dentro del género Kocuria. Los colores en los nodos representan el soporte de

Bootstrap (%).
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Estos resultados confirman la identidad del aislado 198 como perteneciente al género Kocuria. Con
ello, se establece la identificacion de los tres aislados utilizados en este estudio, correspondiente a
dos del género Streptomyces y uno del género Kocuria, los cuales fueron empleados en la

formulacion del consorcio evaluado en los ensayos.
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8. DISCUSION
8.1 Consorcios microbianos como estrategia frente al estrés abidtico

La agricultura moderna enfrenta desafios derivados de la escasez de agua y la salinizacion de
los suelos, factores que impactan directamente la productividad vegetal y la estabilidad de los
sistemas agricolas. En este contexto, el uso de bioinoculantes formulados a partir de consorcios
microbianos ha surgido como alternativa para disminuir el estrés en plantas. En este estudio,
las actinobacterias Streptomyces sp. 518, Streptomyces sp. 670 y Kocuria sp. 198, aisladas de
sitios con condiciones ecoldgicas extremas como Cuatro Ciénegas, Coahuila (CCC), tienen una
ventaja adaptativa. Los microorganismos de estos ambientes suelen tener mecanismos naturales
para tolerar el estrés, como producir osmoprotectores y antioxidantes. Estas caracteristicas
pueden transferirse o inducirse en la planta hospedera a través de la interaccion en la rizosfera,

lo que mejora su crecimiento en condiciones dificiles (Koza et al. 2022; Alsharif et al. 2020).

Por otro lado, los consorcios de microorganismos, a diferencia de las cepas individuales,
permiten que varios mecanismos de promocion del crecimiento vegetal interactiien al mismo

tiempo, lo que lleva a efectos mas consistentes.

Estos sistemas suelen estas formados por bacterias y hongos que trabajan juntos, favoreciendo
procesos importantes como la produccion de fitohormonas, la solubilizacion de nutrientes y la

tolerancia al estrés ambiental (Ayan et al. 2021).

La seleccion de las cepas que conforman el consorcio (Streptomyces sp. 518, Streptomyces sp.
670 y Kocuria sp. 198) se basd en sus caracteristicas funcionales previamente descritas como
promotoras de crecimiento vegetal. En particular, el aislado Kocuria sp. 198 puede estimular
el desarrollo de raices secundarias y promover un sistema radicular mas extenso, también puede
solubilizar fosfatos, fijar nitrogeno y producir compuestos inddlicos relacionados con la
produccion de fitohormonas, lo que se ha relacionado con un aumento en el peso fresco y la

vitalidad de plantulas de Arabidopsis thaliana (Soto 2019).

Ademéds, algunas especies del género Kocuria, como Kocuria rhizophila, tienen una alta
expresion de genes relacionados con la respuesta antioxidante y la tolerancia a condiciones
salinas. Esto sugiere que juegan un papel importante en la mitigacion del estrés ambiental (L1

et al. 2020).
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Por su parte, los aislados Streptomyces sp. 518 y Streptomyces sp. 670 presentan caracteristicas
ampliamente asociadas a bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPB), tales como la
solubilizacion de fosfatos y fijacion de nitrogeno, ademas de su capacidad para inducir
tolerancia a condiciones adversas. Estas propiedades han sido reportadas para el género
Streptomyces, el cual es reconocido por su versatilidad metabdlica y su capacidad de interactuar
de manera benéfica con las plantas (Blanco 2022; Horstman et al. 2020; Condori-Pacsi et al,
2019; Gowdar et al. 2018). La integracion de los tres aislados en un consorcio multicepa
responde a la busqueda de un efecto complementario, en el que la combinacién de mecanismos
fisioldgicos y bioquimicos permita aumentar la tolerancia de las plantas frente a condiciones

de estrés.

Diversos estudios han demostrado que los consorcios microbianos que incluyen actinobacterias
presentan una mayor eficiencia en la promocion del crecimiento vegetal y en la mitigacion del
estrés abidtico en comparacion con cepas individuales. En particular, se ha reportado que
consorcios de actinobacterias rizosféricas son capaces de aliviar el estrés salino en plantas de
tomate mediante la accién conjunta de diversos mecanismos promotores de crecimiento, como
la produccion de fitohormonas y la actividad de la enzima ACC desaminasa, la cual reduce los
niveles de etileno asociados al estrés. Este efecto sinérgico permite mejorar el crecimiento y la

adaptacion de las plantas bajo condiciones salinas (Almazrouei et al. 2025).

En el presente estudio, la adicion del consorcio de actinobacterias (Streptomyces sp. 518,
Streptomyces sp. 670 y Kocuria sp. 198) al suelo, reflejo6 mejoras significativas a nivel
fisioldgico, bioquimico y anatdmico en las plantas de Solanum lycopersicum var. Cherry bajo
condiciones de estrés hidrico y salino. Estos resultados coinciden con lo reportado por Cano y
Zaraz@ia (2018), quienes demostraron que los consorcios de bacterias promotoras de
crecimiento vegetal pueden activar diversas rutas metabodlicas asociadas a la adaptacion al

estrés.

En este estudio, el comportamiento observado podria estar relacionado con la accion conjunta
de los microorganismos que forman el consorcio. También es posible que haya otros
mecanismos, como la actividad de una enzima llamada ACC desaminasa reportada en otros
consorcios de actinobacterias que ayuda y participa de manera indirecta a reducir el estrés en

las plantas, influyendo en como responden las plantas a las hormonas. Desde el punto de vista
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de la biotecnologia, estos resultados apoyan la idea de usar grupos de microorganismos como
una estrategia sostenible para hacer que los cultivos sean mas resistentes a condiciones

ambientales dificiles.

8.2 Compatibilidad y sinergia del consorcio de actinobacterias

La falta de competencia entre los microorganismos Streptomyces sp. 518, Streptomyces sp. 670
y Kocuria sp. 198 es crucial para crear un bioinoculante efectivo. Los resultados muestran que
estas cepas crecen bien juntas, sin sefiales de inhibicidon o problemas en su desarrollo, lo que
indica que no hay interacciones negativas entre ellas. Esto es importante para asegurar que las

tres cepas puedan coexistir y que el grupo funcione de manera eficiente.

Solis (2025) en su estudio del potencial de los consorcios microbianos en campos agricolas en
Cuba, demuestra que la compatibilidad entre microorganismos es un requisito indispensable ya
que determina directamente su estabilidad, funcionalidad y eficacia como bioinoculante en
condiciones reales. Ademas, Zelaya-Molina et al. 2025 en su estudio de implementacion de un
consorcio hongo-levadura-bacteria para la mejora del crecimiento temprano del maiz, aseguran
que la compatibilidad de los aislados seleccionados tiene impacto tanto en la reproducibilidad
del formulado, en su estabilidad durante el almacenamiento y en su desempefio en general. Es
por eso que las pruebas de compatibilidad in vitro, como los ensayos de confrontacion, son un
paso fundamental en el disefio de consorcios microbianos, ya que permiten predecir

parcialmente el comportamiento de las cepas cuando son aplicadas en conjunto.

Los resultados obtenidos en las pruebas de confrontacion en placa demuestran la ausencia de
antagonismo entre los aislados, lo que sugiere que los efectos observados in vivo son resultado

de una accion conjunta, lo que refuerza la idea de un efecto sinérgico del consorcio.

8.3 Consorcio de actinobacterias con actividad promotora de crecimiento vegetal

La evaluacion de crecimiento como la biomasa (fresca y seca), la longitud de la raiz principal
y el numero de raices secundarias nos da una idea clara de la salud y capacidad para adaptarse
a situaciones dificiles como la falta de agua y el exceso de sal. El sistema de raices es
especialmente importante porque determina que tan eficiente es la planta a la hora de buscar
agua y nutrientes en el suelo. Si es suelo es pobre en recursos, una planta con un buen sistema

de raices tendrd mas posibilidades de sobrevivir.
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La medicion del peso de la planta, la longitud de su raiz principal y el nimero de raices
secundarias permite ver de forma practica como afecta la inoculaciéon con un grupo de bacterias
benéficas. En este contexto, la medicion de estos parametros permiti6 evaluar el efecto de la
inoculacidn con el consorcio bacteriano compuesto por Streptomyces sp. 518, Streptomyces sp.
670 y Kocuria sp. 198, particularmente en relaciéon con su capacidad para modular la

arquitectura de las raices y favorecer el crecimiento de las plantas bajo condiciones adversas.

En el caso de las plantas de tomate Cherry que se evaluaron, se observo que aquellas que fueron
tratadas con el consorcio (Streptomyces sp. 518, Streptomyces sp. 670 y Kocuria sp. 198) tenian
un mayor peso, tanto fresco como seco. Ademas, la raiz principal era mas larga y tenian mas
raices secundarias, especialmente cuando estaban sometidas a condiciones de estrés. Esto
indica que las bacterias estdn ayudando a las plantas a explorar mejor el suelo y, por lo tanto, a
obtener mas agua y nutrientes, lo cual es vital cuando las condiciones son limitantes. Estos
resultados sugieren que el uso de estos microorganismos puede ser una estrategia util para
mejorar el crecimiento de las plantas en condiciones dificiles, lo que podria ser valioso para la

agricultura en areas con suelos pobres o bajo estrés hidrico y salino.

La estimulacién del sistema radicular ha sido ampliamente asociada a la produccion de
fitohormonas, particularmente auxinas como el acido indolacético (AIA), por parte de bacterias
rizosféricas (Palacio ef al. 2016). En este sentido, se ha observado en estudios anteriores que el
aislado Kocuria sp. 198 presenta la capacidad de producir compuestos inddlicos (Soto 2019),
lo que podria estar directamente relacionado con los cambios observados en la arquitectura
radicular. Asimismo, se ha reportado que actinobacterias del género Streptomyces pueden
inducir la formacién de raices laterales, incrementando la eficiencia en la captacion de recursos
(Soto 2019). En el presente estudio, el incremento en el nimero de raices laterales, el cual fue
de hasta tres veces mayor a las plantas no inoculadas, sugiere un efecto del consorcio,
posiblemente mediado por la sintesis de reguladores de crecimiento y metabolitos bioactivos.
A pesar de que en otros trabajos se ha reportado que la interaccion entre cepas supera a los
efectos individuales (Nunes et al. 2024), en el presente trabajo solo se evalu6 el efecto del
consorcio respecto al grupo control, sin embargo, deberia incluirse este ensayo en futuras

evaluaciones.

72



Adicionalmente, se observo un incremento en el contenido relativo de agua (CRA) en plantas
inoculadas y tratadas bajo estrés hidrico y salino, en comparacién con las no inoculadas, lo que
Ledesma y colaboradores (2019) reportan como una mejora en la capacidad de mantenimiento
del estado hidrico, factor determinante en la tolerancia al estrés. Este efecto puede estar
asociado a diversos mecanismos, incluyendo la produccion de exopolisacaridos que favorecen
la retencion de agua en la rizosfera, asi como la posible regulacion de acuaporinas en tejidos
vegetales (Santillana 2021), o simplemente al aumento del area de absorcion de pelos

radiculares.

De manera complementaria, la mejora en la turgencia de las hojas y la capacidad de recuperarse
después del estrés, sugieren que el consorcio contribuye a mantener la homeostasis celular y a
una respuesta fisiologica mas eficiente durante y después de la exposiciéon a condiciones
adversas. Estos resultados concuerdan con estudios que reportan que las PGPB pueden modular
respuestas hormonales reduciendo los efectos del estrés mediante la regulacion bioquimica a

través de la enzima ACC desaminasa (Padilla 2024).

8.4 Modulacion de pigmentos fotosintéticos y respuesta osmotica bajo estrés abidtico

El consorcio Streptomyces sp. 518, Streptomyces sp. 670 y Kocuria sp. 198. no solo favorecio
la conservacion de los pigmentos fotosintéticos, también ayudd a modular la respuesta osmética
de las plantas de tomate var. Cherry bajo condiciones de estrés abidtico, particularmente en
estrés salino. En ambos ensayos, las plantas inoculadas y sometidas a estrés mostraron un
aumento significativo en el contenido de clorofila a, b y total en comparacioén con aquellas
sometidas unicamente a estrés, lo que indica una mayor estabilidad del aparato fotosintético.
Anteriormente se ha reportado que la degradacion de clorofila es uno de los primeros
indicadores del dafio celular inducido por estrés abidtico (Chauhan et al. 2023); por lo que su
mantenimiento e incluso su incremento en presencia del consorcio, sugiere una proteccion
efectiva de la maquinaria fotosintética, particularmente a nivel de los tilacoides y de la

eficiencia en los procesos de captura y transformacion de energia luminosa.

Este efecto puede explicarse como el resultado de una red de mecanismos inducidos por la
interaccion planta-microorganismo. Se ha observado que bacterias promotoras de crecimiento
vegetal (PGPB), incluyendo especies del género Streptomyces, aumentan la actividad de

enzimas que protegen a las plantas del dafio oxidativo como la superoxido dismutasa (SOD),
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catalasa (CAT) y peroxidasas. Esto es especialmente importante cuando las plantas estan bajo
estrés, ya que ayuda a mitigar el dafio en los cloroplastos y preservar la integridad de los
pigmentos fotosintéticos (Solano y Castro, 2018). Nivedita y colaboradores en el afio 2024
demostraron que el tratamiento con consorcios de Streptomyces en plantas de arroz aumenta la
actividad de estas enzimas cuando las plantas estan sufriendo estrés ambiental, en comparacion
con plantas no inoculadas. Es importante mencionar que estos efectos no se deben a una
produccion directa de antioxidantes por parte de las bacterias, sino principalmente a la
activacion de sistemas antioxidantes propios de la planta. Ademas, se ha reportado que las
PGPB pueden inducir la expresion de genes que estdn asociados al sistema de respuesta
antioxidante, incluyendo algunos que codifican para enzimas como SOD, CAT y APX, que
fortalecen la capacidad de detoxificacion de ROS y contribuyen a la proteccion de la

fotosintesis (Yang et al. 2009).

Es importante destacar que el tomate (Solanum lycopersicum) es una planta con metabolismo
fotosintético tipo C3, lo que significa que es mas susceptible a la fotorrespiracion cuando esta
bajo estrés. En este tipo de plantas, existe una enzima llamada ribulosa-1,5-bifosfato
carboxilasa o Rubisco que puede tener actividad oxigenasa en lugar de carboxilasa,
especialmente cuando hay menor disponibilidad de CO,, como ocurre durante el cierre de los
estomas que ocurre cuando hay falta de agua o exceso de sales en el suelo. También se ha
reportado que la fotorrespiracion aumenta a altas temperaturas y cuando hay baja concentracion
de COg, lo que hace que la capacidad de realizar fotosintesis en la planta sea menor (INTAGRI
2018). Estos factores hacen que las plantas C3 sean vulnerables a condiciones de estrés
ambiental en comparacion con plantas tipo C4, que cuentan con mecanismos que reducen la
actividad oxigenasa de la enzima rubisco. En este contexto, es probable que el consorcio ayude
de forma indirecta a que la fotorrespiracion sea menor al mejorar el estado hidrico de la planta,
ocasionando que haya mas CO> disponibley que la incorporacion de oxigeno al ciclo de Calvin

S€a menor.

Ademas de la respuesta antioxidante, el aumento en el contenido de clorofila de las plantas
inoculadas sugiere que estan participando multiples rutas fisioldgicas y metabolicas que juntas
ayudan a que las plantas mantengan sus cloroplastos en buen estado a pesar de estar bajo estrés

ambiental (Glick 2012). A nivel metabdlico, estas interacciones ayudan a que haya una mejor
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disponibilidad y captacion de nutrientes que son esenciales, como el nitrogeno, hierro y
magnesio, este tltimo es un componente central de la molécula de clorofila, por lo que puede
estimular su sintesis mediante la regulacion de genes como HEMA1, CHLH y POR (Gonzélez
et al. 2021). Ademas, la mejora en el estado hidrico de la planta y la produccion de
osmoprotectores como prolina y glicina betaina contribuye a una mejor estructura de las
membranas del tilacoide cuando hay condiciones osmoéticas adversas. Estos mecanismos
sugieren que el consorcio de actinobacterias estd regulando la fisiologia fotosintética,
promoviendo la sintesis y conservacion de la clorofila, lo que se traduce en una mayor

tolerancia al estrés (Glick 2012).

La prolina es un osmolito que ayuda a las plantas a ajustarse a condiciones adversas,
especialmente al estrés hidrico y salino. Su acumulacion no solo contribuye al ajuste osmético,
sino que también participa en la estabilizacion de estructuras celulares. (Valdés ef al. 2012).
Adicionalmente, se ha reportado que la prolina es un amortiguador redox, por lo que ayuda a
la detoxificacion de ROS y a la proteccion del aparato fotosintético. Ademds de su funcion
osmoprotectora, la prolina también esta implicada en procesos de sefializacion relacionados a
la respuesta al estrés, regulando rutas metabolicas que hacen mas facil la adaptacion y
recuperacion de la planta (Hayat et al. 2012). Por estas razones, cuantificar prolina representa
un indicador fisioldégico importante para evaluar el grado de estrés y la eficacia de mecanismos
de mitigacion inducidos por factores externos, como la interaccidn con microorganismos

benéficos.

En este estudio, se encontr6 que las plantas bajo a estrés salino presentaron el mayor contenido
de prolina, alcanzando valores aproximados de 2520 pg/g PF, mientras que las plantas
inoculadas con el consorcio de actinobacterias (Streptomyces sp. 518, Streptomyces sp. 670 y
Kocuria sp. 198) bajo el mismo estrés mostraron valores cercanos a 1440 ug/g PF, por lo que
hubo una disminucién aproximada del 40 % en la acumulacion de este osmolito. Es importante
mencionar que los niveles de prolina en las plantas inoculadas continuaron siendo altos en
comparacion con condiciones no estresantes, lo que concuerda con lo reportado por Salem y
colaboradores en 2024, en donde observaron que la interaccidon con bacterias promotoras de
crecimiento vegetal (PGPB) puede desencadenar una respuesta fisioldgica moderada que

involucra la acumulacion de osmolitos. En este sentido, la inoculacion no elimina por completo
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la respuesta al estrés, sino que ayuda a que se pueda regular, permitiendo mantener niveles
funcionales de prolina que son necesarios para proteger las células sin alcanzar concentraciones
asociadas a un estado de estrés severo. Este patron se puede explicar, en parte, por la
modulacion del metabolismo de la prolina a nivel molecular. Hayat y colaboradores en el afo
2012 reportaron que, bajo condiciones de estrés, la prolina se produce principalmente a partir
de glutamato mediante la accion de enzimas clave como la pirrolina-5-carboxilato sintasa
(P5CS) y la pirrolina-5-carboxilato reductasa (PSCR), cuyos niveles de expresion aumentan en
respuesta a la aplicacion de NaCl, lo que favorece la acumulacion de este osmolito (Chavez y
Gonzalez, 2009). De igual forma, la acumulacion de prolina puede regularse no solo por su
sintesis, sino también por su degradacion a través de la enzima prolina deshidrogenasa (ProDH)

(Mushtaq et al. 2025).

En este sentido, la inoculacion con bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPB) podria
contribuir a disminuir la activacidon de rutas biosintéticas y a modular el equilibrio metabdlico,
ya sea mediante la regulacion de la expresion génica, la inactivacion de la via biosintética o
indirectamente a través de la mejora del estado hidrico y nutricional de la planta.
Adicionalmente, se ha reportado que, si bien la acumulacion de prolina es fundamental para la
adaptacion al estrés, niveles excesivos pueden comprometer el crecimiento 6ptimo de la planta
(Valdés et al. 2012). Por lo tanto, los efectos observados sugieren que la disminucion en la
acumulacion de prolina en plantas inoculadas no implica una mejor capacidad de respuesta al
estrés, sino un estado fisioldgico mas estable, en el cual la planta no requiere activar en exceso

mecanismos de defensa osmotica (Diaz et al. 1999).

La respuesta de las plantas al estrés no solo se trata de acumular prolina, sino que también
involucra otros compuestos compatibles como la glicina-betaina, trehalosa y algunos azicares,
mismos que (Chavez y Gonzalez, 2009) mencionan que se suelen involucrar en la proteccion
de membranas y en el mantenimiento del buen estado de la planta. Es probable que el consorcio
esté modulando diversas rutas metabolicas a la misma vez, lo que abre la posibilidad de futuros
estudios que estén enfocados en el analisis metaboldmico que permita dilucidar con mayor
precision los mecanismos que estan involucrados en la mitigacion del estrés inducida por

consorcios microbianos.

76



8.5 Adaptaciones anatomico-funcionales: estomas y tejidos de conduccion

Los resultados del andlisis de hojas y tallos muestran que la inoculacién con el consorcio de
actinobacterias tiene un impacto en variables fisiolégicas y también induce cambios

estructurales que ayudan a la planta a soportar mejor el estrés hidrico y salino.

En las hojas, se observaron diferencias claras en la forma de los estomas entre los tratamientos.
Las plantas que estaban bajo estrés sin inoculacion (EH y ES) tenian mayor cantidad de estomas
cerrados, asi como cambios en la forma de las células oclusivas, lo significa que perdieron

turgencia y sufrieron dafio en el aparato estomatico.

Esto coincide con lo que encontraron Florido y Bao (2014), quienes describen que el cierre
estomatico es una estrategia que las plantas utilizan para adaptarse al estrés ambiental. Al
disminuir la apertura estomatica, la planta limita la pérdida de agua por transpiracion, pero

también restringe el intercambio de gases, lo que puede afectar negativamente la fotosintesis.

Por otro lado, las plantas tratadas con el consorcio tuvieron mas cantidad de estomas abiertos,
con ostiolos claramente visibles y células oclusivas bien definidas. En condiciones de estrés
hidrico, la apertura estomatica en plantas inoculadas era de aproximadamente 8§ pum, en
comparacion con 1 um en plantas no inoculadas. Esto significa que la apertura estomética era
8 veces mayor (p < 0.05). De manera similar, la longitud de los estomas aument6 de 16 um en
plantas bajo estrés, a 20 um en plantas inoculadas, lo que es un incremento del 25%. En el caso
del estrés salino, se observo una tendencia similar, con aperturas estomaticas fue de 7-8 pm en
plantas inoculadas y 1-2 um en plantas sin tratamiento. Estos resultados sugieren que las plantas
inoculadas mantuvieron la turgencia celular y que regularon eficientemente la apertura de los
estomas, lo que facilita el intercambio de CO» y evita pérdidas excesivas de agua. Moreno F.
(2009) describe este fendmeno como un equilibrio fundamental para mantener la actividad

fotosintética bajo estrés abiotico, lo que coincide con los resultados de este estudio.

El andlisis de la densidad estomatica mostrd que, bajo estrés hidrico, las plantas no inoculadas
tenian alrededor de 20 estomas por campo, mientras que las plantas control y las inoculadas
tenian alrededor de 24-25 estomas por campo, lo que es una disminucion del 20%. En contraste,
bajo condiciones de estrés salino, las plantas inoculadas tenian una densidad estomatica mayor
(29-30 estomas por campo) en comparacion con las plantas sometidas inicamente a estrés y el
control (22-23 estomas por campo), mostrando diferencias significativas (p < 0.05). Esto
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sugiere que, en condiciones salinas, el consorcio no solo mejora la funcionalidad estomatica,

sino que también puede influir en la regulacion de la densidad de los estomas.

A nivel de tejido vascular, los cortes transversales de tallo mostraron que las plantas sometidas
a estrés hidrico sin inoculacion tenian una reduccion en el numero de vasos de xilema del 50%
(p <0.05). En estrés salino se observé una tendencia similar, con valores de aproximadamente
17 vasos por haz en plantas inoculadas y 9 vasos por haz en plantas no inoculadas, lo que
representa una disminucion del 45-50%. Estas alteraciones de la estructura pueden limitar la
eficiencia en el transporte de agua y nutrientes, lo que puede acelerar los efectos negativos del
estrés sobre el crecimiento y desarrollo de la planta (Garzon y Garceia, 2011). Por el contrario,
las plantas tratadas con el consorcio conservaron una organizacion vascular mas pareja, lo que
es importante porque un mayor nimero de vasos conductores puede traducirse en una mejor

capacidad de transporte y distribucion de agua desde la raiz hasta el tejido aéreo.

En contraste, el didmetro de los vasos de xilema no mostr6é diferencias significativas entre
tratamientos, manteniéndose en valores de 2-2.5 um. Esto indica que el efecto del consorcio se
asocia principalmente con el nimero y la organizacion de los vasos, mas que con cambios en

su didmetro.

Estudios previos han reportado que las PGPB pueden producir cambios en la anatomia de las
plantas, incluyendo modificaciones en la densidad de los estomas y en la arquitectura de los
vasos, lo que ayuda a mejorar la eficiencia en el uso del agua y la tolerancia al estrés (Gen et
al. 2025). En este sentido, los resultados obtenidos confirman que el consorcio de
actinobacterias no solo act@ia a nivel fisioldgico y bioquimico, sino que también promueve

ajustes estructurales que favorecen la capacidad adaptativa de la planta.

8.6 Identificacion molecular y taxonomica del consorcio

La identificacion del aislado 198 como parte del género Kocuria, junto con la caracterizacion
de los otros dos aislados como Streptomyces sp., nos da una base solida para entender los
efectos observados en la planta. Esto es importante porque diferentes grupos de bacterias tienen

habilidades metabolicas unicas que influyen en cdmo interactuan con las plantas.

Las actinobacterias, especialmente el género Streptomyces, son conocidas por promover el

crecimiento de las plantas (PGPR) y por ayudar a reducir el estrés causado por factores como
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la salinidad. Hay evidencia previa de que las cepas de Streptomyces pueden mejorar el
crecimiento de las plantas en suelos salinos mediante varios mecanismos, como hacer que los
fosfatos sean mas accesibles, producir sideréforos y tener actividad en la desaminasa ACC.
Nozari y colaboradores en el afio 2021 encontraron que cuando se inoculan plantas de maiz de
20 dias de crecimiento con Streptomyces spp. bajo condiciones de estrés salino, aumenta
significativamente la biomasa de las plantas y su capacidad para combatir el estrés oxidativo.
Estos efectos fueron atribuidos a la activacion simultanea de rutas metabdlicas relacionadas

con la regulacién hormonal.

De manera similar, estudios con cepas halotolerantes de Streptomyces han demostrado que
estos microorganismos que pueden vivir en ambientes salinos no solo sobreviven en esas
condiciones, sino que también pueden promover el crecimiento de las plantas. El trabajo de
Ventura (2021) demostré que la inoculacién con cepas de Streptomyces en suelos salinos
aumenta la longitud de las raices, la biomasa aérea y el desarrollo general de la planta, lo que
se asocia con una mejor absorcion de agua y nutrientes. Ademads, se ha reportado que estas
cepas producen compuestos inddlicos y solubilizan nutrientes, lo que refuerza su papel como
agentes biofertilizantes en ambientes desafiantes (Islas er al. 2024). Los resultados anteriores
respaldan el papel funcional de los aislados Streptomyces sp. 518 y Streptomyces sp. 670 dentro

del consorcio evaluado en este estudio.

Aunque el género Kocuria ha sido menos estudiado en el sector agricola, hay evidencia de que
también puede promover el crecimiento de las plantas y ayudarlas a tolerar el estrés. Estudios
recientes han encontrado que especies de Kocuria aisladas de la rizdsfera tienen caracteristicas
que las hacen utiles para el crecimiento de plantas como Zea mays y Solanum lycopersicum,
incluyendo la produccion de metabolitos secundarios, actividad enzimatica y adaptacion a
ambientes con alta salinidad (Bortolami 2024; Mauceri ef al. 2024). Se ha observado que cepas
de Kocuria pueden ayudar a las plantas a mantener el equilibrio celular mediante la regulacion
de respuestas antioxidantes y la expresion de genes relacionados con la tolerancia al estrés (Li

et al. 2020).

En este contexto, incluir el aislado Kocuria sp. 198 en el consorcio es relevante no solo por sus
caracteristicas previamente descritas, como la produccién de compuestos indolicos y la

promocion del desarrollo radicular (Soto 2019), sino también por su papel en la modulacion de
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la respuesta al estrés a nivel fisiologico y molecular. Aunque todavia hay poco conocimiento
sobre este género en comparacion con Streptomyces, los estudios actuales sugieren que su
participacion en consorcios microbianos puede potenciar efectos sinérgicos importantes en la

interaccion planta-microorganismo.

En cuanto a taxonomia, la identificacion a nivel de género, pero no de especie, es una limitacion
comun en estudios basados unicamente en secuencias del gen 16S rRNA. Este ultimo, aunque
ampliamente utilizado para la identificacion bacteriana, presenta una resolucion limitada para
discriminar entre especies filogenéticamente cercanas, especialmente dentro de géneros
complejos como Streptomyces y Kocuria, donde muchas especies comparten porcentajes de
identidad superiores al 97-99% (Ortiz et al. 2017). Esta limitacion impide una asignacion

taxondmica precisa a nivel de especie unicamente con este enfoque.

Se ha reportado que el gen 16S rRNA puede presentar multiples copias dentro del genoma
bacteriano, lo que puede generar problemas en la identificacion de cepas estrechamente
relacionadas. En el trabajo de Sanchez y colaboradores en el afio 2017 se realizaron estudios
con el género Nocardia, en donde el gen 16S rRNA result6 insuficiente para discriminar entre
especies debido a la cercania filogenética de las mismas. En este caso, después de probar otros
genes a través de la amplificacion por PCR de sus segmentos: sod4 (gen que codifica la enzima
superoxido dismutasa), gyrB (subunidad B de la ARN girasa), rpoB (subunidad B de la ARN
polimerasa), Asp65 (proteina de choque térmico), secAl (subunidad de translocasa de la
preproteina secA) y el espaciador intergénico 16S-23S, los autores Unicamente pudieron
discriminar entre especies estrechamente relacionadas de Nocardia mediante el gen sodA. Por
lo tanto, para tener una identificacion mas robusta, es necesario complementar el analisis con
herramientas de mayor resolucion, como el analisis de secuencias multilocus (MLSA) o la
secuenciacion de genes que codifican proteinas con funciones conservadas (housekeeping).
Estos enfoques, junto con herramientas gendmicas como el analisis de identidad promedio de
nucledticos (ANI), permiten establecer relaciones filogenéticas con mayor precision y delimitar

especies bacterianas con mayor certeza (Cortes et al. 2020).

En este contexto, no se puede descartar que los aislados evaluados en este estudio sean especies
nuevas, especialmente considerando que se obtuvieron de ambientes con caracteristicas

ecologicas extremas, los cuales suelen albergar una alta diversidad microbiana que no ha sido
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descrita. Sin embargo, se necesitan estudios adicionales a nivel gendémico, fisiologico y

bioquimico que permitan establecer con mayor certeza su estatus taxondmico.

La caracterizacion taxondémica del consorcio es importante porque no solo valida su
composicidn, sino que también ayuda a entender como funciona, fortaleciendo la interpretacion
biologica de los resultados. Ademds, esta caracterizacion abre la puerta a futuras
investigaciones orientadas a un enfoque funcional y evolutivo, lo que podria llevar al
descubrimiento de nuevos microorganismos con aplicaciones biotecnoldgicas en la agricultura

sostenible.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que el consorcio multicepa
integrado por los aislados Streptomyces sp. 518, Streptomyces sp. 670 y Kocuria sp. 198,
originarios de Cuatro Ciénegas, Coahuila, posee un alto potencial como bioinoculante promotor
de crecimiento vegetal y como inductor de tolerancia al estrés hidrico y salino en plantas de
Solanum lycopersicum var. Cherry. La identificacion taxondmica de los aislados dentro de los
géneros Streptomyces y Kocuria, permitio sustentar la diversidad funcional del consorcio y

facilito la interpretacion de los mecanismos asociados a su actividad bioldgica.

La ausencia de antagonismo entre las cepas valido la compatibilidad del consorcio y respaldo
su aplicacion como bioinoculante. Esta interaccion se reflej6 de manera constante en los
ensayos in vivo, donde las plantas inoculadas mostraron mejoras significativas a nivel
fisioldgico, bioquimico y anatomico-funcional. Ademas, el aumento en biomasa fresca y seca,
asi como un aumento en el contenido relativo de agua (CRA) se interpreta como una mejor

capacidad de crecimiento y mantenimiento del estado hidrico bajo condiciones de estrés.

La estimulacion del sistema radicular, el incremento de raices secundarias, la conservacion de
pigmentos fotosintéticos y la menor acumulacion de prolina en plantas inoculadas con el
consorcio son una clara evidencia de una modulacion eficiente de la respuesta al estrés,
reflejando un estado fisioldgico mas estable y menos afectado por condiciones adversas. Asi
mismo, la regulacion de la apertura estomatica y el mantenimiento de la organizacion vascular
demuestran que el efecto del consorcio no se limita a un solo nivel de respuesta, sino que
involucra regulacion a nivel fisioldgico, bioquimico y estructural de la planta. En conjunto, los
resultados de este trabajo confirman que las actinobacterias provenientes de ecosistemas
extremos como CCC, representan un recurso microbiano de alto valor biotecnoldgico. Su
aplicacion en forma de consorcio multicepa constituye una estrategia prometedora para el
desarrollo de formulados sostenibles, capaces de mejorar la resiliencia de los cultivos frente a

condiciones de estrés abidtico.

Este estudio es el punto de partida para futuros trabajos de investigacion que buscan entender
como interactian las plantas y los microorganismos a nivel molecular, asi como la evaluacién
del consorcio en condiciones de campo. Al combinar estos enfoques, se podra avanzar hacia el

uso efectivo de bioinoculantes como una alternativa mas sostenible en la agricultura actual.
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10. PERSPECTIVAS

Profundizar en la caracterizacion molecular del consorcio mediante la identificacion de genes
y metabolitos relacionados con la tolerancia al estrés ambiental, la produccién de hormonas
vegetales y la sintesis de compuestos con actividad biologica permitira entender con mayor

precision los mecanismos responsables de los efectos observados.

Optimizar la formulacion del consorcio evaluando diferentes soportes, métodos de
encapsulacion y condiciones de almacenamiento, con el fin de mejorar su estabilidad,

viabilidad y durabilidad como bioinoculante.

Ademas, es importante realizar pruebas en campo para evaluar la eficacia del consorcio en
condiciones ambientales variables, su capacidad para colonizar la rizosfera y su impacto en el

rendimiento del cultivo.

Evaluar la aplicacion del consorcio en otras variedades de Solanum lycopersicum y en cultivos
de interés agricola sensibles a estrés hidrico o salino, asi como analizar su interaccion con la

microbiota rizosférica nativa.
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