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RESUMEN GENERAL

Desarrollo de Carya illinoinensis (Wangenh) K. Koch en interaccion con
Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal bajo condiciones de
estrés por salinidad.

La salinidad es un problema que representa un desafio para el sector agricola,
comprometiendo la fisiologia y el metabolismo vegetal, lo que conduce a un
desequilibrio i6nico y estrés osmotico. En este contexto, las rizobacterias
promotoras de crecimiento vegetal (PGPR) pueden ser una alternativa para
contrarrestar el problema. Este estudio se enfoca en evaluar la capacidad de la
rizobacteria Bacillus paralicheniformis LBEndol para aumentar la biomasa de las
plantulas, asi como mejorar la resistencia al estrés salino en el nogal pecanero
(Carya illinoinensis), bajo condiciones de estrés por salinidad. Para el desarrollo de
la investigacion se tomaron en cuenta dos variables, la presencia de estrés salino
(50 mM de NaCl) y la inoculacién de las plantulas con la cepa LBEndol, dando
como resultado cuatro tratamientos. La inoculacion se llevé a cabo aplicando 10 ml
de solucién bacteriana a una concentracion de 1x108 UFC/ml directamente en la
base del tallo de las plantulas, posteriormente se regaron cada tercer dia con una
solucion salina. Los resultados del estudio revelaron que la inoculacion con la
rizobacteria LBEndol mejor6 el desarrollo de las plantulas de nogal en ambas
condiciones (con estrés y sin estrés). Este efecto se manifesté en un incremento en
la biomasa de las plantas, evidenciado por un aumento en el peso seco de las hojas,
tallo y raices, asi como en el diametro y altura del tallo. Asimismo, las plantulas que
interactuaron con la PGPR presentaron un aumento en la concentracion de clorofila
y prolina, indicativo de una mejor adaptacion al estrés salino. Ademas, se observo
una reduccion en el dafo foliar, demostrando asi la eficacia de la rizobacteria en
mitigar los efectos de la salinidad. La inoculacion bacteriana también indujo la
regulacion de genes clave involucrados en la respuesta al estrés salino, lo que
sugiere un mecanismo por el cual LBEndol mejora la tolerancia a la salinidad. Este
conjunto de resultados muestra no solo la capacidad de LBEndol para promover el
crecimiento vegetal en condiciones de estrés, sino también su papel en la
modulacién de la respuesta génica de las plantas al estrés salino, ofreciendo nuevas
perspectivas para el manejo de la salinidad en la agricultura.

Palabras clave: Nogal pecanero, bioestimulacion, expresion génica, PGPR
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GENERAL ABSTRACT

Development of Caryaillinoinensis (Wangenh) K. Koch in interaction with
Plant Growth-Promoting Rhizobacteria under salinity stress conditions.

Salinity poses a significant challenge to the agricultural sector, compromising plant
physiology and metabolism, leading to ionic imbalance and osmotic stress. In this
context, plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) can offer an alternative to
mitigate this problem. This study focuses on evaluating the capacity of the
rhizobacterium Bacillus paralicheniformis LBEndol to enhance seedling biomass
and improve resistance to salt stress in pecan (Carya illinoinensis) under salinity
stress conditions. For the development of the research, two variables were
considered: the presence of salt stress (50 mM NaCl) and the inoculation of
seedlings with the LBEndol strain, resulting in four treatments. The inoculation was
carried out by applying 10 ml of bacterial solution at a concentration of 1x108 CFU/ml
directly to the base of the seedling stems, followed by watering every third day with
a saline solution. The study results revealed that inoculation with the LBEndol
rhizobacterium improved the development of pecan seedlings under both stressed
and non-stressed conditions. This effect was manifested by an increase in plant
biomass, evidenced by an increase in the dry weight of leaves, stems, and roots, as
well as in stem diameter and height. Additionally, the seedlings interacting with the
PGPR showed an increase in chlorophyll and proline concentration, indicative of
better adaptation to salt stress. A reduction in foliar damage was also observed,
demonstrating the efficacy of the rhizobacterium in mitigating the effects of salinity.
Bacterial inoculation also induced the regulation of key genes involved in the
response to salt stress, suggesting a mechanism by which LBEndol enhances salt
tolerance. This set of results demonstrates not only the ability of LBEndo1 to promote
plant growth under stress conditions but also its role in modulating the genetic
response of plants to salt stress, offering new perspectives for salinity management
in agriculture

Keywords: Pecan, biostimulation, gene expression, PGPR
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1 INTRODUCCION GENERAL

El nogal pecanero (Carya illinoinensis), valorado tanto por su importancia
econOmica como por sus beneficios nutricionales, se ha establecido firmemente en
el escenario agricola global como un cultivo comercialmente valioso. Originaria del
sur de Estados Unidos y norte de México, esta especie arborea de la familia
Juglandaceae, destaca en la produccion mundial de frutos secos (Rani et al., 2017).
Actualmente, México se ha posicionado como el principal productor mundial de nuez
pecanera, reportando una superficie de cultivo de 146,239 hectareas y una
produccion de 136,947 toneladas en el afio 2021, de acuerdo con Sierra-Zurita et
al. (2023).

En particular, la Comarca Lagunera de Meéxico, con sus condiciones climaticas
Optimas, se ha convertido en un sitio estratégico para el desarrollo del nogal
pecanero, aportando de manera significativa a la economia local y la creacion de
empleos (Sanchez-Ledesma et al., 2023). La adopcion de plantulas de nueces de
polinizacion libre como portainjertos en huertos injertados es una practica comuan en
estas areas de cultivo, lo que refleja la adaptaciéon de las técnicas agrondémicas a

las particularidades del nogal pecanero (Casales et al., 2018).

Este cultivo prefiere naturalmente los entornos cercanos a cuerpos de agua, como
arroyos o rios, favoreciendo los suelos aluviales que son ricos, profundos, bien
drenados y capaces de retener adecuadamente la humedad (Miyamoto et al., 1986).
Sin embargo, su susceptibilidad a la salinidad es notable, tolerando rangos de
conductividad eléctrica de aproximadamente 2 a 3 dS-m™. La exposicién a niveles
superiores puede resultar en un detrimento grave del crecimiento y desarrollo,
pudiendo incluso ser letal para la planta, lo que muestra la importancia de un manejo
cuidadoso del agua y el suelo en las regiones productoras (Miyamoto, 2010;
Miyamoto y Nesbitt, 2011).



El estrés salino representa uno de los mayores desafios abidticos en la agricultura,
impactando severamente la fisiologia y el metabolismo de cultivos como el nogal
pecanero (Liu et al., 2022). Esta condicion adversa induce un desequilibrio i6nico y
estrés osmotico, afectando criticamente la homeostasis hidrica y la distribucion de
iones. Asi como en el nogal pecanero como en el resto de las plantas, la salinidad
compromete la produccién de hojas, el diametro del tallo, el peso de los brotes y el
crecimiento de la raiz, resultando en una reduccion significativa de la biomasa y, por
ende, en una menor produccion de frutos (Ojeda-Barrios et al., 2021). Ademas, altas
concentraciones de sal impactan negativamente en funciones fisiol6gicas clave
como la conductancia estomatica y la capacidad fotosintética, provocando estrés
osmotico, dificultando la capacidad de la planta para absorber agua (Campos-
Villarreal et al., 2017). Esta situacion no solo limita el crecimiento de la planta, sino
que también restringe su capacidad para contrarrestar las especies reactivas de
oxigeno, subrayando la necesidad de desarrollar estrategias efectivas para mejorar

la tolerancia a la salinidad (Farooq et al., 2019).

Frente a este desafio, las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (Plant
Growth Promoting Rizobacteria, PGPR, por sus siglas en inglés) se perfilan como
una solucién innovadora y eficaz. Estos microorganismos benéficos al establecerse
en la rizésfera, desencadenan una serie de mecanismos que potencian la
resistencia de las plantas a condiciones adversas, incluida la salinidad
(Bhattacharyya & Jha, 2012). Las PGPR facilitan este proceso a través de la
produccion de fitohormonas que estimulan el crecimiento, la solubilizacion de
fosfatos y la fijacion de nitrégeno, mejorando asi la nutricion vegetal (Shultana et al.,
2022).

Ademas, producen enzimas especificas como la ACC desaminasa, la cual reduce
los niveles de etileno inducido por estrés en las plantas (Moon & Ali, 2022). Esta
enzima, ha demostrado su capacidad para mitigar el impacto del estrés salino en
cultivos como el tomate, aliviando el estrés abiotico y aumentando la produccion de
biomasa (Orozco-Mosqueda et al., 2019). Tal efecto sugiere un amplio potencial

para aplicaciones en cultivos sensibles a la salinidad, como el nogal pecanero,



abriendo nuevas vias para mejorar su resistencia y productividad bajo condiciones
de estrés salino (Gupta et al., 2021). Esta aproximacion biotecnolégica no solo
ofrece un método sostenible para contrarrestar los efectos adversos de la salinidad
en la agricultura, sino que también muestra la importancia de las interacciones
planta-microorganismo en el desarrollo de estrategias de manejo agricola mas

resilientes y eficientes (Ji et al., 2020).

La respuesta genética de las plantas al estrés salino incorpora tanto mecanismos
propios como los mecanismos relacionados con la interaccion con PGPR, que
modulan esta respuesta a nivel molecular (Khan et al., 2020). Las PGPR, como
ciertas cepas de Bacillus, influyen en la expresién génica de las plantas para mejorar
su tolerancia al estrés salino (Khan et al., 2021). Estas bacterias pueden incrementar
la expresion de genes responsables de la sintesis de osmoprotectores, tales como
la prolina, y activar la expresion de genes que codifican para enzimas antioxidantes,
contribuyendo a una mejor adaptacion de las plantas a ambientes salinos
(Shavalikohshori et al., 2020; Ghosh & Mohapatra 2017). Un ejemplo especifico es
la capacidad de Bacillus oryzicola para aumentar los niveles de expresion del gen
SOS en Arabidopsis thaliana, lo que resulta en una mejor regulacion del transporte
de sodio y potasio, esencial para el mantenimiento de la homeostasis i6nica bajo

estrés por sal (Baek et al., 2020).

En este contexto, este estudio se enfoca en los efectos de la rizobacteria Bacillus
paralicheniformis LBEndol en plantulas de nogal pecanero bajo estrés salino. A
través de un andlisis que incluye aspectos morfométricos, bioquimicos y genéticos,
se busca evaluar como la inoculacion con PGPR mejora la tolerancia al estrés
salino. Este enfoque integral pretende desarrollar estrategias de mitigacion del
estrés salino mas efectivas, contribuyendo a la sostenibilidad y productividad del

cultivo frente a desafios ambientales como la salinidad.

Este estudio no solo resalta el papel crucial de las PGPR en enfrentar desafios
ambientales, sino que también subraya la importancia de la investigacion cientifica
para descubrir soluciones innovadoras que permitan a los cultivos como el nogal

pecanero prosperar en condiciones adversas.



1.2 LITERATURA CITADA

Baek, D., Rokibuzzaman, M., Khan, A., Kim, M. C., Park, H. J., Yun, D. J., &
Chung, Y. R. (2020). Plant-growth promoting Bacillus oryzicola YC7007
modulates stress-response gene expression and provides protection from
salt stress. Frontiers in Plant Science, 10, 497302.

Bhattacharyya, P. N., & Jha, D. K. (2012). Plant growth-promoting rhizobacteria
(PGPR): emergence in agriculture. World Journal of Microbiology and
Biotechnology, 28(4), 1327-1350.

Campos-Villarreal, A. G., Arreola-Avila, J. G., Chavez-Simental, J. A., Trejo
Calzada, R., Borja de la Rosa, A., Lopez Santos, A., & Hernandez Salgado,
J. R. (2017). Physiological response, ion accumulation and dry weight of
pecan (Carya illinoinensis (Wangenh) K. Koch) rootstocks grown under
saline stress conditions. Interciencia, 42(11), 744-749.

Casales, F. G., van der Watt, E., & Coetzer, G. M. (2018). Propagation of pecan
(Carya illinoensis): A review. African Journal of Biotechnology, 17, 586-605.

Farooq, M. A., Niazi, A. K., Akhtar, J., Farooq, M., Souri, Z., Karimi, N., & Rengel,
Z. (2019). Acquiring control: The evolution of ROS-Induced oxidative stress
and redox signaling pathways in plant stress responses. Plant Physiology
and Biochemistry, 141, 353-369.

Ghosh, D., Sen, S., & Mohapatra, S. (2017). Modulation of proline metabolic gene
expression in Arabidopsis thaliana under water-stressed conditions by a
drought-mitigating Pseudomonas putida strain. Annals of Microbiology, 67,
655-668.

Gupta, A., Bano, A,, Rai, S., Kumar, M., Ali, J., Sharma, S., & Pathak, N. (2021).
ACC deaminase producing plant growth promoting rhizobacteria enhance
salinity stress tolerance in Pisum sativum. 3 Biotech, 11(12), 514.

Ji, J., Yuan, D., Jin, C., Wang, G., Li, X., & Guan, C. (2020). Enhancement of
growth and salt tolerance of rice seedlings (Oryza sativa L.) by regulating
ethylene production with a novel halotolerant PGPR strain Glutamicibacter
sp. YDO1 containing ACC deaminase activity. Acta Physiologiae Plantarum,
42, 1-17.

Khan, M. A., Hamayun, M., Asaf, S., Khan, M., Yun, B. W., Kang, S. M., & Lee, I. J.
(2021). Rhizospheric Bacillus spp. rescues plant growth under salinity stress
via regulating gene expression, endogenous hormones, and antioxidant
system of Oryza sativa L. Frontiers in Plant Science, 12, 665590.



Khan, N., Bano, A., Ali, S., & Babar, M. A. (2020). Crosstalk amongst
phytohormones from planta and PGPR under biotic and abiotic stresses.
Plant Growth Regulation, 90, 189-203.

Liu, J., Ma, J. Y., Zhang, J. C., Ma, S. L., Wang, Y. H., Nie, H., & Cao, P. X. (2022).
Effects of different soil improvement measures on the growth of Carya
illinoensis in saline soil in northern Jiangsu Province.

Miyamoto, S. (2010). Supplement of Diagnosis and Management of Salinity
Problems in Irrigated Pecan Production: Salt Leaching; Technical Report N°©
387A. Texas Water Resources Institute: College Station, TX, USA.

Miyamoto, S., & Nesbitt, M. (2011). Effectiveness of soil salinity management
practices in basin-irrigated pecan orchards. HortTechnology, 21, 569-576.

Miyamoto, S., Riley, T., Gobran, G., & Petticrew, J. (1986). Effects of saline water
irrigation on soil salinity, pecan tree growth and nut production. Irrigation
Science, 7, 83-95.

Moon, Y. S., & Ali, S. (2022). Possible mechanisms for the equilibrium of ACC and
role of ACC deaminase-producing bacteria. Applied Microbiology and
Biotechnology, 106(3), 877-887.

Ojeda-Barrios, D., Benavides-Mendoza, A., Herndndez-Rodriguez, A., Orozco-
Meléndez, L. R., & Sanchez, E. (2021). Causes, effects, and management
of salinity problems in pecan production in North Mexico. In Saline and
Alkaline Soils in Latin America: Natural Resources, Management and
Productive Alternatives (pp. 177-187).

Orozco-Mosqueda, M. D. C., Duan, J., DiBernardo, M., Zetter, E., Campos-Garcia,
J., Glick, B. R., & Santoyo, G. (2019). The production of ACC deaminase
and trehalose by the plant growth promoting bacterium Pseudomonas sp.
UW4 synergistically protect tomato plants against salt stress. Frontiers in
Microbiology, 10, 1392.

Rani, S., Sharma, A., Wali, V. K., Kour, K., Sharma, M., & Sharma, M. (2017).
Evaluation of genetic diversity of pecan nut (Carya illinoensis (Wang) K.
Koch.) in Jammu region. Indian Journal of Horticulture, 74(4), 601-603.

Sanchez-Ledesma, J. A., Garibay-Orijel, R., Guevara-Guerrero, G., Avila-
Rodriguez, V., & Arreola-Avila, J. G. (2023). Macromicetos asociados con
Carya illinoinensis en La Comarca Lagunera, México. Revista Mexicana de
Biodiversidad, 94.



Shavalikohshori, O., Zalaghi, R., Sorkheh, K., & Enaytizamir, N. (2020). The
expression of proline production/degradation genes under salinity and
cadmium stresses in Triticum aestivum inoculated with Pseudomonas sp.
International Journal of Environmental Science and Technology, 17, 2233-
2242.

Shultana, R., Zuan, A. T. K., Naher, U. A,, Islam, A. M., Rana, M. M., Rashid, M.
H., ... & Hasan, A. K. (2022). The PGPR mechanisms of salt stress
adaptation and plant growth promotion. Agronomy, 12(10), 2266.

Sierra-Zurita, D., Santana-Espinoza, S., Rosales-Serna, R., Rios-Saucedo, J. C., &
Carrillo-Parra, A. (2023). Productivity and Characterization of Biomass
Obtained from Pruning of Walnut Orchards in México. Energies, 16(14),
2243.



1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo general

e Evaluar los efectos de Bacillus paralicheniformis LBEndol sobre Carya
illinoinensis en condiciones de salinidad a nivel morfolégico, bioquimico y
genético.

1.3.2 Objetivos especificos

¢ Analizar el crecimiento de Carya illinoinensis en condiciones de salinidad y
su interaccion con rizobacterias (respuesta morfologica).

e Analizar la produccién de prolina, clorofila, contenido de Na* y CI- en hojas
de Carya illinoinensis (respuesta bioquimica).

e Analizar la expresion de genes relacionados con el estrés salino en Carya
illinoinensis (respuesta génica).

1.4 HIPOTESIS

La inoculacion de Carya illinoinensis (nogal pecanero) con la rizobacteria Bacillus
paralicheniformis LBEndol mejora la resistencia al estrés salino y promueve un
mayor crecimiento y desarrollo de las plantas, a través de modificaciones
morfologicas, incremento en la produccion de compuestos bioquimicos como la
prolina y la clorofila, y la modulacién de genes relacionados con la respuesta al

estrés salino.



CAPITULO Il

2 REVISION DE LITERATURA

2.1 IMPORTANCIA ECONOMICA Y NUTRICIONAL DE Carya illinoinensis

Carya illinoinensis, comunmente conocido como nogal pecanero, es un arbol nativo
de América del Norte y se ha convertido en uno de los cultivos mas valiosos a nivel
mundial, tanto por su importancia econdémica como por sus beneficios nutricionales
Oliveira et al., 2021). La nuez pecanera es apreciada por su rico contenido
nutricional, incluyendo proteinas, grasas saludables, especialmente acidos grasos
omega-3, vitaminas y minerales esenciales como zinc, magnesio y potasio
(Atanasov et al., 2018). Estas propiedades nutricionales hacen de la huez pecanera
un alimento altamente recomendable para una dieta saludable (Flores-Cordova et
al., 2016).

Desde una perspectiva econdmica, el nogal pecanero ha mostrado un crecimiento
impresionante en términos de produccion y demanda global (Cambareri et al.,
2023). Segun Sierra-Zurita et al. (2023), México se ha posicionado como el lider
mundial en la producciobn de nueces pecaneras, con un area de cultivo de
aproximadamente 146,239 hectareas y una produccion de 136,947 toneladas en
2021. Esta expansion en la produccion se debe, en parte, a la creciente demanda
internacional de nueces pecaneras, impulsada tanto por sus beneficios nutricionales

como por su versatilidad en la cocina y la industria alimentaria (Maciel et al., 2020).

La produccion de nueces pecaneras contribuye significativamente a la economia
local en las regiones productoras, especialmente en el norte de México y el sur de
los Estados Unidos, donde las condiciones climaticas son éptimas para su cultivo
(Casales et al., 2018). La industria no solo genera empleo directo en las areas de
cultivo, sino que también impulsa la economia a través de la cadena de valor,
incluyendo procesamiento, comercializacion y exportacién (Tarango-Rivero, 2004).

Ademas, la adopcion de practicas agrondmicas innovadoras ha mejorado la



eficiencia en la produccion y calidad del fruto, reflejando la adaptacion de la industria

a los desafios del mercado global (Pineda Argandar, 2019).

En la Comarca Lagunera de México, una region situada entre los estados de
Coahuila y Durango, la produccion de nuez pecanera se ha consolidado como una
actividad agricola de notable importancia econdmica y social (Sanchez-Ledesma et
al., 2023). Esta area se distingue por sus condiciones climaticas idoneas, como la
precipitacion anual, asi como la disponibilidad de agua de riego proveniente del rio
Nazas y las temperaturas que van desde los -7 °C en invierno hasta los 45 °C en
verano, condiciones que favorecen el desarrollo y la calidad del nogal pecanero,
haciendo de la Comarca Lagunera uno de los principales nucleos de produccion de

nuez en México (Cervantes-Vazquez et al., 2018).

El cultivo del nogal en la Comarca Lagunera no solo contribuye significativamente
al volumen total de la produccién nacional, colocando a México en una posicion lider
a nivel mundial en la produccion de nueces pecaneras (Sierra-Zurita et al., 2023),
sino que también impulsa el desarrollo econémico local a través de la creacion de
empleos y la generacion de ingresos para miles de familias (Sanchez-Ledesma et
al., 2023).

No obstante, la industria del nogal pecanero enfrenta desafios significativos,
especialmente relacionados con el estrés abiético como la salinidad del suelo, que
puede afectar negativamente el crecimiento y desarrollo de las plantas, reduciendo
la productividad y la calidad de la nuez (Campos-Villarreal et al., 2017). En este
contexto, la investigacion y aplicacibn de tecnologias agricolas avanzadas,
incluyendo el uso de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal, emerge
como una estrategia prometedora para mejorar la tolerancia al estrés salino y
asegurar la sostenibilidad de la produccion de nuez pecanera (Shi et al., 2022;

Palacio-Rodriguez et al., 2023).



2.2 BIOLOGIA Y ECOLOGIA DE Carya illinoinensis

Carya illinoinensis, comunmente conocido como nogal pecanero, es miembro de la
familia Juglandaceae. Este arbol, es originario del sur de Estados Unidos y norte de
México, se ha adaptado exitosamente a diversas condiciones climaticas en varias
partes del mundo (Grauke & Mendoza-Herrera, 2011). Este éxito se refleja en su
expansion global, con cultivos establecidos en regiones tan variadas como China,
Australia, Brasil y Sudafrica, lo cual evidencia su notable capacidad de adaptacion
(FAO, 2023).

Desde una perspectiva taxonémica, el nogal pecanero se clasifica en el Reino
Plantae, perteneciendo a la Clase Magnoliopsida, Orden Juglandales, Familia,
Juglandaceae y género, Carya. Capaz de alcanzar alturas que van entre 30 y 55
metros, el nogal pecanero se caracteriza por un dosel expansivo de méas de 2 metros
de diametro (Casales et al., 2018). La planta es monoica, presentando flores
masculinas y femeninas en el mismo arbol, lo que facilita una polinizacion eficiente
por el viento. Sus hojas, caducifolias y compuestas, son imparipinnadas y presentan
variaciones en longitud y color segun el cultivar, subrayando la diversidad biol6gica

dentro de la especie (Urrea y Urzla, 2016).

El entorno preferido del nogal pecanero incluye proximidades a cuerpos de agua,
donde los suelos aluviales, ricos y bien drenados, ofrecen las condiciones ideales
para su desarrollo. Esta afinidad por suelos fértiles y bien drenados destaca la
importancia de una gestion del agua cuidadosa para maximizar el rendimiento del
cultivo (Miyamoto et al., 1986). La robustez de esta especie ante diferentes
condiciones ambientales subraya su potencial para la expansién agricola, siempre
y cuando se mantengan practicas de manejo adecuadas que respeten sus

necesidades ecoldgicas (McCarthy & Quinn, 1990).

El ciclo de vida del nogal pecanero es un proceso fenolégico complejo que inicia
con el endoletargo, un estado de dormancia que precede a la brotacion en marzo.
La floracion sigue en primavera, marcando un periodo crucial para la polinizacion y

la formacién de frutos. El riego, que se inicia en junio, marca el comienzo de la
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formacion del fruto, culminando con la maduracién y cosecha de la nuez entre
octubre y diciembre (Casales et al., 2018). Este ciclo detallado es fundamental para
el manejo agronémico del cultivo, ya que permite a los agricultores sincronizar las
practicas de manejo con las etapas de desarrollo de la planta, optimizando asi el
rendimiento y la calidad de la cosecha (Godoy et al., 2000).

La comprension profunda del ciclo de vida y la fenologia de Carya illinoinensis es
crucial para enfrentar los retos del cambio climatico y garantizar una produccién
sostenible. Los productores deben adaptar sus précticas de manejo a las
necesidades especificas de cada etapa fenoldgica, asegurando asi la resiliencia y
productividad del cultivo en un contexto de variabilidad climéatica (Grageda et al.,
2016; Wang, 2022).

2.3 ESTRES SALINO EN PLANTAS

2.3.1 Definicién y Causas del Estrés Salino

El estrés salino es un problema agricola significativo que afecta a la productividad
de los cultivos en muchas regiones del mundo. Se define como la condicion adversa
provocada por la concentracion elevada de sales solubles en el suelo, la cual impide
el crecimiento y desarrollo normal de las plantas (Mushtaq, 2020). Las causas del
estrés salino pueden variar e incluyen tanto factores naturales como
antropogénicos. Naturalmente, puede originarse por la acumulacién de sales a
través de la evaporacion del agua superficial en climas aridos y semiaridos. El riego
excesivo con agua de mala calidad, la mala gestién del drenaje y la utilizacién de

fertilizantes sintéticos pueden incrementar la salinidad del suelo (Hao et al., 2021).

2.3.2 Efectos del Estrés Salino en Plantas

El estrés salino ejerce un impacto profundo en la fisiologia y bioquimica de las
plantas, alterando desde la absorcion de agua y nutrientes hasta la integridad celular

y el equilibrio osmatico (Zhao et al., 2021).
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2.2.3 Efectos Fisioldgicos

Limitacion en la Absorcion de Agua: La presencia de altas
concentraciones de sales en el suelo crea un gradiente de potencial hidrico
desfavorable, dificultando la absorcion de agua por las raices. Esta condicion
osmotica adversa provoca una reduccion en la turgencia de las células,
afectando el crecimiento celular y, por consiguiente, el desarrollo de la planta
(Shahid et al., 2020).

Toxicidad lonica: Mas alld de los efectos osmoticos, la salinidad induce
toxicidad ionica, principalmente debido a iones especificos como Na* y CI.
Estos iones pueden acumularse en concentraciones toxicas en las hojas,
interfiriendo con la fotosintesis y otros procesos celulares esenciales. La
toxicidad iénica puede resultar en necrosis foliar, senescencia anticipada vy,
en casos extremos, la muerte de la planta (Arif et al., 2020).

Alteraciéon en la Nutricion Mineral: La salinidad compite con la absorcion
de nutrientes esenciales, como el potasio (K*), el calcio (Ca?*) y el magnesio
(Mg?*), desequilibrando el estado nutricional de la planta. Este antagonismo
en la absorcion de iones afecta varios procesos metabdlicos y puede

conducir a deficiencias nutricionales especificas (Loudari et al., 2020).

2.3.4 Efectos Bioquimicos

Produccién de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS): Bajo estrés salino,
las plantas experimentan un aumento en la produccién de ROS, tales como
el oxigeno (O2), peréxido de hidrégeno (H202) y radicales hidroxilo (OH).
Estas moléculas altamente reactivas pueden dafiar las membranas celulares,
proteinas, lipidos y acidos nucleicos, conduciendo al estrés oxidativo (Shahid
et al., 2020).

Modificaciones en el Metabolismo de Lipidos: La integridad de las
membranas celulares se ve comprometida bajo estrés salino, en parte debido
a la peroxidacion de lipidos inducida por las ROS. Estos cambios en la

composicion lipidica afectan la fluidez y la funcionalidad de las membranas,
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impactando procesos vitales como el transporte de iones y el metabolismo
energético (Kesawat et al., 2023).

Induccidon de Respuestas Antioxidantes: Como mecanismo de defensa,
las plantas activan sistemas antioxidantes, tanto enzimaticos como no
enzimaticos, para mitigar el dafio causado por las ROS. Enzimas como la
superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y peroxidasas (POD), junto con
moléculas antioxidantes como glutation y &cido ascorbico, juegan roles
cruciales en la detoxificacion de las ROS (Chaudhry et al., 2021).

Ajustes en Metabolitos Secundarios: Bajo condiciones de estrés salino, se
observa un incremento en la sintesis de metabolitos secundarios, como los
fenoles y flavonoides, que contribuyen a la proteccion contra el estrés
oxidativo y mejoran la tolerancia a la salinidad. Estos compuestos tienen
propiedades antioxidantes y pueden actuar como osmoprotectores o agentes
de detoxificacion (Rodriguez-Salinas et al., 2022).

2.3.5 Mecanismos de las Plantas para Tolerar la Salinidad

Los mecanismos de tolerancia a la salinidad en plantas son fundamentales para su

supervivencia y productividad en ambientes salinos. Estos mecanismos no solo

permiten a las plantas sobrevivir en condiciones adversas sino también completar

su ciclo de vida. Profundicemos en cada uno de estos mecanismos de tolerancia: la

evasion de sal, la exclusion de sal y el ajuste osmaético (Mushtaq et al., 2020).

2.3.6 Evasioén de Sal

La evasion de sal es un mecanismo mediante el cual las plantas minimizan el

contacto con las sales téxicas presentes en el suelo (Acosta-Motos et al., 2017).

Este mecanismo implica una serie de estrategias adaptativas, incluyendo:

Modificaciones Morfoldgicas: Cambios en la arquitectura de la raiz, como
el crecimiento de raices mas profundas o en direcciones que evitan areas de
alta concentracion de sal, permiten a la planta acceder a fuentes de agua

menos salinas (Acosta-Motos et al., 2017).
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Ciclo de Vida Acelerado: Algunas especies de plantas pueden acelerar su
ciclo de vida para completar su desarrollo antes de que la acumulacion de
sal alcance niveles criticos. Este mecanismo es particularmente observable

en plantas anuales en ambientes salinos (Zhang et al., 2016).

2.3.7 Exclusion de Sal

La exclusion de sal implica el control activo de la absorcion y el transporte de iones,

evitando la acumulacion de iones toxicos, especialmente Na* y CI,, en los tejidos

sensibles como las hojas jovenes y los meristemos (Wu & Li, 2019). Este

mecanismo se basa en varios procesos:

Barreras Radiculares a la Entrada de Sal: Las raices pueden actuar como
barreras efectivas, limitando la cantidad de iones de sal que ingresan a la
planta. Esto se logra mediante la seleccion activa de iones en las membranas
celulares de las raices (Cheng et al., 2020).

Transporte de Sal hacia Organos de Almacenamiento: Las plantas
pueden transportar activamente los iones de sal desde las raices hacia
organos de almacenamiento como las hojas viejas o0 estructuras
especializadas, donde la sal puede acumularse sin afectar las funciones
vitales. Eventualmente, estas partes de la planta pueden ser descartadas,

eliminando asi la sal acumulada (Hameed et al., 2021).

2.3.8 Ajuste Osmotico

El ajuste osmoético es un mecanismo que permite a las células de las plantas

mantener su turgencia y funcionamiento celular bajo estrés salino (Liao et al., 2022).

Esto implica:

Acumulacién de Solutos Compatibles: Las plantas sintetizan o acumulan
solutos compatibles, como prolina, glicina betaina, azucares solubles y
polioles, que no interfieren con las reacciones bioquimicas celulares. Estos
compuestos bajan el potencial osmético dentro de las células, permitiendo la

absorcion de agua incluso bajo condiciones salinas (Liao et al., 2022).
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e Regulacion de lones: Ademas de acumular solutos organicos, las plantas
regulan los niveles de iones especificos dentro de sus células, equilibrando
la presién osmotica sin causar toxicidad. El potasio (K*) juega un papel crucial
en este equilibrio, reemplazando a los iones Na* en las células (Choudhary
et al.., 2023).

2.4 ROL DE LAS PGPR

2.4.1 ;Qué son las PGPR?

Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR por sus siglas en
inglés) son esenciales para la salud y el crecimiento de las plantas, ofreciendo una
alternativa sostenible a los fertilizantes sintéticos y pesticidas quimicos. Estos
microorganismos, que colonizan tanto la rizésfera como los tejidos internos de las
plantas, principalmente la raiz, juegan roles clave en la mejora de la nutricion
vegetal, la sintesis de fitohormonas, la solubilizacion de minerales esenciales y la
proteccion contra patdgenos y diversos tipos de estreses ambientales (Jha & Saraf,
2015). Al favorecer el desarrollo vegetal y la resiliencia a condiciones de estrés tanto
biético como abidtico mediante una gran variedad de mecanismos naturales, las
PGPR destacan por su potencial en practicas agricolas sostenibles, marcando un
camino hacia una agricultura mas ecoldgica y eficiente, promoviendo un futuro
donde la produccién agricola, se logra de manera mas armoniosa con el planeta
(Nazari & Smith, 2020).

2.4.2 Definicién de PGPR

Las PGPR son un grupo diverso de bacterias que se encuentran asociadas con la
zona de la raiz de las plantas, donde ejercen efectos benéficos sobre el crecimiento
y desarrollo vegetal (Bhattacharyya & Jha 2012). Su capacidad para promover el
crecimiento en las plantas, radica en su habilidad para realizar funciones biologicas
gue afectan positivamente la nutricibn vegetal, la salud de las plantas y su
resistencia a los estreses ambientales. Estas bacterias acttan a través de multiples
mecanismos, que van desde la mejora de la disponibilidad de nutrientes en el suelo

hasta la induccion de resistencia contra patdgenos y estrés abiotico (Mushtaq et al.,
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2020). Estos microorganismos pueden provenir de una amplia gama de géneros

bacterianos, incluidos, pero no limitados a, Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium,

Azospirillum, y Azotobacter (Widawati, 2015).

2.4.3 Clasificacion de las PGPR

La clasificacion de las PGPR se fundamenta en su localizacion especifica en

relacion con la planta huésped, lo cual es esencial para entender sus mecanismos

de accion y los beneficios que aportan al crecimiento y desarrollo de las plantas.

Esta clasificacion divide a las PGPR en dos categorias principales: rizosféricas y

endofiticas, cada una ofreciendo ventajas a través de sus interacciones especificas

con la planta.

Bacterias Rizosféricas

Las bacterias rizosféricas habitan la rizosfera, que es la region del suelo
influenciada por las raices de las plantas. Esta zona es particularmente rica
en exudados radiculares, que incluyen una variedad de compuestos
organicos como azucares, aminoacidos, acidos organicos, y otros, los cuales
sirven como fuentes de nutrientes para las bacterias (Khan, 2020). Las PGPR
rizosféricas promueven el crecimiento de las plantas principalmente a través
de la mejora de la disponibilidad de nutrientes, la producciéon de hormonas
vegetales, la solubilizacién de minerales y la proteccion contra patégenos del
suelo (Gupta et al., 2021).

Bacterias Endofiticas

Las bacterias endofiticas residen dentro de los tejidos de las plantas sin
causar dafo o sintomas de enfermedad. Pueden colonizar una variedad de
tejidos vegetales, incluyendo raices, tallos, hojas y semillas (Santoyo et al.,
2021; Adeleke et al., 2021). La relacion entre las bacterias endofiticas y sus
plantas hospederas es mas intima que la observada con las bacterias
rizosféricas, lo que a menudo resulta en una influencia mas directa sobre el
crecimiento y la salud de la planta (Bhat et al., 2023). Estas bacterias pueden
promover el crecimiento vegetal mediante mecanismos como la fijacion de

nitrogeno, la sintesis de hormonas vegetales, la mejora de la absorcion de
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nutrientes y la induccion de resistencia sistémica contra enfermedades y
estrés ambiental (Khan, 2020).

2.4.4 Mecanismos de las PGPR

Las PGPR promueven el crecimiento de las plantas y mitigacion del estrés a través

de varios mecanismos, que incluyen:

Fijacion de Nitrégeno: Algunas PGPR son capaces de fijar el nitrdgeno
gaseoso (N2) atmosférico en amonio (NHas), una forma de nitrégeno que las
plantas pueden absorber y utilizar para sintetizar proteinas, acidos nucleicos
y otros compuestos organicos vitales para su crecimiento y desarrollo. Este
proceso es crucial para el crecimiento vegetal, especialmente en suelos con
deficiencia de nitrégeno (Singh et al., 2023). Las PGPR fijadoras de
nitrdgeno, como ciertas cepas de los géneros Rhizobium, Azospirillum, y
Azotobacter, establecen una asociacion simbidtica con las raices de las
plantas (Aasfar et al., 2021). En el caso de Rhizobium, esta asociacion
implica la formacion de nédulos en las raices de leguminosas, donde el
nitrdgeno atmosférico es convertido en amonio en un ambiente protegido y
de baja concentracion de oxigeno, que es critico para la actividad de la
nitrogenasa, (Lindstrétm & Mousavi, 2020). Azospirillum y Azotobacter, por
otro lado, pueden ejercer su efecto fijador de nitrégeno sin formar estructuras
nodulares, beneficiando asi a una gama mas amplia de especies vegetales
(Prusty et al., 2023).

Solubilizacion de Fosfatos: EIl fésforo es un nutriente esencial para las
plantas, crucial para procesos fisiologicos como la fotosintesis, la
transferencia de energia y la sintesis de acidos nucleicos. Sin embargo, la
mayor parte del fosforo en el suelo se encuentra en forma de fosfatos
inorganicos insolubles, no disponibles para las plantas. Las PGPR solubilizan
estos fosfatos mediante la produccion de acidos organicos, que acidifican el
entorno del suelo y convierten el fésforo a formas solubles y asimilables por
las plantas. Este proceso mejora la eficiencia de uso del fosforo en los

cultivos y puede reducir la dependencia de los fertilizantes fosfatados
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sintéticos, con el consiguiente beneficio ambiental y econémico (Yazdani et
al., 2009).

Produccién de Sidero6foros: El hierro es otro elemento crucial para las
plantas, necesario para procesos como la sintesis de clorofila y la funcién de
las enzimas en rutas metabdlicas esenciales. A pesar de ser abundante en
la corteza terrestre, el hierro a menudo esté en formas oxidadas que no son
facilmente accesibles para las plantas. Las PGPR producen sideréforos,
moléculas especializadas en la quelacion de hierro, que se unen fuertemente
al hierro disponible en el suelo y forman complejos que las plantas pueden
absorber. Este mecanismo no solo mejora la nutricion de hierro de las
plantas, sino que también puede suprimir el crecimiento de patdégenos al
limitar su acceso al hierro, teniendo también un efecto de biocontrol.
(Timofeeva et al., 2023).

Produccién de Hormonas Vegetales: La produccion de hormonas
vegetales por las PGPR es un aspecto fundamental de su capacidad para
influir en el crecimiento y desarrollo de las plantas. Entre las hormonas mas
importantes que sintetizan las PGPR se encuentran las auxinas, citoquininas,
y giberelinas, cada una con roles especificos que promueven el crecimiento
vegetal a través de la estimulacion de procesos como la expansion de las
raices, el aumento de la absorcién de agua y nutrientes, y la mejora de la
resistencia a condiciones adversas (Hussain et al., 2023).

En el caso de las auxinas, particularmente el &cido indol-3-acético (IAA), son
cruciales para el desarrollo de las raices y la diferenciacion celular. EI 1AA
producido por las PGPR estimula la elongacién de las células radiculares y
la formacion de raices laterales y pelos radiculares, aumentando
significativamente la superficie de absorcion de la planta (Dashti et al., 2021).
Por otro lado, las citoquininas juegan un papel esencial en la division celular,
el crecimiento y la diferenciacion de los tejidos, y la senescencia de las
plantas. La produccién de citoquininas por las PGPR puede ayudar a
equilibrar el efecto de las auxinas, promoviendo un crecimiento armonioso de

la planta. Las citoquininas también estan implicadas en la respuesta de la
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planta a factores ambientales, ayudando a mitigar los efectos del estrés y
potenciando la salud y la vitalidad de las plantas (Liu et al., 2013).
Las giberelinas son importantes para la germinaciéon de semillas, el
alargamiento de tallos, y la floracién. Las PGPR que producen giberelinas
pueden mejorar estos procesos, facilitando un crecimiento mas rapido y
eficiente de las plantas. La presencia de giberelinas puede ser especialmente
benéfica en la superacién de condiciones de estrés, que pueden inhibir la
germinacion y el crecimiento (Kang et al.,2012).

¢ Induccién de Resistencia Sistémica: Las PGPR desempefian un papel
crucial en la induccion de resistencia sistémica en las plantas, protegiéndolas
contra una amplia variedad de patdégenos y condiciones de estrés abiético,
como la salinidad, mediante la activacion de rutas de sefalizacion
defensivas. Este mecanismo, involucra la produccion de moléculas
sefalizadoras por las PGPR, incluyendo fitohormonas como el acido
salicilico, el &cido jasménico y etileno que son percibidas por la planta,
desencadenando una cascada de reacciones bioquimicas que activan genes
relacionados con la defensa. Esta induccion de resistencia no solo refuerza
las barreras fisicas y quimicas de la planta contra atagues externos, sino que
también establece una "memoria inmunitaria”, permitiendo una respuesta

mas rapida y eficaz ante futuros ataques o estrés (Meena et al., 2020).
2.4.5 Ejemplos de PGPR en la Mejora de la Tolerancia a la Salinidad

El uso de Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal (PGPR) para mejorar
la tolerancia a la salinidad en cultivos ha mostrado resultados prometedores en
diversas investigaciones. Por ejemplo, la co-inoculacion de trigo con Bacillus subtilis
y Arthrobacter sp. ha demostrado una capacidad notable para tolerar
concentraciones de hasta el 8% de NaCl. Estas cepas mejoraron la biomasa seca,
los azlcares solubles totales y el contenido de prolina del trigo bajo varios
regimenes de salinidad, ademas de reducir significativamente el contenido de sodio
comparado con las inoculaciones individuales y los controles. Este efecto es

particularmente notable dado que la actividad de las enzimas antioxidantes, como
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la catalasa, se redujo bajo condiciones de estrés salino, lo que sugiere un potencial
considerable para el uso de estas PGPR en la mitigacion del estrés en las plantas
de trigo (Upadhyay et al., 2012).

En el caso del tomate, Pseudomonas putida UW4, que produce la enzima ACC
deaminasa, ha sido efectiva en reducir los niveles de etileno relacionados con el
estrés, facilitando asi un mayor crecimiento. En estudios realizados, esta bacteria
no solo mejoré la longitud de los brotes, la masa fresca y seca y la concentracion
de clorofila de las plantulas de tomate, sino que también indujo la expresion de
genes Toc GTPasa en el aparato de importacién de proteinas del cloroplasto, lo que
es crucial para facilitar la importacién de proteinas involucradas en la respuesta al
estrés. Estos resultados indican una ruta clara a través de la cual Pseudomonas
putida puede mitigar los efectos adversos de la salinidad en las plantas de tomate
(Yan et al., 2014).

Por otro lado, Bacillus megaterium ha mostrado mejorar la respuesta al estrés salino
en maiz, afectando el crecimiento de las raices, el area de hojas necroticas, y el
contenido relativo de agua en las hojas. Se encontré que las plantas inoculadas
mantenian mayores valores de L bajo condiciones de control y estrés salino que las
no inoculadas, lo cual se correlacion6 con una mayor cantidad de la proteina PIP2
en sus raices bajo condiciones salinas. Este estudio sugiere que la modificaciéon en
la expresion y abundancia de las acuaporinas PIP por parte de la inoculacién con
Bacillus megaterium podria ser una de las causas de la mejora en la respuesta de

las plantas a la sal (Marulanda et al., 2010).

2.5 RESPUESTA GENETICA DE LAS PLANTAS AL ESTRES SALINO

La respuesta genética de las plantas al estrés salino es una adaptacion critica que
permite la supervivencia en ambientes adversos, mediante la activacion de genes
especificos que regulan procesos desde la retencion de agua hasta el equilibrio
ionico y el metabolismo antioxidante (Li et al.,, 2020). Esta respuesta se ve

notablemente influenciada por la asociacion con rizobacterias promotoras del
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crecimiento vegetal (PGPR), las cuales juegan un papel fundamental en la

modulacion de la expresion génica de la planta bajo estrés, a través de mecanismos

que incluyen la induccion de genes relacionados con hormonas vegetales, la

potenciacion de la eliminacion de especies reactivas de oxigeno y la activacion de

vias de respuesta al estrés y transcripcion (Gururani et al., 2013).

2.5.1 Genes Implicados en la Respuesta al Estrés Salino

Modulacion de la Expresion Génica por PGPR en Condiciones de
Estrés: La modulacion de la expresion génica por las rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) en condiciones de estrés salino
destaca el papel significativo de estos microorganismos en la adaptacion de
las plantas a ambientes hostiles. Este proceso de modulacion implica una
serie de interacciones moleculares complejas que facilitan no solo la
supervivencia de las plantas sino también su crecimiento y desarrollo 6ptimos
bajo estrés (Olenska et al., 2020).

Antiportadores Na*/H* y Canales de K*: Los antiportadores Na*/H*, como
NHX1, son esenciales para la tolerancia al estrés salino, ya que facilitan el
secuestro de iones Na* en las vacuolas, reduciendo su toxicidad en el citosol.
Esta accion permite a las plantas mantener concentraciones de Na* en el
citoplasma a niveles no letales, mientras se promueve la acumulacion de K¥,
vital para numerosas funciones celulares. Por otro lado, los canales de K",
como HKT1, son fundamentales para la retencién y correcta distribucion de
K*, compensando la interferencia de Na* en la absorcion de K* y asegurando
la estabilidad osmotica y la funcionalidad enzimatica (Bhat et al., 2020).
Sintesis de Osmolitos: La biosintesis de osmolitos compatibles como la
prolina y la glicina betaina, mediada por genes como P5CS y CODA
respectivamente, representa otra estrategia vital de las plantas para combatir
el estrés salino. Estos compuestos osmoprotectores ayudan a las células a
mantener la turgencia, protegen las estructuras celulares y las enzimas del
estrés osmatico y facilitan la disminucion de ROS. La prolina, ademas, actua

como un estabilizador de membranas y proteinas y como un agente de
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sefalizacion que puede inducir la expresion de genes de respuesta al estrés
(Pattnaik et al., 2021).

Genes Antioxidantes: La acumulacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) es un efecto secundario comun del estrés salino. Genes que codifican
enzimas antioxidantes como superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), y
peroxidasa (POD) son inducidos bajo condiciones de estrés salino para
desintoxicar estos ROS. La actividad de estas enzimas es crucial para
prevenir el dafio oxidativo a lipidos de membrana, proteinas, y acidos
nucleicos, contribuyendo significativamente a la tolerancia al estrés salino
(Batool et al., 2020).

2.5.2 Mecanismos de Modulacion por PGPR

Biosintesis de Etileno y Sefializacion Hormonal: La inoculacion con
PGPR puede alterar la dinAmica hormonal de las plantas, particularmente
afectando la biosintesis y sefalizacion del etileno, un regulador clave del
estrés salino. Los genes ACS (sintasa de ACC) y ACO (oxidasa de ACC),
que participan en la sintesis de etileno, pueden ser sobreexpresados en
presencia de PGPR, modulando asi la respuesta de la planta al estrés.
Ademas, las PGPR pueden influir en la sefializacion de jasmonato y acido
salicilico, hormonas implicadas en la respuesta de defensa de la planta,
optimizando la resistencia a multiples estreses (Brunetti et al., 2021).
Activacion de Genes Antioxidantes: Las PGPR pueden inducir la
activacion de genes antioxidantes como APX (ascorbato peroxidasa), CAT
(catalasa) y GST (glutation S-transferasa). La expresion aumentada de estos
genes ayuda a las plantas a combatir el dafio oxidativo inducido por el estrés
salino, al eliminar las especies reactivas de oxigeno y minimizar el dafio
celular (Hasanuzzaman et al., 2022).

Factores de Transcripcion y Respuesta al Estrés: Los factores de
transcripcion como DREB1A y NAC1, que juegan roles esenciales en la
regulacion de la expresion génica en respuesta al estrés, son también

modulados por la accion de PGPR. Estos factores pueden activar una red de
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genes de respuesta al estrés, mejorando asi la capacidad de las plantas para

adaptarse y sobrevivir bajo condiciones salinas (Tiwari et al., 2016).

2.6 APLICACIONES AGRONOMICAS Y SOSTENIBILIDAD

Las aplicaciones agrondmicas dirigidas hacia la sostenibilidad han ganado
relevancia en el contexto del cambio climatico y la creciente salinizacion de suelos.
Entre estas, las estrategias de manejo para mejorar la tolerancia al estrés salino y
el uso de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) destacan por su
potencial para aumentar la resiliencia de cultivos como Carya illinoinensis y otros de

importancia econdmica (Shi et al., 2022).

2.6.1 Estrategias para Mejorar la Tolerancia al Estrés Salino en Cultivos

La gestion eficiente del estrés salino en los cultivos es un reto multidimensional que
requiere una combinacion de enfoques agronémicos y biotecnolégicos. Entre estas
estrategias, la seleccién y mejora genética de variedades resistentes a la salinidad
constituye un pilar crucial (Mushtaq et al., 2020). Esta se complementa con la
implementacion de diversas técnicas moleculares, para desarrollar cultivos que
puedan prosperar en condiciones adversas. La optimizacion en la gestion del agua
y el suelo, a través de practicas como el riego eficiente y la aplicacion de enmiendas
para mejorar las condiciones fisicoquimicas del suelo, juega un rol vital en la

reduccion del impacto negativo de la salinidad (Farooq, 2017).

En este contexto, el uso de las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPR) emerge como una estrategia innovadora y sostenible para mitigar los
efectos negativos de la salinidad y otros tipos de estrés en plantas (Ha-Tran et al.,
2021). Las PGPR pueden ejercer una influencia positiva en el crecimiento de las
plantas bajo condiciones de estrés salino mediante varios mecanismos, incluyendo
la mejora de la absorcion de agua y nutrientes, la produccién de fitohormonas, la
solubilizacion de fosfatos, y la fijacion de nitrégeno atmosférico. Estos mecanismos
facilitan un mejor desarrollo radicular y una mayor eficiencia en el uso del agua,

contribuyendo a la tolerancia al estrés salino (Kadmiri et al., 2018).
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Las PGPR también pueden alterar directamente la respuesta de las plantas al estrés
mediante la induccion de sistemas antioxidantes y la acumulacion de osmolitos
compatibles, como la prolina, que protegen a las células del dafio osmdtico y
oxidativo (Barnawal et al., 2019). Ademas, algunas PGPR son capaces de producir
exopolisacéridos que modifican la estructura del suelo, mejorando su capacidad de

retencién de agua y reduciendo la salinidad en la rizosfera (Dar et al., 2021).

A medida que avanzamos, es fundamental investigar y desarrollar formulaciones de
PGPR especificamente disefiadas para condiciones salinas, asi como estudiar su
interaccién con cultivos de importancia econdmica bajo diversos escenarios de
estrés abiotico (llangumaran et al., 2021). La aplicacién de PGPR en sistemas de
cultivo afectados por la salinidad podria no solo mejorar la resistencia de las plantas
sino también potenciar la sostenibilidad de las practicas agricolas al reducir la
dependencia de insumos quimicos (Kumar et al., 2019).

2.7 IMPORTANCIA DE LAS PGPR EN LA AGRICULTURA SOSTENIBLE

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) constituyen un
componente esencial en el paradigma de la agricultura sostenible, dada su
capacidad para fortalecer el crecimiento de las plantas y aumentar su resistencia
ante diversos tipos de estrés abidticos, incluida la salinidad. A través de la induccién
de cambios fisiol6gicos beneficiosos en las plantas, las PGPR mejoran la eficiencia
en la retencidon de agua y la absorcion de nutrientes, ademas de estimular la
produccion de compuestos antioxidantes (Prasad et al., 2019). Este conjunto de
acciones facilita el desarrollo 6ptimo de las plantas en ambientes desafiantes, como
los suelos afectados por la salinidad, subrayando el valor de las PGPR en el manejo
sostenible de recursos agricolas (Mohanty et al., 2021).

Ademas de sus efectos directos sobre el crecimiento vegetal, las PGPR juegan un
papel significativo en la promocién de la salud del suelo. Al funcionar como

biofertilizantes, estas bacterias contribuyen a la biodisponibilidad de nutrientes
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esenciales para las plantas, como el nitrégeno, fésforo y potasio, a través de
procesos bioldgicos como la fijacion de nitrégeno y la solubilizacion de fosfatos
(Vessey, 2003). Este mecanismo reduce la necesidad de fertilizantes quimicos
sintéticos, cuya sobreutilizacion puede tener efectos adversos a largo plazo sobre
la estructura del suelo y la biodiversidad microbiana (Bhattacharyya & Jha, 2012).
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CAPITULO 1l

Rizobacterias Halotolerantes Promueven el Crecimiento Vegetal y
Disminuyen el Estrés Salino en Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch

3.1 RESUMEN

El cultivo del nogal pecanero tiene una importancia global significativa. La salinidad
afecta negativamente la fisiologia y el metabolismo de la planta. Sin embargo,
ciertas bacterias rizosféricas promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, por sus
siglas en inglés) tienen la capacidad de reducir el estrés salino en las plantas. El
objetivo fue analizar los efectos de la bacteria Bacillus paralicheniformis cepa
LBENndol en el desarrollo de plantulas de nogal pecanero bajo condiciones de estrés
salino. Se analizaron dos factores: la presencia de estrés salino y la inoculaciéon
bacteriana. La aplicacion bacteriana se realiz6 a una concentracién de 1x108
UFC/mL, y el riego se administré cada tercer dia con 80 mL de agua conteniendo
50 mM de NacCl. Los resultados muestran que la rizobacteria tiene una tolerancia
méaxima del 15% de salinidad. Ademas, la inoculacion de PGPR aumento
significativamente la biomasa de las plantulas, incluido el peso seco de las hojas,
tallos y raices, asi como el didmetro y la altura del tallo. Ademas, las plantulas que
interactuaron con la bacteria rizosférica exhibieron un desarrollo superior bajo
condiciones salinas, con aumentos significativos del 105.5% en la concentracién de
clorofila y del 112% en la acumulacién de prolina en comparacién con las plantulas
no inoculadas. Ademas, se observé una notable reduccién en el dafio foliar causado
por el estrés salino. En conclusion, la bacteria rizosférica LBEndol, al ser una cepa
resistente a la salinidad y poseer mudltiples mecanismos para promover el
crecimiento mientras mitiga el estrés salino, tiene el potencial de ser utilizada en
plantulas de nogal pecanero para aliviar el estrés causado por la salinidad y
aumentar la biomasa.

Palabras clave: PGPR; estrés salino; promocion de crecimiento; nogal pecanero.
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Halotolerant Rhizobacteria Promote Plant Growth and Decrease Salt Stress
in Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch

3.2 ABSTRACT

Pecan cultivation holds significant global importance. Salinity negatively affects the
physiology and metabolism of the plant. However, certain plant growth-promoting
rhizobacteria (PGPR) have the ability to reduce salt stress in plants. The objective
was to analyze the effects of the rhizobacteria Bacillus paralicheniformis strain
LBENndol on the development of pecan seedlings under salinity stress conditions.
Two factors were analyzed: the presence of saline stress and the bacterial
inoculation. The bacterial application was conducted at a concentration of 1x108
CFU/mL, and irrigation was administered every third day with 80 mL of water
containing 50 mM NaCl. The results show that the rhizobacteria has a maximum
tolerance of 15% salinity. Furthermore, the inoculation of PGPR significantly
increased the biomass of the seedlings, including the dry weight of leaves, stem,
and roots, as well as the stem diameter and height. Furthermore, seedlings that
interacted with the rhizobacteria exhibited superior development under saline
conditions, with significant increases of 105.5% in chlorophyll concentration and
112% in proline accumulation compared to non-inoculated seedlings. Additionally, a
remarkable reduction in leaf damage caused by salt stress was observed. In
conclusion, the LBEndol rhizobacteria, being a strain resistant to salinity and
possessing multiple mechanisms to promote growth while mitigating salt stress, has
the potential to be utilized in pecan seedlings to alleviate stress caused by salinity
and increases biomass.

Keywords: PGPR; salinity stress; growth promotion; pecan.
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3.3 INTRODUCCION

Carya illinoinensis es una especie arborea nativa del sur de los Estados Unidos y
del norte de México, perteneciente a la familia Juglandaceae, y actualmente es uno
de los cultivos mas significativos a nivel mundial (Rani et al., 2017; Oliveira et al.,
2021). Segun datos de Sierra-Zurita et al. (2023), México ocupa el primer lugar en
la produccién mundial de nuez pecanera, con un area cultivada aproximada de
146,239 hectareas y una producciéon de 136,947 toneladas en 2021. En las areas
de cultivo, incluido México, se utilizan plantulas de nueces de polinizacion libre como
portainjertos en huertos injertados establecidos (Casales et al., 2018). Esta planta
prospera naturalmente en areas cercanas a arroyos o rios, con suelos aluviales que
son fértiles, profundos, bien drenados y poseen una excelente capacidad de
retencion de agua (Wolstenholme, 1979). Sin embargo, se sabe que es sensible a
la salinidad, con un rango de tolerancia de aproximadamente 2 a 3 dS-m™ de
conductividad eléctrica. Valores que exceden este rango pueden causar una
disminucién severa en el desarrollo, e incluso el dafio puede ser fatal para la planta
(Miyamoto et al., 1986; Miyamoto, 2010; Miyamoto y Nesbitt, 2011).

El estrés inducido por la sal en el nogal pecanero resulta en una reduccion en la
produccion de hojas, diametro del tallo y desarrollo de raices, lo que lleva a una
menor biomasa y un impacto negativo en la produccién de frutos (Moreno-lzaguirre
et al.,, 2015). Ademas, las altas concentraciones de sal afectan caracteristicas
fisiol6gicas como la conductancia estomatica y la capacidad fotosintética (Campos-
Villarreal et al., 2017). Ademas, otros aspectos metabdlicos de las plantas pueden
verse afectados, lo que conduce a estrés osmoético y desequilibrio idnico,
perturbando la homeostasis del potencial hidrico (Shahid et al., 2020). Asi como la
sobreproduccion de etileno puede desencadenar efectos adversos como la
senescencia acelerada, también puede llevar al desarrollo de estrés oxidativo,

impactando en la salud de la planta (Zhu, 2000).

La rizosfera, definida como la zona del suelo influenciada por la actividad biologica
en las raices de las plantas, crea un ambiente propicio para la interaccion simbidtica

entre estas raices y los microorganismos. Numerosos estudios respaldan el
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conocimiento de que las bacterias beneficiosas en la rizosfera pueden mejorar la
produccion de biomasa y aliviar el estrés abiotico en las plantas (Angelina et al.,
2020). Estos microorganismos son conocidos como rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR por sus siglas en inglés) (Bhattacharyya y Jha, 2012;
Goswamiy Suresh, 2020). Entre sus caracteristicas notables estéa la capacidad para
activar mecanismos de defensa en las plantas, incluida la mayor produccion de
prolina; este aminoacido es crucial para mejorar la tolerancia al estrés abidtico,
como la sequia, los desequilibrios nutricionales y las altas concentraciones de
salinidad. Actda como un agente osmoprotector, preservando la integridad celular y
mitigando el dafio oxidativo (Dobbelaere et al., 2003; Mattioli et al., 2008). El uso de
PGPR ha surgido como un enfoque prometedor para mitigar el estrés de las plantas
causado por altas concentraciones de sal (Fu et al.,, 2020). Ali et al. (2014)
demostraron que la enzima ACC desaminasa producida por la bacteria
Pseudomonas fluorescens puede reducir el estrés salino en plantas de tomate al
disminuir el nivel de etileno. Algunos beneficios proporcionados por las rizobacterias
incluyen un aumento en el peso fresco de las plantas, una mejor relacion K*/Na*
(Shilev et al., 2012), una germinacién mejorada y un tamafio de planta mas grande
(Yao et al., 2010).

La inoculacion de PGPR en suelos con problemas de alta conductividad eléctrica
se ha considerado como la forma mas efectiva de reducir los efectos adversos de
la salinidad en las plantas (Glick et al., 2007; Mokrani et al., 2020). Las PGPR
sintetizan compuestos especificos que actian como inhibidores de cascadas de
sefalizacion en respuesta al estrés salino (Nadeem et al., 2010). Ademas, ejercen
mecanismos directos que implican la fijacion bioldgica de nitrégeno, la produccion
de fitohormonas, la solubilizacion de fosfato, la reduccion de toxicidad, todo lo cual
contribuye a una mejor absorcion de agua y nutrientes. Algunas bacterias
reportadas con esta capacidad han sido del género Bacillus (Mohamed y Gomaa,
2012; Ha-Tran et al., 2021).

A pesar de la importancia global de este cultivo, la susceptibilidad de la planta a
altas concentraciones de sal y la relevancia de las PGPR en la agricultura, pocos
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estudios han abordado este problema. Basandonos en investigaciones previas que
demuestran el efecto promotor de B. paralicheniformis LBEndol en Arabidopsis
thaliana, decidimos ampliar nuestro analisis para determinar si estos beneficios se
manifiestan de manera similar en plantulas de nuez pecanera. Por lo tanto, este
estudio actual se realiz6 con el objetivo de examinar los efectos de las rizobacterias
en el desarrollo de plantulas de nuez pecanera, especialmente bajo condiciones de
estrés salino. Ademas, buscamos evaluar la capacidad de las rizobacterias para
tolerar el estrés salino. Dada la naturaleza de los experimentos, fue crucial que las

rizobacterias demostraran resistencia a altas concentraciones de sal.

3.4 MATERIALES Y METODOS

3.4.1 Material Vegetal

Los experimentos se realizaron en las instalaciones de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Juarez del Estado de Durango (25°3513" N y
103°30'04" W, a una altitud de 1114 m sobre el nivel del mar). Para los
experimentos, se recolectaron semillas de nogal criollo de un huerto ubicado en el
municipio de Nazas, Durango (25°15'08" N y 104°06'09" W, a una altitud de 1240 m
sobre el nivel del mar). Las semillas fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio
al 20%, luego enjuagadas con agua destilada estéril. Posteriormente, se
estratificaron en frio a 4 °C durante una semana antes de ser germinadas en arena
estéril e irrigadas con agua destilada estéril cada tercer dia. Después de que
germinaron las plantulas de nogal pecanero, fueron trasplantadas a macetas de 20
cm de altura y 10 cm de didmetro. El sustrato utilizado fue arena estéril. Durante
todo el experimento, las plantulas fueron irrigadas solo con agua destilada estéril,
sin introducir soluciones de nutrientes adicionales. El experimento se llevé a cabo
en una camara bioclimatica bajo condiciones controladas de temperatura (25 °C) y
fotoperiodos (16 h de luz y 8 h de oscuridad).
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3.4.2 Disefio Experimental

Para este experimento, se estableci6 un disefio factorial completamente al azar 2x2
(cuatro tratamientos) con tres repeticiones, cada repeticidbn consisti6 en cinco
plantulas (15 plantulas por tratamiento), lo que resulté en un total de 60 unidades
experimentales. El primer factor variable fue la PGPR B. paralicheniformis LBEndo1l
en dos niveles (presencia y ausencia), y el segundo factor fue la concentracion de
NaCl (0 y 50 mM). Las irrigaciones se realizaron cada tercer dia, aplicando 80 mL
de solucion salina o sin sales durante un periodo de 60 dias. Los cddigos para los
cuatro tratamientos se designaron de la siguiente manera: Plantulas sin bacteria ni
sal = Control, plantulas con bacteria sin sal = LBEndo1l, plantulas sin bacteria con

sal = Control+S, y plantulas con bacteria con sal = LBEndo1+S.

3.4.3 Determinacion de la Halotolerancia en la Rizobacteria LBEndo1l

Se llevaron a cabo una serie de experimentos con el objetivo de determinar la
tolerancia de la cepa bacteriana LBEndol al estrés salino. Para lograr esto, se utilizo
el medio de cultivo liquido Luria Bertani (LB) como base y se enriquecié con
diferentes concentraciones de NaCl (5%, 10% y 15% p/v) para simular condiciones
de estrés salino. Las rizobacterias se cultivaron y posteriormente se incubaron a
una temperatura de 35 °C, con agitacion constante a 120 rpm para proporcionar
condiciones Optimas de crecimiento. Después de un periodo de tres dias, se realizé
una evaluacion del crecimiento bacteriano. Se realizé un recuento utilizando una
camara de Neubauer para determinar el nimero de unidades formadoras de
colonias por mililitro (UFC/mL) y asi confirmar el crecimiento bacteriano en las

diferentes concentraciones salinas.

3.4.4 Inoculacion Bacteriana

Para llevar a cabo este analisis, se utilizé la cepa B. paralicheniformis LBEndol.
Para su cultivo, se agregaron 100 mL de medio liquido LB a un matraz Erlenmeyer,
gue luego se incubd durante 24 h a una temperatura constante de 35 °C, con
agitaciéon continua a 120 rpm. Después del periodo de cultivo, se ajusto la

concentracion bacteriana a 1x108 UFC/mL utilizando una cAmara de Neubauer.
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Antes de la inoculacién en las plantulas, las bacterias se centrifugaron a 5000 rpm
durante 5 min para eliminar el medio de cultivo; luego se resuspendieron en agua
destilada estéril. Las plantulas utilizadas en el ensayo tenian una semana de edad
desde la germinacion, y la inoculacion se realizo en la base del tallo aplicando 10
mL de las bacterias previamente ajustadas a 1x108 UFC/mL.

3.4.5 Bioestimulacion de C. illinoinensis por la Rizobacteria LBEndol

Después de un periodo de 60 dias de interaccion entre las rizobacterias, las
plantulas y la salinidad, se realizaron mediciones morfométricas para analizar el
crecimiento de todas las plantulas. Utilizando una balanza analitica, se determing el
peso seco de hojas, tallos y raices, mientras que el diametro del tallo se midié con
un Vernier. Ademas, se registr6 semanalmente la altura de las 15 plantulas de cada
tratamiento (60 plantulas en total) para observar la dinamica de crecimiento durante
los 60 dias del experimento. Al finalizar, los resultados obtenidos permitieron la

evaluacion de los efectos de las rizobacterias en el crecimiento de las plantulas.

3.4.6 Extraccién y Medicidon de Prolina

La extraccion y cuantificacion de prolina se realizaron siguiendo la metodologia de
Bates et al. (1973). Para este analisis, se tomaron muestras de tejido fresco (hojas)
de las plantulas de cada uno de los tratamientos. Utilizando una balanza analitica,
se pesaron 100 mg de la parte aérea de las plantulas de C. illinoinensis, y el material
vegetal se colocé en un tubo de Eppendorf que contenia una solucién de acido
sulfosalicilico al 140 mM para ser molido con un mortero. La solucién resultante se
filtré a través de un filtro de 0.20 um. El extracto liquido se mezcldé con una solucion
de ninhidrina &cida al 140 mM y acido acético glacial en una proporcion de 1:1:1.
Los tubos se calentaron a 100 °C durante una hora, luego se enfriaron sobre hielo.
Se agrego tolueno en una proporcion de 1:1, se vortexd vigorosamente y se dejo
reposar. La fraccion organica se extrajo y se coloco en una celdilla de cuarzo para
medir la absorbancia del complejo ninhidrina-prolina a 520 nm utilizando
espectrofotometria. Previamente se establecié una curva de calibracién utilizando
concentraciones de 10, 20, 40, 50, 75y 100 pg de prolina comercial (Sigma Aldrich
Chemical Co, USA®).
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3.4.7 Extraccion y Medicién de Clorofila

El ensayo para la medicion de clorofila se realiz6 en las hojas de las plantulas de
cada uno de los tratamientos, siguiendo el protocolo de Zhang y Huang (2013). La
clorofila total se extrajo de 100 mg de hojas frescas de C. illinoinensis sumergidas
en tubos de Eppendorf con N, N-dimetilformamida (DMF) durante 24 h a una
temperatura de 4 °C en oscuridad. Las concentraciones de clorofila A y clorofila B
se midieron por espectrofotometria a longitudes de onda de absorcion de 664 nmy
647 nm, respectivamente. El contenido de clorofila A, B y clorofila total (A + B) se

determind sustituyendo las absorbancias obtenidas en las siguientes formulas:

Clorofila: A =12.7 x A664 - 2.79 x A647
Clorofila: B = 20.7 x A647 — 4.62 x A664

Clorofila: A+ B =17.90 x A647 + 8.08 x A664

3.4.8 Andlisis Estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico para evaluar los diferentes parametros de
desarrollo en este estudio. Esto incluy6 el andlisis de pesos secos de raices, tallos
y hojas, diametro del tallo, altura de las plantulas y niveles de prolina y clorofila. El
disefio experimental se estableci6 de manera completamente aleatoria. Para el
analisis estadistico, se utilizaron tanto la prueba t de Student como el método
ANOVA, seguido de una prueba post hoc de Tukey para comparaciones multiples.
El nivel de significancia se estableci6 en p <0.05. Todos los analisis estadisticos se

realizaron utilizando el software GraphPad Prism 9.

3.5 RESULTADOS

3.5.1 Halotolerancia de la Rizobacteria LBEndo1l

Una de las caracteristicas clave que debe poseer una rizobacteria para ser utilizada
en la reduccidon del estrés salino en plantulas es la capacidad de tolerar altas

concentraciones de sal (Bhattacharyya y Jha, 2012). Después de tres dias de
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crecimiento de la cepa bacteriana en medio liquido LB enriquecido con NacCl (0, 5,
10 y 15%), se determiné que la capacidad maxima de tolerancia a la sal de las
bacterias era del 15% p/v. Sin embargo, es evidente que, a una concentracion de

sal mas alta, el crecimiento bacteriano disminuye (Figura 1).
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Figura 1. Tolerancia de las bacterias a la salinidad (a) Crecimiento de rizobacterias
tolerantes al NaCl en tubos con medio LB suplementado con diferentes concentraciones de
sal (0%, 5%, 10% y 15%); (b) Gréfico que ilustra la cantidad de UFC/mL de las bacterias
cultivadas en varias concentraciones de NacCl.

3.5.2 Dindmica del Crecimiento de Plantulas

Durante el experimento, se encontré que las plantulas en el tratamiento inoculado
con B. paralicheniformis LBEndol, pero sin exposicion al estrés salino (LBEndol),
mostraron un crecimiento significativamente mayor en comparacion con las otras
condiciones. Por otro lado, las plantulas que no estuvieron en contacto con las
rizobacterias mostraron una altura de tallo mas baja, siendo esta diferencia mas
pronunciada en el tratamiento Control+S. Esto sugiere que la salinidad tiene un
impacto negativo en el desarrollo de las plantulas, mientras que las rizobacterias
contribuyen beneficiosamente al crecimiento de las plantulas, incluso bajo

condiciones salinas. También se observé que tanto el tratamiento LBEndo1+S como
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el tratamiento Control+S mostraron un crecimiento mas lento en las dltimas tres
semanas del experimento en comparacion con los tratamientos LBEndo1 y Control
(Figura 2). Estos resultados respaldan la importancia de la inoculacién de
rizobacterias en la promocion del crecimiento Optimo de las plantulas,

especialmente bajo condiciones de estrés salino.
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Figura 2. Se registraron cambios en la altura de plantulas de nogal pecanero sometidas a
cuatro tratamientos diferentes: Control, LBEndo1, Control+S y LBEndo1+S. Las mediciones
se realizaron durante un periodo de 60 dias, con mediciones semanales tomadas a lo largo
de ocho semanas.

3.5.3 Promocion del Crecimiento bajo Condiciones con y sin Estrés Salino

Los resultados obtenidos bajo condiciones de no estrés salino muestran que las
plantulas inoculadas exhibieron una mayor producciéon de biomasa (Figura 3). En
cada uno de los pardmetros morfométricos evaluados, las plantulas que
interactuaron con las rizobacterias (LBEndol) demostraron un rendimiento superior
en comparacion con el tratamiento control (Control), como se evidencia en la Tabla
1. Especificamente, el efecto promotor del crecimiento fue mas pronunciado en el
peso seco de las hojas, mostrando un aumento promedio del 81.5%. Este resultado
indica una mayor acumulacién de biomasa foliar en las plantulas inoculadas.

Ademas, los pesos secos de las raices y los tallos también mostraron aumentos
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significativos, con incrementos respectivos del 59.3% y 58.9%. Estos hallazgos
sugieren un mejor desarrollo del sistema de raices y del tejido estructural. En cuanto
a la altura de las plantulas, se observé un aumento promedio del 32.8% en las
plantulas que interactuaron con las bacterias. Es importante destacar que, aunque
hubo un aumento del 9.63% en el diametro del tallo en las plantulas inoculadas, esta
diferencia no fue estadisticamente significativa en comparacion con el tratamiento
de Control. Esto sugiere que las bacterias LBEndol pueden tener un efecto limitado
en el engrosamiento del tallo, aunque aun se observo una ligera tendencia al

aumento.

Por otro lado, bajo condiciones de estrés salino, se observaron cambios positivos
en varios parametros morfométricos en las plantulas inoculadas con rizobacterias
(LBEndo1+S) en comparacién con el grupo de control (Control+S), detallados en la
Tabla 1. En primer lugar, se logré un aumento significativo en el peso seco del tallo,
con un aumento promedio del 98.7%. Del mismo modo, para las hojas, se registro
un aumento del 163.3% en el peso seco, demostrando el efecto positivo de las
rizobacterias en el crecimiento foliar bajo condiciones de salinidad. En cuanto a las
raices, se observo un aumento promedio del 112.9% en el peso seco en presencia
de rizobacterias. En relacidon con la altura de las plantulas, a pesar del estrés salino,
se logr6 un aumento promedio del 68.3% en las plantulas con rizobacterias.
Ademas, se registré un aumento del 34.2% en el didmetro del tallo, lo que indica
una mayor resistencia y rigidez estructural en las plantulas tratadas con
rizobacterias. Estos hallazgos demuestran que la rizobacteria B. paralicheniformis
LBENndol tiene la capacidad de aumentar la biomasa de las plantulas de C.
illinoinensis incluso bajo condiciones de estrés salino. A pesar de que ambas plantas
experimentaron dafios debido a la salinidad, es evidente que las plantulas
inoculadas exhibieron menos dafio que las no inoculadas con bacterias, lo que
sugiere la influencia positiva de las rizobacterias en la mitigacion del estrés salino

en las plantulas (Figura 3).
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Figura 3. Fotografias que muestran el aspecto de las plantulas de C. illinoinensis de los
tratamientos Control, LBEndol1, Control+S y LBEndol+S a los 60 dias post-inoculacion.
Estas imagenes ilustran tanto el efecto promotor del crecimiento inducido por las

rizobacterias como el dafio causado por el estrés salino.

Tabla 1. Datos morfométricos de los tratamientos Control, LBEndol, Control+S y
LBENndol+S. Diferentes letras indican diferencias significativas entre las medias de
tratamiento segun el analisis de ANOVA (p < 0.05).

Peso Seco Peso Seco Peso Seco Peso Seco  Alturadela Diametro
de Hoja del Tallo de la Raiz Total plantula del Tallo
(9) (9) (9) (9) (cm) (cm)
Control 1.3+0.19¢c 16+0.19c 10.1+094b 13.0+£0.89b 19.3+0.67b 3.7+0.39a
LBEndol 24+0.13a 25+010a 16.0+2.02a 21.0+218a 257+1.22a41+0.34a
Control+S 0.7+0.13d 1.1+0.10d 6.9+0.65c 87+067c 145+137c 29+0.35Db
LBEndol+S 1.9+0.22b 22+0.16b 146+106a 189+0.75a 244+137a 3.9+0.23a

Los datos se muestran como media + desviacion estandar (n = 60).

3.5.4 Contenido de prolina

Para evaluar el impacto de las rizobacterias LBEndol en la acumulacién de prolina,

se realizaron mediciones en plantulas inoculadas con estas rizobacterias y en el
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grupo de control no inoculado, tanto bajo condiciones de estrés salino como no
salino. En el caso de las hojas sin estrés salino, las plantulas inoculadas con las
rizobacterias mostraron un aumento del 54,2% en la produccién de prolina,
alcanzando un nivel de 31 pmol g%, en contraste con las plantulas de control que
produjeron 20,1 umol g~. Por otro lado, en las plantulas bajo estrés salino, el grupo
de control registré6 una produccion de 34,5 umol g1, mientras que en interaccion
con las rizobacterias lograron una produccién de 56,6 umol g2, lo que representa
un aumento del 64,05%. Es importante destacar que los tratamientos Control+S y
LBEndol mostraron una produccion de prolina similar (Figura 4a).

En cuanto a los tallos, bajo condiciones de estrés no salino, el tratamiento de Control
tuvo un promedio de 23 umol g™, un 30% menos que las plantulas tratadas con
LBEndo1, que produjeron 29,9 umol g~1. En el caso de las plantulas expuestas a
estrés salino, los tratamientos Control+S y LBEndo1+S produjeron 29,4 umol g™ty
62,6 umol g1, respectivamente, siendo el tratamiento inoculado un 112,9% mas alto
en la produccion (Figura 4b). Una vez mas, se observo una produccion de prolina
similar entre los tratamientos Control+S y LBEndo1.

En cuanto a las raices de las plantulas bajo condiciones no salinas, se observé una
produccion de prolina estadisticamente similar, con una acumulacién de 19,5 umol
g~! en el tratamiento de Control y 18,9 umol g™ en las plantulas inoculadas con
rizobacterias, en este caso, ligeramente por debajo del tratamiento de Control en un
3,07%. Del mismo modo, en las raices de las plantulas sometidas a condiciones de
estrés salino, no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos
Control+S y LBEndo1+S, con una produccién de 46,4 umol g7 y 52,1 umol g4,
respectivamente (Figura 4c), lo que representa un aumento del 12,2% en
comparacion con el tratamiento de Control. Estos resultados indican que las
plantulas inoculadas con LBEndol muestran una mayor acumulacion de prolina,

incluso en ausencia de condiciones de estrés.
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Figura 4. Produccion de prolina en las hojas (a), tallo (b) y raiz (c) de C. illinoinensis
después de 60 dias de interaccién. Los valores representan la media + desviacion
estandar (n = 60). Diferentes letras indican diferencias significativas entre las medias de
tratamiento segun el analisis de ANOVA (p < 0.05).

3.5.5 Contenido de Clorofilay Dafio Foliar

Se realiz6é un andlisis de la medicién total de clorofila en hojas de C. illinoinensis de
60 dias de edad. Bajo condiciones de estrés salino, el tratamiento LBEndol1+S
mostro un aumento del 105.5% en la concentracion de clorofila en comparacion con
el tratamiento Control+S. Las plantulas inoculadas con LBEndol mostraron valores
de clorofila de 14.4 ug mL™1, mientras que el grupo de control alcanzé solo 7.01 ug
mL™1. Este hallazgo sugiere que la inoculaciéon bacteriana con LBEndol tuvo un
efecto positivo en la produccién de clorofila en plantulas de C. illinoinensis bajo
estrés salino (Figura 5a).

Por otro lado, bajo condiciones de estrés no salino, se observé una tendencia
similar, donde el tratamiento LBEndol tuvo una concentracion total de clorofila de
20.23 uyg mL™1, mientras que el tratamiento Control solo alcanzé 10.08 ug mL™. La
diferencia entre los dos tratamientos fue del 100.6%, lo que indica que la inoculacién
bacteriana también favorecio la produccion de clorofila bajo condiciones de estrés
no salino (Figura 5a). Estos resultados son prometedores, ya que la inoculacion
bacteriana con LBEndol puede mejorar la concentracion de clorofila en plantulas

de C. illinoinensis. Este pigmento es crucial para la fotosintesis y el crecimiento de
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las plantulas, por lo que un aumento en su concentracion podria tener un impacto

positivo en la capacidad de las plantulas para hacer frente a condiciones adversas.

Ademas, se realizaron evaluaciones del dafio foliar para analizar el impacto del
estrés salino. Los tratamientos que no fueron sometidos a riego con sal mostraron
hojas de aspecto saludable. Por el contrario, se observé marchitamiento en las hojas
de los tratamientos expuestos a NaCl. Sin embargo, se observé un efecto retardado
en las plantulas inoculadas con la bacteria LBEndol. Especialmente, el tratamiento
Control+S fue mas severamente afectado, mostrando un 100% de dafio foliar,
mientras que el tratamiento LBEndo1+S exhibié un dafio menor del 42.5% (Figura
5b). Por lo tanto, se puede inferir que la bacteria rizobacteria LBEndol podria
proporcionar cierta proteccion contra los efectos adversos del estrés salino en las

hojas de las plantulas.

Total chlorophyll

Chlorophyll (ug mi™")

LBEndo1 Control+S LBEndo1+S

Figura 5. Efecto de la bacteria rizobacteria LBEndol en la produccion total de clorofila en
hojas de C. illinoinensis bajo condiciones de estrés salino y no salino. (a) Clorofila total en
cada uno de los cuatro tratamientos. Las letras diferentes indican diferencias significativas
entre las medias de tratamiento segun el analisis de ANOVA (p < 0.05) en comparacion con
el control respectivo. (b) Fotografia que ilustra el efecto del NaCl en las hojas y la reduccion
del dafio en el tratamiento LBEndo1+S.
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3.6 DISCUSION

Los resultados de esta investigacion demuestran la capacidad beneficiosa de la
rizobacteria B. paralicheniformis LBEndo1l para estimular el crecimiento y mejorar la
tolerancia al estrés salino en plantulas de C. illinoinensis. Estos hallazgos confirman
la hipotesis inicial que proponia que la inoculacion con esta rizobacteria podria
ofrecer ventajas a las plantulas bajo condiciones de salinidad, sugiriendo una
relacion entre la presencia de la rizobacteria y la vitalidad y el rendimiento de las
plantulas bajo estrés salino. Nuestros hallazgos se alinean con investigaciones
previas, como las de Zhang et al. (2021) y Jiao et al. (2022), indicando la
susceptibilidad de C. illinoinensis a la salinidad. La respuesta negativa de esta
especie a la salinidad esta en linea con el entendimiento cientifico actual. Estos
resultados subrayan la importancia de abordar el estrés salino en la gestion de la

productividad y calidad del nogal pecanero.

De manera similar a los hallazgos de Etesami y Beattie (2018), nuestros resultados
indican que la cepa B. paralicheniformis LBEndol es resistente a altas
concentraciones salinas (Figura 1) y tiene la capacidad de promover el crecimiento
de las plantas, asi como aliviar el estrés salino; en su trabajo, investigaron el efecto
promotor de crecimiento mediado por bacterias del género Bacillus.
Descubrimientos muestran que las cepas de Bacillus con tolerancia a la sal tienen
una mayor capacidad para conferir beneficios a las plantas bajo condiciones de
estrés salino (Paul y Lade, 2020; Patani et al., 2023). La descripcidon de especies
bacterianas del género Bacillus como promotoras del crecimiento de plantas
también ha sido reportada por Ibarra-Villarreal (et al., 2021). La rizobacteria B.
paralicheniformis ha sido reconocida como una PGPR con la capacidad de
aumentar la biomasa de varias plantas de relevancia agricola, asi como de aliviar
los efectos adversos de diferentes tipos de estrés abiodtico (Du et al., 2019; Liu et
al., 2023).

La investigacion realizada por Khalilpour et al. (2021) ha indicado que las bacterias
promotoras del crecimiento de plantas pueden influir en el crecimiento de las plantas

al mejorar la absorcién de nutrientes, la solubilizacion de minerales y la produccién
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de fitohormonas. En su estudio, observaron un aumento en el crecimiento de
Pistacia vera tras la inoculacion con diferentes bacterias promotoras del crecimiento
de plantas, como también inform¢ Salimi et al. (2023). De manera similar, nuestros
hallazgos revelan un aumento significativo en el crecimiento de plantulas inoculadas
con B. paralicheniformis LBEndol en ausencia de estrés salino (Tabla 1), y estos
resultados son respaldados por investigaciones previas que destacan la capacidad
de la rizobacteria para estimular el desarrollo de plantulas del nogal pecanero. Estas
observaciones también se alinean con estudios realizados por Shi et al. (2022),
quienes han demostrado que las interacciones planta-microorganismo pueden tener

un impacto positivo en el crecimiento de estas plantas.

Los resultados que indican una mayor acumulacion de biomasa foliar y un aumento
en el peso seco de raices y tallos en plantulas en interaccién con la rizobacteria B.
paralicheniformis LBEndol bajo condiciones de estrés salino (Figura 4) se alinean
con investigaciones que han destacado la influencia positiva de las bacterias
promotoras del crecimiento de plantas en el desarrollo y arquitectura de las plantas.
Estos hallazgos también se relacionan con estudios que han investigado los
mecanismos que podrian estar involucrados en mejorar el crecimiento de las
plantas. En su estudio, Shabaan et al. (2022) examinaron el efecto de la inoculacion
con Acinetobacter johnsonii en el crecimiento del maiz bajo estrés salino.
Encontraron que las plantas inoculadas con bacterias mostraron un aumento
significativo en la acumulacion de biomasa foliar y un aumento en el peso seco de
raices y tallos en comparacion con las plantas no inoculadas. Este resultado apoya
la nocién de que las bacterias promotoras del crecimiento de plantas pueden tener
un impacto positivo en el desarrollo de las plantas bajo condiciones de estrés salino.
De manera similar, investigaciones como la realizada por Pérez-Jaramillo et al.
(2017) también han explorado como las bacterias pueden influir en la arquitectura
radicular y mejorar la absorcion de nutrientes. En su estudio, encontraron que
ciertas bacterias promotoras del crecimiento de plantas pueden modificar el patron
de ramificacion de las raices, resultando en una mayor capacidad para explorar el

suelo en busca de nutrientes.
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La prolina juega un papel crucial como un osmolito compatible, cumpliendo su
funcién vital en mantener el equilibrio osmdético y la homeostasis celular bajo
situaciones de estrés, evitando asi la deshidratacion y la pérdida de turgencia celular
(Hosseinifard et al., 2022). Un estudio de Ji et al. (2022) reforz6 la relacion entre la
inoculacién con Bacillus subtilis y la acumulacién de prolina en las plantas. En su
investigacion, exploraron los efectos de las bacterias promotoras del crecimiento de
plantas en la respuesta de las plantas de trigo al estrés salino. Observaron que las
plantas inoculadas con bacterias exhibieron un aumento significativo en la
acumulacion de prolina en comparacion con las plantas no inoculadas. Esto sugiere
gue las bacterias podrian estar induciendo activamente la acumulacion de prolina
en la respuesta al estrés de la planta. Ademas, investigaciones como la de Ashrafy
Foolad (2007) han enfatizado la importancia de la acumulacion de prolina en la
respuesta adaptativa de las plantas al estrés osmoético derivado del estrés salino.
Estos estudios se alinean con los resultados obtenidos en nuestra investigacion,
donde se evidencié un aumento significativo en la produccién de prolina en plantulas
inoculadas con B. paralicheniformis LBEndol, tanto bajo condiciones de estrés
salino como en ambientes libres de estrés (Figura 4). Estos resultados indican que
la inoculacién con esta rizobacteria no solo promueve una mayor acumulaciéon de
prolina, sino que también imparte una mayor tolerancia al estrés salino en las

plantas, como ha sido ampliamente reportado por Shahid et al. (2022).

En nuestro proyecto, se revela un aumento significativo en la concentracion de
clorofila en las hojas de plantulas inoculadas con la rizobacteria B. paralicheniformis
LBENndol, tanto bajo condiciones de estrés salino como en condiciones libres de
estrés (Figura 5a). Esta observacion sugiere que la rizobacteria podria estar
ejerciendo un impacto positivo en la eficiencia fotosintética y el metabolismo de las
plantulas. Estos resultados son similares a los estudios de Kamran et al. (2022),
donde se ha demostrado que las bacterias promotoras del crecimiento de plantas
pueden aumentar la concentracion de clorofila en plantas sometidas a estrés salino.
Ademas, investigaciones como la de Han et al. (2022) han respaldado la asociacion
entre la inoculacion bacteriana y el aumento de la concentracion de clorofila,

implicando una influencia directa en la fotosintesis de las plantas y su rendimiento.
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Colectivamente, estos hallazgos apoyan la idea de que la rizobacteria B.
paralicheniformis LBEndol podria estar optimizando la concentracion de clorofila en
las hojas de las plantulas. El aumento en la concentracion de clorofila en las hojas
de plantulas inoculadas con la rizobacteria LBEndol podria estar relacionado con
los hallazgos previamente descritos de aumento en la acumulacion de prolina. Esta
coincidencia en los resultados sugiere una posible relacion entre el aumento de
clorofila y prolina en plantas bajo estrés salino, como también report6 Altuntas et al.
(2020), apoyando la idea de que los mecanismos de tolerancia al estrés salino
pueden tener multiples efectos beneficiosos en la fisiologia de las plantas.

El efecto protector observado en las hojas de plantulas inoculadas con la
rizobacteria LBEndol contra el dafio inducido por el estrés salino (Figura 5b)
subraya su capacidad para mitigar los efectos adversos de la salinidad en la salud
de las plantas. Por ejemplo, la investigacion realizada por Khan et al. (2019) ha
demostrado que las bacterias promotoras del crecimiento de plantas pueden inducir
la produccion de enzimas antioxidantes en las plantas, contrarrestando el estrés
oxidativo causado por la salinidad. Por otro lado, un estudio de Munns y Tester
(2008) examino el impacto del estrés salino en la fisiologia de las plantas y destaco
como altas concentraciones de sal en el suelo pueden afectar negativamente la
funcién de las membranas celulares y los procesos fotosintéticos, resultando en
dafio evidente en las hojas. En este contexto, la disminucién en el porcentaje de
dafo foliar entre los tratamientos Control+S y LBEndol+S sugiere que la
rizobacteria podria estar mejorando la resistencia de las plantulas al estrés salino,
posiblemente a través de la induccién de mecanismos de defensa antioxidante u

otros procesos bioquimicos.
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3.7 CONCLUSIONES

La bacteria B. paralicheniformis LBEndo1 mostr6 una capacidad notable para tolerar
el estrés salino, alcanzando un maximo del 15% de NaCl. Sin embargo, se observo
una disminucion en el crecimiento bacteriano a medida que aumentaba la

concentracion de sal.

La aplicacion de la rizobacteria LBEndo1 tuvo un impacto positivo en el crecimiento
de plantulas de nogal, tanto bajo condiciones de estrés salino como en condiciones
normales. Las plantulas inoculadas mostraron un aumento notable en la produccion
de biomasa seca, con mejoras en los pesos secos de hojas, tallos y raices en

comparacion con las plantulas no inoculadas.

Ademas, se encontr6 que la bacteria influia en la acumulacion de prolina, un
indicador clave de resistencia al estrés. Las plantulas inoculadas con la bacteria
exhibieron un aumento en la produccién de prolina bajo condiciones tanto salinas
como no salinas, sugiriendo la influencia de la bacteria en la respuesta de las

plantulas al estrés salino.

Con respecto a la produccion de clorofila, se observé un aumento esencial inducido
por la bacteria en las plantulas de nogal. Este aumento en la concentracion de
clorofila es crucial para la fotosintesis y, por lo tanto, para el crecimiento y desarrollo

de las plantulas.

La falta de investigacion centrada en abordar el estrés salino en plantulas de nogal
a través de PGPR hace que nuestro estudio sea particularmente relevante. Para
comprender mejor como LBENndo1 alivia el estrés salino en los nogales, se necesita
mas investigacion de naturaleza metabolica y molecular. Estos estudios adicionales
no solo podrian respaldar nuestros hallazgos, sino también reforzar el uso de PGPR
en la agricultura. Este estudio subraya la necesidad de incorporar estratégicamente

PGPR para crear sistemas agricolas mas eficientes y resistentes a la sal.
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Capitulo IV

Bacillus paralicheniformis modula la expresién génicay mejora la tolerancia
a la salinidad en Carya illinoinensis

4.1 RESUMEN

El nogal pecanero (Carya illinoinensis), tiene una gran importancia econémica en
México y a nivel mundial. Sin embargo, el estrés salino afecta su desarrollo. La
salinidad induce desequilibrio i6nico y estrés osmético, lo que reduce la fotosintesis
y la conductancia estomatica, generando a su vez estrés oxidativo. Para
contrarrestar estos efectos, se ha explorado el uso de bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR), como Bacillus paralicheniformis LBEndol. En este
estudio, se utiliz6 un disefio experimental factorial 2x2 para evaluar el impacto de
LBEndol y la salinidad en plantulas de nogal pecanero criollo. Se midi6 la
produccion de exopolisacaridos de la rizobacteria, la acumulacion de Na* en
diversos tejidos de la planta y el dafio foliar. La expresion génica se cuantifico por
gRT-PCR, con B-Actina como gen de referencia. Los resultados mostraron que la
produccién de exopolisacaridos de LBEndol aumenta cuando est4 en condiciones
salinas. Ademas, reduce significativamente la acumulacién de Na* en hojas y tallos
bajo estrés salino, disminuyendo las concentraciones de 1.4497 a 0.58203
mmol/gDW y de 1.7075 a 0.4660 mmol/gDW, respectivamente, mientras que, en las
raices, la acumulacion se mantuvo estable. Asimismo, el dafio foliar se redujo
notablemente de 95.6% a 44.9% en plantas tratadas con LBEndol bajo estrés
salino. A nivel genético, se observo una sobreexpresion de genes clave para la
produccion de ATP y defensa antioxidante, ademas de mejoras en la expresion de
genes del fotosistema Il y relacionados con la sefializacion del &cido abscisico y la
respuesta al estrés. Estos hallazgos confirman que B. paralicheniformis LBEndol
mejora la tolerancia de C. illinoinensis al estrés salino mediante la modulacion de la
acumulacion de sodio y la regulaciéon de genes cruciales para la adaptacion de la
planta.

Palabras clave: Salinidad, Estrés oxidativo, NADH deshidrogenasa,
exopolisacaridos, rizobacterias, PGPR, Fotosistema I, Acido abscisico
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Bacillus paralicheniformis Modulates Gene Expression and Enhances Salt
Tolerance in Carya illinoinensis

4.2 ABSTRACT

The pecan tree (Carya illinoinensis) holds significant economic value in Mexico and
globally. However, its development is impacted by salt stress. Salinity induces ionic
imbalance and osmotic stress, which reduce photosynthesis and stomatal
conductance, in turn generating oxidative stress. To counter these effects, the use
of plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR), such as Bacillus paralicheniformis
LBENndo1l, has been explored. In this study, a 2x2 factorial experimental design was
used to assess the impact of LBEndol and salinity on pecan seedlings. The
production of exopolysaccharides by the rhizobacteria, the accumulation of Na* in
various plant tissues, and leaf damage were measured. Gene expression was
quantified by gRT-PCR, using B-Actin as a reference gene. Results showed that
LBEndol's exopolysaccharide production increases under saline conditions.
Additionally, it significantly reduces Na+ accumulation in leaves and stems under
salt stress, lowering concentrations from 1.4497 to 0.58203 mmol/gDW and from
1.7075 to 0.4660 mmol/gDW, respectively, while accumulation in roots remained
stable. Moreover, leaf damage was notably reduced from 95.6% to 44.9% in plants
treated with LBEndol under salt stress. Genetically, an overexpression of key genes
for ATP production and antioxidant defense was observed, along with improvements
in the expression of photosystem Il genes and those related to abscisic acid
signaling and stress response. These findings confirm that B. paralicheniformis
LBEndol enhances the salt tolerance of C. illinoinensis by modulating sodium
accumulation and regulating crucial genes for plant adaptation.

Keywords: Salinity, Oxidative Stress, NADH Dehydrogenase, Exopolysaccharides,
Rhizobacteria, PGPR, Photosystem Il, Abscisic Acid
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4.3 INTRODUCCION

El nogal pecanero (Carya illinoinensis), nativo del sur de Estados Unidos y norte de
México, representa un cultivo de significativa importancia econémica a nivel
mundial. México, en particular, ha emergido como lider en la produccion de este
cultivo, con un area de cultivo que alcanza las 146,239 hectareas y una produccion
total de 136,947 toneladas en 2021, destacandose como un componente vital para
la economia agricola del pais (Sierra-Zurita et al., 2023). La adopcién de técnicas
agronémicas adaptadas a las necesidades especificas del nogal pecanero refleja
un compromiso con la mejora continua de la eficiencia en la produccion y la calidad
del fruto. Sin embargo, un desafio significativo para el cultivo es su susceptibilidad
a la salinidad, tolerando rangos de conductividad eléctrica de aproximadamente 2 a
3 dS'm™, siendo este un factor que puede comprometer severamente su

crecimiento y rendimiento (Miyamoto & Nesbitt, 2011).

El estrés salino es reconocido como uno de los desafios abidticos més significativos
en la agricultura, afectando profundamente la fisiologia y el metabolismo de cultivos
como el nogal pecanero (Liu et al.,, 2022). La salinidad del suelo induce un
desequilibrio i6nico y estrés osmdético en las plantas, comprometiendo la
homeostasis hidrica y la distribucion de iones esenciales, lo que resulta en una
reduccion significativa del crecimiento vegetal y la produccién de frutos (Ojeda-
Barrios et al., 2021). Estos efectos negativos incluyen limitaciones en la
conductancia estomatica y la fotosintesis, exacerbando el estrés osmotico vy
dificultando la absorcién de agua por parte de la planta, lo que subraya la urgencia
de desarrollar estrategias eficaces para mejorar la tolerancia a la salinidad
(Campos-Villarreal et al., 2017). Ademas, la salinidad puede provocar estrés
oxidativo al restringir la capacidad de la planta para neutralizar las especies
reactivas de oxigeno, enfatizando la importancia de respuestas antioxidantes

eficientes (Farooq et al., 2019).

Ante la problematica de la salinidad en la agricultura, las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR) emergen como una alternativa para disminuir los

efectos negativos del estrés salino (Bhattacharyya & Jha, 2012). Estos
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microorganismos benéficos, activan mecanismos que potencian la resistencia de
las plantas, incluyendo la salinidad (Shultana et al., 2022). Ademas, la produccion
de enzimas como la ACC desaminasa por parte de las PGPR reduce los niveles de
etileno inducido por estrés, mitigando asi el impacto del estrés salino en cultivos
como el tomate y promoviendo un aumento en la produccién de biomasa (Orozco-
Mosqueda et al., 2019). Este enfoque proporciona una alternativa ecoldgica a los
fertilizantes sintéticos, destacando el potencial de las PGPR en la agricultura (Nazari
& Smith, 2020). La diversidad de bacterias dentro del grupo de las PGPR, incluye
géneros como Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium, Azospirillum y Azotobacter
(Mushtaq et al., 2020; Widawati, 2015). La eficacia de las PGPR en la mejora de la
tolerancia a la salinidad ha sido demostrada en diversos cultivos, incluidos el trigo
(Upadhyay et al., 2012), el tomate (Yan et al., 2014) y el maiz (Marulanda et al.,
2010), a través de la modificacién de la fisiologia de la planta para aumentar la
absorcion de agua y nutrientes, lo que resulta en un crecimiento y rendimiento

mejorados bajo estrés salino.

La interaccion entre las plantas y las PGPR juega un papel crucial en la adaptacion
y supervivencia de las primeras en condiciones de estrés salino, a través de la
modulacién de su respuesta génica. Especificamente, ciertas cepas de PGPR,
incluidas Pseudomonas (Shavalikohshori et al., 2020) y Bacillus (Khan et al., 2021),
han demostrado influir en la expresion genética de las plantas, mejorando su
capacidad para tolerar la salinidad. Estas bacterias benéficas inducen la expresion
de genes implicados en la sintesis de osmoprotectores como la prolina y activan
genes que codifican para enzimas antioxidantes, proporcionando asi a las plantas
herramientas mejoradas para enfrentarse a ambientes salinos (Li et al., 2020). Un
estudio destacado muestra como Bacillus oryzicola incrementa los niveles de
expresion del gen SOS en Arabidopsis thaliana, mejorando la regulacién del
transporte de sodio y potasio, esenciales para la homeostasis i6nica bajo
condiciones de estrés salino (Baek et al., 2020). Ademas, se ha identificado que los
antiportadores Na*/H* y los canales de K* juegan roles fundamentales en la
tolerancia al estrés salino, facilitando el manejo de iones Na* y la acumulacion de

K*, mientras que la biosintesis de osmolitos compatibles y la actividad de enzimas
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antioxidantes son esenciales para la proteccion celular y el metabolismo
antioxidante bajo tales condiciones (Li et al., 2020; Batool et al., 2020). La
modulacién de la biosintesis de etileno y la sefalizacion hormonal por PGPR, asi
como la activacion de genes antioxidantes y factores de transcripcidon relevantes
para la respuesta al estrés, subrayan la complejidad y eficacia de los mecanismos
mediante los cuales las PGPR pueden mejorar la tolerancia al estrés salino en las

plantas (Brunetti et al., 2021; Hasanuzzaman et al., 2022).

Si bien el rol de las PGPR en la mejora de la tolerancia al estrés salino es
reconocido, el impacto especifico y los mecanismos a través de los cuales B.
paralicheniformis influye en C. illinoinensis en condiciones de estrés salino
permanecen inexplorados. Este estudio tiene como objetivo mostrar como B.
paralicheniformis modula la expresion genética en C. illinoinensis sometida a estrés
salino, con la posibilidad de descubrir mecanismos moleculares vy fisioldgicos que
faciliten una mejor adaptacion de la planta a ambientes salinos. A través de este
enfoque, pretendemos contribuir al conocimiento existente sobre la interaccion
microorganismo-planta bajo estrés salino y ofrecer estrategias sostenibles para el

manejo agricola del nogal pecanero en regiones afectadas por la salinidad.

4.4 MATERIALES Y METODOS

4.4.1 Material vegetal

Los experimentos se desarrollaron en las instalaciones de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Juarez del Estado de Durango, situadas en las
coordenadas 25°35'13" Ny 103°30'04" O, a una elevacion de 1114 metros sobre el
nivel del mar. Las semillas de nogal pecanero criollo, se obtuvieron de un huerto
localizado en el municipio de Nazas, Durango (25°15'08" N y 104°06'09" O), a una
altitud de 1240 metros. Las semillas se sometieron a un proceso de desinfeccién
utilizando una solucion de hipoclorito de sodio al 20% vy, posteriormente, se
enjuagaron con agua destilada estéril. Las semillas desinfectadas fueron

vernalizadas a 4 °C durante una semana antes de su germinacion. Una vez
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germinadas, las plantulas se trasladaron a macetas de 20 cm de altura por 10 cm
de diametro, utilizando arena estérii como sustrato. A lo largo de todo el
experimento, se mantuvo un riego constante con agua destilada estéril cada tercer
dia, no se introdujo ningun tipo de solucién nutritiva, con el fin de prevenir efectos
cruzados que pudieran influir en los resultados experimentales. El experimento se
realizdO en una camara bioclimatica bajo condiciones de temperatura de 25 °C y

fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad.
4.4.2 Inoculacion bacteriana

El procedimiento de inoculacion se realizo utilizando la cepa rizobacteriana B.
paralicheniformis LBEndol. Inicialmente, se preparo el cultivo bacteriano afiadiendo
100 mL de medio LB a un matraz de Erlenmeyer, seguido de una incubacion de 24
horas a 35 °C con agitacién constante a 120 rpm. Posteriormente, se ajusté la
densidad bacteriana a 1x108 UFC/mL mediante conteo en camara de Neubauer.
Para preparar el in6culo, las bacterias se centrifugaron a 5000 rpm por 5 minutos,
eliminando asi el medio de cultivo, y posteriormente se resuspendieron en agua
destilada estéril. La inoculacion se llevé a cabo en plantulas con una semana de
germinacion, aplicando directamente en la base del tallo 10 mL de la suspension

bacteriana, con una concentracién ajustada a 1x108 UFC/mL.
4.4.3 Disefio experimental

En este estudio se implementd un disefio factorial completamente al azar 2x2,
resultando en cuatro tratamientos. Cada tratamiento tuvo tres repeticiones, y en
cada repeticion se utilizaron cinco plantulas de C. illinoinensis, sumando un total de
15 plantulas por tratamiento, dando un total de 60 unidades experimentales. Los
tratamientos se definieron segun dos factores: 1) La presencia o ausencia de la
rizobacteria B. paralicheniformis LBEndol, y 2) la concentracion de NaCl, con
niveles de 0 mM y 50 mM. Las plantas fueron irrigadas cada tercer dia, aplicando
80 mL de solucion, ya sea con concentracion salina o libre de sales, el periodo
experimental durd 60 dias. Se asignaron codigos para identificar cada tratamiento

de la siguiente manera: las plantulas sin aplicacion de bacterias ni sal se
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identificaron como "Control"; las plantulas inoculadas con LBEndol en ausencia de
sal, como "LBEndo1"; las plantulas regadas con solucion salina sin bacterias, como
"Control+S"; y, finalmente, las plantulas tratadas con LBEndol y solucion salina,
como "LBEndol1+S".

4.4.4 Medicion de exopolisacaridos

En este estudio, se evalud la produccion de exopolisacaridos en B. paralicheniformis
bajo condiciones normales y con estrés salino (50 mM de NaCl). Se inoculé 100 pL
del inoculo bacteriano en frascos conteniendo 10 mL de medio Nitrogen Fixing
bacteria (NFb) liquido, sin sal y con sal. Los frascos se incubaron en un agitador
orbital a 150 rpm y 30 °C durante 96 horas. Para la cuantificacion, se empleé el
meétodo fenol-acido sulfarico de Dubois et al. (1956), afiadiendo 1 mL de fenol al 5%
y 5 mL de &cido sulfdrico concentrado directamente a 2 mL de muestra. Tras reposar
10 minutos, la mezcla se agité durante 30 segundos y se sometié a un bafio Maria
a 25 °C por 10 minutos. La absorbancia se midid a 490 nm utilizando un
espectrofotometro. Este procedimiento permiti6 comparar la produccién de

exopolisacéridos entre las bacterias cultivadas en condiciones salinas y no salinas.
4.4.5 Acumulacion de Na* en hojas tallo y raiz

Para determinar la concentracién de sodio en C. illinoinensis, las muestras de hojas,
tallos y raices se lavaron inicialmente con agua destilada para eliminar
contaminantes superficiales, y posteriormente se secaron a 60 °C durante dos dias.
Posteriormente, se molieron hasta obtener un polvo fino, asegurando una
homogeneidad adecuada para la extraccion. Se pesaron 100 mg de cada muestra
molida, y se afiadieron a tubos Falcon con 10 mL de acido nitrico 0.5 M. Las
muestras se agitaron durante 24 horas a temperatura ambiente. La cuantificacion
de Na se realiz0 utilizando un espectrofotometro de absorcion atomica, analizando

alicuotas del extracto diluidas (Jian, 1990).
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4.4.6 Porcentaje de dafo en las hojas

Para medir el area de la hoja y analizar el dafio foliar causado por la salinidad en C.
illinoinensis, se empled el software ImageJ version 1.54d, siguiendo la metodologia
propuesta por Katabuchi (2015). El procedimiento inicié con la digitalizacion de las
imagenes de las hojas, ajustando previamente el brillo y contraste para mejorar la
diferenciacion entre las areas sanas y dafiadas. Posteriormente, se realizé una
calibracion dentro del software para asegurar que el recuento de pixeles reflejara
con precision el area foliar. El analisis mostroé la estimacion del area foliar mediante
el recuento de pixeles, seleccionando especificamente los pixeles verdes para
areas sanas y los marrones para el dafio foliar. Este enfoque permitié el calculo

preciso del porcentaje del area dafiada.
4.4.7 Expresion génica

La extraccion de ARN de las plantas de C. illinoinensis de 60 dias de edad se
efectu6 conforme al protocolo proporcionado por el kit PureLink® Plant RNA
(Invitrogen). Posteriormente, el RNA extraido se traté con DNasal (Ambion) con el
objetivo de eliminar cualquier residuo de DNA, para ello, se sigui6é el protocolo
proporcionado por el fabricante. Una vez asegurada la ausencia de DNA, se
procedié a preparar la mezcla de reaccion para la gRT-PCR. Dicha mezcla incluy®:
5 pl de Power SYBR RT-PCR, 0.4 ul del mix de primers (Fw y Rv), 0.08 pl de RT
Enzyme Mix para la sintesis de cDNA, 3.5 pl de H20 DEPC y 1 ul de la muestra de
RNA a una concentracién de 50 ng. Se realizaron reacciones de PCR en un volumen
total de 10 pl, siguiendo un programa térmico especifico: inicialmente, 48°C por 30
minutos y 95°C por 10 minutos para la sintesis del cDNA; seguido de 95°C por 15
minutos, y luego 45 ciclos de 95°C por 15 segundos y 60°C por 60 segundos (esta
temperatura varia segun la requerida por los primers) para la amplificacion del cDNA
y la deteccién mediante fluoréforos de SYBR Green. Para verificar la especificidad
de los primers, se generd una curva melting del proceso. La expresién relativa de
los genes se calculé utilizando la férmula 2-22CT) con B-Actina sirviendo como gen
de referencia en los analisis. Los genes especificos analizados en este estudio
fueron  CIL0912S0112, CIL0900S0005, CIL1264S0041, CIL0919S0158,

66



CIL1273S0033, CIL0272S0015, CIL0245S0004, CIL0840S0001, CIL1403S0034 y
CIL1321S0006. La secuencia de los primers para estos genes, se detallan en la
Tabla 1.

Tablal. Cédigos de los genes relacionados al estrés salino en C. illinoinensis, secuencias
de primers y temperaturas de alineacién (TM) utilizados para la amplificacion por gRT-PCR.

Cadigo del Secuencia de los primers ™ Codigo del Secuencia de los primers ™
gen (5-3") (°C) gen (5-3") ©C)

F  AGAATTTGGTGTCTTTCTGGTCAGT 655 F  CTGGGCACTGAAACCTTCGT 65.7

CILO919S0158 o GCTGGCATGTGATGTTTGGA a3 CIL1264S0041 o \GCAAGAGCGCGAATCTTCT 65.2
F  ATCCCAGAGGCCTACCAGTGT 67.9 F  GACGGGCCGTACCCTACCTA 67.8

CILO272S0015 o GAGGTCCAGCCCTAGGATGAT 5.9 CILO900S0005 o ATGCGTGACCGGATTCAAC 64.4
F  AAACTTCCAAACCGTGAGCAA 64.0 F  TCAGCCTGGTGGGCATATTAC 65.1

CIL127350033 o TTGACAAGACCCGTCGAAATG 638 CIL024550004 o CCTGTGCTATGCTGCCAAGA 65.9
F  GGCCAAGGTTGTTGGAGTGA 65.7 F  CAACACCGGAGTGACATTCG 64.0

CILO912S0112 o GGGTGAGAATGCCCCTCTCT 6.5 CIL0840S000L o oeaATTCTGGCTCCAACTG 63.8
F  GCTACAGGGACGACGCATTT 65.7 F  GCTGCGGAGGCTATTGCTT 66.0

CIL1239S0040 o cGCCACCGATAAACCATTCT 635 CIL1821S0006 o rrerrcGeCTGCCTTGAAA 63.6
_ F  ACCAACTGGGACGATATGGAGAAGA 68.0

B-Actina R TACGACCAGAGGCATACAGGGACAA 69.8

Tabla 2. Funciones de genes seleccionados y sus locus ID correspondientes

Cédigo del gen

Implicacion

Locus ID*

CIL0919S0158
CIL0272S0015
CIL1273S0033
CIL0912S0112
CIL1239S0040
CIL1264S0041
CIL0900S0005
CIL0245S0004
CIL0840S0001
CIL1321S0006

Codifica la proteina ribosomal citosélica, parte de la familia el24

Codifica para la enzima PI4K

Codifica la E3 ubiquitina ligasa PUB11

Codifica una proteina RING/U-box

Codifica la RDUF2, una ligasa de ubiquitina E3

Codifica WDR55 es una proteina que regula la sintesis de ARN ribosémico
Coadifica la subunidad 7 de la NADH deshidrogenasa

Codifica la subunidad 4 de la NADH deshidrogenasa

Codifica la proteina D1 del fotosistema |l

Codifica la proteina CP47 del fotosistema |l

AT2G44860.2
AT2G46500.2
AT1G23030.1
AT5G42200.1
AT5G59550.1
AT2G34260.1
ATMG00510.1
ATMG00580.1
ATCG00020.1
ATCG00680.1

4.4.8 Andlisis bioinforméatico

Para evaluar la expresion relativa de genes especificos en Carya illinoinensis en

respuesta a tratamientos sin estrés salino LBEndol y estrés salino (LBEndo1+S),

se utilizé un enfoque de analisis bioinformatico en R. Los datos de expresion génica
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fueron normalizados para comparar efectivamente los niveles de expresion entre
los tratamientos y los controles correspondientes. Posteriormente, se organizo una

matriz de expresion con genes en las filas y tratamientos en las columnas.

Utilizando la funcién heatmap() del paquete estadistico R, se generé un mapa de
calor para visualizar los patrones de expresion génica. Este mapa fue
complementado con un dendrograma, generado mediante clustering jerarquico,
para ilustrar la agrupacion de genes segun la similitud en sus patrones de expresion.
La escala de color del mapa de calor, que variaba de amarillo a rojo, representaba
un gradiente de expresion desde valores bajos a altos, respectivamente.

4.4.9 Andlisis Estadistico

Se llevd a cabo un andlisis estadistico para evaluar los distintos parametros
evaluados. El disefio experimental se establecié de manera completamente al azar.
Para el analisis estadistico, se emplearon tanto la prueba ANOVA, seguidos de la
prueba post hoc de Tukey para comparaciones mdultiples, asi como la de t de
Student. El nivel de significancia se fijé en p < 0.05. Todos los analisis estadisticos

se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 9.

4.5 RESULTADOS
4.5.1 Produccion de exopolisacéaridos

En este estudio se investigo la produccion de exopolisacaridos por la rizobacteria B.
paralicheniformis LBEndol como mecanismo de defensa ante condiciones de
salinidad. Bajo condiciones sin sal (LBEndol), la cepa produjo exopolisacéaridos con
una concentracion promedio de 159.16 pg/mL. Sin embargo, al someter las
bacterias a un estrés salino (LBEndol1+S) mediante la adicion de 50 mM de NaCl,
se observo un incremento en la producciéon media de exopolisacéaridos de 178.95

png/mL (Figura 1). Este aumento muestra una respuesta adaptativa de la bacteria,

68



optimizando la produccién de exopolisacéridos para mejorar la tolerancia al estrés

causado por la salinidad.

Exopolysaccharide production
a
Figura 1. Comparacion de la b —
produccion media de exopolisacaridos 150-
en pg/mL por B. paralicheniformis
LBEndol bajo condiciones sin sal
(LBEndol) y sometida a estrés salino
(LBEndol1+S). La prueba de t de
Student revel6 una diferencia 504
estadisticamente significativa en la
produccion de exopolisacaridos entre 0- -
las condiciones experimentales, con LBEndo1 LBEndo1+S
un valor de p < 0.05.

100-

Hg/mL

4.5.2 Acumulacion de Na* en hojas tallo y raiz

4.5.2.1 Hojas

En el estudio con C. illinoinensis, se observaron bajas concentraciones de Na* en
las hojas para los tratamientos Control y LBEndol, con promedios de 0.0314 y
0.01935 mmol/gDW respectivamente (Figura 2), lo cual estaba anticipado ya que no
se aplicé riego con solucién salina a estos grupos. Estos valores representan los
niveles basales de sodio en condiciones sin estrés y corroboran la ausencia de un
efecto inducido por la rizobacteria LBEndol en la acumulacion de Na* bajo estas
condiciones. Sin embargo, cuando las plantulas estaban sometidas a estrés salino
(Control+S), se registrdé un incremento en la concentracion de Na*, alcanzando un
promedio de 1.4497 mmol/gDW, reflejando una acumulacion significativa tipica de
la exposicion a ambientes salinos. Contrariamente, las plantulas que recibieron
inoculacién con LBEndol junto con el estrés salino (LBEndol1+S) presentaron una
concentracion promedio de Na* mas baja, con 0.58203 mmol/gDW, lo que evidencia
el efecto mitigador de la rizobacteria en la absorcion de Na* provocada por la
salinidad (Figura 2). Estos resultados muestran la influencia protectora de B.

paralicheniformis LBEndol, que no solo se mantiene sin influencia en la
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acumulacion de Na* en condiciones normales, sino que también reduce su

concentracion en un contexto de estrés.

Na* content in leaves Figura 2. Efecto de la rizobacteria
LBEndol en la acumulacion de Na* en
hojas de C. illinoinensis bajo estrés

207 salino. Las barras representan el
promedio de concentracién de Na* (en
. 1.51 mmol por gramo de peso seco) en las
E hojas para cada tratamiento. Las
2 1.0 diferencias significativas entre los
E tratamientos, determinadas mediante
€ 0.5- ANOVA vy la prueba post-hoc de
c d Tukey, estan indicadas por letras
0.0 : : distintas sobre las barras (p < 0.05).
oﬁo\ ‘o(\b&\
© N
4.5.2.2 Tallo

En el estudio sobre la acumulacion de Na* en el tallo de C. illinoinensis, los
resultados reflejaron una respuesta diferencial al tratamiento con la rizobacteria B.
paralicheniformis LBEndol y la salinidad. La concentracion promedio de Na* en los
tallos fue de 0.0349 mmol/gDW para el control sin inocular, 0.0272 mmol/gDW para
las plantas tratadas con LBEndol, 1.7075 mmol/gDW para el control sometido a
estrés salino y 0.4660 mmol/gDW para las plantas tratadas con LBEndol en
presencia de sal (Figura 3). Estos datos indican que, similar a las hojas, la presencia
de LBEndol ayuda a reducir la acumulacion de Na* en los tallos de las plantas bajo
condiciones de estrés salino. En comparacion con las plantas del Control+S, que
mostraron una acumulacion considerablemente alta, aquellas en el tratamiento
LBEndol+S mantuvieron menores niveles de Na*, sugiriendo un posible efecto

protector de la rizobacteria. En ausencia de estrés salino, tanto el control como las
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plantas tratadas con LBEndol exhibieron bajos niveles de Na*, lo cual era esperado

debido a la ausencia de estrés por salinidad.

Na* content in stems
Figura 3. Efecto de la rizobacteria

LBEndol en la acumulacion de Na*
en los tallos de C. illinoinensis bajo
estrés salino. Las barras representan

2.0 a

el promedio de concentracién de Na* = 1.57

(en mmol por gramo de peso seco) en E

las hojas para cada tratamiento. Las ;-9 1.0
diferencias significativas entre los g
tratamientos, determinadas mediante £ 0.5
ANOVA vy la prueba post-hoc de c
Tukey, estan indicadas por letras 0.04
distintas sobre las barras (p < 0.05). O

S

4.5.2.3 Raiz

Los resultados en la acumulacion de Na* en la raiz de C. illinoinensis bajo distintos
tratamientos muestran un patron interesante. En los tratamientos Control y con
LBEndol, que no incluyeron estrés salino, las concentraciones medias de Na*
fueron de 0.0552 y 0.0377 mmol/gDW respectivamente, reflejando los niveles
basales de sodio en la planta. Por otra parte, al afiadir estrés salino, en el
tratamiento Control+S, la acumulacion de Na* en las raices aumento
significativamente, con una media de 0.3194 mmol/gDW, lo cual era esperado
debido al aumento de disponibilidad de Na* en el entorno radicular. De igual manera,
las plantas tratadas con LBEndol bajo estrés salino (LBEndo1+S) mostraron una
concentracion similar de Na*, con una media de 0.3095 mmol/gDW. Esto indica que
la rizobacteria puede no reducir la acumulacion de Na* en las raices bajo estrés
salino. Sin embargo, su presencia no aumenté la absorcion de Na* y mantuvo los

niveles similares al Control+S.
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Figura 4. Efecto de la rizobacteria
LBEndol en la acumulacion de Na* en
la raiz de C. illinoinensis bajo estrés

Na* content in root
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=) hojas para cada tratamiento. Las
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4.5.3 Porcentaje de dafio en las hojas

Se realiz6 un analisis para determinar el factor de proteccion de la rizobacteria B.
paralicheniformis LBEndol en el dafio foliar de C. illinoinensis bajo condiciones de
estrés salino. Los resultados indicaron que las plantulas en los tratamientos Control
y LBEndol no mostraron dafio en las hojas, con un porcentaje de dafio de 0.0% en
todas las replicaciones. En contraste, las plantulas en el tratamiento Control+S
experimentaron un dafio foliar significativo, con porcentajes de dafio promedio de
95.6%. Esto indica una alta susceptibilidad del nogal pecanero al estrés salino en
ausencia de LBEndol. Sin embargo, en las plantulas del tratamiento LBEndo1+S,
donde se combinaron la rizobacteria y el estrés salino, el dafio foliar fue
considerablemente menor, con un valor promedio de 44.9%. Este resultado
demuestra una reduccion significativa del dafo foliar asociada con la presencia de
LBENdo1 bajo condiciones de estrés salino (Figura 5). Estos hallazgos sugieren que
B. paralicheniformis LBEndol puede desempefiar un rol protector en C. illinoinensis,

mitigando los efectos negativos del estrés salino sobre las hojas.
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Figura 5. Porcentaje de dafio Damaged leaf area

foliar en C. illinoinensis de los
cuatro tratamientos después de
60 dias de interaccion. La 1004
grafica muestra las medias de
dafio foliar (n = 20). Los
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indican diferencias significativas
entre los tratamientos (p < 0.05),
donde las barras con letras
diferentes representan estas
diferencias estadisticas. c cC
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4.5.4 Expresion relativa de genes relacionados al estrés salino

En este estudio, se empled el método 2-24Ct para el andlisis de la expresion génica,
utilizando B-Actina como gen de referencia. Para evaluar los cambios en la
expresion genética en condiciones sin sal, se comparoé la expresion relativa entre el
tratamiento con LBEndol y Control. De igual manera, para condiciones de estrés
salino, la comparacion se realiz6 entre el tratamiento LBEndo1+S y Control+S.

En el estudio, se observdé una regulacién positiva significativa de los genes
CIL0245S0004 y CIL0O900S0005, que codifican las subunidades 4 y 7 de la NADH
deshidrogenasa, respectivamente. Estos genes son importantes para la produccion
de ATP y la disminucion de especies reactivas de oxigeno (ROS). La influencia de
B. paralicheniformis LBEndol mostré un incremento de la expresién del gen
CIL0245S0004, alcanzando un valor medio de expresion relativa de 13.381 en
ausencia de sal, y de 13.001 bajo estrés salino (Figura 6). Por su parte, el gen
CILO900S0005 también mostré un aumento en su expresiéon a 9.208 sin estrés

salino y a 8.033 bajo estrés por salinidad (Figura 7). Esta sobreexpresion sugiere
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que LBEndol podria desempefiar un papel importante en la optimizacion del

metabolismo energético y la respuesta antioxidante.

Ademas, los genes CIL0840S0001 y CIL1321S0006, que codifican para las
proteinas del fotosistema IlI, D1 y CP47 respectivamente, mostraron respuestas
diferenciales ante la inoculacion con LBEndol bajo condiciones normales y de
estrés salino. El gen CILO840S0001 tuvo una expresion reducida de 0.456 en
condiciones sin sal, pero aumenté significativamente a 5.760 bajo estrés salino,
sugiriendo una posible adaptacién que podria influir en la eficiencia fotosintética y
en la gestion del estrés oxidativo en condiciones salinas, pero no en condiciones
normales (Figura 6). El gen CIL1321S0006 experimenté una leve disminucion en su
expresion a 0.716 sin sal, pero se incrementd notablemente a 6.578 bajo estrés
salino, reflejando una interaccién beneficiosa que mejora la respuesta fotosintética
y la adaptacion al estrés (Figura 7). Estos hallazgos sugieren un rol significativo de
LBENndol en la modulacion de la eficiencia del fotosistema Il y la resistencia general

de la planta bajo condiciones de estrés salino.

Los estudios sobre los genes CIL1239S0040 y CIL1264S0041, ambos relacionados
con la respuesta al estrés abiodtico y la sefializacion del &cido abscisico (ABA),
resaltan el papel modulador de LBEndol. CIL1239S0040 (RDUF2) mostré una
disminucion en su expresion a 0.445 en ausencia de sal cuando las plantulas fueron
tratadas solo con LBEndol, indicando que la rizobacteria por si sola no induce en
la expresion de RDUF2. Sin embargo, bajo estrés salino, la expresion del gen se
elevé dramaticamente a 27.785 (Figura 6). Por otro lado, CIL1264S0041 (WDR55),
esencial para la sefalizacién del ABA y adaptaciones como el cierre estomético,
mostro una baja expresion de 0.403 en condiciones sin sal, pero aumentd a 13.176
bajo estrés salino, demostrando que LBEndol potencia las respuestas adaptativas

gue mejoran la eficiencia en el uso del agua y la tolerancia al estrés (Figura 7).

Los genes CIL1273S0033 y CIL0912S0112 también mostraron una regulacion
positiva asociada con la inoculacion de LBEndol bajo condiciones de estrés.
CIL1273S0033, que codifica la E3 ubiquitina ligasa PUB11, mostréo un aumento en
su expresion de 3.936 sin estrés salino (LBEndol) y se incremento notablemente
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bajo estrés salino (LBEndol+S) a 12.675 veces mas que el control (Figura 6). Por
otro lado, CIL0912S0112, que codifica una proteina RING/U-box implicada en la
respuesta a estrés abidtico, también mostré una sobreexpresion significativa; en
ausencia de sal, la expresion fue de 2.972 y aumentd a 4.720 bajo estrés salino
(Figura 7). Estos incrementos indican un efecto sinérgico de LBEndol en la

regulacion del gen, contribuyendo a una mayor tolerancia al estrés salino.

Por otra parte, el andlisis del gen CIL0272S0015, que codifica para la enzima PI4K,
ha evidenciado una regulacion significativa inducida por la rizobacteria LBEndo1.
En condiciones sin sal, la expresion del gen se incrementé notablemente a un valor
de 13.796, en comparacion con el control, indicando que LBEndo1l activa este gen
(Figura 6). Bajo estrés salino, la expresion aumento ain mas, alcanzando una media
de 14.886, lo que refleja una sobreexpresion del gen en respuesta a la inoculacion
con LBEndol en presencia de salinidad (Figura 7). Dado el papel esencial de
P14Kb1 en la sintesis y regulacion del antiportador Na*/H* para la expulsion de sodio
excesivo, esta elevada expresion sugiere que LBEndol podria potenciar la

capacidad de las plantas para gestionar el estrés salino.

Finalmente, el estudio del gen CIL0919S0158, que codifica la proteina ribosomal
L24e y componente esencial de la maquinaria ribosomal, reveld que la expresion
del gen varié bajo la influencia de B. paralicheniformis LBEndol1. En condiciones sin
estrés salino, la presencia de LBEndol resultd en una expresion del gen a un
promedio de 0.137 (Figura 6), mientras que, bajo estrés salino, las plantulas tratadas
con LBEndo1+S también mostraron una expresion baja, con un promedio de 0.794
comparado al control (Figura 7). Estos resultados sugieren que LBEndol no tiene
un impacto significativo en la expresidn de este gen, tanto en condiciones normales
como bajo estrés salino, lo que indica que la rizobacteria no influye

significativamente en la regulacion de la maquinaria ribosomal.
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Gene expression under salt-free conditions

Figura 6. Expresion relativa
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4.5.5 Relacién en la variacion de la expresion génica

Para examinar la relacion en la expresion de genes, se generdé un heat map
acompafado de su dendrograma, como se muestra en la Figura 8. Este analisis
revela patrones de expresion similares entre los genes en respuesta a la inoculacion
con Bacillus paralicheniformis LBEndo1l y al estrés salino en Carya illinoinensis. Las
ramificaciones del dendrograma indican que genes como CIL1273S0033 vy
CIL1264S0041, posiblemente involucrados en la respuesta al estrés y la defensa
antioxidante, se sobreexpresan conjuntamente bajo condiciones de estrés salino,
indicando una via de respuesta compartida. De manera similar, los genes asociados
al fotosistema 11, CILO840S0001 y CIL1321S0006, también muestran una expresion
superior, lo que sugiere una coordinacién en la proteccion ante las ROS y una
eficiencia del fotosistema bajo condiciones adversas. Ademas, los genes
CIL1239S0040 y CIL1264S0041 presentan un aumento significativo bajo estrés
salino, lo que respalda la hipétesis de que LBEndol estimula la sefializacién del
acido abscisico (ABA). Por ultimo, la expresion elevada de los genes CIL0245S0004
y CILO900S0005 refleja un aumento en el metabolismo y la produccion de energia
inducido por LBEndol.

Figura 8. El heat map ilustra la
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4.6 DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio muestran la capacidad de la rizobacteria
Bacillus paralicheniformis LBEndol para mejorar la tolerancia al estrés salino en
Carya illinoinensis y modular la expresion genética. Estos hallazgos validan la
hipotesis inicial que proponia que la inoculacion con esta rizobacteria podria conferir
ventajas significativas a las plantas bajo condiciones de salinidad, indicando una
relacion importante entre la presencia de la rizobacteria y la adaptacion y eficiencia
de las plantas ante el estrés salino. Esta interaccion sugiere que Bacillus
paralicheniformis LBEndol podria jugar un rol crucial en la modulacion de la
respuesta de las plantas a ambientes adversos, potencialmente a través de la

optimizacién del metabolismo energético y la modulacion del estrés oxidativo.

Este estudio revela que la presencia de NaCl potencia la produccion de
exopolisacéridos (EPS) en Bacillus paralicheniformis LBEndo1, sugiriendo que esto
podria ser un mecanismo defensivo adaptativo. Esta observacion es coherente con
los hallazgos de Liu et al. (2022b), quienes notaron un aumento en la produccién de
EPS hasta ciertos niveles de concentracion salina, después de los cuales se
evidencia una posible saturacion o limitacién fisiolégica. Los analisis sugieren que
estos EPS pueden formar barreras que limitan la penetracion de iones toxicos como
sodio y cloruro, mitigando asi sus efectos nocivos. Adicionalmente, Thakur & Yadav
(2024) resaltaron la variabilidad en la produccién de EPS entre diferentes cepas,
indicando una diversidad en la capacidad adaptativa que podria ser esencial para
aplicaciones agricolas especificas. Por tal razdn, se infiere que los EPS actdan no
solo como protectores fisicos, sino también como moduladores del ambiente
rizosférico, influyendo en el equilibrio osmético y la tolerancia al estrés salino en las

plantas hospederas.

Por otro lado, LBEndol también condujo a una notable disminucion de Na* en las
hojas y tallos de Carya illinoinensis bajo condiciones de estrés salino, mientras que
los niveles en las raices permanecieron estables. Este comportamiento es similar al

observado por Li et al. (2021) con la rizobacteria Rahnella aquatilis JZ-GX1 en
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Robinia pseudoacacia, lo que sugiere un mecanismo comun entre diferentes PGPR
para mitigar el estrés salino. Ademas, Asadullah & Javed (2021) complementaron
estos hallazgos al demostrar que las PGPR pueden mejorar la gestion de iones
criticos bajo condiciones salinas, enfatizando la capacidad de LBEndol para
optimizar el equilibrio i6nico mediante la modulacion del transporte de Na* vy,

posiblemente, K*.

En nuestra investigacién, observamos que la inoculacion bacteriana intensifico
significativamente la expresion de los genes CIL0245S0004 y CILO900S0005 en
Carya illinoinensis, que son esenciales para codificar las subunidades 4 y 7 de la
NADH deshidrogenasa, involucradas crucialmente en la sintesis de ATP y en la
regulacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS). Esta sobreexpresion fue
evidente tanto en condiciones normales como bajo estrés salino, indicando que
LBENndo1l juega un papel crucial en la optimizacion del metabolismo energético y en
la mitigacidn de la respuesta antioxidante, similar a lo descrito en estudios como el
de Ramadan et al. (2021), quienes resaltan como el mal funcionamiento de las
subunidades del Complejo | puede elevar los niveles de ROS y aumentar la
sensibilidad al estrés en Arabidopsis thaliana. Ademas, el estudio de Hayashi et al.
(2015) también apoya esta idea, mostrando que la cadena respiratoria, y
especificamente la relacion NADH/NAD*, es vital para la tolerancia a la salinidad en
Zymomonas mobilis. Estos resultados indican que una funcién eficiente del
Complejo | es clave para manejar los niveles de NADH y minimizar el estrés
oxidativo, destacando la importancia de los genes de la NADH deshidrogenasa en

la adaptacién al estrés salino.

De igual manera, la inoculacion con Bacillus paralicheniformis LBEndol mostrd un
efecto en la regulacion de los genes del fotosistema Il, especificamente los que
codifican D1 y CP47, en Carya illinoinensis bajo estrés salino. Se observo un
aumento en la expresion de estos genes que sugiere una adaptacion que mejora la
eficiencia fotosintética y la gestion del estrés oxidativo, mientras que en condiciones
normales la expresion fue reducida, indicando una activacién especifica por el

estrés. Estos resultados estan alineados con estudios previos; por ejemplo, Shweta

79



et al. (2012) y Khan et al. (2019) indican que plantas bajo estrés oxidativo pueden
tener dafos en la proteina D1 del PSII, reduciendo su actividad y afectando la
eficiencia fotosintética. Asimismo, Rodrigues et al. (2024) describen cémo, bajo
condiciones combinadas de salinidad y calor, se reduce la acumulacion de
transcritos de estos genes. Estos estudios indican que LBENndol influye
positivamente para aumentar la resistencia de las plantas al estrés salino,

potencialmente mediante la modulacion del fotosistema Il.

En nuestro estudio, la inoculacion con LBEndol en Carya illinoinensis demostré un
impacto significativo en la expresion de los genes CIL1239S0040 y CIL1264S0041,
ambos criticos para la respuesta al estrés abidtico y la sefalizacion del acido
abscisico (ABA). Se observo que mientras CIL1239S0040 aument6 draméaticamente
bajo estrés salino, su expresién fue mas baja en ausencia de sal, indicando que
LBENndo1 activa este gen principalmente en condiciones adversas. De igual forma,
CIL1264S0041, esencial para el cierre estomatico y otras adaptaciones mediadas
por ABA, también aumentd su expresion bajo estrés salino. Este comportamiento
resalta como LBENndol potencia respuestas adaptativas especificas que mejoran la
eficiencia en el uso del agua y la gestion del estrés. Estudios comparativos como
los de Davik et al. (2021) y Park et al. (2020) sugieren que estos genes, al igual que
sus homologos en Arabidopsis, juegan roles vitales en la regulacion de la
ubiquitinacién y la respuesta al estrés mediante ABA, mostrando un incremento en
su expresidn en respuesta a estrés por sal y sequia. Asi, LBEndol no solo facilita
una respuesta directa al estrés salino, sino que también refuerza la capacidad

antioxidante y la regulacién hormonal.

Con respecto al impacto de Bacillus paralicheniformis LBEndol en la modulacién
de genes asociados a las proteinas E3 ubiquitina ligasa y RING/U-box en Carya
illinoinensis, destacamos su papel esencial en la respuesta al estrés abidtico. Estos
genes, activados bajo estrés salino, estan implicados en procesos como la
ubiquitinacién, que regula la degradacién proteica y la sefializacién celular durante
el estrés. A diferencia de lo observado en otras especies como Arabidopsis y arroz,

donde la sobreexpresion de genes similares puede disminuir la tolerancia al estrés
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(Yang et al.,, 2022), en Carya illinoinensis la respuesta parece ser favorable,
sugiriendo que LBENndo1 facilita una mejor gestion del estrés al afinar la degradacion
de proteinas mal plegadas. Ademas, Kim et al. (2021) resaltan que las proteinas U-
box E3 desempefian un rol regulatorio en la degradacion proteica en respuesta a
sefales celulares durante el desarrollo vegetal y respuestas al estrés, lo que ilustra
la complejidad de estos sistemas en distintas especies y contextos de estrés. Esta
variabilidad y la influencia de fitohormonas como el ABA indican que la inoculacion
con LBEndol podria mejorar la tolerancia al estrés en Carya illinoinensis mediante

la modulacion de estas importantes vias proteicas y hormonales.

En nuestro estudio, se revel6 una regulacion significativa del gen CIL0272S0015,
que codifica para la enzima Pl4Kbl, esencial en la sintesis y regulacion del
antiportador Na*/H* para la expulsién de sodio excesivo. Bajo estrés salino, este
gen mostré un incremento notable en su expresién, lo que sugiere que LBEndol
podria estar fortaleciendo la capacidad de las plantas para manejar el estrés salino.
Esta observacién es consistente con investigaciones previas como la de Yang et al.
(2021), que en Arabidopsis demostraron que mutantes deficientes en pidkbl
experimentaron una sensibilidad aumentada al estrés salino debido a la disminucién
en el contenido de PI4P y la actividad del antiportador PM Na*/H*. Estos estudios
muestran la importancia de PI4Kb1 en la adaptacion al estrés salino, indicando que
la sobreexpresion inducida por LBEndol puede ser una estrategia adaptativa
comun para mejorar la tolerancia al estrés. Tal activacién genética no solo ayuda a
las plantas a regular mejor los niveles intracelulares de sodio bajo condiciones de

salinidad.

4.7 CONCLUSIONES

El presente estudio integral sobre C. illinoinensis inoculada con B. paralicheniformis
LBEndol ha demostrado multiples mecanismos mediante los cuales esta
rizobacteria ejerce un efecto protector y promotor de la tolerancia en plantas bajo
condiciones de estrés salino. La investigacion destacdé como LBEndol influye en la

expresion génica, modula la acumulacién de sodio, reduce el dafio foliar y aumenta
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la produccion de exopolisacéridos, trabajando sinérgicamente para mejorar la

resistencia de la planta a la salinidad.

Primero, la capacidad de LBEndol para aumentar la produccion de
exopolisacaridos sugiere un mecanismo defensivo que probablemente limita la
absorcion de sodio o crea barreras fisicas alrededor de las raices, reduciendo la
entrada de Na+ y protegiendo la planta de los efectos deletéreos de la salinidad.
Esta funcion se correlaciona con la observada disminucién en la acumulacion de
Na+ en las hojas y tallos de las plantas tratadas, mientras que los niveles en las
raices permanecieron comparables entre tratamientos con y sin LBEndol bajo
estrés salino. Este patrén destaca una accion selectiva de la rizobacteria, enfocada

mas en las partes aéreas de la planta.

La expresion diferencial de genes cruciales relacionados con la fotosintesis, el
manejo de ROS, la sefializacién hormonal, y la respuesta al estrés abidtico bajo la
influencia de LBEndol apunta a una adaptacién molecular profunda. Genes como
CIL0245S0004 y CIL0O900S0005, implicados en la produccion de ATP y la defensa
antioxidante, asi como CIL0840S0001 y CIL1321S0006 del fotosistema I,
mostraron una regulacién positiva que contribuye a la eficiencia fotosintética y al
manejo del estrés oxidativo. Ademas, la activacion de genes como CIL1239S0040
y CIL1264S0041, relacionados con la sefalizacion del ABA y respuestas
adaptativas como el cierre estomatico, refuerzan la capacidad de la planta para

conservar agua y mantener la homeostasis celular en condiciones adversas.

Finalmente, la notable reduccion en el dafio foliar en plantas tratadas con LBEndol
bajo estrés salino resalta la efectividad de la rizobacteria en proteger las partes
aéreas de la planta, lo que es consistentemente apoyado por la modulacion de la
acumulacion de sodio y la sobreexpresion de genes protectores y antioxidantes. En
conjunto, estos resultados muestran el potencial de B. paralicheniformis LBEndol
como una herramienta biotecnoldgica viable para el mejoramiento de la tolerancia
al estrés salino en C. illinoinensis y posiblemente en otros cultivos. Esto no solo

mejora la sostenibilidad de la agricultura en zonas propensas a la salinizacion, sino
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que también ofrece una estrategia prometedora para la utilizacion de rizobacterias

en el manejo integrado del estrés ambiental en plantas.
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