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Resumen y Abstract Xl

Resumen

Control de Fusarium oxysporum f.sp lycopersici mediado por sobrenadantes con

siderdforos de Acinetobacter sp.

El marchitamiento vascular del tomate causado por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(Fol) es una de las enfermedades mas limitantes del cultivo. El uso de fungicidas
sistémicos y variedades resistentes a ciertas razas del patdgeno no ha sido suficiente para
su manejo. En este estudio se aislaron microrganismos productores de sider6foros con
potencial biocontrolador sobre la cepa Fol59. Los aislamientos fueron obtenidos de
muestras provenientes de la rizosfera y filosfera de arboles de cacao silvestre de cinco
zonas de la Amazonia Colombiana. Los quince aislamientos seleccionados por su
eficiencia en la sintesis de sideréforos, fueron clasificados dentro de los géneros
Acinetobacter sp. (9), Bacillus sp. (2), Delftia sp. (1), Serratia sp. (1), Pseudomonas sp. (1)
y Herbaspirillum sp. (1). La aplicacion previa a la infeccién con Fol59 de los sobrenadantes
con alto contenido de sideréforos (SodSid), de cinco de los aislamientos de Acinetobacter
sp., logro disminuir el AUDPC de la severidad de la enfermedad hasta en un 45 %, siendo
el aislamiento CBIO117 el que mayor actividad biocontroladora generd. Finalmente, se
observo que los SodSid de Acinetobacter CBIO117 indujeron la expresion de los genes
PR1y ERF1 marcadores de las vias hormonales del Acido Salicilico y Etileno en la planta
respectivamente, pero no del gen (MYC2), factor de transcripcion de los genes de defensa
dependientes del Acido Jasmonico. Sin embargo, en las plantas estimuladas con los
SodSid CBIO117 e infectadas con Fol59 se indujo la expresion de manera diferencial del
gen MYC2, destacando la activacion de la defensa dependiente del acido Jasmoénico.
Estos resultados demuestran el potencial biocontrolador que tienen los sobrenadantes con
sideroforos secretados por aislamientos del género Acinetobacter sp. en la disminucion
del marchitamiento vascular del tomate, actuando como posibles elicitores de la respuesta

de defensa de la planta.

Palabras clave: Severidad de la enfermedad, biocontrol, quelantes de hierro, respuesta

de defensa.
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Abstract

Control of Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici by supernatants with

siderophores of Acinetobacter sp.

The vascular wilt disease of tomato caused by Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol)
is one of the most limiting diseases of this crop. The use of systemic fungicides and
varieties resistant to certain races of the pathogen have not provided an adequate control.
In this study, siderophore-producing microorganisms with biocontrol potential against Fol
were isolated from rhizosphere and phyllosphere samples taken from wild cocoa trees in
five different locations of the Colombian Amazon. The fifteen isolates selected for being
representative of the sampling zones and showing greater production of siderophores were
classified within the genera Acinetobacter sp. (9), Bacillus sp. (2), Delftia sp. (1), Serratia
sp. (1), Pseudomonas sp. (1) y Herbaspirillum sp. (1). The application before infection with
Fol59 of supernatants with a high content of siderophores (SodSid) from five Acinetobacter
sp. isolates caused a reduction in the AUDPC of the disease severity of up to 45%, being
CBI0117 the isolate which showed greater biocontrol activity. Finally, it was confirmed that
SodSid Acinetobacter CBIO117 generated an induction in the expression of PR1 and ERF1
genes, markers of the Salicylic Acid and Ethylene hormonal pathways in the plant,
respectively. In contrast the gene (MYC2), a transcription factor of the Jasmonic Acid-
dependent defense genes was not expressed. However, in plants stimulated with SodSid
CBIO117 and infected with Fol59, MYC2 gene expression was differentially induced,
highlighting the activation of the Jasmonic acid-dependent defense that possibly led to
counteracting the infection process of the pathogen and reducing the severity of the
disease. Our results demonstrate the biotechnological potential of siderophore-producing
isolates of the genus Acinetobacter sp. for the control of plant pathogens, eliciting the

defensive response in the plant.

Keywords: Disease severity, biocontrol, iron chelators, defense response
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Introduccion

Introduccion general

Esta investigacion estuvo orientada a la busqueda de bacterias cultivables de la Amazonia
Colombiana (Caqueta y Putumayo) productoras de sideroforos y con actividad promisoria
para el control de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici. EI documento comprende dos
capitulos y una discusion general. El capitulo 1 contempla el aislamiento, la caracterizacion
morfoloégica y molecular e identificacion de aislamientos bacterianos productores de
sideréforos. El capitulo 2 aborda el uso de los sobrenadantes con alto contenido de estos
guelantes de hierro, como estrategia biol6gica para el control del marchitamiento vascular
del tomate y la posible induccién de resistencia en la planta. Por Ultimo, se incluye una
discusion general que reune los hallazgos de la investigacién y los contrasta con los

resultados obtenidos por otros autores.

Aspectos generales del cultivo de tomate en Colombia

El tomate es una de las hortalizas de la familia solanacea con mayor demanda a nivel
mundial por su amplia gama de usos en la industria de alimentos, farmacéutica y por sus
propiedades culinarias (Rehman et al., 2019). Es un cultivo que se siembra a lo largo de
todo el afio en condiciones de campo abierto y bajo cubierta entre los 500 - 2000 metros
sobre el nivel del mar (msnm). En el afio 2021 la produccién nacional en Colombia fue de
851.177 toneladas (t) con una superficie cultivada de 18.996 hectareas (ha). El 70% de la
produccion se concentra en los departamentos de Antioquia, Boyaca, Norte de Santander
y Cundinamarca (EVA-MADR, 2021).

En el pais la oferta de genotipos de tomate es amplia y versatil. Se siembra en un 80%
variedades importadas tipo chonto y milano que se diferencian por sus caracteristicas de
adaptacion, rendimiento y resistencia a patégenos( Cabrera, 1999; Jaramillo Norefia et al.,
2006; Vallejo Bayer,2020). Esta ultima caracteristica ha llevado a que se establezcan
diferentes cultivares. Sin embargo, los problemas asociados a microorganismos

fitopatdgenos especialmente los que habitan en el suelo siguen considerdndose una de las
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principales limitantes del cultivo por su persistencia en ausencia del hospedero
(Nirmaladevi et al., 2016). En los ultimos afios como consecuencia de la tecnificacion, la
produccion intensiva de tomate ha aumentado y con esto la incidencia de algunas
enfermedades, en especial las causadas por Ralstonia solanacearum, Verticillium dahliae
y Fusarium oxysporum (Dean et al., 2012). Igualmente, el uso excesivo de agroquimicos
como medida de proteccion ha incrementado el riesgo fitosanitario y generado impactos
nocivos en el ambiente y la salud humana. Esto se refleja con la aparicion de nuevas razas
de patdégenos mas virulentas, la pérdida de biodiversidad microbiana del suelo con
potencial biocontrolador y la alta concentracion y variacion de trazas de plaguicidas en
frutos de tomate (Rios et al., 2017). Considerando lo anterior, se hace necesario desarrollar
alternativas innovadoras de control para fitopatdgenos, que mitiguen los efectos nocivos

del uso de plaguicidas y contribuyan a la sostenibilidad ambiental.

Marchitamiento vascular del tomate causado por Fusarium oxysporum f.sp.

lycopersici

El hongo Fusarium oxysporum (Fox) y sus mas de 150 formas especiales puede causar
en cultivos agricolas damping-off, pudriciones y marchitamientos vasculares(Baysal et al.,
2009; Bodah, 2017; Srinivas et al., 2019). El marchitamiento vascular del tomate causado
por este patdgeno es una de las enfermedades mas limitantes del cultivo. Una alta
incidencia de Fusarium puede ocasionar una disminucion del rendimiento de hasta el
60%(Ascencio-Alvarez et al., 2008; R. Singh et al., 2015; Nirmaladevi et al., 2016). A nivel
mundial se han reportado dos formas especiales que afectan el cultivo del tomate Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) (Sacc.) Snyder y Hansen (Agrios, 2004) del cual se han
descrito tres razas patogénicas (Raza 1, Raza 2 y Raza 3) y Fusarium oxysporum f.sp.
radicis lycopersici (Fol) (Hirano & Arie, 2006). Estas dos formas especiales difieren en
sintomatologia, especificidad del hospedante y presencia de genes SIX “Secreted in xylem”
(J.getal., 1990; Lievens et al., 2009; Nirmaladevi et al., 2016). En Colombia recientemente

se ha identificado la raza 2 de Fol afectando cultivos de tomate (Carmona et al., 2020).
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Este patégeno se caracteriza por producir durante su ciclo biolégico estructuras
propagativas como: microconidos, macroconidos y clamidosporas, que le permiten el
desarrollo de la enfermedad (Figura 1a). Tiene la habilidad de colonizar el suelo como
microorganismo saprofito y de permanecer en él, en estado de latencia a través de las
clamidosporas (Prihatna et al., 2018). El proceso de la enfermedad incluye la penetracién
de la raiz y la destruccion de las células apicales de la corteza por la formacion de hifas
(Figura 1b). Una vez el hongo atraviesa las barreras formadas por la hipodermis, invade
las células del parénquima y del xilema extendiendo su crecimiento miceliar en la zona
basal del tallo. En los vasos xilematicos el hongo produce microconidios que germinan y
colonizan rapidamente partes superiores de la planta a través del flujo de savia (Figura 1c
y 1d). En esta ultima fase de infeccion se produce el marchitamiento, a causa del
taponamiento de los vasos conductores y la secrecién de varias toxinas que desencadenan

la muerte de la planta (Figura 1e) ( Jones; et al 2014; Di et al., 2016; Srinivas et al., 2019).

Fol puede infectar plantas en cualquier estado fenoldgico. Sin embargo, los sintomas se
hacen mas notorios al inicio de la fructificacion (Vasquez-Ramirez & Castafio-Zapata,
2017). En plantulas, algunos de los sintomas son la pérdida prematura de cotiledones junto
con la presencia de lesiones corticales en el hipocétilo. Por su parte, las plantas adultas
manifiestan clorosis en hojas basales, pérdida de turgencia y retraso en el
crecimiento(Cardona-Piedrahita & Zapata, 2019). Internamente en el tejido se observan
lesiones en forma de anillo, color marrdn- rojizo que se acentlan en los puntos de
crecimiento y que ascienden a lo largo del tallo (Fasio et al., 2003; Mufioz Macias, 2019).
La incidencia de la enfermedad se ve favorecida por condiciones de alta humedad relativa
y temperaturas que oscilan entre los 25 y 28 °C (Gonzalez Marquetti et al., 2012). La
diseminacion de Fol puede ocurrir por semilla, por el suelo infestado con material de

siembra, el agua de riego y los equipos agricolas(Agrios, 2005).
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Figura 1. Ciclo de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici. a. Estructuras propagativas, b.
penetracién e invasion de la raiz, c. colonizacion del xilema, d. destruccion del tejido vy, e.

taponamiento de haces vasculares y marchitez. Modificado de Lépez et al., 2019.

Factores de virulencia de Fol

La primera sefial en la interaccién Fol - tomate involucra el reconocimiento de la planta por
los exudados radicales que activan rutas de transducciébn de sefiales del hongo
dependientes de proteinas MAPK (proteinas quinasas activadas por mitégenos), AMPc
(monofosfato de adenosina ciclico) y proteinas G (Guo etal.,, 2016). Estas vias de
sefializacién originan la expresion de genes relacionados con la invasion y la patogénesis
(Lopez-Diaz, 2019). A partir del reconocimiento del hospedante, Fol secreta enzimas liticas
(poligalacturonasas, pectinasas, xilanasas y proteasas) que le permiten penetrar y
expandirse en los tejidos mediante la degradacion de la pared celular vegetal (Pietro et al.,
2009). Al mismo tiempo, como respuesta a los compuestos de defensa de la planta se ha
demostrado que Fol incrementa la actividad quitinasa y detoxifica metabolitos secundarios

como la a-tomatina (Martin-Urdiroz et al., 2008). Una vez que invade los vasos xilematicos
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el proteoma celular cambia como resultado de la infeccion (de Lamo & Takken, 2020). En
la savia del xilema infectado se secretan varios grupos de proteinas que alteran las células
del hospedante, entre ellas, las proteinas Six (1-14), las oxidorreductasas, las
arabinanasas y las serina proteasas (Houterman et al., 2009). Ademas de toxinas como el
acido fusarico y la fumonisina asociadas a la virulencia del patégeno (Wang & Ng, 1999;
Nirmaladevi et al., 2016;). En tal sentido, una infeccién exitosa de Fol implica la activacion
y/o inactivacion de una gama de genes para la sintesis de proteinas involucradas en el
desarrollo de la enfermedad. Ejemplo de ello, son los genes Pacc, Fgbl, Fmk1, Frpl, chsV,
Fnrl, Toml, Pex y efectores patogénicos Six (Tabla 1).

Tabla 1. Genes y enzimas que se regulan ante la infeccién con Fusarium sp.
Gen/Enzima Funcion _Etapa_(!e Referencia
infeccion

Regula la adaptacion al pH extracelular e interviene
Pacc en la expresion de endo-poligalacturonasas (pgl y
pgs5).

Regula la formacién de estructuras para la infeccion.

Reconocimient

o Caracuel et al., (2003)

penetracion, Delgado-Jarana

Fgbl Implicado en la cascada de sefializacion AMPc -PKA. invastony. et al.,(2005)
colonizacion
Controla la penetracion de raices, colonizacién de la Penetracion
planta y la expresién de genes que codifican para . S ’ A
Fmk1 enzimas pectinoliticas. Implicado en la cascada de invasiony. Di Pietro et al., (2001)
oY) colonizaciéon
sefializacion MAPK.
Obstruye la expresion de genes degradadores de la
Erol pared celular. Actla junto con la secrecion colectiva Penetracion Duyvesteijn et al.,
P de varias enzimas involucradas en la colonizacion y invasion (2005)
penetracion de la raiz.
Controla el crecimiento invasivo del patégeno por la o S .
Stel2 cascada Fmk1 MAPK. Colonizacion Rispail & Pietro, (2009)
chsV Interviene en la colonizacion e invasion de patégeno Colonizacion Madrid et al., (2003)

Activa la transcripcion de genes de catabolismo de
fnrl nitrégeno y acttia como represor de las funciones de Penetracion
virulencia reguladas por el nitrégeno.

Lépez-Berges
et al.,(2010)

Interviene en la degradacion de la pared celular del

Poligalacturonasa Penetracion Rispail & Pietro, (2009)

hospedante.
Pectateliasas Interviene en la degradacion de la pared celular del Penetracion Rispail & Pietro, (2009)
hospedante.
Xylanasas Ihnterwene en la degradacion de la pared celular del Penetracion Rispail & Pietro, (2009)
ospedante.
Toml Anula el efecto antifungico de la a-Tomatina. Penetracion Lairini et al., (1996)
Pex Captacion de nutrientes del hospedante y Penetracion, Essarioui et al., (2016) y
taponamiento de poros septales. invasion Michielse & Rep, (2009)

Proteina efectora Avr3 reconoce el gen de
Six1 resistencia 13. Presente en todas las cepas Colonizacion
patogénicas.

de Sain & Rep, (2015) y
Houterman et al., (2009)

Proteina efectora Avr2 reconocida por el producto del

Six 3 gen de resistencia I2. Interactta con Six 5

Colonizacion de Sain & Rep, (2015)
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Proteina efectora Avrl, reconocida por el gen de
Six 4 resistencia | e I1. Suprime la resistencia mediada por Colonizacion de Sain & Rep, (2015)
1213

Interacciona con Avr2 para desencadenar

Six 5 resistencia mediada por el gen 12

Colonizacién Schmidt et al., (2013)

Estrategias de control de la enfermedad

El control de la enfermedad de forma convencional se ha limitado al uso de fumigantes de
suelo, fungicidas sistémicos y variedades resistentes a ciertas razas del patégeno. No
obstante, estas medidas no han sido suficientes para mantener bajos niveles de la
enfermedad. Estas dificultades en el control se han relacionado con la diversidad genética
del patégeno y la resistencia a plaguicidas (Baysal et al., 2009). Desde hace varios afios
se han venido buscando alternativas de manejo para el control de la enfermedad con un
enfoque ecoldgico a través del uso de hongos, rizobacterias, extractos vegetales,
sustancias bioactivas fosfitos, silicios y biopolimeros con actividad biolégica. A
continuacién, se mencionan algunos estudios y sus resultados en los que se demuestra la
efectividad de estos agentes en el control de la marchitez vascular: a). La aplicacién
preventiva de Bacillus subtilis QST713, Trichoderma sp. TW2 y compost en plantas de
tomate redujo en un 70% la marchitez por Fol (Cucu et al., 2020); b). El tratamiento de
semillas de tomate con el acido citrico de Trichoderma asperellum suprimié la marchitez
vascular causada por Fol (Al-Askar etal., 2021); c). La combinacién de aislados de
Trichoderma sp. inhibio el crecimiento de Fol en un 70% e indujo la resistencia por actividad
de la fenilalanina amonioliasa responsable de la sintesis de polifenoles en las plantas
(Aleaghaee et al., 2019); d). La rizobacteria Burkholderia contaminans AY001 aumento la
resistencia a Fol y a Pseudomona syringae pv. tomato por actividad antifangica y la
induccioén de resistencia sistémica mediante la activacion de la via de defensa dependiente
del acido jasmonicol/etileno (Heo et al.,, 2022); e). Aislamientos Arthrobacter, Bacillus,
Paenibacillus, Peudomonas y Streptomyces obtenidos de la rizosfera de Solanum
hindsianum mostraron un efecto supresivo de Fusarium en tomate (Delgado-Ramirez
et al.,, 2021); f). El extracto acuoso de neem y sauce aplicado a plantas de tomate
disminuyeron la incidencia de Fol al nivel del 25.5% y 27.8% mediante el aumento de las
enzimas defensivas antioxidantes y la disminucién del nivel de peroxidacion lipidica (Farag

et al.,, 2011); g). Los compuestos eugenol y 1-Heptatriacotanol de la especie vegetal
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Syzygium aromaticum inhibieron en un 100% la germinacion de esporas de Fol (Yeole
et al., 2016); h). El tratamiento de plantas de tomate con silicio y fosfitos redujo en un 42%
la severidad de la enfermedad causada por Fol (Carmona etal.,, 2021). Finalmente,
estudios recientes demuestran que la aplicacion de nanoparticulas de plata cubiertas con
quitosan ejerce un efecto sobre la evolucién de los sintomas en plantulas de tomate

infectadas con Fol (Alvarez-Carvajal et al., 2020).

Mecanismos de control bioldégico ejercidos por bacterias

El interés de los microorganismos benéficos como agentes de control biol6gico ha venido
en aumento debido al bajo impacto ambiental y a las caracteristicas que les permiten que
puedan ser bioprospectados. Entre ellas, se encuentran su efectividad a bajas
concentraciones, su genética estable, su efectiva colonizaciéon y adherencia a los
hospederos y sus multiples mecanismos antagonistas frente a fitopatégenos (Carmona-
Hernandez et al., 2019). En el caso de las bacterias, se ha descrito su papel como
promotoras de crecimiento vegetal y su actividad biocontroladora mediante antibiosis,
competencia por espacio y nutrientes, parasitismo, produccién de compuestos volatiles,
formacion de biopeliculas, sintesis de moléculas sefializadoras de quorum sensing,
produccion de sideroforos y la induccién de resistencia para la defensa de la planta

(Karthika et al., 2020). A continuacion, se describe brevemente cada mecanismo:

o Competencia por espacio y nutrientes: Este mecanismo se basa en agotar los
nutrientes disponibles para el patdgeno con el objetivo de acortar su supervivencia y
multiplicacién (Hernandez-Montiel et al., 2018; Carmona-Hernandez et al., 2019).

e Parasitismo: El parasitismo desencadena la lisis de las paredes celulares de los
hongos debido a la participacion de enzimas como la B-1,3-glucanasa, las quitinasas y
las proteasas producidas por las bacterias para degradar la quitina y los glucanos
producidos por hongos filamentosos (Safdarpour & Khodakaramian, 2019).

e Antibiosis: Es uno de los principales mecanismos utilizados por las bacterias para el
control de los fitopatdgenos el cual se hace mediante la produccion de antibiéticos y
algunos compuestos volétiles que inhiben el crecimiento de los fitopatdgenos (Karthika
et al., 2020).
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Quérum sensing y formacion de biopeliculas: La capacidad de comunicacion celular a
través de la secrecion de sefiales quimicas que les permite a las células regular la
expresion de compuestos que favorezcan su colonizacion, transferencia génica,
virulencia y adaptacion de acuerdo con la densidad celular. Entre los procesos
regulados por quérum sensing esta la formacion de biopeliculas. Las células en estado
de biopeliculas presentan una mayor resistencia a tipos de estrés biotico y abibtico y
son mas virulentas que las células en estado plantonico (Bourigault et al., 2021; Pena
et al., 2019).

Produccién de sideréforos: Los sider6foros son moléculas que secretan las bacterias y
otros microorganismos para adquirir hierro para su crecimiento y procesos celulares
(Andrews et al., 2003). Estas moléculas permiten a las bacterias biocontroladoras
competir eficazmente con los fitopatdgenos por el hierro inhibiendo su crecimiento (R.
Z. Sayyed & Patel, 2011). Ademas de su funcion nutricional se ha demostrado que
algunos sideréforos tienen actividad antimicrobiana y pueden llegar a inducir la
respuesta defensiva en hospederos eucariotas.

Induccion de resistencia: La interaccion entre las bacterias benéficas y las plantas
puede estimular la defensa frente a varios patégenos a través de cambios estructurales
o0 mediante la produccion de proteinas asociadas con defensa (Carmona-Hernandez
et al., 2019). Existen dos tipos de resistencia, la resistencia sistémica inducida mediada
por la via del jasmonato/etileno y la resistencia sistémica adquirida donde participa la
via de sefializacion del acido salicilico. Cualquiera de las dos puede ser inducida por

estimulos biéticos o abitticos (Pieterse et al., 2014).

Sider6foros bacterianos

Los sideroforos bacterianos son moléculas de bajo peso molecular (< 10.000 Da), que

tienen la funciobn de mediar la captacion de hierro por parte de las células con una alta

afinidad por el 6xido férrico (Fe3+) (Winkelmann, 2002). Sin embargo, también participa en

la adquisicion de hierro a partir del citrato férrico, el fosfato férrico, la transferrina férrica,

hierro unido a pigmentos vegetales, azucares y glucésidos (Khan et al., 2018). De acuerdo

con su estructura quimica para unir el hierro, estos pueden dividirse en catecolato,

hidroxamato, y carboxilato (Figura 2). Los hidroxamatos son sideroforos hidrofilicos, que
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en bacterias estan formados por alquilaminas aciladas e hidroxiladas, cada hidroxamato
es capaz de formar un complejo octaédrico hexadentado (Aguado-Santacruz et al., 2012).
Los catecolatos son producidos Unicamente por las bacterias, la lipofilia, la estabilidad de
los complejos y la estabilidad al pH ambiental son sus propiedades Unicas (Winkelmann,
2002). Estos, también forman un complejo octaédrico hexadentado al proporcionar dos
atomos de oxigeno para la quelacion de hierro (Khan et al., 2018). Los carboxilatos son
sintetizados por bacterias del género Rhizobium, estos sideroforos tienen grupos carboxilo
e hidroxilo para la adquisicion de hierro. Algunos ejemplos de sidero6foros tipo hidroxamatos
son: acinetobactina, artrrobactina, aerobactina, desferrioxamina, ferribactina,
pesudobactina; catecol, enterobactina, piochelina, agrobactin, azotochelin; carboxilato,

rizobactina y vibrioferrina.
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Figura 2. Estructura quimica de sideréforos. A. Hidroxamatos (desferrioxamina); B.

Catecolatos (enterobactina); C. Carboxilato (vibrioferrina). Tomado de Khan et al., (2018)

Muchas bacterias promotoras de crecimiento vegetal tienen la capacidad de secretar estos
quelantes principalmente bajo condiciones limitadas de hierro confiriéndole beneficios a
las plantas. El nivel de umbral de hierro para para que este metabolito no se sintetice y la

regulacion de su producciéon depende de cada género bacteriano. La nutricion de las
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plantas se ve mejorada principalmente porque estas moléculas logran reducir el hierro a
su estado soluble, lo cual facilita su adquisicién (Sayyed et al., 2013). Por otra parte, se ha
evidenciado que los sider6foros pueden suprimir enfermedades por competencia por el
nutriente entre la bacteria y el fitopatdgeno, actuando como compuestos antimicrobianos
o0 induciendo la respuesta de defensa en la planta (Verbon et al., 2017). Se ha demostrado
ademds que tienen actividad fitorremediadora ya que ademas del hierro pueden unirse a
otros metales (Gonzélez-Chéavez, 2017). Son varios los estudios que confirman la ventaja
competitiva de las rizobacterias productoras de sideréforos frente a patégenos, algunos
ejemplos de control asociados a la produccién de estas moléculas se mencionan en la
tabla 2.

Tabla 2. Patdgenos controlados por bacterias productoras de sideréforos.

Bacteria biocontroladora

Patégeno atacado

Referencia

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter lwoffii
Azospirillum brasilense

Bacillus subtilis
Pseudomonas mediterranea

Pseudomonas syringae

Pseudomonas protegens
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.
Rhizobium sp.

Serratia plymuthica

Phytophthora sojae
Fusarium oxysporum
Fusarium sp.

Fusarium oxysporum

Phytophthora parasitica var.

nicotianae
Fusarium oxysporum

Xanthomonas citri
Rhizoctonia solani
Fusarium oxysporum
Macrophomina phaseolina
Phytophthora cinnamomi

Zhao et al. (2018)

Silva et al. (2021)

Rongai et al. (2017)
X.Yu et al. (2011) y Saha
et al. (2016)

Tian et al. (2008)

S. Yu, Teng, Liang, et al.
(2017)

Michavila et al. (2017)
Solanki et al. (2014)
Arya et al. (2018)

Arora et al. (2001)
Restrepo et al. (2020)




Objetivos 1

Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto de sobrenadantes bacterianos con sider6foros en el control de la

marchitez vascular del tomate causada por Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici.

Objetivos especificos

1. Aislar, caracterizar e identificar taxonémicamente cepas bacterianas productoras de

sideréforos.

2. Evaluar la actividad biocontroladora de sobrenadantes bacterianos con sideréforos en

plantas de tomate infectadas con Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici.

3. Comprobar silos sobrenadantes bacterianos con sideréforos actan como elicitores en
la respuesta de defensa de plantas de tomate infectadas con Fusarium oxysporum f.sp.

lycopersici.



Conclusiones 2

1.Capitulo 1. Aislamiento y caracterizacion de
bacterias productoras de sideréforos
procedentes del filoplano y rizosfera de
cacao de la regidon amazodénica de los
departamentos de Caqueta y Putumayo

1.1 Resumen

El hierro es un elemento abundante en la naturaleza y de gran importancia biol6gica por
su papel en las interacciones microorganismo hospedero. Ademas, su estado de oxidacion
poco soluble Fe3+ dificulta su adquisicién por la mayoria de los seres vivos. Algunos
microorganismos han desarrollado moléculas de alta afinidad por estos iones férricos
conocidos como sideréforos, los cuales ademas de facilitar su solubilidad pueden actuar
como biofertilizantes, biocontroladores y biorremediadores. Si bien es cierto que, la mayor
diversidad biolégica a nivel mundial se encuentra en la regiébn Amazédnica, son pocos los
estudios en los que se han aislado y cultivado microorganismos productores de sideréforos
de esta zona. Teniendo en cuenta, la importancia de los sideréforos, sus variados
mecanismos de accién y la inexplorada diversidad microbiana en la Amazonia, este estudio
tuvo como objetivo aislar, identificar y caracterizar aislamientos bacterianos con alta
capacidad de secretar sideréforos como estrategia para el control de fitopatdgenos. Los
aislamientos fueron obtenidos a partir de muestras de rizosfera y filosfera de arboles
silvestres de cacao procedentes de cinco zonas de la region amazobnica de los
departamentos del Caquetd y Putumayo. Haciendo uso del método de dilucion a
estimulacion/extincion y simulando las condiciones ambientales de la Amazonia, 182
colonias fueron aisladas en medio deficiente en hierro. Mediante la prueba colorimétrica

Chrome Azurol Sulfuro-CAS se evidencio que 83 de ellas eran productoras de sideroforos.
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Quince aislamientos representativos de las zonas de muestreo y con actividad promisoria
para producir el metabolito se identificaron molecularmente por secuenciacion parcial del
gen 16sADNr. El 60% de los aislamientos se clasificaron dentro del género Acinetobacter
sp., el 13% dentro del género Bacillus sp. y el 26% dentro del género Delftia sp., Serratia
sp., Pseudomonas sp. y Herbaspirillum sp. Los aislamientos con mayor capacidad de
guelar hierro fueron aquellos clasificados dentro del género Acinetobacter sp., e
identificados con los cédigos CBIO024, CBIO086, CBIO117, CBIO123 y CBIO159). La
capacidad de estos aislados de secretar sideréforos en condiciones de deficiencia y
suficiencia de hierro se evalud en caldos de cultivo con diferentes concentraciones de
cloruro férrico. Los resultados obtenidos indicaron que la ausencia de hierro lleva a la
produccién de siderdforos y que en la medida que aumente la disponibilidad de este
compuesto, su produccién decrece. Finalmente, este estudio nos permiti6é identificar un
grupo de cinco bacterias promisorias para ser evaluadas en investigaciones enfocadas en

potencializar este atributo biolégico para el control de fitopatégenos.

1.2 Introduccién

La selva de la Amazonia se ha catalogado como el area del planeta con mayor reserva
biol6gica, existen registros de que alberga alrededor de 40.000 especies de plantas
vasculares, 5.500 vertebrados y 100.000 invertebrados (Ranjan et al., 2015). La Amazonia
Colombiana esta conformada por los departamentos de Caquetd, Guainia, Guaviare,
Putumayo. Amazonas y Vaupés (CEPAL, 2013). En relacién con la diversidad microbiana
los estudios a nivel mundial son escasos y los existentes se han centrado en estudiar la
diversidad taxonomica y filogenética de las bacterias en relaciébn con las actividades
antrépicas (Nusslein, 2012; Rodrigues et al., 2013; Schmitt et al., 2020). Los trabajos
desarrollados en el pais se restringen a bacterias microaerobicas y aerdbicas
potencialmente fijadoras de nitrdgeno, actinomicetos y hongos formadores de micorrizas
(Cardona et al., 2005; Mantilla-Paredes et al., 2009; Garzon, 2016).

Durante el afio 2018, se realizé en el pais la expedicion Cacao Colombia-Bio financiada
por el Ministerio de Ciencia Tecnologia e Innovacion (convenio especial de cooperacion

FP44842-142-2018), la cual tuvo como finalidad determinar la diversidad de la especie
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Theobroma cacao y sus parientes cercanos en la region Amazénica del departamento del
Caqueta y Putumayo catalogadas como zonas endémicas inexploradas. Considerando la
oportunidad que brind6 esta expedicion para explorar la agrobiodiversidad y en bdsqueda
de profundizar en el conocimiento de los atributos microbianos de bacterias adaptadas a
estos hébitats se desarrollé este estudio, el cual tiene como objetivo el aislamiento y
caracterizacion de bacterias productoras de sideroforos.

El hierro abunda en la naturaleza principalmente bajo el estado de éxido de hierro (lll), se
considera un elemento esencial para los microorganismos, plantas y animales. Este
elemento participa en varios procesos bioldgicos como la replicacion del ADN, la
fotosintesis, la fijacion de N, la respiracion y la transferencia de electrones por su
capacidad de asumir multiples estados de oxidacién (Sayyed & Patel, 2011). Su forma
soluble Fe2+ debe ser regulada, ya que resulta téxica para las células debido a su
participacién en la reaccién de Fenton, mientras que su forma insoluble Fe3+ mayoritaria
en la naturaleza no esté biodisponible (Holden & Bachman, 2015). Bajo esta consideracion,
las bacterias pueden solubilizar los 6xidos férricos mediante la regulacién del pH externo,
reduciendo el hierro férrico a la forma ferrosa 0 empleando quelantes de iones férricos
como agentes solubilizadores a los que se les conoce como siderdforos (Guerinot, 1994).
Los sideréforos son compuestos de bajo peso molecular de alta especificidad por el hierro
férrico que se producen principalmente como respuesta a la restriccion del metal
(Winkelmann, 2002). Segun su estructura quimica pueden clasificarse en tres grupos
funcionales, hidroxamatos, catecoles y carboxilatos (Hider & Kong, 2010). En las bacterias
los sider6foros que mas se han descrito son los sintetizados por bacterias Gram negativas
de la familia Enterobacter y del género Pseudomonas sp. (Ali & Vidhale, 2013). Algunas
bacterias tienen la capacidad de producir uno o mas sider6foros que pueden ser
reconocidos por sus receptores de membrana o por los de otros microorganismos para la
adquisicion de Fe u otros metales como el Al, Zn, Cd, Cu, Pb, a estos se les denomina
sideroforos heterdlogos (Verbon etal.,, 2017). Sumado a esto, en algunos géneros
bacterianos estas moléculas regulan la produccion de factores de patogenicidad, ejemplo
de ello es el siderdéforo pioverdina sintetizado por Pseudomonas aeruginosa, el cual regula
la produccién de tres factores de patogenicidad necesarios para una virulencia completa
en seres humanos (Lamont et al., 2002). De igual manera, la biosintesis de este sideroforo

por el fitopatbgeno Pseudomonas syringae pv. tabaco es requerida para la virulencia en
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plantas de tabaco (Taguchi et al., 2010). No obstante, el papel de estas moléculas en la
interaccion planta-microorganismo ha estado asociada principalmente a la actividad
biocontroladora de las rizobacterias. Estos son empleados para contrarrestar el ataque de
fitopatbgenos por mecanismos como la competencia por el micronutriente y la induccion
de respuestas de defensa en la planta ( Verbon et al., 2017; Karthika et al., 2020). Otras
propiedades que incrementan el interés en estas moléculas, es su capacidad para mejorar
la fertilidad del suelo y su aplicacion ambiental al reducir los niveles de contaminacion del
agua y suelo con metales pesados (Vélez et al.,, 2019). Dada las variadas funciones
benéficas que proporcionan los microorganismos mediante la sintesis de estas moléculas,
el objetivo de este estudio fue identificar bacterias con alto potencial para producir
sideréforos que puedan usarse para el desarrollo de investigaciones que amplien el

conocimiento de este atributo bioldgico.
1.3 Materiales y métodos

Muestras de rizosfera y filosfera de arboles silvestres de cacao recolectadas previamente
en la regibn amazénica de los departamentos de Caquetd y Putumayo durante la
expediciéon Cacao Colombia-Bio (convenio especial de cooperacion FP44842-142-2018
Ministerio de Ciencia Tecnologia e Innovacion) fueron utilizadas para el aislamiento de
bacterias (Figura 3). El muestreo estuvo a cargo del grupo de investigadores que participé
en la expedicién. Este se realiz6 en 3 zonas del departamento del Caqueta y 2 zonas del
departamento del Putumayo. La seleccién de los puntos de muestreo se llevé a cabo
basados en registros histéricos de las especies de cacao en Colombia (Theobroma cacao,
Theobroma sp. y Herrania), junto con la colaboracion de la comunidad en talleres
participativos (Gonzalez, 2018). En el transecto de cada zona se hizo un muestreo dirigido
de los arboles silvestres de cacao hallados y de cada uno de ellos se tom6 una muestra

compuesta de rizosfera y filosfera (hojas maduras del estrato inferior) (tabla 3).
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Tabla 3. Zonas de muestreo de la expedicién Cacao Colombia-Bio
Zona Departamento Municipio Coordenadas
Latitud Longitud
1. Palmichales Caqueta Cartagena  del 0°38'58.80"N 74°31'20.47"W
Chaira
2. ElJordan Caqueta Cartagena del 0°38'26.57"N 74°15'28.28" W
Chaira
3. El Guamo Caqueta Cartagena  del 0°12'8.26"N  74°17'51.47"W
Chaira
4. Las Vegas Putumayo Puerto 0°7'44.219"S 74° 34'43.99" W
Leguizamo
5. La Cocha e Putumayo Puerto 0°27'45.90"N 75°10'50.76" W
Isla Leguizamo

®a Argentina

IZona 4 ’'Zona3

®biin Vargas

: 100 km

1000 km

Figura 3. Ubicacion espacial de las zonas de muestreo de la expedicion Cacao Colombia-
Bio. Zona 1, 2 y 3: Departamento de Caquetd, municipio Cartagena del Chaira; Zona 4 y 5:

Departamento Putumayo, municipio Puerto Leguizamo. Fuente: Google Earth 2022.

1.3.1 Aislamientos bacterianos

Sesenta muestras de rizosfera y filosfera obtenidas de los puntos de muestreo fueron
preservadas en agar agua inclinado enriquecido con extracto de hojas y raices de cacao
(13 g/L de agar - agar, 100 mL/L de extracto de raiz y hojas de cacao suplementado con

cicloheximida y cloranfenicol) durante el tiempo de la expedicion (22 dias). Posteriormente,
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estas muestras fueron sometidas a un proceso de sonicacion para desprender la biomasa
celular de los microorganismos. Para este fin, 30 mL de solucion tampén acido 2-(N-
morfolino) etanosulfonico, acido 4-Morfolino etanosulfénico monohidrato (MES, 1.95 g/L;
pH 5.5) se adicionaron a cada muestra. La suspensién se sonicé por 6 minutos por
periodos de 2 min, con pausas de 1 min, utilizando el sonicador marca Elmasonic.
Posteriormente, con ayuda de un asa redonda, las colonias microbianas se desprendieron
del agar y la suspension celular obtenida fue centrifugada en un nuevo tubo a 6000 rpm
por 15 min. El pellet formado se resuspendié en 5 mL de tampédn fosfato salino (0.02 g/L
de KH2PO4, 0.09 g/L de NaCl, 3.83 g/L de Na:HPO.; pH 7.2) y a partir de 100 pL de esta
suspension se realizaron diluciones seriadas 1:10 hasta 1 x 10° en caldo de cultivo sin
adicion de hierro (IDM, K2SO4 (0.2%), K:HPO4 (0.3%), NaCl (0.1%), NH4Cl (0.5%),
suplementado con una solucion de tiamina (0.1 %), ZnS0O47H,0 (2%), CaS0O4 (0.05%),
MnSO4 (3.5%), biotina (0.002 g/mL), 4&cido pantoténico (0.001 g/mL), CaCl, (1%), extracto
de levadura (0.5%), CsH1206 (44%) y MgSO4 (10%)) (Mdiller et al., 1984). Con el propdésito
de simular las condiciones ambientales de la Amazonia y promover el crecimiento de las
comunidades de microorganismos presentes, estos cultivos diluidos fueron incubados en
camara humeda durante 5 dias, en agitacion constante a 164 rpm, con una temperatura
que varié entrel7 °C y 24 °C y una humedad cercana al 80%. Para llevar a cabo los
aislamientos se us6 el método de dilucion a estimulacion/extincién (Diaz-Garcia et al.,
2021). Por ello, 100 uL de las diluciones mas altas (108, 10° y 10°) se sembraron por
extension en placas de agar IDM y se incubaron en oscuridad por 72 horas a 28°C. Las
colonias bacterianas con caracteristicas macroscoépicas distintas como color, borde y
superficie fueron aisladas y purificadas en medio de cultivo IDM. Los aislamientos
obtenidos se conservaron a -80 °C en medio de cultivo suplementado con glicerol al 20%
y al 50% en el Laboratorio de Microbiologia Agricola del C.I La Libertad de AGROSAVIA.

1.3.2 Tamizaje de la produccién de sider6foros a partir de
aislamientos bacterianos

Mediante la prueba colorimétrica Chrome Azurol Sulfuro — CAS (Schwyn & Neilands,
1987a). Las colonias aisladas fueron evaluadas por su capacidad de producir sideréforos
en medio minimo sin hierro utilizando como fuente de carbono glucosa en lugar de
sacarosa y la adicion de las vitaminas biotina, clorhidrato de tiamina y pantotenato de sodio
(MM, 2.42 g/L de CsHsNNaO4, 10 g/L de CeH1206 suplementado con 10 mL/L de soluciones
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stock de K;HPO4 (0.3 g), KH2PO4 (0.3 g), CaCl,.¢H>0 (0.05 g), NaCl (0.05 g), MgSQO., (0.15
g), pH 7.0) modificado de Robertsen et al. (1981).

Prueba colorimétrica Chrome Azurol Sulfuro - CAS: El procedimiento para preparar esta
reaccion quimica consistio en mezclar cada una de las soluciones stock descritas en la

tabla 4 con MES hidratado, cdmo se indica a continuacion:

- En un matraz de 50 mL, mezclar 1.5 mL del stock 1 con 7.5 mL del stock 2. A esta
mezcla afiadir los 25 mL del stock 3 y agitar lentamente (solucién 1). Paralelamente
preparar una soluciéon tampén disolviendo 9.76 g de MES en 50 mL de agua Milli-Q® y
ajustar el pH a 5.6 con KOH al 50%. Luego, afadir la solucién 1y aforar a 100 mL con
agua Milli-Q®. Esta solucion fue almacenada bajo oscuridad a temperatura ambiente

hasta su uso.

Tabla 4. Soluciones stock de la prueba colorimétrica CAS
Stock Composicion
1 50 mL de FeCls.H20 1mM en una solucion 10 mM de HCI (37%).
2 50 mL de solucion de Chrome Azurol S 2 mM.
3 Diluir 21.9 mg de bromuro de hexadeciltrimetilamonio en 25 mL de agua Milli-Q®.

Para inducir la produccién de siderdforos, cultivos bacterianos de 24 horas crecidos en
agar nutritivo (AN) marca Oxoid fueron inoculados en tubos con 5 mL de medio MM sin
hierro. Cada aislamiento fue incubado a 28°C en agitacién a 117 rpm por 72 horas,
centrifugado a 4°C por 15 minutos a 10000 rpm vy luego evaluado a través del ensayo

cuantitativo CAS.

Para determinar la presencia de sideréforos, 500 pL del sobrenadante bacteriano fueron
mezclados con 500 pyL de la solucion CAS e incubados por 1 hora en oscuridad. Se
consideraron cepas productoras de sideréforos aquellas en las que la reaccién
colorimétrica cambio de coloracién azul (complejo férrico) a naranja (eliminacion del hierro
del complejo férrico). La actividad quelante del sobrenadante con sider6foros se midié

mediante espectrofotometria a 630 nm y se calculé usando la siguiente ecuacion:
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(Ar — As)
%US = —— x 100
Ar

Ar: Absorbancia del control (Solucion CAS con MM)
As: Absorbancia de la muestra

Los resultados presentados para este primer tamizaje corresponden a la lectura de una
sola réplica biologica con tres réplicas técnicas por cada colonia bacteriana aislada.

1.3.3 Caracterizacion morfolégica de los aislamientos

La caracterizacion morfolégica se realiz6 para todas las colonias bacterianas que
evidenciaron la produccion de sider6foros. Cada aislamiento fue crecido en AN durante 48
horas a 28 °C. Posteriormente, las colonias fueron caracterizadas macroscépicamente de
acuerdo con las caracteristicas de forma, color, y superficie; y el tipo de pared celular por

tincion de Gram.

1.3.4 Identificacidon molecular de los aislamientos bacterianos

La caracterizacibn molecular se realiz6 Unicamente para el grupo de 15 aislamientos
seleccionados por su alta produccion de sideréforos, ser representativos de cada zona de

muestreo y por proceder de la rizosfera o la filosfera de las plantas de cacao.

A partir de cultivos puros de 24 horas de edad y crecidos en caldo nutritivo se realizo la
extraccion del ADN genomico de los 15 aislamientos utilizando el kit de extraccion MoBio
PowerLyzer® UltraClean® Microbial Kit (Carlsbad, CA), siguiendo las especificaciones del
fabricante. La pureza y concentracion del ADN se calcul6 mediante espectrofotometria en
Nanodrop One (Thermo Scientific). La identidad taxondémica de los aislamientos se

determiné mediante reaccion en cadena de la polimerasa-PCR, por amplificacién de la
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region V4 del gen 16s ADNr usando los primers 515F (5 GTGYCAGCMGCCGCGGTAA
3')y 806R (5° GGACTACNVGGGTWTCTAAT 3’) (Apprill et al., 2015; Parada et al., 2016).
La mezcla de cada reaccién de PCR estuvo constituida por 50 ng de ADN molde, 0.4 uM
de cada primer, 0.8X de Go Tag® Green Master Mix (Promega) y agua grado molecular
en un volumen final de 25 pL. El programa de amplificacién consistié en un ciclo de
desnaturalizacion inicial de 3 min a 94°C, 35 ciclos de desnaturalizacién por 45 s a 94°C,
1 min de hibridacion a 50°C, 90 s de extension a 72°C y una extension final de 10 min a
72 °C. El producto amplificado (>395 pb) se visualiz6 mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% y fue secuenciado por Corpogen (Bogota). Las secuencias obtenidas para
cada taxdn se alinearon con el software Geneious prime version 2021.0.03 (Biomatters
Ltd), estas fueron comparadas con las secuencias disponibles en la base de datos NCBI
del GenBank (https://blast.ncbi.nim.nih.gov) mediante BLASTn. Se construyeron arboles
filogenéticos con el software Geneious prime version 2021.0.03 (Biomatters Ltd), usando
el alineamiento Muscle de las secuencias con mayor homologia obtenidas de NCBI y el
algoritmo neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987). Finalmente, un andlisis de Bootstrap se
realizé6 basados en 1000 interacciones para evaluar la robustez del arbol filogenético
(Felsenstein, 1985).

1.3.5 Evaluacion de la produccion de sideréforos

La capacidad de producciéon de sider6foros de los 15 aislamientos identificados
molecularmente fue corroborada realizando tres réplicas bioldégicas como se describe a
continuacién. A partir de cultivos bacterianos de 24 horas crecidos en AN se prepard un
pre-indculo que fue ajustado a una densidad 6ptica (OD) de 0.6 a 600 nm. Una alicuota de
1 mL del pre-inéculo bacteriano en fase exponencial fue inoculada en tubos Falcon con 2
mL de medio MM sin hierro y ajustada a una OD de 0.2 a 600 nm. Los cultivos se incubaron
a 28°C en agitacion a 117 rpm por 72 horas. El crecimiento celular fue medido por
espectrofotometria a 600 nm y recuento en placa de unidades formadoras de colonia
(UFC/mL). Completado el tiempo de incubacion, el caldo fermentado de cada cultivo
bacteriano se centrifugé a 10000 rpm por 15 min. La sintesis de sideréforos en los
sobrenadantes bacterianos se comprobd mediante la prueba colorimétrica CAS como se
describe en el apartado 1.3.2. La concentracion del quelante férrico fue determinada para

cada aislamiento bacteriano usando una curva de calibracién estandar con mesilato de
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deferoxamina (DFOM) que se preparo siguiendo la metodologia descrita por Mehnert et al.,
2017 y Radzki et al., 2013. La concentracion se expresé en uM equivalentes de DFOM (1
mmol de DFOM es capaz de capturar 56 mg Fe®") (Radzki et al., 2013). Este experimento
se establecio en un disefio completamente al azar, con tres repeticiones, tres veces en el

tiempo. La unidad experimental estuvo representada por un tubo con cultivo bacteriano.

Con los cinco aislamientos que mostraron los contenidos mas altos de sideréforos
(concentracion sideréforos > 90 UM equivalentes de DFOM) se desarrollaron experimentos
enfocados en; i) evaluar el efecto de diferentes concentraciones de hierro en la produccién
de sideréforos; ii) evaluar la capacidad biocontroladora de sobrenadantes bacterianos con
siderdéforos frente a plantas de tomate infectadas con Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici
(Capitulo 2).

1.3.6 Produccioén de sideroforos en diferentes concentraciones

de hierro

Se determiné el efecto de la concentracién de hierro sobre la produccion de sideréforos y
su relacion con el crecimiento celular bacteriano. Las concentraciones de FeCls;.6H,0O
evaluadas fueron: 0 uM, 22 pM y 220 uM de acuerdo con estudios previos desarrollados
por el grupo de investigacion que demostraron que, a 0 uM se induce la produccién del
sideroforo rizobactina en Sinorhizobium meliloti, mientras que, a 220 uM esta produccién

se ve restringida (Nogales et al., 2010; Amaya-Gomez et al., 2015).

Las células de los aislados bacterianos CBIO024, CBIO086, CBIO117, CBIO123 y
CBIO159 cultivadas por 24 horas en AN, se lavaron dos veces con solucion salina al
0.85%. En cada lavado la suspension se centrifugd durante 5 min a 6000 rpm eliminando
el sobrenadante. El pellet resultante se resuspendié en medio MM hasta obtener un in6culo
con una OD de 2.0 a 600 nm. A continuacion, 4.5 mL de MM suplementado con cada una
de las concentraciones de hierro y servido en erlenmeyer fueron inoculados con 0.5 mL de
cada in6culo bacteriano. Posteriormente, se incubaron a 28°C a 117 rpm durante 72 horas.
La sintesis de sideréforos en los sobrenadantes bacterianos se determiné mediante la
prueba colorimétrica CAS como se describe en el apartado 1.3.2. Este experimento se

establecio con un disefio completamente al azar con arreglo factorial 5 x 3 para un total de
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15 tratamientos, con 4 repeticiones. Se desarrollaron tres repeticiones en el tiempo. La
unidad experimental estuvo representada por un erlenmeyer de 50 mL con cultivo

bacteriano.

1.3.7 Analisis estadistico

Para las variables de caracter cualitativo (caracterizacion morfoldégica de las colonias
bacterianas) se realizé un analisis estadistico mediante técnicas multivariantes como el
analisis de correspondencia multiple (ACM) y el andlisis de cluster con el método Kmeans
para agrupar los aislamientos por caracteristicas homogéneas. Para la variable cuantitativa
produccién de sideréforos se validaron los supuestos de normalidad, homocedasticidad y
se realizé un ANOVA (p<- 0.05) seguido de la prueba de comparacion de medias Tukey.

Todos los andlisis fueron realizados con el software R version 4.1.2.

1.4 Resultados y discusion

1.4.1 Caracterizacion de aislamientos bacterianos productores de

sideroforos

Colonias bacterianas aisladas

Se aislé un total de 162 colonias bacterianas con aspecto morfolégico distintivo por
muestra de rizosfera y filosfera de arboles silvestres de cacao, el 48.1% proceden de la
region del Caqueta y el 51.7% de la region del Putumayo. El 35% de colonias se obtuvo a
partir de muestras de filosfera de los arboles de cacao muestreados en las zonas del
Putumayo, mientras que en las muestras del Caqueta predominaron las colonias

bacterianas de la rizosfera (33%) (Tabla 5).
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Tabla 5. Numero de colonias bacterianas asociadas a rizosfera y filosfera de
especies silvestres de cacao en la region amazonica de los departamentos de Caqueta
y Putumayo

Numero de colonias

Regién Ubicacion bacterianas Total
Filosfera Rizosfera
Zona 1 7 24 31
Caqueta Zona 2 8 21 29
Zona 3 9 9 18
Putumayo Zona 4 23 10 33
Zona 5 35 16 51

Esta diferencia entre regiones dada por el tipo de muestra pudo estar asociada con las
caracteristicas de las zonas muestreadas que se describen a continuacién de manera
general para efectos de la presente investigacion. Sin embargo, estos resultados hacen
parte de la expedicién Cacao Colombia-Bio y se encuentran en proceso de publicacion por
Gonzalez et al., (2022). Las zonas muestreadas de la region del Caqueta (Zona 1, 2y 3)
aledafas al municipio de Cartagena del Chaira, se caracterizan por ser areas de bosques
inundables y de tierra firme, formadas por una abundante capa de mantillo. Estas zonas
presentan mayor radiacion solar, menor precipitacion y humedad relativa. Las zonas 4y 5
de la region del Putumayo se encuentran cerca al municipio de Puerto Leguizamo, son
zonas de bosques de tierra firme, bien drenadas y de planicie inundable, formadas por una
delgada capa de mantillo. Las zonas se caracterizan por presentar menor radiaciéon solar,
mayor precipitacién y humedad relativa. Algunos rasgos morfologicos de las hojas de las
especies de cacao colectadas tanto en la region del Caqueta como en el Putumayo difieren
en tamafio, consistencia, textura y color.

Considerando lo anterior, surge la hipétesis de que las condiciones climaticas y geogréficas
pueden estar determinando la carga de indculo microbiano de la rizosfera vy filosfera de
cacao de cada region. Segun Arnold & Herre, (2003), las diferencias en la abundancia de
propagulos epifitos y endoéfitos en las hojas de cacao pueden variar de acuerdo con las
condiciones de humedad y radiacion. Asi mismo, se ha demostrado que parametros como
la precipitacion pueden afectar la poblacion de bacterias del filoplano de esta especie
vegetal debido a la humedad constante de las hojas en comparacion con las que habitan
la rizosfera, en donde las condiciones de temperatura y humedad son menos variables

(Alves-Junior et al., 2021). Asi mismo, factores abiéticos como la edad de la hoja, la luz
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ultravioleta y la humedad relativa se reportan como los principales impulsores de la

diversidad y abundancia del microbioma de la filosfera (Thapa & Prasanna, 2018).

Por otro lado, la forma como se preservaron las muestras durante la expedicion
(condiciones oligotréficas) junto con las condiciones de cultivo (condiciones ambientales
de la region simuladas) permitieron que se asilaran colonias bacterianas poco exigentes
en nutrientes, de crecimiento lento y presentes en una baja densidad, lo que también pudo

influir en el nimero de colonias obtenidas.

Caracterizacion morfolégica de colonias bacterianas productoras

de sideroforos

Las 162 colonias bacterianas fueron evaluadas por su capacidad de producir sideréforos
bajo restriccion de hierro (0 uM), con el fin de seleccionar colonias candidatas con alto
potencial en la produccion de estos metabolitos. Los resultados obtenidos, indican que 83
colonias pueden sintetizar sider6foros en un rango de 40 -100% US. Durante la reaccién
guimica el cambio de coloracion de azul a naranja no fue homogéneo entre colonias y este
influy6é en el indice de US calculado. Por ello la produccion del quelante férrico en este
estudio fue clasificada en tres categorias en funciébn de la cantidad de metabolito
sintetizado: baja, media y alta. Las colonias bacterianas que presentaron valores de US
superiores al 80% (color amarillo-naranja-rojo) se consideraron con alta produccion;
valores entre 60 - 80% de US produccion media (color marrén y verde amarillo); y baja
produccion aquellas con US de 40- 60% (color gris plata). Porcentajes de US menores a
40 se consideraron como cepas no productoras (coloracion azul-verde). Esta variacion en
la coloracién ha sido atribuida principalmente a la concentracién de sideréforos y a la
presencia de moléculas quelantes de diferente naturaleza quimica que determinan el
cambio entre naranja, rojo y amarillo (Chaiharn et al., 2009). Otros autores han sefialado
que el pH de la solucion CAS interfiere en la coloracion de los grupos quimicos
hidroxamatos (haranja rojizo) y catecol (purpura rojizo) (Milagres et al.,, 1999; Payne,
1994).

Las 83 colonias bacterianas con actividad promisoria para quelar hierro mediante la

produccion de sideréforos se caracterizaron morfolégicamente. En la tabla 6 se describen
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las caracteristicas macroscopicas, microscopicas y la produccion de sideroforos obtenida
para las 83 colonias bacterianas.

Los rasgos de forma color y superficie de la colonia permitieron identificar 13 morfotipos
bacterianos, siendo las colonias redondas cremosas con superficie brillante el morfotipo
mas abundante (28.9%) seguido de colonias blancas de forma irregular y superficie rugosa
(13.2%). Microscopicamente el 40% de las colonias se identificaron como bacilos y
cocobacilos Gram negativos; el 48% como cocos Yy bacilos Gram positivos; y un grupo de
ocho aislamientos (9.6%) sin determinar por la ausencia de tincion. En este estudio, las
colonias productoras de sideroforos en su mayoria fueron bacterias Gram positivas.
Contrario a esto, Milagres et al., (1999) y Tian et al., (2009) sefialan detectar con mayor
frecuencia sideréforos en bacterias Gram negativas, debido a que las bacterias Gram
positivas inhiben su crecimiento por la toxicidad del compuesto bromuro de
hexadeciltrimetilamonio necesario en la reaccion colorimétrica CAS (Schwyn & Neilands,
1987b).En este estudio la prevalencia de bacterias grampositivas productoras de
sideroforos puede ser explicada por el método de deteccion utilizado (método cuantitativo
Chrome Azurol Sulfuro) el cual no requiere que el microorganismo crezca en presencia del
compuesto bromuro de hexadeciltrimetilamonio que es el compuesto téxico reportado que

inhibe el crecimiento de las bacterias Gram positivas (Chaiharn et al., 2009).

Tabla 6. Descripcion de las caracteristicas macroscépicas, microscopicas y la
producciéon de sideréforos de las 83 colonias bacterianas identificadas como
candidatos potenciales.

Caracteristicas

ID Zonade Tipo Caracteristicas macroscopicas ) o ]
microscopicas Sid*
Colonias muestreo muestra
Forma Color Superficie  Morfologia Gram
CBIO02 1 Rizosfera Redonda Crema Brillante Cocobacilos - Media
CBIO03 1 Rizosfera Redonda Crema Brillante Cocos + Baja
CBIO04 1 Rizosfera Rizoide Blanco Rugosa Bacilos + Media
CBIO09 1 Rizosfera Irregular Blanco Rugosa Cocos + Media
CBIO010 1 Rizosfera Irregular Blanco Rugosa Bacilos + Media
CBIO013 1 Rizosfera Redonda Amarillo Brillante Cocobacilos - Baja
CBIO016 1 Rizosfera Rizoide Blanco Rugosa Bacilos + Media
CBIO017 1 Rizosfera Redonda Crema Seca Bacilos + Baja
CBIO021 2 Rizosfera Irregular Blanco Rugosa Bacilos + Media
CBIO023 5 Rizosfera Redonda Blanco Seca Cocobacilos - Alta
CBIO024 3 Rizosfera Irregular Crema Brillante Cocobacilos - Alta
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CBIO025 3 Rizosfera Irregular Crema Brillante Cocos + Baja
CBIO026 5 Rizosfera Irregular Crema Seca Cocobacilos - Baja
CBIO027 5 Rizosfera Redonda Blanco Seca Bacilos + Alta
CBIO031 3 Rizosfera Irregular Crema Seca Cocos + Media
CBIO032 3 Rizosfera Irregular Crema Seca Cocos + Media
CBIO034 5 Rizosfera Irregular Crema Traslucida Cocos + Alta
CBIOO035 3 Rizosfera Irregular Crema Seca Cocos + Media
CBIO037 5 Rizosfera Irregular Crema Rugosa Cocos + Alta
CBIOO038 5 Rizosfera Irregular Crema Rugosa Cocos + Baja
CBIO043 5 Rizosfera Irregular Blanco Rugosa Bacilos + Baja
CBIO049 5 Rizosfera Irregular Crema Trasltcida Cocobacilos - Alta
CBIO063 2 Rizosfera Redonda Amarillo Brillante Sd** Sd**  Media
CBIO064 2 Rizosfera Redonda Amarillo Brillante Sd** Sd**  Media
CBIO068 1 Filosfera Redonda Crema Brillante Cocobacilos - Media
CBIO069 3 Filosfera Redonda Crema Brillante Cocobacilos - Media
CBIO070 5 Filosfera Redonda Crema Seca Cocos + Baja
CBIO075 5 Filosfera Redonda Crema Brillante Sd** Sd**  Media
CBIO076 1 Filosfera Irregular Crema Seca Bacilos - Media
CBIOO079 2 Filosfera Irregular Crema Rugosa Cocobacilos - Media
CBIO085 4 Filosfera Redonda Crema Traslicida Bacilos + Media
CBIO086 3 Filosfera Redonda Blanco Brillante Cocobacilos - Media
CBIO089 2 Filosfera Redonda Blanco Rugosa Cocobacilos - Alta
CBIO090 3 Filosfera Redonda Crema Seca Cocobacilos - Alta
CBIO091 3 Filosfera Irregular Blanco Rugosa Bacilos + Media
CBIO096 4 Filosfera Redonda Amarillo Brillante Sd** Sd** Baja
CBIO098 4 Filosfera Redonda Crema Brillante Sd** Sd**  Baja
CBIO101 3 Rizosfera Irregular Crema Traslucida Bacilos - Alta
CBIO104 5 Filosfera Irregular Blanco Rugosa Bacilos + Alta
CBIO105 5 Filosfera Redonda Amarillo Brillante Cocobacilos - Alta
CBIO106 2 Rizosfera Irregular Crema Brillante Cocos + Media
CBIO107 5 Rizosfera Irregular Crema Brillante Cocos + Alta
CBIO108 5 Rizosfera Irregular Crema Brillante Cocos + Alta
CBIO109 1 Rizosfera Redonda Crema Seca Bacilos - Media
CBIO110 4 Filosfera Irregular Blanco Rugosa Bacilos + Alta
CBIO112 5 Filosfera Irregular Blanco Rugosa Bacilos + Alta
CBIO113 2 Rizosfera Irregular Blanco Brillante Cocos + Baja
CBIO114 5 Filosfera Irregular Blanco Rugosa Bacilos + Alta
CBIO116 1 Rizosfera Concéntrica Crema Seca Bacilos - Alta
CBIO117 5 Rizosfera Redonda Crema Brillante Cocobacilos - Alta
CBIO118 2 Rizosfera Redonda Crema Seca Bacilos - Alta
CBIO120 5 Filosfera Redonda Crema Brillante Bacilos - Alta
CBlO121 4 Filosfera Concéntrica Crema Seca Bacilos + Alta
CBIO122 5 Rizosfera Irregular Crema Seca Cocos + Alta
CBIO123 5 Rizosfera Redonda Blanco Traslicida Cocobacilos - Alta
CBIO124 5 Filosfera Redonda Crema Brillante Sd** Sd**  Alta
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CBIO126 5 Filosfera Redonda Blanco Seca Cocos + Alta
CBIO127 5 Filosfera Redonda Crema Brillante Cocobacilos - Alta
CBIO128 5 Filosfera Redonda Crema Brillante Bacilos - Media
CBIO129 4 Filosfera Redonda Crema Brillante Cocos + Alta
CBIO130 4 Filosfera Irregular Blanco Rugosa Bacilos + Media
CBIO131 5 Filosfera Redonda Crema Brillante Cocobacilos - Alta
CBIO132 4 Filosfera Redonda Crema Brillante Cocobacilos - Media
CBIO133 5 Filosfera Redonda Blanco Brillante Cocobacilos - Alta
CBIO134 5 Filosfera Irregular Crema Seca Cocos + Alta
CBIO135 4 Filosfera Redonda Crema Brillante Sd** Sd¥*  Alta
CBIO136 5 Filosfera Redonda Crema Brillante Cocos + Alta
CBIO137 4 Filosfera Redonda Crema Brillante Bacilos + Media
CBIO138 4 Filosfera Irregular Crema Trasltcida Cocos + Alta
CBIO139 5 Filosfera Redonda Crema Brillante Bacilos - Alta
CBIO140 5 Filosfera Redonda Crema Traslicida Sd** Sd**  Media
CBlO141 5 Filosfera Redonda Blanco Brillante Cocobacilos - Alta
CBIO142 5 Filosfera Redonda Crema Brillante Bacilos - Media
CBIO143 4 Filosfera Redonda Crema Brillante Bacilos + Media
CBIO144 4 Filosfera Redonda Blanco Brillante Cocobacilos - Media
CBIO145 5 Filosfera Redonda Blanco Brillante Bacilos - Alta
CBIO148 5 Filosfera Redonda Crema Brillante Cocos + Alta
CBIO149 4 Filosfera Redonda Crema Brillante Cocobacilos - Alta
CBIO150 5 Filosfera Redonda Crema Brillante Bacilos + Alta
CBIO153 4 Filosfera Irregular Crema Seca Cocobacilos - Alta
CBIO154 5 Filosfera Redonda Blanco Brillante Cocos + Alta
CBIO159 5 Filosfera Redonda Crema Rugosa Cocobacilos - Alta
CBIO161 5 Filosfera Redonda Crema Brillante Bacilos + Alta

*Sid: Produccion de sideréforos; **Sd: Sin determinar

Debido al amplio nimero de morfotipos y a que las colonias bacterianas que registraron

una alta produccion del metabolito compartian varias caracteristicas morfol6gicas, se

evaluo si el nivel de produccion de sider6foros se encontraba asociado a una zona de

muestreo en particular o tipo de muestra (rizosfera, filosfera). Para ello, se realiz6 un ACM,

el cual permitié identificar que la categoria de produccién de sideréforos se asociaba con

algunas zonas de muestreo. Este analisis permitié explicar con 3 dimensiones el 60.2% de

la varianza total, cada una con un porcentaje de contribucion de 25.8, 18.9 y 15.5

respectivamente. La primera dimension definida por la zona 1 y 5 de muestreo con alta

produccion de sideréforos; la segunda dimension determinada por la zona 4 y 5 con

produccion media del metabolito y la tercera dimensién por la zona 1, 2, 3, y 4 con baja

produccion de sideréforos.
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Basados en estos resultados y en busqueda de conformar grupos heterogéneos que
agruparan colonias con caracteristicas semejantes se realizé un analisis de cluster, el cual
clasifico las colonias bacterianas en cuatro grupos. El cluster 1 representado en su mayoria
por colonias de la rizosfera de la zona 1 con una produccion de sideréforos baja-media; el
cluster 2 conformado principalmente por colonias de la rizosfera de la zona 5 que tienen
una alta produccion de sideroforos; el cluster 3 considerado un grupo heterogéneo por
reunir colonias de la filosfera de la zona 2, 3 y 5 que tienen la capacidad de sintetizar
sideréforos en todos los niveles y por ultimo el cluster 4 que agrupoé las colonias de la
filosfera de la zona 5 con alta produccién de sideroforos (Figura 4).
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Figura 4. Analisis de cluster algoritmo K-means. Colonias bacterianas productoras de

siderdéforos. Claster 1 (21 colonias bacterianas), cllster 2 (16 colonias bacterianas), cluster 3

(23 colonias bacterianas) y cluster 4 (23 colonias bacterianas).

De los cuatro clusteres se eligié un total de 15 aislamientos bacterianos que representaran
las cinco zonas de muestreo, el tipo de muestra (rizosfera y filosfera) y que tuvieran una
produccion de sideréforos mayor a 60% US. Los aislamientos seleccionados fueron los
siguientes: cluster 1 (CBIO021 y CBIO116); cluster 2 (CBIO024, CBIO101, CBIO117,
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CBIO118 y CBIO123); cluster 3 (CBIO086, CBIO121, CBIO142 y CBIO149); y cluster 4
(CBIO120, CBIO127, CBIO133 y CBIO159).

Identificacion molecular de aislamientos bacterianos

En la tabla 7 se muestran los resultados de la identificacion molecular de los aislamientos.
La accesidén que se registra corresponde a la primera accesion con la que se alinea la
secuencia en el Blast, ya que existen varias accesiones reportadas en la base de datos
con igual % de identidad y de cobertura. Lo anterior confirma que la secuencia parcial del
gen ribosomal 16S no es suficiente para distinguir entre especies. Por lo tanto, a pesar de
indicar una accesion en la tabla, la identidad taxonémica del aislamiento se muestra

solamente a nivel de género.

Tabla 7. Identificacion molecular de los aislamientos bacterianos con potencial para
producir sideroforos.

Id Accesibn % de % de E-value

aislamiento cobertura  identidad Género
CBI0021 NR_157736 100 100 2e-48 Bacillus sp.
CBIO024 NR_152004.1 100 100 9e-69 Acinetobacter sp.
CBIO086 NR_152004.1 100 100 9e-64 Acinetobacter sp.
CBIO101 NR_113870.1 100 100 3e-42 Delftia sp.
CBIO116 NR_152004.1 100 100 6e-76 Acinetobacter sp.
CBIO117 NR_102814.1 100 100 9e-64 Acinetobacter sp.
CBIO118 NR_163661.1 100 100 7e-54 Herbaspirillum sp.
CBIO120 NR_152004.1 100 98.9 9e-147  Acinetobacter sp.
CBIO121 NR_157736.1 100 100 5e-66 Bacillus sp.
CBIO123 NR_152004.1 100 100 2e-76 Acinetobacter sp.
CBIO127 NR_117619.1 100 100 2e-60 Acinetobacter sp.
CBIO133 NR_157762.1 100 100 le-62 Serratia sp.
CBIl0142 NR_145562.1 100 100 7e-54 Pseudomonas sp.
CBIO149 NR_102814.1 100 100 3e-63 Acinetobacter sp.
CBIO159 NR_102814.1 100 100 le-45 Acinetobacter sp.

El andlisis de las secuencias del gen 16S rRNA para los 15 aislamientos seleccionados
permitio identificar un total de seis géneros bacterianos. Nueve aislamientos se ubicaron

por homologia de las secuencias en el género Acinetobacter Brisou & Prevot, 1954 (Figura
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5A), dos en el género Bacillus Cohn 1872 (Figura 5B) y un Unico aislamiento en los géneros
Delftia Wen et al. 1999 (Figura 5C), Herbaspirilum Baldani et al. 1986 (Figura 5D),
Pseudomonas Migula 1894 (Figura 5E) y Serratia Bizio 1823 (Figura 5F).
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Figura 5. Arboles filogenéticos usando el algoritmo neighbor-joining basados en la secuencia

parcial del gen 16S rRNA. A. arbol filogenético del género Acinetobacter, B. arbol filogenético
género Bacillus, C. arbol filogenético género Delftia, D. arbol filogenético género Herbaspirillum,
E. arbol filogenético género Pseudomonas, F. arbol filogenético género Serratia. Las barras
indican sustituciones por posicion de nucleétido. Cada aislamiento se visualiza en un recuadro

rojo.

La mayoria de las bacterias identificadas pertenecieron al grupo de las proteobacterias en
donde el género predominante fue Acinetobacter sp. Es de importancia mencionar que
todos los géneros bacterianos identificados a excepcién de Delftia sp. se han reportado
como microorganismos asociados al cacao. Taxones como Acinetobacter, Herbaspirillum,
Bacillus y Pseudomonas se han encontrado como microorganismos enddfitos de cacao (
Leite et al., 2013; Leiva et al., 2013; Arglello-Navarro & Moreno-Rozo, 2014; Garcia, 2019
Céceres etal.,, 2021;;) con actividad promotora del crecimiento vegetal por rasgos
fisiologicos como la fijacion de nitrégeno, la solubilizacién de fosforo, la produccién de
fitohormonas, la produccion de quitinasas y la produccion de sideréforos (Hipolito-Romero
et al., 2017; Kang et al., 2012; Purkayastha et al., 2018). Adema4s, a algunos géneros como
Serratia y Acinetobacter se les ha atribuido propiedades como microorganismos
fermentadores del cacao y biorremediadores de cadmio (Binh et al.,(2017).
Recientemente, se confirmé la capacidad de aislamientos de Serratia obtenidos en la

rizosfera de cacao de tolerar altas concentraciones de cadmio (Caceres et al., 2021).
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Finalmente, no se encontraron reportes del género Delftia sp. asociado a la rizosfera o

filosfera de cacao, siendo este el primer reporte de esta bacteria en la rizosfera de cacao.

En varios de los géneros aislados se ha demostrado la produccion de mas de un sideroforo,
ejemplo de ello, son los géneros Acinetobacter, Bacillus, Pseudomonas y Serratia.
Acinetobacter se destaca por secretar una extensa gama de quelantes férricos del grupo
hidroxamato, catecol y mixto. Algunos de ellos son: baumannoferrin A y B; acinetoferrina,
preacinetobactina, acinetobactina, acromobactina y fimsbactinas A-F (Penwell et al., 2015;
Sheldon & Skaar, 2020). Pseudomonas también produce un grupo variado de sider6foros
ampliamente estudiados como la pioverdina, ferrioxamina, pioquelinay ferribactina (Aguilar
etal.,, 2021). En el género Serratia se han detectado los sideroforos serratiochelin,
crisobactina, aerobactina y enterobactina (Ehlert et al., 1994; Weakland et al., 2020). En
Bacillus por el contrario solo se han descrito dos sideréforos la bacilibactina y petrobactina
(Wilson et al., 2006). A diferencia de los anteriores taxones, en los géneros Herbaspirillum
y Delftia solo se ha evidenciado un anico quelante férrico la serobactina A B C vy la

delfibactina A respectivamente (Rosconi et al., 2013; Tejman-Yarden et al., 2019).

1.4.2 Evaluacion de la produccion de sideréforos

La concentracién de sideréforos producida por los 15 aislamientos bacterianos varié entre
2.7 uM = 0.3 (Delftia sp., CBIO101) y 129.9 uM £ 19.1 (Acinetobacter lactucae, CBIO123).
La méxima produccion se encontrd en los aislamientos CBIO024, CBIO086, CBIO123
(Acinetobacter lactucae), CBIO117 y CBIO 159 (Acinetobacter oleivorans), con una
concentracion de 99 uM £ 6.2, 91 pM + 7.6, 129 uM = 19.1, 107 uyM £ 5.8y 114 uM + 11.1
equivalentes de DFOM, respectivamente (Figura 5A).En los aislados identificados como
Delftia y Pseudomonas (CBIO101 CBIO142) la concentracion del metabolito no superé los
4.6 pM, esta baja concentracion aunque no significa la ausencia del metabolito se clasifico
como insuficiente produccion (Figura 6A). En la figura 6B se observa que el crecimiento
celular alcanzado por cada aislamiento (UFC. mL) no tuvo una relaciéon proporcional con

la cantidad de metabolito secretado.
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Figura 6. Aislamientos bacterianos productores de sider6foros. A. Concentracion de

sideréforos expresada en uM. L equivalentes de DFOM B. Concentracion celular (UFC.mL-1)
72 horas después de la incubacion. Barras con la misma letra indican que no existen diferencias
significativas (Prueba Tukey, P<0.05), los valores corresponden a la media (+ ES) de tres

réplicas bioldgicas con un n=3.

Aunque la carencia de hierro es el principal factor para que los microorganismos secreten
siderdéforos, otros factores como la fuente de carbono, el pH, la temperatura y el tiempo de
incubacién influyen en la actividad metabdlica de las bacterias para producirlos (Sayyed
et al., 2005; Yu et al., 2017). Sin embargo, estudios realizados por Modarresi et al., (2015)
demostraron que la temperatura entre 30 y 40 °C y el pH entre 5y 9 no tuvo un efecto
significativo en la cantidad de sideréforos secretada por aislamientos clinicos de
Acinetobacter baumannii. En el caso de Delftia sp., la temperatura regula la secrecion de
estos metabolitos encontrandose una produccién 6ptima a 30 °C (Tejman-Yarden et al.,
2019).

Por otro lado, se ha descrito que la produccion de sideréforos suele estar regulada por la

deteccidén de moléculas qourum sensing (QS) que cuando se acumulan pueden reprimir o
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estimular la sintesis de sideréforos, originando un aumento o disminucién en la tasa de
produccién a una alta densidad celular ( Wen et al., 2012; McRose et al., 2018). Algunas
hipétesis han surgido al respecto, entre ellas que las moléculas QS reprimen la produccién
de sideroforos una vez el microorganismo ha captado el hierro para el crecimiento y
dispersién, mientras que estimulan la produccion para la expresion de factores de
virulencia (McRose et al., 2018).

En la bacteria identificada como A. baumannii se ha demostrado que la limitacion de hierro
(Fe3+) regula la formacion de biopeliculas por la induccién de sefiales de QS dependientes
de la N-acil homoserina lactona que le permiten a las células su supervivencia en
ambientes con micronutrientes limitados (Tiwari et al., 2019). Este mismo autor sefiala que
las cepas de A baumannii con resistencia al antibidtico carbapenem secretan mas
sideréforos en condiciones limitadas de hierro. Goel etal., (1998), describi6 que A.
baumannii retarda su crecimiento en condiciones de deficiencia de hierro, secreta
extracelularmente sideroforos tipo catecol que actian como quelantes de hierro en los
sobrenadantes y desarrolla cuatro proteinas de membrana externa reguladas por hierro.
En Pseudomonas aeruginosa se ha comprobado que la sefial de quinolona, ademas de
desempefiar un papel como molécula de QS, tiene una alta afinidad por el hierro, el cual
pueden secuestrar para luego inducir la expresién de genes para la sintesis de sideréforos
como pioverdina y piochelina ( Popat et al., 2017; Lin et al., 2018;). Ademas, mutantes
nulos en el gen LasR de Pseudomonas aeruginosa exhibieron una disminucion en la
produccion del sideréforo pioverdina durante el crecimiento en condiciones limitantes de
hierro (Stintzi et al., 1998). El sistema QS de Serratia gobierna la secrecion de factores de
virulencia entre ellos los sider6foros (Srinivasan et al.,, 2017). En los otros géneros
bacterianos objeto estudio como Delftia sp., Bacillus sp., y Herbaspirillum sp. no se
encontraron reportes sobre la regulacién de la produccion de sider6foros mediante

moléculas QS.

También se ha informado la participacion de los sider6foros como factores de virulencia.
Por ejemplo, el sideréforo acinetobactina sintetizado por Acinetobacter baumanni es un
factor de virulencia necesario para el secuestro de hierro durante la infeccién en seres
humanos (Shapiro & Wencewicz, 2016; Sheldon & Skaar, 2020). En Pseudomonas sp., los
sideroforos pueden actuar como moléculas sefializadoras para la produccion de factores

de virulencia como la exotoxina A y la endoproteina PrpL (Bonneau et al., 2020).
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, los aislamientos de Acinetobacter lactucae
(CBIO024, CBIO086 y CBIO123) y Acinetobacter oleivorans (CBIO117 y CBIO159) fueron

seleccionados por mostrar la mayor produccién de la molécula.

1.4.3 Relacion de la concentraciéon de hierro con la produccién
de sideroforos de Acinetobacter sp.

Los resultados obtenidos demuestran que la sintesis de sideréforos se ve afectada por la
concentracion de hierro (FeCls.6H20) disponible en el medio de cultivo. En la figura 7 se
observa que la mayor concentracién del quelante se obtuvo cuando las cepas bacterianas
crecieron en ausencia de hierro (0 pM) con una concentracién promedio de 43 uM
equivalentes de DFMO. A pesar de que no se observan diferencias significativas entre
aislamientos, la concentracién cuantificada fue mas alta en los aislamientos CBIO159
(46.91 £ 2.7 uM.LY) y CBIO117 (45.46 + 2.1 uM.L?) clasificados taxonémicamente dentro
del género Acinetobacter sp. El andlisis también mostré que la concentracion de
sideroforos se reduce a medida que aumenta la concentracion de hierro hasta el punto de
no detectarse por medio del ensayo CAS, la produccion del metabolito con
concentraciones de 220 pM de FeCls.6H,0O (Figura 7).

Con relacién a la concentracion celular bacteriana, se evidencié que la adicion de hierro al
medio de cultivo incrementa el nimero de UFC.mL™ de los aislamientos CBIO024 (6 UFC.
mL1), CBIO117 (7 UFC. mL1) y CBIO123 (7 UFC. mL1) (Figura 8). Resultados similares
fueron registrados por Goel et al., (1998) en donde la adicién de FeSO4 como fuente de
hierro al medio de cultivo con inéculo de Acinetobacter increment6 el crecimiento a 7
UFC.mL?. En contraste, se observo una disminuciéon en el nimero de UFC.mL™ del
aislamiento CBIO159 en concentraciones de 22 uM (3 UFC. mL1) y 220 uM (0 UFC. mL-
1), esto pudo deberse posiblemente a que el elemento estuvo altamente disponible para la
bacteria favoreciendo su multiplicacién y alcanzando la fase estacionaria mas rapido con
respecto a los otros aislamientos de Acinetobacter sp. Se descarta la posibilidad que a
concentraciones de 22 uM y 220 uM se generara un efecto toxico en el aislamiento
CBIO159, ya que se evidencié crecimiento en el medio de cultivo y la produccién de

sideréforos no fue significativamente diferente respecto a los otros aislados. (Figura 8).
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Figura 8. Concentracion celular (UFC.mL™?) de aislamientos de Acinetobacter sp. después de

72 horas de inducirse la produccién de sideré6foros en medio minimo sin hierro y suplementado

con una concentracion de 22 uM y 220 uM FeCls.6H20. Barras con la misma letra significa que

no existen diferencias significativas (Prueba Tukey, P<0.05), los valores corresponden a la

media (+ ES) de tres réplicas bioldgicas con un n=4.

El género Acinetobacter Brisou & Prevot, (1954), ha sido ampliamente documentado por

su metabolismo versétil (Radé et al., 2019). Investigaciones desarrolladas por Khan et al.

(2018); Sridevi & Mallaiah (2008); y Villegas et al. (2002), demuestran que la concentracion
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de hierro influye en la sintesis del quelante. Resultados similares fueron encontrados por
Maindad et al. (2014), quienes demostraron que la cepa de Acinetobacter HIRFA32 en
deficiencia de hierro secreta altas concentraciones de sideréforos que decrecen en
presencia del metal y estimulan el crecimiento celular. Modarresi et al. (2015), evaluaron
la capacidad de A. baumannii de producir sider6foros en 20, 50 y 80 uM de FeCls
encontrando una produccién del 70% de US a 20 uM, la cual disminuyo a mayores
concentraciones de hierro. Asi mismo, observaron que la produccién de moléculas N-acil
homoserina lactonas y la formacion de biopeliculas fueron reguladas negativamente a
medida que aumentaba la concentracién de hierro. Sayyed et al. (2005), indican que la
represion en la sintesis del metabolito se debe a la disponibilidad de hierro requerida para
llevar a cabo los procesos celulares. Estudios con cepas de Bacillus, y especies de
Pseudomonas confirman que el estrés por deficiencia de hierro genera una mayor
produccién de sideroforos (Yu etal., 2017; S. Yu etal.,, 2017). Por otra parte, al ser
Acinetobacter un género que puede excretar mas de un siderdforo es posible que la
concentracion de hierro disponible condicione el tipo de sider6foro que se sintetiza ya que
la produccion de sider6foros puede ser ajustada en funcién de la disponibilidad de hierro.
En P. aeruginosa, si la condicién de hierro es limitada se produce pioverdina y si es mas
accesible pioquelina (Dumas et al., 2013).
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Conclusiones

Se identificaron bacterias de los géneros Acinetobacter sp., Bacillus sp., Delftia sp.,
Herbaspirilum sp., Pseudomonas sp. y Serratia sp. como microorganismos
productores de sideroforos asociados a la rizosfera y filosfera de arboles silvestres
de cacao.

Los aislamientos del género Acinetobacter sp. CBIO024, CBIO086, CBIO117,
CBIO123 y CBIO159 presentaron la mayor eficiencia en la produccion de

sider6foros en condiciones de deficiencia de hierro.

En este estudio se demuestra que la produccion de sideréforos es regulada por la
cantidad de hierro disponible, a mayor concentracién de hierro menor produccion

de sidero6foros.
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2.Capitulo 2. Respuesta de defensa
relacionada con la aplicacién de
sobrenadantes con sideroforos de
Acinetobacter sp. en el patosistema Tomate-
Fusarium oxysporum f.sp lycopersici

2.1 Resumen

La marchitez causada por Fusarium oxysporum f.sp lycopersici (Fol), es una de las
principales enfermedades que limitan la produccién de tomate en Colombia. Su manejo se
ha limitado al uso de agroquimicos, al uso de variedades resistentes y a practicas en el
cultivo evitando el ingreso a areas sanas posterior a la visita a un cultivo afectado por la
enfermedad. Dada la naturaleza del patégeno estas medidas no son suficientes y ha sido
necesario considerar otras estrategias. El control biolégico ofrece una alternativa
prometedora para el manejo de la marchitez vascular, debido a su naturaleza ecoldgica y
a sus variados mecanismos de accion. Entre estas se encuentran el uso de
microorganismos o de metabolitos como los sideréforos, los cuales pueden actuar en el
control de fitopatégenos al secuestrar y reducir las cantidades de Fe3+ disponibles para
los patégenos, como moléculas antimicrobianas o a través de la induccion de respuestas
de defensa en las plantas. En este estudio, se evalud el efecto de la aplicacién de
sobrenadantes bacterianos con sider6foros (SodSid) de cinco aislamientos de
Acinetobacter sp. (CBIO024, CBIO086, CBIO117, CBIO123 y CBIO159) en el control de
Fol59 y su relacién con la induccién de respuestas de defensa en la planta. Ademas, se
determind el efecto de la aplicacion de estos metabolitos en parametros de crecimiento de
las plantas. Los resultados obtenidos demostraron que la aplicacion de los SodSid de todos

los aislamientos de Acinetobacter sp. evaluados generaron el control de la enfermedad,
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logrando aumentar el periodo de incubacién y disminuyendo la severidad de la
enfermedad. ElI mayor control se obtuvo con los SodSid de Acinetobacter CBIO117 que
lograron disminuir en un 45% el AUDPC de la severidad de la enfermedad y aumentar el
contenido de biomasa seca (g) en un 64% en plantas infectadas. De igual manera, el
tratamiento de las raices de tomate con SodSid de Acinetobacter CBIO117, logré inducir
la expresion de los genes PR1 y ERF1 tanto en las plantas infectadas como no infectadas
con Fol59, mientras que, el gen MYC2 solo se expreso en las plantas infectadas con Fol59
tratadas y sin tratar con SodSid. Estos resultados demuestran el potencial biocontrolador
que tienen los sobrenadantes con siderdforos de aislamientos del género Acinetobacter
sp. en la disminucién del marchitamiento vascular del tomate, actuando como posibles

elicitores de la respuesta de defensa de la planta.
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2.2 Introduccidn

El marchitamiento vascular del tomate causado por Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici
(Fol) es una de las enfermedades de origen fingico mas limitante del cultivo, debido a que
afecta el sistema vascular de la planta al obstruir el flujo de agua y nutrientes provocando
asi su muerte (Vasquez-Ramirez & Castafio-Zapata, 2017). Se estima que una alta
incidencia de Fol disminuye los rendimientos del cultivo hasta en un 60% (Srinivas et al.,
2019). Las alternativas de control tradicionales para el manejo de la enfermedad se
restringen al uso de agroquimicos de amplio espectro, los cuales son altamente toxicos y
han dado lugar a la aparicién de cepas de patdgenos resistentes dificultando cada vez mas
su control (Villa Martinez et al., 2014). Otras alternativas, como el uso de variedades
resistentes aunque han resultado ser exitosas para disminuir la incidencia de Fol, no han
evitado la aparicion de nuevas razas o biotipos del hongo que quiebran la resistencia,
planteando un desafio para controlar la enfermedad (Baez-Valdez et al., 2010). Por el
contrario, el uso de microorganismos benéficos ha revelado a través de diferentes
mecanismos de accién un efecto supresivo sobre el desarrollo de los fitopatdégenos; sin
aun confirmarse el desarrollo de resistencia a estos agentes de biocontrol y/o sus
derivados (Bardin et al., 2015; Bardin & Nicot, 2018; Kéhl et al., 2019). El uso de bacterias
en el control bioldgico, ha sido de gran interés ya que ademas de su capacidad de inhibir
el crecimiento de los patdgenos mediante la produccion de compuestos antimicrobianos,
enzimas liticas, sideroforos entre otros, también pueden inducir resistencia en la planta y
actuar como promotoras del crecimiento vegetal al mejorar la disponibilidad de nutrientes
y sintetizar fitohormonas (Moreno Reséndez et al., 2018; Karthika et al., 2020). Un aspecto
importante que potencializa el uso de las bacterias como agentes de biocontrol es que
estos microorganismos pueden hacer uso de uno o varios de sus mecanismos de accién
de forma directa o indirecta para controlar los fitopatdgenos. Tal es el caso de los
sideréforos, producidos por las bacterias para competir de manera directa por el hierro,
actuar como antimicrobianos o inducir la activacion de respuestas de defensa en las
plantas (Dellagi et al. 2009; Santoyo et al. 2010).

El papel del hierro en la inmunidad de la planta se ha asociado con la homeostasis de este
elemento. El hierro, participa en la transferencia de electrones lo que lo hace imprescindible

para varios procesos metabdlicos. Sin embargo, puede catalizar la formacion de especies
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reactivas de oxigeno (ROS) produciendo toxicidad celular dependiendo de su estado de
oxidacion (Dixon & Stockwell, 2014). Durante la interaccién planta-patégeno, el hierro
desempefia un papel en la formacion de ROS. Las ROS pueden mediar la infeccién por
fitopatbgenos al actuar como compuestos antimicrobianos directos que refuerzan las
paredes celulares, o acumulando hierro en los lugares de infeccion (Torres, 2009; Kieu
et al. 2012; Aznar et al. 2015). La ausencia de hierro en las plantas impide la produccién
de ROS, pero puede generar la acumulacion de compuestos fenilpropanoides y contribuir
a la inmunidad (Aznar et al., 2015a).

Por su parte, las plantas poseen un sistema inmune que les permite evadir o atenuar el
ataque de microorganismos patdgenos, ya sea por medio de barreras constitutivas o
mecanismos de defensa inducibles que son activados por la percepciéon de moléculas
sefial asociadas a microbios, patégenos o dafios denominadas MAMPs, PAMPs o DAMPs
(Microbial, Pathogens o Damage associated Molecular Patterns) (Jones & Dangl, 2006;
Saijo et al., 2018). El reconocimiento de estas moléculas por receptores de membrana
PRRs (Patern Recognition Receptors) permite la deteccion temprana de patégenos
desencadenando una respuesta de defensa basal llamada inmunidad por patrones
moleculares (PTI). La PTI conduce a una serie de eventos de sefializacion como los son
el incremento de los iones de calcio, la acumulacién de ROS, la cascada de fosforilacion
de proteinas activadas por mitdégenos (MAPK), las alteraciones de la pared celular, y la
expresion de genes de defensa (De Lorenzo etal., 2018; Gao et al.,, 2021). Algunos
ejemplos de MAMPs presentes en los microorganismos incluyen las flagelinas bacterianas,
el factor de elongacion, la quitina flngica, los lipopolisacaridos y los sideréforos (Hofte &
Bakker, 2007; Kohl et al., 2019; Nishad et al., 2020). Sin embargo, esta primera linea de
defensa no suele ser suficiente para algunos patdgenos que tienen la habilidad de evadir
o suprimir la PTI, a través de la secrecién de proteinas efectoras en la célula hospedera
originando la susceptibilidad mediada por efectores (ETS). A su vez los efectores pueden
ser reconocidos de manera directa o indirecta por proteinas con dominios de unién de
nucleétidos y repeticiones ricas en leucina (NBS-LRR), codificadas por genes de
resistencia, induciendo la inmunidad activada por efectores (ETI) (Burbano-Figueroa,
2020; Nishad et al., 2020).

Diversos estudios confirman la actividad biocontroladora de los sideroforos bacterianos y

su papel en la respuesta de defensa de la planta. La produccién de sideréforos por la cepa
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ZUMB80 de Pseudomonas fluorescens logré inhibir el crecimiento de Colletorichum sp. y
Phytophthora sp. en condiciones in vitro (Santoyo etal., 2010). La actividad
biocontroladora fue demostrada al inocular el mutante Sid ZUM80 incapaz de producir
sideréforos y no observar control. Meziane et al. (2005), destacan el efecto que tiene el
sideroforo pseudobactina WCS358 de Pseudomonas putida para inducir resistencia
sistémica frente a Botrytis cinerea en tomate y Colletotrichum lindemuthianum en frijol. El
tratamiento foliar de hojas de Arabidopsis con el sider6foro deferrioxamina protegié la
planta contra Pseudomonas syringae a través de la induccion de las respuestas de defensa
y la homeostasis de metales pesados (Aznar et al., 2014). Sin embargo, no solamente los
sideréforos producidos por bacterias Gram negativas han mostrado controlar
enfermedades en plantas, por ejemplo, los siderdforos de Bacillus subtillis CAS15 han
demostrado tener un control en la marchitez causada por Fusarium sp. en pimiento (Yu
et al., 2011).

La accion biocontroladora de Acinetobacter sp. mediante sideréforos contra fitopatégenos
ha sido poco estudiada, pese a que se ha demostrado que es un género capaz de producir
una amplia gama de estas moléculas. Prashant etal. (2009), evidenciaron que los
sideroforos de Acinetobacter SCW1 presentes en sobrenadantes libres de células
inhibieron el crecimiento in vitro de Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Fusarium
oxysporum y Colletotrichum capsicum De igual manera, Sayyed & Reddy (2011),
demostraron la actividad antifungica de sobrenadantes con sider6foros de Acinetobacter
SH-94B frente a los patdégenos A. niger, A. flavus, F. oxysporum, Alternaria alternata,
Cercospora arachichola y Ralstonia solanacearum. Por otro lado, se ha informado la
capacidad de la fimsbactina sider6foro analogo de Acinetobacter de inducir resistencia
sistémica en plantas de Arabidopsis thaliana contra el patégeno Pseudomonas syringae
pv. tomato (Betoudji, Abd El Rahman, et al., 2020). Considerando el potencial de estos
guelantes férricos en el control de enfermedades y que Acinetobacter sp. puede producir
un numero variado de sideréforos, este capitulo tuvo como objetivo evaluar el efecto de la
aplicacion de sobrenadantes con sideroforos de Acinetobacter sp. en el control de la

marchitez vascular del tomate causada por Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici.
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2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Efecto de sobrenadantes bacterianos con sider6foros en la
disminucidén de lamarchitez vascular del tomate causada por

Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici

Para conocer el efecto de la aplicacion preventiva de sobrenadantes bacterianos con
sideréforos frente a la marchitez vascular del tomate ocasionada por Fusarium oxsporum
f.sp. lycopersici (Fol) fueron conducidos experimentos in vivo en plantas de tomate
infectadas con el patdgeno.

Los experimentos fueron establecidos bajo condiciones controladas en cuarto de
crecimiento vegetal acondicionado con una temperatura de 28°C, humedad relativa de
60% vy fotoperiodo de 14 horas luz y 10 horas de oscuridad. Semillas de tomate de la
variedad Santa Cruz Kada (Impulsemillas®) previamente desinfectadas con NaClO al 1%,
fueron sembradas en bandejas de germinacién usando como sustrato turba con 5% de
perlita (Mikskaar®). La humedad del sustrato se mantuvo en 30% Yy las plantas

permanecieron en los semilleros hasta los 30 dias de edad.

Se utilizé la cepa patogénica identificada como Fol59 raza 2 provista por el Dr. Mauricio
Soto Suarez del centro de investigacion Tibaitata de AGROSAVIA. En total se evaluaron 5
sobrenadantes bacterianos correspondientes a los aislamientos seleccionados en el
capitulo 1 por presentar el mayor potencial para la produccion de sideréforos. Estos fueron
identificados como CBIO024, CBIO086, CBIO117, CBIO123 y CBIO159 y todos se

clasificaron dentro del género Acinetobacter sp.
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Produccién de sobrenadantes bacterianos con sider6foros

Los sobrenadantes con sideréforos de los aislamientos de Acinetobacter sp. fueron
producidos siguiendo la metodologia descrita en el capitulo 1, numeral 1.3.5. Un total de
800 mL de caldo bacteriano de cada aislamiento fueron centrifugados durante 30 min a
6000 rpm. Las células bacterianas se eliminaron de los sobrenadantes por medio de
filtracién al vacio usando una membrana Millipore de 0.20 um y se almacenaron a 4 °C
hasta su uso. En cada uno de ellos, se confirmé la presencia de sideréforos después del
almacenamiento mediante la prueba colorimétrica CAS tal como se describié en el numeral
1.3.2.

Produccién de in6culo de Fol59

Elinéculo de Fol59 para la infeccion de plantas fue preparado a partir de colonias del hongo
crecidas en agar papa dextrosa (PDA) durante 14 dias, a 28°C. La suspension de
microconidias se obtuvo realizando un raspado superficial de las colonias esporuladas con
agua destilada estéril (ADE) y posterior filtrado con muselina. La concentracién de
microconidias fue ajustada a 1 x 10° microconidios.ml* mediante conteo en cadmara de

Neubauer.

Aplicacién de sobrenadantes con sider6foros e inoculacion de plantas de

tomate con Fol59

Las plantas de tomate de 28 dias después de la siembra (dds), dispuestas en bandejas de
germinacion, fueron tratadas con 10 mL de cada sobrenadante bacteriano. La aplicacion
se hizo por drench 48 horas antes de la inoculacién con Fol59. Para la inoculacién con el
patégeno, las plantas fueron removidas del sustrato e infectadas con una suspension de 1
X 10° microconidos. mL* de Fol59 por inmersién de la raiz durante 15 min (Carmona et al.,
2020). Posteriormente, las plantas fueron trasplantadas a un sustrato estéril compuesto
por suelo y arena en una proporcién 2:1, en recipientes de 16 onzas. Plantas sin aplicacion
de sobrenadantes sin infectar con Fol59 (testigo absoluto) y plantas sélo inoculadas con
Fol59 (testigo patdgeno), se utilizaron como testigos. La fertilizacion de las plantas se

realizé conforme a los resultados del analisis de suelo (anexo 1). En el momento del
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trasplante se hizo una aplicacion de una fuente de fertilizacion compuesta (N-P-K) para
evitar que los sintomas de la enfermedad fueran enmascarados con deficiencias
nutricionales. El riego se suministr6 manualmente, manteniendo el suelo a capacidad de

campo.

El experimento se establecioé en un disefio completamente al azar, con arreglo factorial 5
x 2, para un total de 10 tratamientos méas dos testigos. El primer factor correspondio6 a los
5 sobrenadantes bacterianos con sideréforos (SodSid) y el segundo factor a la inoculacién
con y sin patégeno. Cada tratamiento estuvo conformado por 3 repeticiones, cada una con
11 plantas de tomate. Los experimentos fueron replicados tres veces en el tiempo.

Evaluacién de laincidencia y severidad en plantas de tomate

Para evaluar el efecto de los sobrenadantes sobre la marchitez vascular generada por
Fol59, se midié la Incidencia de la enfermedad, la cual se expresé como el porcentaje de
plantas con sintomas de la enfermedad, en relacién con el total de plantas evaluadas. Asi
mismo, se evalud la severidad usando la escala descriptiva propuesta por Rongai et al.
(2017), modificada en este estudio tal como se indica en la Tabla 8. Se calcul6 el indice de
severidad (I1S) y el area bajo la curva de la enfermedad (AUDPC) usando la ecuacion 2 y
3 descritas por Chiang et al. (2017) y Pedroza-Sandoval & Gaxiola, (2009). La eficacia de
los tratamientos se determind mediante la ecuacion 4 (Elshahawy et al., 2018). Las
variables se registraron a los 5, 7, 9, 11, 14, 16, 18 y 21 dias posteriores a la inoculacion
(dpi) de Fol59.

Tabla 8. Escala descriptiva de la severidad de la marchitez vascular causada por
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (modificada de Rongai et al., 2017).

Grado Sintomas
0 Ausencia de sintomas
1 Clorosis ligera en una o 2 hojas basales

Necrosis en la parte inferior a media del tallo, con o

sin clorosis de las hojas basales y del tercio medio




Conclusiones?2 37

Clorosis total de hojas basales con algunas hojas
3 marchitas. La necrosis del tallo se extiende hacia la

parte superior

Perdida de turgencia, epinastia y marchitez de la

planta

5 Planta muerta

Ecuacion 2: indice de severidad (IS)

159 = Y. (Frecuencia de cada grado de enfermedad x grado de enfermedad) 100
0T (No.total de observaciones) x (nivel maximo de la enfermedad) x

Ecuacion 3: AUDPC

AUDPC = Z% X (g — &)
i

Donde y es la incidencia o indice de severidad de la enfermedad y t es el tiempo

transcurrido.

Ecuacion 4: Eficacia de los tratamientos

o (Tratamiento testigo patdégeno — Tratamiento)
Eficacia % = - , - x 100
Tratamiento testigo patégeno

Evaluacién del contenido de clorofila en plantas de tomate

El contenido relativo de clorofila se determiné utilizando el medidor de clorofila SPAD 502
plus (Konica Minolta). Tres mediciones fueron realizadas en el haz del foliolo terminal de
la hoja mas joven totalmente desplegada (Hurtado et al., 2017) en los mismos tiempos de
evaluacion en los que se estimo el progreso de la enfermedad (7, 9, 11, 14 y 16 dpi). Se
considero la medicién de la variable en esta hoja, ya que es la que muestra la mayor
actividad fotosintética y dado el caso que los SodSid generaran una clorosis férrica esta

hoja manifestaria los sintomas.
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Evaluacién de la altura de la planta y acumulacion de biomasa seca de plantas de

tomate

La altura de planta fue registrada a los 16 dpi desde la base del tallo, hasta la emision del
ultimo trifolio, usando una cinta métrica. Para medir la acumulacién de biomasa seca, a los
16 dpi cuando el 50% de las plantas control inoculadas con Fol59 se encontraban en un
grado de severidad 3, se realiz6 un muestreo destructivo de 6 plantas por tratamiento.
Cada planta completa fue pesada en una balanza analitica y llevada a una estufa de
secado por 72 horas a 65 °C. Luego, se registré el peso seco.

2.3.2 Evaluacion del potencial elicitor de un sobrenadante de
Acinetobacter sp. en la respuesta de defensa de plantas de

tomate infectadas con Fol59

Para determinar si la aplicacién de sobrenadantes con sideréforos bacterianos promueve
en la planta una disminucién de la enfermedad asociada con la activacién de vias de
sefalizacion de defensa, se evalud la expresion diferencial de genes marcadores de la via
del 4cido salicilico (AS), acido jasmonico (AJ) y etileno (ET) en plantas tratadas con SodSid
e infectadas con Fol59. El analisis se realiz6 solo para el aislamiento de Acinetobacter sp.
gue mayor eficacia mostré en la reduccién de la severidad de la enfermedad (CBIO117).
Los tratamientos para evaluar la respuesta molecular fueron: i). Plantas tratadas con
SodSid CBIO117 e infectadas con Fol59; ii). Plantas Unicamente tratadas con
SodSidCBIO117; iii). Plantas Unicamenteinfectadas con Fol59 (testigo patdégeno) y iv)
plantas sin tratar con SodSid CBIO117 e infectar con Fol59 (testigo absoluto).

Las muestras del material vegetal de tomate fueron tomadas a partir del experimento de
plantas mencionado anteriormente. Para evaluar la respuesta molecular consideramos
tiempos tempranos post-infeccion., Se efectuaron muestreos destructivos a las 24 hpi (72
horas después de la aplicacion de los tratamientos con SodSid) y a las 48 hpi (96 horas
después de la aplicacion de los tratamientos con SodSid). Un total de seis plantas por

tratamiento, por tiempo evaluado, fueron muestreadas. Las plantas fueron removidas del
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sustrato, lavadas con suficiente agua destilada y almacenadas en nitrégeno liquido a -80°C

hasta su procesamiento.

Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

La extraccion de ARN se llevé a cabo usando el protocolo descrito por Yockteng et al.
(2013). Para ello, el tejido vegetal de seis plantas de tomate (hojas y tallos) fue macerado
con nitrdgeno liquido. En un tubo de 1.5 mL, 100 mg del tejido pulverizado, se mezclaron
con 500 uL de Plant RNA Reagent (Invitrogen ®) y se incubaron por 5 min a 4°C. Luego,
la mezcla fue centrifugada durante 15 min a 13.000 rpm vy el sobrenadante recuperado.
Posteriormente, 100 uL de NaCl a una concentracion de 5M y 300 uL de cloroformo —
alcohol - isoamilico en una proporcion de 24:1 se agregaron al sobrenadante, el cual fue
mezclado por inversion y centrifugado por 15 min a 15000 rpm a 4°C. De este modo la fase
acuosa de aproximadamente 300 uL se transfirié a un nuevo tubo de 1.5 mL, al cual se le
adicionaron 300 yL de LiCl a una concentracion de 4 M junto con 100 mL de alcohol
isopropilico al 99.6%. La muestra se dejo precipitar durante toda la noche a -20 °C y
después se centrifugd a 13000 rpm por 45 minutos. El sobrenadante se descarto y el botén
fue lavado con 1 mL de etanol al 75% v/v y centrifugado a 15000 rpm por 10 min.
Finalmente, el boton se dejé secar por 1 hora a temperatura ambiente y se resuspendi6 en
20 pL de agua DEPC. La calidad del ARN se visualiz6 por electroforesis en gel de agarosa
al 1% plv, la pureza (relacion OD 260/280) y concentracion se determiné6 mediante
espectrofotometria en Nanodrop One (Thermo Scientific). A partir del ARN total se sintetizé
el ADNc usando el kit comercial ProtoScript® Il First Strand cDNA de BioLabs siguiendo el

protocolo estandar del fabricante.

Analisis de expresion génica por gRT-PCR

Los niveles de expresion relativa de algunos genes que participan en la activacion de
defensa de la planta por vias de sefializacion hormonal fueron analizados por transcripcion
reversa y amplificacion por PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR). Los genes
estudiados correspondieron a PR1, ERF1 y MYC2 involucrados en la ruta de sefializacion

del AS, AJy ET, respectivamente. El gen Factor de elongacion 1 (EF1) se utiliz6 como gen
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de referencia debido a su expresién constitutiva y estable (Tabla 9). La temperatura de
alineamiento de cada par de iniciadores fue estandarizada para cada gen por PCR de
punto final y se determind la eficiencia de éstos por qPCR (CFX96™ Real time PCR Bio-
rad®) mediante diluciones seriadas 1:10 de ADN gendmico de plantas de tomate,
partiendo de una concentracion inicial de 50 ng/uL, con las cuales se generd una curva

estandar. El perfil de amplificacién para los genes evaluados por gPCR se describe en la
tabla 10.

Tabla 9. Iniciadores evaluados para la expresion diferencial de genes implicados en
la ruta de sefializacién hormonal de las vias de defensa.

Ruta de

o Primer Secuencia (5’-3’) Referencia
sefializacion

LePRlagF GTGGGATCGGATTGATATCCT Martinez-Medina
LePRl1agR CCTAAGCCACGATACCATGAA et al. (2013)
Acido jasmoénico y LeERF1gF GAGGGGTCCTTGGTCTCTACTC

Acido salicilico

Huang et al. (2004)

etileno LeERF1gR ACAGCAGCTGGAGATAATCCAT
o o LeMYC2gF AGCAGGAGCATCGGAAGAA Martinez-Medina
Acido jasmonico
LeMYC2gR CCAAATCGGGCTGGAACTA etal. (2013)
o LeEFlagF GATTGGTGGTATTGGAACTGTC Martinez-Medina
Gen constitutivo
LeEFlagR AGCTTCGTGGTGCATCTC et al. (2013)
Tabla 10. Perfil de amplificacion por gPCR para cada par de iniciadores utilizados en

la evaluacion de expresion génica.

Ciclos consecutivos de PCR

. Desnaturalizacion 40 x .
Primers S - - Curva de Melting
inicial 1x . . Anillamiento y
Hibridacion -
extensién
LePR1yLeMYC2 95 °C 3 min 95°C 10s 55°C60s 55°C-95°C
LeEFly LeERF1 95 °C 3 min 95°C10s 57°C60s Se incrementa 0.5 °C

cadab5s

A partir del ADNc de cada muestra se realizaron las reacciones de gPCR utilizando el kit
Ig™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad®) a un volumen final de 10 yL por reaccion. La

mezcla de la reaccion estuvo constituida por 2 yL de ADNc, 0.4 uM de cada primer, 2X de
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IQ SYBR Green Supermix y 2.2 uL de agua grado molecular. Cada reaccion se realizo
por duplicado para cada tiempo de expresion y tratamiento y se evaluaron dos réplicas
biologicas. La expresion diferencial se analiz6 mediante el método de base comun
propuesto por Ganger et al. (2017) (ecuacién 5), basado en los valores de Cty en la
eficiencia de las reacciones. Este método permite analizar los datos en una escala
logaritmica e incorporar los valores de eficiencias en el célculo, indistintamente de que

estos provengan de eficiencias individuales o valores promedio.

Ecuacion 5:

ACt = (LogloEref * Ctref) — (Log10EGoi * Ctgoi)
En donde:

Er: Eficiencia del gen constitutivo
Cter. Valor Ct del gen constitutivo
Ecoi: Eficiencia del gen de interés

Ctcoi: Valor Ct del gen de interés

2.3.3 Perfil metabolico del aislamiento bacteriano con mayor
actividad biocontroladora frente a Fol

El perfil metabdlico se efectud solo para el aislamiento de Acinetobacter sp. (CBIO117)
gue mayor eficacia mostré en la reduccion de la severidad de la enfermedad mediante el
sistema de microplacas Biolog Eco®. Este sistema evalla por medio de la reduccién del
tetrazolium la capacidad de un microorganismo de metabolizar 31 fuentes diferentes de
carbono. La solucion se torna color purpura evidenciando la capacidad del microorganismo
de consumir la fuente de carbono. Con base en esto, esta prueba, se realiz6 con el
proposito de probar una metodologia rapida para la deteccién de sider6foros que permita
identificar el mejor sustrato para la sintesis del metabolito y optimizar las condiciones de
cultivo para su produccion. Para ello, se tom6 un cultivo de 18 horas de crecimiento en

placas de AN. A continuacion, la biomasa celular se lavé dos veces con solucion salina al
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0.85% vlv, para separar los residuos de medio de cultivo por centrifugacion durante 5 min
a 6000 rpm. EIl pellet formado se resuspendié en medio MM sin adicién de fuente de
carbono (glucosa) y se ajusté un inéculo a una OD de 0.1 a 600 nm (5 x 108 UFC.mL™%).
Las placas Biolog incluyendo el control (MM sin fuente de carbono) se inocularon con 100
ML de esta suspensioén e incubaron a 28°C por 24 horas en un lector de placas multipocillo
(Thermo Scientific™ Multiskan™ GO Microplate). La medicién de la densidad celular (OD
a 600 nm) alcanzada por la bacteria en cada sustrato después de 24 horas de incubacion,
se realiz6 por triplicado de acuerdo con la conformacion de la placa. Posteriormente, 100
uL de cada pocillo fueron transferidos a tubos de 1.5 mL y centrifugados por 10 min a
10.000 rpm. A continuacion, se evalud la produccion de sideréforos en cada sustrato
mediante la prueba colorimétrica Chrome Azurol S en placas de medio CAS-Agar (0.06 g/L
CAS, 0.04 g/L FeCl36H,0, 0.07 g/L Ci6H3sN(CHs)sBr, 30.2 g/L CgH1sN206S2, 10 mL/L
HO3SCsHs-2-(OH) CO2H.2H20 y 6 g/L de agar) (Schwyn & Neilands, 1987a) conservando
el arreglo experimental de la placa Biolog. Para ello, 50 yL del sobrenadante bacteriano
fueron depositados en la superficie del medio y mantenidos en oscuridad por 12 horas. La
formacion de un halo color naranja alrededor de la gota indicé la produccién de sidero6foros.
El &rea de los halos se midié6 mediante el software ImageJ. El experimento se establecio

tres veces en el tiempo.

2.3.4 Analisis estadistico

El analisis estadistico fue llevado a cabo usando el software R (version 4.1.2). Los
resultados obtenidos para cada variable evaluada fueron sometidos a un analisis
descriptivo, con el objetivo de validar los supuestos de normalidad, homocedasticidad e

independencia.

El efecto de la aplicacién preventiva de los diferentes SodSid bacterianos en el desarrollo
de la marchitez vascular del tomate se analiz6 con base en el periodo de incubacién, el IS
y los calculos del AUDPC de la severidad. Para el periodo de incubacion, se emple6 un
andalisis de varianza (ANOVA) de una sola via y la prueba de comparacion de medias Tukey
con un nivel de significancia del 5% (p<0.05), mientras que, para detectar el efecto de los
tratamientos en la severidad de la enfermedad, se efectu6é un analisis de modelos lineales

con efectos mixtos. Se consideré como efectos fijos el tratamiento, el dia de muestreo, la



Conclusiones?2 43

réplica biolégica y la interaccién. Como efecto aleatorio se incluy6 la unidad experimental
(planta) (Schandry, 2017), debido a que la severidad de la enfermedad en cada una de las
plantas que conforman un tratamiento no es la misma al inicio de la infeccion y a través del
tiempo. Los modelos fueron comparados teniendo en cuenta el criterio de informacion de
Akaike (AIC) y el criterio de informacion bayesiano (BIC). Posteriormente, se realizé una
prueba de comparacion de medias Tukey, por medio de la cual se identific6 el mejor
tratamiento.

Para determinar, el efecto de los diferentes SodSid bacterianos sobre los parametros
vegetativos de plantas de tomate se realizé un analisis de modelos mixtos para la variable
contenido relativo de clorofila como se describié anteriormente. Las variables altura de
planta y biomasa seca se analizaron mediante ANOVA de dos vias; cuando se observaron
diferencias se realizé una prueba de comparacion de medias con un nivel de significancia
del 5% (Prueba Tukey, p<0.05).

Los niveles de expresion relativa fueron analizados utilizando los valores Ct calculados
mediante andlisis univariados en cada tiempo post-inoculacién (Popovic et al., 2021). Se
realizaron pruebas de comparacion de medias Tukey con un nivel de significancia de p <
0.05.

2.4 Resultados y discusion

2.4.1 Acinetobacter sp. y su potencial para el control del
marchitamiento vascular del tomate mediante sideroforos

presentes en sobrenadantes.

La aplicacion preventiva de SodSid de aislamientos de Acinetobacter sp. redujo la
incidencia de la enfermedad en plantas infectadas con Fol59 en un 31% (CBI0024), 11%
(CBIO086), 33% (CBIO117), 24% (CBIO123) y 20% (CBIO159) con respecto a las plantas
Unicamente infectadas con el patégeno, en donde se alcanz6 una incidencia del 100%. El
periodo medio de incubacién del patégeno fue de 7.7 dias (Tabla 11). Los resultados
obtenidos, mostraron diferencias significativas (p<0.05) en el periodo de incubacion de la
enfermedad entre tratamientos. Las plantas infectadas que fueron previamente tratadas
con SodSid de los aislamientos CBIO024, CBIO086 y CBIO117 retrasaron 2 dias, 2.1 dias

y 2.3 dias la aparicion de sintomas con un periodo de incubacion de 9.4, 9.7 y 9.9 dias
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respectivamente. Las plantas sin infectar tratadas con los SodSid bacterianos y el control

sin tratar e infectar permanecieron sanas hasta el final del experimento (testigo absoluto).

Tabla 11. Efecto de la aplicacién preventiva de SodSid de Acinetobacter sp. en el
periodo de incubacién de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (Fol59).

Tratamientos Media +ES DM LMI LMS p-valor
CBIO024 + Fol59* 94+04 2 0.6 34 0.00064
CBIO086 + Fol59* 9.7+0.3 2.1 0.8 34 0.00008
CBIO117 + Fol59* 99+04 2.3 0.9 3.7 0.00005
CBIO123 + Fol59 8.2+0.4 0.5 0 1.9 0.86733
CBIO159 + Fol59 8.7+0.3 11 0 2.4 0.18807
Fol59 7.7+0.3

*Tratamientos con diferencias estadisticas mediante la prueba de Tukey. Los valores corresponden
a la media + ES de tres réplicas biologicas con un tamafio de muestra n = 15. DM: Diferencia de
medias; LMI: Limite inferior; LMS: Limite superior.

El IS de la enfermedad en las plantas tratadas con SodSid fue menor en comparacion con
las plantas sin tratar e infectar con el patégeno. Se observé una tendencia similar en el
comportamiento de la enfermedad para grupos de tratamientos, en donde las plantas
tratadas con CBIO123 y CBIO159 mostraron un IS cercano de 70.2% y 69.7%, mientras
gue, los tratamientos con CBIO024 y CBIO117 mostraron el menor IS a los 21 dpi con

60.4% y 60% respectivamente (Figura 9A).

Los analisis para el AUDPC de la severidad mostraron una interaccion significativa entre
el tiempo y el tratamiento (p < 0.05). La varianza del modelo explicada por los efectos fijos
fue de 0.906 (R?marginal). A los 21 dpi todos los tratamientos con SodSid de Acinetobacter
sp. mostraron un efecto significativo en el control de la enfermedad respecto a las plantas
Unicamente infectadas con Fol59 (Figura 9B). No obstante, el tratamiento con SodSid de
CBIO117 previo a la infecciébn mostré un menor valor de AUDPC, logrando reducir hasta
en un 45% la severidad de la enfermedad. En la figura 9C, se observa la evolucion de los
sintomas en plantas tratadas con SodSid de Acinetobacter CBIO117 e infectadas con
Fol59 a los 21 dpi.
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Figura 9. Efecto de la aplicacion preventiva de SodSid de aislamientos de Acinetobacter en

el progreso del marchitamiento vascular del tomate. A. indice de severidad de la enfermedad
B. Eficacia de los SodSid de cinco aislamientos de Acinetobacter sp. en el AUDPC de la
severidad 21 dpi. C. Aspecto visual de la enfermedad en plantas tratadas con CBIO117 e
infectadas con Fol59, plantas Ginicamente infectadas con Fol59 y plantas sin tartar en infectar.
Los valores corresponden a la media de tres réplicas biolégicas con un n=15. Medias con una

letra en comun significa que no existen diferencias significativas (Prueba Tukey, p<0.05)

Los resultados obtenidos indican que los SodSid de aislamientos de Acinetobacter sp.
pueden disminuir la incidencia y la severidad del marchitamiento vascular del tomate
causado por Fol59. Estos resultados son consistentes con los de otras investigaciones en
donde se ha demostrado la capacidad de este género bacteriano para controlar
fitopatdgenos asociados a esta especie vegetal. Foughalia et al. (2022), comprobaron que
la cepa de Acinetobacter SJ19 tiene una eficacia del 72.1% para controlar la podredumbre
gris del tomate ocasionada por Botrytis cinerea. De igual manera, estudios desarrollados

por Khalil et al. (2021), reportaron que la aplicacion al suelo de células de Acinetobacter
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AcDB3 disminuyen hasta en un 40% la podredumbre del cuello y raices causada por
Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici. Por su parte, Safdarpour & Khodakaramian,
(2019), observaron la capacidad del aislado de Acinetobacter FS339 de reducir en un 50%
la marchitez por Verticillium dahliae en plantas de tomate. Ademas, se ha confirmado su
efecto biocontrolador por rizocompetencia frente a la marchitez bacteriana del tomate
ocasionada por Ralstonia solanacearum (Xue et al., 2009). No obstante, a pesar de que
son varios los estudios que demuestran su capacidad de biocontrol, la evaluacién de
sobrenadantes con alto contenido de sideréforos solo ha sido realizada en condiciones in
vitro. Prashant et al. (2009) y R. Sayyed & Reddy. (2011), demostraron la capacidad
antifangica de sobrenadantes con sideroforos de Acinetobacter sp. frente a los
fitopatégenos Aspergillus niger, Aspergillus flavus, F. oxysporum, Colletotrichum capsicum,
Alternaria alternata, Cercospora arachichola y Ralstonia solanacearum. Otros estudios
informan, sobre la capacidad de Acinetobacter de inhibir el crecimiento de fitopatégenos
por produccion de sideréforos en medios de cultivo selectivos restrictivos en hierro.
Maindad et al. (2014), reportaron en el medio de cultivo succinato, un 46.8% de inhibicion
del crecimiento del micelio de F. oxysporum proveniente del trigo por el aislado de
Acinetobacter HIRFA32 y su sideréforo purificado. Rokhbakhsh-Zamin etal. (2011)
comprobaron el efecto de Acinetobacter sp. para inhibir el crecimiento miceliar de F.

oxysporum hasta en un 62% en medio King B deficiente en hierro.

Este estudio confirma el efecto biocontrolador de aislamientos de Acinetobacter sp. frente
a Fol59, por la aplicacion exdgena de sobrenadantes con sideréforos a las raices de tomate

previo a la infeccion.

2.4.2 Efectos de sobrenadantes de Acinetobacter sp. con
sider6foros sobre parametros vegetativos de plantas de

tomate infectadas y no infectadas con Fol59

Los resultados obtenidos demuestran que la aplicacion preventiva de SodSid de
aislamientos de Acinetobacter sp. tiene un efecto en las variables de crecimiento, que

pueden ser modificados por la infeccién con Fol59.
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A los 16 dpi se observaron diferencias (p<0.05) en la interaccién inoculacion y tratamiento
para la variable biomasa seca. La aplicacion de SodSid de Acinetobacter sp. CBIO117 en
plantas sin infectar con Fol59 mostraron un efecto significativo en la variable biomasa seca
(0.22 g) en comparacién con los otros tratamientos y el testigo absoluto (Figura 10).
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Figura 10. Gramos de biomasa seca en plantas de tomate tratadas con sobrenadantes con

sideréforos con y sin infeccién por Fol59 a los 16 dpi. Los valores corresponden a la media (+
ES) de tres réplicas bioldgicas con un n=6. Medias con una letra en comun significa que no
existen diferencias significativas (Prueba Tukey, p<0.05).

La infeccion por Fol59 en las plantas de tomate, retrasé significativamente (p<0.05) el
crecimiento de las plantas a los 16 dpi con una altura media de 18.6 cm, en comparacién
con las que crecieron en ausencia del patdégeno, las cuales tuvieron una altura promedio
de 21.5 cm (Figura 11A). En plantas sin infectar, la aplicacion de SodSid solo generé
diferencias significativas para el tratamiento con SodSid de CBIO117, con una altura media
de 21.5 cm respecto al control sin tratar e infectar, que mostré una altura de 19.7 cm (Figura
11B).
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Figura 11. Altura de plantas de tomate (cm). A. Efecto de la inoculacion de Fol59 en la altura

de plantas de tomate. B. Efecto de sobrenadantes con siderd6foros de aislamientos de
Acinetobacter sp. en la altura de plantas de tomate sin inocular con Fol59. Los valores
corresponden a la media (+ ES) de tres réplicas bioldgicas con un n=15. Medias con una letra

en comun no difieren estadisticamente (Prueba Tukey, p<0.05).

El contenido relativo de clorofila fue evaluado periédicamente durante los primeros 16 dpi
con el fin de observar el efecto de la infeccion por Fol59 en la perdida de pigmento
fotosintético que se manifiesta en la clorosis de las hojas. El andlisis indic6 que la infeccion
por Fol59 disminuyo6 el contenido relativo de clorofila en las plantas de tomate con un valor
de 24.5 unidades SPAD, frente a las plantas no infectadas en las que se registré un valor
de 26.4 unidades SPAD (Figura 12A). Las plantas sin infectar que fueron tratadas con los
SodSid de Acinetobacter sp. indistintamente del aislamiento empleado aumentaron entre

6-10% los valores SPAD en relacion con el tratamiento control (Figura 12B).
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Figura 12. Valores de unidades SPAD en plantas de tomate. Efecto de la inoculacion de Fol59

en los valores de unidades SPAD de plantas de tomate. B. Efecto de sobrenadantes con
sideroforos de aislamientos de Acinetobacter sp. en los valores de unidades SPAD de plantas
sin infectar. Los valores corresponden a la media (x ES) de tres réplicas biolégicas con un n=15.

Medias con una letra en comun no difieren estadisticamente (Prueba Tukey, p<0.05).

Los resultados obtenidos demuestran que los parametros de crecimiento altura de la
planta, contenido de biomasa y contenido relativo de clorofila en plantas tratadas con
SodSid disminuyen por efecto de la colonizacién de los tejidos vasculares por Fol59,
mientras que las plantas sin infectar tratadas con SodSid muestran una leve tendencia al
aumento en estos parametros de crecimiento. Ejemplo de ello es el tratamiento con SodSid
de Acinetobacter CBIO117. Se ha demostrado que el estrés bibtico generado por Fusarium
afecta los procesos fisiolégicos de las plantas, alterando su crecimiento y desarrollo por el
taponamiento de los vasos conductores y la secrecién de toxinas en el xilema que
obstruyen el flujo de agua y nutrientes (Constantin et al., 2019; P. Singh et al., 2020). No
obstante, el efecto de algunas bacterias productoras de sider6foros para estimular el
crecimiento se ha asociado con la entrega de hierro soluble a las plantas y la produccién
de fitohormonas (Radzki etal., 2013). La capacidad de sobrenadantes de cultivos
bacterianos con sideroforos para promover el crecimiento, se ha comprobado en la bacteria
Streptomyces sp. en donde se observé que, la aplicacién de filtrados con sider6foros a un
suelo con alto contenido de metales pesados, aumento el peso seco y la longitud de brotes
de plantas de caupi (Dimkpa et al., 2009).
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El papel de Acinetobacter como microorganismo promotor de crecimiento vegetal se ha
descrito en varias especies cultivadas (Indiragandhi et al., 2008; Gulati et al., 2009; Shi
etal., 2011). Por ejemplo, en remolacha azucarera, el aislado de Acinetobacter 3-1
aumentd la altura de la planta y el peso seco en un 19% y 69%, respectivamente, en
comparacion con los controles no tratados (Shi etal.,, 2011). En Lactuca sativa bajo
condiciones de hidroponia, Acinetobacter P-23 aumenté el contenido de clorofila (Suzuki
et al., 2014) y en plantulas de Brassica napus, Acinetobacter S44 promovi6 el crecimiento
aumentando la longitud de las raices en un 92%, de los brotes en un 31% y el peso fresco
en un 41% (Fang et al., 2016). En plantas de tomate, estudios desarrollados por Foughalia
et al. (2022), demuestran el efecto promotor del crecimiento conferido por Acinetobacter
sp. cuando es aplicado a la semilla y al suelo con un incremento en la longitud de tallos,
raices, peso fresco y contenido de clorofila. Por su parte, Kwon & Song, (2014) asociaron
la capacidad de la cepa de Acinetobacter SW5 de estimular el crecimiento de plantas de
tomate de 3 meses de edad. Este resultado se asoci6 a la presencia de altas
concentraciones de acido indol acético (AlA) en los cultivos celulares con los que fueron

tratadas las plantas.

Dado los resultados obtenidos, es de importancia mencionar que la habilidad de
aislamientos de Acinetobacter sp. para estimular el crecimiento de las plantas, sélo se ha
evaluado bajo condiciones que involucran una interaccién entre la bacteria, el patégeno y
la planta, pero no se han descrito estudios que confirmen la capacidad de extractos
bacterianos con sideréforos libres de células para promover el crecimiento. Por lo tanto, se
considera relevante que se realicen estudios que permitan evaluar la capacidad de estos
aislamientos para promover el crecimiento vegetal mediante este mecanismo de

biocontrol.
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2.4.3 Expresidn relativade los genes PR1, ERF1y MYC2 en plantas
de tomate tratadas con SodSid de Acinetobacter CBIO117 e
infectadas con Fol59

Con el propdésito de determinar si la reduccion del marchitamiento vascular generado por
Fol59 estaba asociado con la induccién de genes de defensa de la planta por la aplicacion
de SodSid de Acinetobacter CBIO117, se evalud la expresion relativa del gen PR1 y de los
genes que codifican para los factores de transcripcion ERF1 y MYC2 a las 24 y 48 hpi.
Estos tiempos corresponden a las 72 y 96 horas posteriores a la elicitacion de las plantas
con SodSid de CBIO117 antes de ser inoculadas con Fol59.

Con respecto a la expresion del gen PR1, a las 24 hpi no se observaron diferencias
significativas entre tratamientos. Sin embargo, a las 48 hpi, todos los tratamientos
mostraron una variacion significativa (p<0.05) en los niveles de expresion de este gen, con
relacién al control no tratado e infectado (Figura 13).
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Figura 13. Expresion relativa del gen PR1 en plantas de tomate a las 48 hpi de Fol59 en plantas
de tomate elicitadas con sider6foros presentes en sobrenadantes de Acinetobacter CBIO117.
Los valores corresponden a la media (+ ES) de dos réplicas bioldgicas con un n=2. Medias con

una letra en comun no difieren estadisticamente (Prueba Tukey, p<0.05).

Los resultados obtenidos indican que tanto el estrés bidtico generado por Fol59 como la
elicitacion de las plantas con SodSid de Acinetobacter CBIO117 aumentaron los niveles

de expresion del gen PR1. (Figura 13). EL gen PR1 generalmente se expresa en etapas
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tempranas de la infeccion, ya sea por el reconocimiento de PAMPs (PTI) del patégeno o
de sus efectores (ETI), sin embargo, estamos evaluando la expresion de los genes en un
hospedante susceptible en donde no habria reconocimiento de efectores. Por otro lado,
PR1 también es un marcador de resistencia sistémica asociado con la via del acido
Salicilico, y la expresion de este gen previa estimulacion de un inductor (sobrenadantes
con sideroforos) se evalla en tiempos cercanos a la infecciébn con el patégeno. La
expresion de PR1 con agentes quelantes de hierro en plantas no sometidas a un estrés
bidtico ha sido reportada en Arabidopsis thaliana con el quelante EDDHA (acido N,N'-
etilendiamino-bis (2-hidroxifenil) acético ) 24 horas posteriores al tratamiento, demostrando
la capacidad de estas moléculas para inducir la expresion de genes relacionados con
defensa (Aznar et al., 2014). No obstante, estudios realizados por Betoudii, et al. (2020)
demuestran que a las 32 horas posteriores a la elicitacién, PR1 vio incrementada su
expresion cuando las raices de A. thaliana fueron tratadas previamente con el sideréforo
e infectadas con Pseudomonas syringae pv. tomato, pero no cuando las raices se trataron
con el analogo del sideréforo fimsbactina de Acinetobacter sp. Esta respuesta fue asociada
con un efecto de induccion de defensa de tipo “priming”. En nuestro caso, las plantas
elicitadas con SodSid e infectadas con Fol59 presentaron niveles de expresiéon de PR1
similares a los producidos por Fol59, indicando que este gen se activa tanto por accién de
los SodSid como por el reconocimiento de posibles patrones moleculares asociados al
patdgeno, favoreciendo una condicién de defensa de tipo PTI. Aunque PR1 también puede
ser inducido por un tipo de defensa ETI, en este estudio no es posible que haya ocurrido
el reconocimiento de proteinas efectoras ya que la infeccion del patdgeno se realiz6 en un

hospedante susceptible.

Por otro lado, se ha reportado que la expresiébn de PR1 en plantas elicitadas con
sideréforos esté relacionada con la homeostasis del hierro. Herlihy et al. (2020), sefalan
gue a activacion de la respuesta inmune por patdégenos y la deficiencia en hierro,
desencadenan respuestas de defensa reguladas por las mismas vias de sefializacién
hormonal. Por su parte, Aznar et al. (2014) evidenciaron que plantas de A. thaliana tratadas
con el sider6foro defirroxamina y que expresan el gen PR1, activan genes de captacion de

hierro como IRT1. Por lo tanto, seria interesante incluir en estudios posteriores la
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evaluacion de la expresion de este gen, para confirmar si hubo un estrés de deficiencia en

hierro y relacionarlo con la activacion de defensa.

Los niveles de expresion del factor de transcripcion ERF1 demuestran que en los dos
tiempos evaluados (24 y 48 hpi), el estrés bidtico causado por Fol59 y el tratamiento
preventivo de las raices de tomate con SodSid de Acinetobacter CBIO117, también
aumentaron significativamente la expresion de ERF1, con respecto al control no tratado e
infectado (Figura 14). Como, no se observaron diferencias significativas entre las plantas
infectadas con Fol59, las plantas elicitadas con SodSid de CBIO117, y las plantas
elicitadas e infectadas, los resultados indican que tanto el patdgeno, como los SodSid
inducen de manera independiente la expresion del gen. Por lo tanto, la expresiéon de ERF1
previamente estimulada con SodSid puede no verse maodificada tras la inoculacion con el
patdgeno bajo los tiempos analizados. Sin embargo, es posible que los niveles de
expresion de este gen puedan verse modificados en otros tiempos de medicién post-

infecicén del patégeno.

En estudios desarrollados por Hsiao et al. (2017), se demostré que en plantas de A.
thaliana que sobreexpresan la proteina defensina AtPDF1.1, involucrada en la quelacion
de hierro, hubo un aumento en la expresiéon de los genes asociados con la homeostasis
de este elemento al ser infectadas con Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum.
Se comprobd, la induccidon de la respuesta de defensa en la planta por la via de
sefializacion del ET, con una mayor expresion del gen ERF1. Los resultados obtenidos en
este trabajo no logran demostrar una activacion diferencial de ERF1 en plantas elicitadas
con SodSid de CBIO117 e infectadas con Fol59, sin embargo, al igual que para el caso de
la expresion de PR1, la induccién de ERF1 en este tratamiento pudo verse enmascarada
por la induccién que genera la inoculacién con Unicamente SodSid de CBIO117. Con el
propésito de descartar la elicitacion de la respuesta de defensa en la planta por la via de
sefalizacion del ET, se requiere la evaluacion de la expresion de otros genes implicados

en esta via como EIN3 y PDF 1.2.
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Figura 14. Expresion relativa del gen ERF1 24 y 48 hpi de Fol59 en plantas de tomate elicitadas

con SodSid de Acinetobacter CBIO117. Los valores corresponden a la media (x ES) de dos
réplicas biologicas con un n=2. Medias con una letra en comun no difieren estadisticamente
(Prueba Tukey, p<0.05). Letras mayusculas y minusculas corresponden a analisis de varianza
de una via independientes

El gen ERF1 es un factor de transcripcién que puede ser inducido tanto por la via de
sefializaciéon del Etileno o por la del Jasmonato. Por lo tanto, evaluar la expresion de los
genes precursores de ERF1 en la cascada de sefalizacion hormonal, nos permitiria
descifrar cual via hormonal indujo su expresiéon. El gen EIN3 es una proteina nuclear que
en presencia de Etileno activa al factor de transcripcion ERF1 (evaluado en este trabajo)
gue a su vez conduce a la transcripcion de los genes de defensa dependientes de esta
hormona. Por lo tanto, indicaria que la activacion de la defensa es por la via del Etileno y

no por la del Jasmonato.

Por otra parte, el gen MYC2 (evaluado en este trabajo) es un factor de transcripcion
dependiente exclusivamente de la via del Jasmonato, via en donde ERF1 también puede
ser activado. Sin embargo, ambos factores de transcripcion no se expresan de manera

simultdnea, son antagénicos. Cuando en la planta se activa la via dependiente del
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Jasmonato y el Etileno el factor de transcripcién ERF1 activa la transcripcién de genes de
defensa, pero cuando se activa solamente la via de defensa dependiente de Jasmonico el
Unico factor de transcripcion que se activa es MYC2.

MYC2 induce la transcripcion de genes como VSP2 y ERF1 induce PDF1.2. De alli que
hay que evaluar genes que estan corriente arriba y corriente abajo de la cascada

transcripcional para descifrar la via de activacién hormonal.

En este estudio los niveles de expresion del gen ERF1 aumentaron en plantas elicitadas
con SodSid de CBIO117 con o sin Fol59. Por lo tanto, lo que esperariamos al incluir en la
evaluacién los genes EIN3 y PDF1.2 es que el gen EIN3 se reprima, esto indicaria que
este gen no es el precursor de la expresion del gen ERF1 y que posiblemente la activacion

de ERF1 este siendo regulada por la via de sefalizacién del acido jasménico.

En la Figura 15 se observé que la expresién del factor de transcripcion MYC2 no fue
inducida por la aplicaciéon en la planta de los SodSid de CBIO117. El mayor nivel de
expresion se presenté a las 24 hpi en plantas Unicamente infectadas con Fol59, seguido
de las plantas previamente tratadas con SodSid de CBIO117 e inoculadas con el patégeno.
Sin embargo, a las 48 hpi hubo una disminucién en la expresion del gen en las plantas
infectadas con Fol59, mientras que en las plantas previamente estimuladas con los SodSid

e infectadas con el patdgeno se mantuvo la expresion del gen.

La ausencia de expresion de MYC2 por efecto de los SodSid puede ser explicada por la
actividad de este gen en la homeostasis del hierro. Se ha confirmado que plantas en
condiciones de deficiencia de hierro activan el factor de transcripcion FIT (Fer-like iron
deficiency-induced transcription factor) el cual es requerido para la induccién de genes
involucrados en la captacién de hierro. No obstante, la cantidad de hierro que es captado
en la planta debe ser regulado para no generar toxicidad celular y en esa homeostasis el
gen MYC2 participa como regulador negativo induciendo la expresion de proteinas bHLH
(basic helix-loop-helix) que degradan FIT (Wu & Ling, 2019) (Figura 16).
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Figura 15. Expresion relativa de del gen MYC2 24 y 48 hpi de Fol59 en plantas de tomate
elicitadas con SodSid de Acinetobacter CBIO117. Los valores corresponden a la media (x ES)
de dos réplicas bioldgicas con un n=2. Medias con una letra en comun no difieren
estadisticamente (Prueba Tukey, p<0.05). Letras mayulsculas y minUsculas corresponden a

andlisis de varianza de una via independientes.

Por lo tanto, es posible que al no evidenciar la expresion de MYC2 en las plantas tratadas
con los SodSid de CBIO117, estas se encuentren en el proceso de captacion de hierro
disponible en el suelo (374.98 mg/kg) vy, el factor de transcripcion FIT no requiere ser
degradado. No obstante, al infectar las plantas con Fol59 la expresion de MYC2 aumenté
generando en la planta la activacion de vias de defensa reguladas por el AJ y posiblemente
una represion de la captacion de hierro por degradacion de FIT, condiciones que favorecen
a la planta para generar una respuesta de defensa contra un patégeno vascular. Esta
hipétesis debe ser confirmada mediante la medicibn de la expresion de genes de
regulacion de captacion de hierro en plantas estimuladas con sobrenadantes con

sideréforos bacterianos y de otros genes marcadores de la via de acido jasmonico.
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Figura 16. Participacion de MYC2 (The basic helix loop helix transcription factor) en la
regulacion de captacion de hierro por FIT mediada por acido jasmoénico (AJ) en Arabidopsis. En
presencia de AJ, MYC2 reprime la transcripcion de FIT. La expresion de los genes bHLH18 y
bHLH25 (Controlados por MYC2) y bHLH19 y bHLH20 (Controlados por AJ) son regulados
positivamente. Tomado y adaptado de Cui et al. (2018).

2.4.4 Perfil metabodlico del aislamiento de Acinetobacter CBIO117

El cultivo bacteriano de Acinetobacter CBIO117 con el sistema Biolog Eco®, permitié
caracterizar la respuesta metabdlica de la bacteria en las distintas fuentes de carbono y su
relacion con la actividad quelante por produccién de sider6foros en agar CAS (formacion
de halo amarillo-naranja). Para poder comparar la produccion de sideréforos, el control
usado en este estudio fue la misma suspension bacteriana en medio MM evaluada en las
31 fuentes. En la tabla 12, se describe la densidad celular (OD 600 nm) alcanzada por la
bacteria después de 24 horas de incubacion y la produccién de sider6foros en cada

sustrato.
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Tabla 12.

Produccién de sideroforos en relacion con la fuente de carbono mediante el

cultivo de del aislamiento CBIO117 de Acinetobacter sp. en el sistema Biolog Eco®.

Sideréforos halo

Tipo de fuente Fuente de carbono OD 600 nm

(mm)
Control Agua 1.87 + 0.14 beeg 1.07 + 0.2 bed
Amidas/aminas Feniletilamina 1.41+0.26 ¢ 0.93 £ 0.25 bed
Amidas/aminas Putrescina 1.76 + 0.41 bedf *2.80 £ 0.52 1
Aminoacidos L-Arginina 2.04 + 0.05 dhei 1.04 +£0.17 bed
Aminoacidos L-Asparagina 252 +£0.09i *2.86 +0.97 i
Aminoécidos L-Fenilalanina 2.60+0.061 *3.32+£0.921
Aminoécidos L-Serina 2.35+ 0.3 9N *1.41 + 0.58 cef
Aminoacidos L-Treonina 1.36 +0.43° 0+02
Aminoécidos L-Acido glicilo glutamico 155+ 0.11 Y 0.90 £ 0.18 bed
Acido carboxilico Ester metilico del &cido 244 £0.14 N *2.13 + 0.83 fohi

Acido carboxilico
Acido carboxilico
Acido carboxilico
Acido carboxilico
Acido carboxilico
Acido carboxilico
Carbohidratos

Carbohidratos

Carbohidratos
Carbohidratos
Carbohidratos
Carbohidratos
Carbohidratos
Carbohidratos
Carbohidratos
Carbohidratos

Compuestos fendlicos

piravico

D- Acido Galacturénico
y-Acido hidroxibutirico
D-Acido glucosaminico
Acido Itacénico

a-Acido Cetobutirico
D-Acido Malico

B-Metill -D-Glucosido

D- Acido Galactonico v-
Lactona

D-Xilosa

i-Eritritol

D-Manitol

N-Acetil -D-Glucosamina
D-Ceobiosa

Glucosa-1- Fosfato
a-D-Lactosa
D,L-a-Fosfato de Glicerina

2-Acido hidroxibenzoico

1.75 £ 0.19 bodf
2.10 + 0.63 efhi
1.65+0.21 be
1.58 £ 0.17 be
1.41+0.42%c
1.60 £ 0.32 be
1.84 + 0.1 beeg
1.66 + 0.28 b

1.63+0.25 "¢
1.62 +0.27 be
2.25 + 0.49 fohi
1.70 £ 0.13 bedf
1.43 +0.36 "¢
1.50 + 0.33 ~d
1.98 + 0.6 deNi
1.50 + 0.28
0.28+0.52 2

*0.78 + 0.09 b¢
*1.19 + 0.55 bee
*1.25 + 0.51 bee
*0.79 £ 0.22 b¢
*0.58 £ 0.26 &
0+x02
*0.73+0.12 &
*0.69£0.15 2

0.93 + 0.19 bed
0.88 + 0.2 bed
1.10 + 0.3 bed
1.03 + 0.56 bod
0.99 + 0.27 bed
1.01 + 0.46 bed
1.00 + 0.26 bed
1.01 +£0.17 bed
0+x02
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Compuestos fenolicos 4-Acido hidroxibenzoico 1.94 + 0.52 cdeh *1.91 £ 0.74 ¢n
Polimeros Tween 40 2.05 £ 0.13 e *2.32 £ 0.52 9ni
Polimeros Tween 80 2.37 £ 0.2 9n *2.59 + 0.34 N
Polimeros a-Ciclodextrina 1.57 £ 0.19 b *1.59 + 0.25 deg
Polimeros Glucogeno 1.44 +0.21 bc 1.05 + 0.18 bed

Los valores corresponden a la media de tres réplicas biolégicas + ES con un n=3. Medias con una letra en comun significa
que no existen diferencias significativas (Prueba Tukey p<0.05). * Diferencias significativas en la sintesis de sider6foros
respecto al control

De acuerdo con los resultados obtenidos el aislamiento CBIO117 puede aumentar su
densidad celular en presencia de bajas concentraciones de sales, sulfuros y fosfatos
(componentes del medio de cultivo) sin metabolizar una fuente de carbono (control MM sin
fuente de carbono). Se observaron diferencias significativas en la produccion de
sideréforos en 16 sustratos, de los cuales aquellos del grupo de aminoéacidos (L-
Fenilalanina y L-Asparagina); amidas/aminas (putrescina); polimeros (tween 80 y tween
40); y acido carboxilico (ester metilico del acido pirGvico) mostraron la mayor produccion
del metabolito produciendo en el CAS-agar un halo de 3.32 + 0.9 mm; 2.86 + 0.9 mm; 2.80
+ 0.5 mm; 259 £ 0.3 mm; 2.32 £ 0.5 mm; 2.13 £ 0.8 mm, respectivamente. Aunque,
CBIO117 metabolizé los sustratos L-treonina y D- 4cido malico, alcanzado una densidad
celular de 1.36 £ 0.4 y 1.6 + 0.3 la produccion de sideréforos en estos dos sustratos fue
ineficaz. Por el contrario, en el género bacteriano Pseudomonas se observé que la mayor
produccion de sideréforos de las especies P. fluorescens y P. putida se obtuvo cuando se
us6 como fuente de carbono el aminoacido treonina con un indice de 88.8% y 88.6%

respectivamente.

Ademas, se observo que CBIO117 suprime su crecimiento en presencia del compuesto
fendlico acido 2- hidroxibenzoico razéon por la cual no se observa produccién de
sideréforos. Resultados similares fueron hallados por Shin et al. (2018), quienes reportan
gue la cepa A. baumannii ATCC 17978 no es capaz de utilizar el compuesto fenélico acido
2-hidroxibenzoico como fuente de carbono para su crecimiento. Por el contrario,
demostraron la capacidad de A. calcoaceticus 11 de utilizar como fuente de carbono una
mezcla fendlica de PHBA, acido 2-hidroxibenzoico y acido 3-hidroxibenzoico (Prathibha &
Sumathi, 2008).
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De manera general, no hubo una relacion de la densidad celular alcanzada en cada fuente
de carbono, con el tamafio de halo observado en las placas de agar CAS por los
sideroforos producidos con cada fuente de carbono; es decir una mayor OD no significd
un mayor tamafio de halo de produccién. A manera de ejemplo, en la figura 17 se muestra
la fotografia de algunos de los halos de color amarillo- naranja observados con las seis
fuentes de carbono donde se present6 la mayor produccion de sideréforos (L-Fenilalanina,
L-Asparagina, putrescina, tween 80, tween 40 y ester metilico del acido piravico); y la
fotografia del halo observado cuando hubo ausencia de la produccion de sideréforos (L-
treonina y D-&cido malico).

Numerosos estudios sefialan la importancia de los factores ambientales en la produccion
de sider6foros. Ademas de la concentracion de hierro, la fuente de carbono se encuentra
entre los factores de mayor importancia que regulan su produccién. Santos et al. (2014),
evaluaron el efecto del glicerol y de algunos mono- y disacéaridos en la producciéon de
sideréforos de Bacillus megaterium. En este microroganismo, la produccion de quelantes
de hierro fue tres veces mayor en presencia de glicerol, en comparacion con los sideréforos
obtenidos con manosa. En la cepa CHAO de P. fluorescens. Duffy & Défago, (1999),
evidenciaron que la producciéon de pioquelina y de su precursor acido salicilico se ve
inducida por diferentes fuentes de carbono. Mientras que la produccion de pioquelina
increment6 en presencia de fructosa, manitol y glucosa, la produccion de acido salicilico
se vio favorecida por el glicerol y la glucosa. Desde nuestro conocimiento, no existen
estudios similares que evidencien el efecto de las fuentes de carbono en la produccion de
sideréforos en aislamientos de Acinetobacter. Los resultados de este estudio se utilizaran
como base para el desarrollo del medio de cultivo en el que CBIO117 sera crecido para la
continuacion de su uso en estudios de bioprospeccion. Por otra parte, estos resultados
demuestran la versatilidad de microorganismos de este género para colonizar diversos

ambientes como los hospitalarios y agropecuarios (Rada Cuentas, 2016).
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Figura 17. Produccidn de siderdforos en agar CAS del cultivo de Acinetobacter CBIO117 en el

sistema Biolog Eco®. a). MM sin fuente de carbono (control) b). L-Fenilalanina, c). L-Asparagina
d). putrescina e). tween 80 f). tween 40 g). ester metilico del &cido pirdvico h). L-treonina i). D-

acido malico j). control negativo (agar sin adicion de cultivo celular).
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Conclusiones

En este estudio se demostr6 que la aplicacion preventiva de sobrenadantes con
sideréforos de los aislamientos de Acinetobacter sp. CBIO024, CBIO086, CBIO117,
CBI0O123 y CBIO159 reducen la incidencia y severidad del marchitamiento vascular de
tomate causado por Fol59.

Se confirm6 que la aplicacion de sobrenadantes con sideréforos de Acinetobacter sp.
no generan un efecto fitotéxico en las plantas.

Se determin6 que las fuentes de carbono L-Fenilalanina, L-Asparagina, putrescina,
tween 80, tween 40 y ester metilico del acido piravico son los mejores sustratos para
inducir una alta produccién de sideroforos de Acinetobacter CBIO117.

El tratamiento de las raices con sobrenadantes con sideréforos de Acinetobacter sp.
CBIO117 induce la expresion de los genes PR1 y ERF1 relacionados con la via de
sefializacion hormonal del &cido salicilico y etileno.

La aplicacién preventiva de sobrenadantes con siderdforos de Acinetobacter sp.
CBIO117 en plantas infectadas con Fol59 aumenta la expresion del gen MYC2

involucrado en la defensa de la planta por la via del acido jasmonico.
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3.Discusién general

El control de fitopatbgenos mediante el uso de inductores biolégicos que activen la
respuesta de defensa de las plantas reviste importancia como alternativa ecoldgica para
el manejo de enfermedades (Nishad et al., 2020). En este sentido, se ha demostrado que
los sideroforos producidos por los microorganismos pueden ejercer un efecto
biocontrolador al desencadenar respuestas de defensa de las plantas o actuar como
compuestos antimicrobianos (Karthika et al., 2020; Verbon et al., 2017). Considerando,
gue el cultivo de tomate es uno de los sistemas productivos del pais, que mas aplicaciones
de agroquimicos registra para el control de enfermedades, este estudio se enfocé en la
busqueda y evaluacién de aislamientos bacterianos altamente productores de sider6foros
con potencial para el control del marchitamiento vascular del tomate causado por Fusarium

oxysporum f.sp. lycopersici,

En primer lugar, mediante el tamizaje por produccion de sideroforos se identificaron 15
aislamientos bacterianos con alta capacidad de sintetizar esta molécula en cultivos
deficientes en hierro. Entre los géneros microbianos identificados se encontraron
Acinetobacter sp., Bacillus sp., Delftia sp., Herbaspirillum sp., Pseudomonas sp. y Serratia
sp. El género Acinetobacter sp. con un grupo mayoritario de aislamientos, fue el que mayor
eficiencia presentd en la sintesis de sideréforos. Se ha descrito que la adquisicion de hierro
dependiente de sideroforos por parte de esta bacteria es la estrategia mas eficiente para
asegurar su supervivencia y patogenicidad (Tiwari et al., 2019). Esta razon, podria explicar
por qué Acinetobacter sp. fue el género mas predominante y eficiente para producir
guelantes férricos bajo la carencia del micronutriente. Otra razén puede ser la capacidad
de Acinetobacter sp. de codificar multiples sideréforos con redundancia funcional, pero

diversidad estructural. Se desconoce el papel de la redundancia de estas moléculas en
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ambientes agricolas, sin embargo, en seres humanos se ha sefialado que este atributo es
usado como mecanismo para evadir la respuesta inmunitaria del hospedero (Holden &
Bachman, 2015; Sheldon & Skaar, 2020). Aunque en este estudio, no se purificaron ni
identificaron los sideroforos presentes en los sobrenadantes, seria interesante realizar
estudios que permitan aclarar si su papel en plantas es similar al observado en humanos
y dilucidar si la capacidad de este género de secretar diversos sideroforos varia de acuerdo
con el nicho ecoldgico de donde procede el aislamiento.

Acinetobacter sp., es un género ubicuo en la naturaleza que puede hallarse colonizando
entornos ambientales como plantas, animales y seres humanos (Al Atrouni et al., 2016). A
pesar de que algunas especies de Acinetobacter sp. (A. calcoaceticus y A. johnsonii) se
han considerado de importancia clinica por su potencial infectivo y multiresistencia a
antibioticos, otras solo se han encontrado en entornos ambientales (A. oleivorans en
cultivos de arroz y A..lactucae en cultivos de lechuga) (Kang et al., 2011; Rooney et al.,
2016) generando la promocion del crecimiento vegetal y el antagonismo de algunos
microorganismos fitopatdogenos (Heo et al., 2022), atributo de Acinetobacter que fue
comprobado en el desarrollo de esta investigacion.

Los experimentos en planta para evaluar el potencial biocontrolador de sobrenadantes con
sider6foros de Acinetobacter sp. en el control del marchitamiento vascular causado por
Fol, demostraron que la aplicacion de los SodSid de Acinetobacter CBIO024, CBIO086,
CBIO117, CBIO123 y CBIO159 previo a la infeccion por Fol59 reducen la incidencia y
severidad de la enfermedad, siendo mayor el efecto de estos quelantes férricos en las
plantas tratadas con los SodSid de Acinetobacter CBIO117. La actividad biocontroladora
de aislamientos de Acinetobacter sp. ha sido confirmada en condiciones in vitro e in vivo
en plantas de tomate frente a los patégenos Verticillium dahliae, Botrytis cinerea, Ralstonia
solanacearum y Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici (Xue et al., 2009; Safdarpour
& Khodakaramian, 2019; Foughalia et al., 2022; Khalil et al., 2021). Su eficacia en el
biocontrol se ha atribuido a la produccion de compuestos volatiles, quitinasas, proteasas,
acido indol acético, acido giberélico y sideréforos. En este estudio el efecto positivo de los
SodSid de aislamientos de Acinetobacter sp. en el control de Fol59 no pudo atribuirse a un
mecanismo de competencia por nutrientes. Los SodSid fueron aplicados en un Gnico
momento, en plantas en condiciones de semillero y en una fase previa a la infeccion con

Fol59, la cual al haberse realizado por el método de inmersion de raices en esporas
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infectivas del patégeno no permitié que se presentard un evento de competencia por el
micronutriente. Por otra parte, en experimentos en donde se evalud la actividad antagénica
in vitro de estos aislamientos por enfrentamiento dual con Fol o por medio de la inoculacién
de los sobrenadantes, no se observo inhibicién del crecimiento del patdgeno (datos no
mostrados). Dado estos resultados, se consider6 que el posible mecanismo por el cual los
SodSid de Acinetobacter participan en el control de la enfermedad esta relacionado con
un evento de induccién de defensa en las plantas. Las evidencias que apoyan esta
hipétesis son: i). La induccién de los genes PR1 y ERF1 ocasionada tras la aplicacion de
los SodSid en plantas no infectadas con Fol59 ii). La induccién en la expresion del gen
MYC2 en las plantas de tomate previamente tratadas con SodSid de Acinetobacter
CBIO117 e infectadas con Fol59 iii). La disminucién en la severidad de la enfermedad en
las plantas tratadas los SodSid e infectadas con Fol59. No obstante, aunque se observé
una induccion en la expresién de estos genes en las plantas infectadas Unicamente con
Fol59, es posible que los maximos niveles de expresion de PR1, ERF1 y MYC2 como
respuesta al tratamiento con SodSid y a la infeccién con Fol hayan ocurrido en otros
tiempos no evaluados en este estudio. De acuerdo con lo anterior y apoyados en los
estudios de Cui et al. (2018); Filiz & Kurt, (2019); Wu & Ling, (2019) se sugiere el siguiente
modelo que puede explicar el efecto de los SodSid de CBIO117 de Acinetobacter en el
control de la marchitez vascular generada por Fol59 en plantas de tomate (Figura 18).
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Figura 18. Modelo tedrico de la respuesta molecular de la planta de tomate tratada con SodSid de Acinetobacter CBIO117 e infectada con Fol59 a las 48 hpi. A). La

planta infectada con Fol59 presenta una condicién de estrés que activa las vias de sefializacién hormonal del 4cido salicilico (PR1) y etileno (ERF1) en condiciones de disponibilidad
de hierro en el suelo. B). Cuando las plantas son tratadas con los SodSid, estos son absorbidos por las raices probablemente quelando el hierro presente en las paredes celulares
e induciendo la activacion de defensa por deficiencia en hierro, la cual aumenta la expresién de genes dependientes del acido salicilico PR1 y del etileno ERF1.Debido a la
condicion de estrés. ERF1 permite la activacion del factor de transcripcion FIT (Fer-like iron deficiency-induced transcription factor), el cual regula la expresion de los genes
involucrados en la captacion de hierro para mantener la homeostasis del metal. Al presentarse en la planta condiciones de deficiencia de hierro, FIT se expresay MYC2 se
mantiene reprimido. C). Posteriormente, cuando estas plantas previamente tratadas con SodSid son inoculadas con Fol59, la planta ya tiene una induccion previa en la expresion
de los genes asociados con defensa de las vias del acido salicilico (PR1) y del etileno (ERF1). No obstante, la planta puede reconocer al patégeno y activar la expresion de MYC2,
el cual induce la transcripcion de los genes asociados con la via de defensa dependiente del acido jasmonico para contrarrestar el patdégeno contribuyendo a la disminucion de la
enfermedad. En esta condicién MYC2 podria reprimir la expresion de la proteina FIT. SodSid: Sobrenadantes con sideréforos. PR1: Pathogenesis related protein 1. ERF1: Ethylene
responsive transcription factor 1. MYC2: The basic helix loop helix transcription factor.
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Se observé que los SodSid de Acinetobacter sp. CBIO117 estimulan la expresion de los
genes PR1 y ERF1, involucrados en la respuesta inmune de la planta dependiente de la
viadel ASy ET, respectivamente. Es probable que estas vias de sefializacion estén siendo
activadas por los sideroforos presentes en los sobrenadantes o por algan otro compuesto.
Algunos estudios han demostrado la capacidad de los sideroforos de inducir la inmunidad
de plantas por estas vias como consecuencia de la homeostasis del hierro. Dellagi et al.
(2009), Aznar etal. (2014) y Aznar, etal. (2015a) demostraron que el sideréforo
crisobactina de Dickeya dadantii y los siderdforos deferoxamina y EDDHA (acido N,N'-
etilendiamino-bis 2-hidroxifenil acético) estimulan respuestas de inmunidad en Arabidopsis

mediante la eliminacién del hierro regulando la via del &cido salicilico.

Con el propésito de profundizar en el entendimiento de la cascada de sefializacion
hormonal activada por la aplicacion de SodSid de Acinetobacter CBIO117, ante el estrés
biético generado por Fol59, se requiere evaluar tiempos de expresion génica mas
tempranos post-elicitacién y mas tardios post-infeccion. En estos analisis se debe incluir
ademas un mayor niumero de genes que compartan rutas entre el hierro y la sefalizacién
hormonal como IRT1, MYB72, MYB10, EIN2 y EIN3. Adicionalmente, el analisis de los
SodSid de CBIO117 por metabolémica, facilitaria la identificacion de los metabolitos
presentes que llevaron a la induccién de la respuesta inmune en la planta y /o generaron

el control biolégico de Fol.

Por otro lado, el efecto de la aplicacién de los SodSid de Acinetobacter sp. en los
pardmetros de crecimiento de plantas infectadas y sin infectar con Fol59 nos indicé que
las variables de crecimiento biomasa seca, altura de planta y valores de unidades SPAD
se vieron afectadas por el estrés biético causado por Fol59. No obstante, la aplicacion de
SodSid de CBIO117 en plantas sin infectar proporciond un leve incremento de algunos
pardmetros. Estas observaciones, nos llevan a proponer que este aislamiento de
Acinetobacter sp. podria actuar como bacteria promotora del crecimiento vegetal. En este
contexto, existen algunos informes que indican que algunas especies del género
Acinetobacter sp. pueden promover el crecimiento de las plantas por medio de la
solubilizacion de fosforo, la fijacion de nitrégeno y la produccion de acido indol-3-acético
(IAA) (Huddedar et al., 2002; Indiragandhi et al., 2008; Gulati et al., 2009; Sachdev et al.,
2010; Shietal., 2011). Ademas, se ha confirmado que A. baumannii puede interactuar con
las plantas a través de la produccion y degradacion de IAA (Lin et al., 2018). El desarrollo

de estudios en los que las plantas de tomate sean inoculadas con las células de los
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aislamientos de Acinetobacter sp. y sus sobrenadantes, contribuirdn al entendimiento de

su capacidad de promocion del crecimiento vegetal.

El estudio de placas Biolog Eco nos permitié identificar ademas del perfil metabdlico de
Acinetobacter CBIO117, la fuente de carbono que mas promueve la produccion de
sideréforos. Son pocos los estudios que han evaluado el efecto de la fuente de carbono en
la produccién de sideréforos de aislamientos de Acinetobacter sp. Maindad et al. (2014),
evaluaron la produccion del sideréforo acinetobactina producido por Acinetobacter
calcoaceticus en medio con acido succinico, en medio minimo con glucosa y en medio
minimo con manitol, logrando la mayor producciéon en el medio con acido succinico. Por
su parte, Kim etal. (2017) indujeron la produccion de un sideréforo tipo catecol en
Acinetobacter sp. B-W usando el acido glutamico como Unica fuente de carbono y
nitrégeno a una concentracion del 3% v/v. En este estudio los amino&cidos Fenilalanina y
L-Asparagina, y la amina putrescina fueron identificados entre las fuentes que generaron
un mayor incremento en la produccion de sideréforos en Acinetobacter sp. CBIO117.
Teniendo en cuenta su naturaleza quimica, es posible que estos aminoacidos y amida no
solo fuesen utilizados con fuente de carbono, sino que también como fuente adicional de
nitrégeno. Estas fuentes y las demas identificadas como el tween 80, el tween 40 y el éster
metilico del &cido piravico pueden haber llevado a la induccién de la produccion de los
guelantes de hierro en Acinetobacter sp. CBIO117 actuando como precursores de la
molécula final. Para aclarar cualquiera de estas hipétesis, es necesario realizar estudios
en los que se evalle el efecto de la concentracidén de estas fuentes en la produccion de
sideréforos del aislamiento CBIO117. Estos resultados son el primer paso hacia la
identificacion de los sideréforos producidos por este aislamiento al evidenciar las
condiciones en que la molécula puede ser sobreporducida. Ademas, pueden ser utilizados
para iniciar el proceso de optimizacién del medio de cultivo en el que CBIO117 sera crecido

para la continuacién de su uso en estudios de bioprospeccion.

Por dltimo, en términos biotecnoldgicos, los sider6foros han sido usados en el campo
médico, ambiental y agricola. Para utilizar los sideroforos secretados por los
microorganismos se debe tener en cuenta el riesgo biolégico de la cepa bacteriana, la
estructura quimica del sideroéforo, el pH en donde se utilizara ya que esto condiciona su

efectividad, la cantidad de sideréforo producida y su estabilidad (Soares, 2022).
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En nuestro caso para validar la efectividad de estos sobrenadantes en el control del
marchitamiento vascular del tomate dentro de un programa de manejo integrado del cultivo
se hace necesario realizar experimentos adicionales que nos permitan: a). Optimizar la
produccion del metabolito; b). Evaluar su eficacia por otros mecanismos de acciébn como
la competencia por nutrientes; c¢) ldentificar el tipo de sideréforo(s) presente en los
sobrenadantes; d) Evaluar su estabilidad y si es necesario la aplicacion de adyuvantes; e)
Evaluar su efectividad en suelos infestados naturalmente con Fusarium; f). Evaluar su
eficacia cuando es aplicado via foliar y g). Determinar la dosis y nimero de aplicaciones

en el ciclo del cultivo.
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4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

e A través de este estudio, se identificaron bacterias productoras de sideroforos de
los géneros Acinetobacter sp., Bacillus sp., Delftia sp., Herbaspirillum sp.,
Pseudomonas sp., y Serratia sp., como habitantes de la rizosfera y filosfera de
arboles silvestres de cacao de la region Amazénica de los departamentos del
Caqueta y Putumayo. Esta informacién contribuye al limitado conocimiento que se

tiene de las comunidades bacterianas presentes en la Amazonia Colombiana.

e Se identificd Acinetobacter sp. como el género bacteriano con mayor potencial para

producir sideréforos en condiciones de deficiencia de hierro.

e La participacion de los siderd6foros secretados por los microorganismos como
estrategia para la identificacién de controladores bioldgicos de fitopatégenos queda
demostrada en este estudio. La aplicaciébn preventiva de sobrenadantes con
sideréforos de los aislamientos CBIO024, CBIO086, CBIO117, CBIO123 vy
CBIO159 del género Acinetobacter sp. en plantas de tomate infectadas con
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici redujeron la incidencia y severidad del

marchitamiento vascular.

e El control del marchitamiento vascular en plantas de tomate tratadas con
sobrenadantes con sideréforos de Acinetobacter CBIO117 previamente a la
infeccion con Fol59 puede estar relacionado con un evento de induccién de defensa
en la planta por la via del acido jasménico (MYC2) que le permite contrarrestar la

infeccion contra un patégeno con caracteristicas hemibiotrofas.
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4.2 Recomendaciones

e Realizar la identificacibn molecular de las especies de Acinetobacter sp. mediante

marcadores multilocus (MLSA) gue permitan llegar de manera precisa a la especie.

e Realizar estudios enfocados en la identificacion y caracterizacion quimica de los
sobrenadantes de Acinetobacter sp. (CBIO117) que permitan confirmar la
presencia de sideréforos o de posibles moléculas con potencial biocontrolador.

o Evaluar el potencial de los aislamientos de Acinetobacter sp. como promotores del

crecimiento vegetal.

e Optimizar la produccién de sideréforos de Acinetobacter CBIO117 para continuar
con el desarrollo de estudios que permitan evaluar su potencial biocontrolador en

plantas bajo condiciones semicontroladas.

e Evaluar la expresion de genes involucrados en la regulacion de la captacién de
hierro y genes involucrados en la cascada de sefializacion del acido jasmonico con
el objetivo de construir la via de sefializacién involucrada en la induccién de
resistencia a Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici por accion de los sobrenadantes
de la cepa de Acinetobacter CBIO117.
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