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TABLA DE ABREVIATURAS

°C Centigrados
ul Microlitros
CcoO Condiciones Optimas
CES-75 Condiciones de estrés salino a 75 mili
molar
CES-100 Condiciones de estrés salino a 100 mili
molar
mL Mililitros
dSm-1 Decisiemens por metro
mM Milimolar
PGPR Rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal
UFC Unidades formadoras de colonias
HT-PGPR Rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal halotolerantes
CAT Catalasa
SOD Superoxido dismutasa
ROS Especies reactivas de oxigeno
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RESUMEN

En las ultimas décadas la agricultura se ha visto afectada por el uso indiscriminado de
fertilizantes y pesticidas, asi como otros factores, como las sequias, la sobreexplotacion
de los suelos, el aumento de la temperatura y la salinidad, por lo que encontrar
soluciones a este problema es de vital importancia. Los métodos convencionales para
recuperar suelos salinos son costosos, prolongados y pueden afectar a la biodiversidad,;
una de las alternativas es el uso de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal
halotolerantes (HT-PGPR).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la sobrevivencia de Pseudomonas putida KT2440
y Pseudomonas sp. EpiPf10 en diferentes porcentajes de Cloruro de sodio (NaCl), y
demostrar que la mono-inoculacion y co-inoculacion en Raphanus sativus L. promovera
el crecimiento vegetal en condiciones 6ptimas y en ambientes con 75y 100 mM de
NacCl.

Se encontré que ambas cepas sobreviven al 4% de NaCl a las 72 horas, manteniendo
una alta poblacion bacteriana (8.42 + 0.59 Log UFC/mL).

La evaluacion de los parametros morfométricos de R. sativus en condiciones Optimas y
bajo estrés salino a 75 mM mostré que la co-inoculacion increment6 el peso fresco de
las hojas, la longitud total, la longitud foliar, el didmetro del bulbo, el peso fresco y seco
de la raiz. En condiciones de estrés salino a 75 mM la mono-inoculacién con
Pseudomonas sp. EpiPf10 mostré6 un mayor niumero de hojas y un incremento en su
peso fresco y seco y en la longitud del bulbo. Bajo estrés salino a 100 mM la mono-
inoculacion de ambas cepas mostré6 un mayor nimero de hojas, mayor diametro y
longitud del bulbo. La cepa P. putida KT2440 incrementd el crecimiento vegetal en
ambas condiciones de estrés salino en comparacion con las condiciones ¢ptimas.

Se observé que en condiciones de estrés salino a 100 mM la co-inoculacién en R.
sativus L. incremento la clorofila B y la actividad enzimatica de la catalasa (3.07 + 0.18
U/mg proteina). En esta misma condicion la mono-inoculacién con Pseudomonas sp.
EpiPf10 (8.36 £ 0.75 U/mg proteina) presentd la mayor actividad enzimatica de
superoxido dismutasa.

Estos resultados sugieren que las cepas P. putida KT240 y Pseudomonas sp. EpiPf10
pueden considerarse como posibles HT-PGPR, ya que promovieron el crecimiento y

protegieron a R. sativus en ambientes salinos.



INTRODUCCION

La salinizacion es un estrés ambiental abidtico importante que afecta el crecimiento
y desarrollo de las plantas (Zhao, 2021), convirtiéndose en un problema para los
ecosistemas (Mishra et al., 2021), y una amenaza creciente para la agricultura en
todo el mundo (van Zelm, 2020). El proceso de la salinizacion implica la acumulacion
progresiva de sales de cloro, sodio y fosfatos en el suelo (Oliva et al., 2023). Este
fenbmeno puede causar inhibicion del crecimiento en raices y aumentar la
susceptibilidad de las plantas a la enfermedad de la pudricion de la raiz
(Egamberdieva, et al., 2015), asi como cambios fisiolégicos y bioquimicos en el
metabolismo de las plantas (Lamz-Piedra & Gonzalez-Cepero, 2013).

Se estima que actualmente alrededor de 62 millones de hectareas, que es
equivalente al 20% de la tierra irrigada del mundo esta afectada por la salinidad
(Egamberdieva et al., 2019), que ha aumentado por los impactos nocivos del cambio
climatico acelerando su desarrollo, lo que podria extender el problema en un futuro
cercano a las regiones que actualmente no se encuentra afectadas (Mukhopadhyay,
2021), también las actividades antropogénicas que conducen a la degradacion de
las tierras agricolas han acelerado la tasa de salinizacion en las regiones aridas y
semiaridas (Mishra et al., 2021), al igual que el uso de fertilizantes sintéticos los
cuales provocan contaminaciéon, dafios a la salud y pérdida de la fertilidad de los
suelos (Moreno-Reséndez, et al., 2018), todo esto se traduce en pérdidas
significativas en la produccién de cultivos agricolas (Hernandez, 2019) y pese a los
recientes avances en biotecnologia molecular y la biotecnologia vegetal,
proporcionar seguridad alimentara a una poblacibn mundial en aumento sigue
siendo un desafio (Bashir et al., 2019).

Existen métodos convencionales de recuperacion de suelo salino que involucran
raspado, lavado, lixiviacion o adicion de una enmienda (por ejemplo; yeso, CaCl:
entre otros) tienen poco éxito, consumen mucho tiempo y causan la pérdida de la
biodiversidad de las especies autoctonas de plantas y microrganismos
(Egamberdieva et al., 2019).

Ante este escenario, la biotecnologia ambiental juega un papel importante para

contrarrestar las multiples afectaciones antropogénicas, al hacer uso de diversas
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estrategias (Singh et al., 2017). Destacando la actividad de las comunidades
microbianas, componentes fundamentales de los ecosistemas, que desempefian
roles importantes en el metabolismo de la materia organica e intervienen en la
degradacion de una amplia gama de contaminantes (Brennerova et al, 2009),
desencadenan tolerancia sistémica inducida (IST) en las plantas, confieren
proteccion contra el estrés abidtico (Fukami, et al., 2018), y mejoran el crecimiento,
desarrollo y rendimiento de las plantas (Kumar, et al., 2023).

La rizosfera es la region del suelo con la mayor actividad microbiana, con una gran
riqueza en nutrimentos, donde planta y microorganismo interaccionan mutuamente
para su beneficio (Esquivel-Cote et al., 2013), por un lado, las rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal o PGPR estimulan el crecimiento y regulan el
metabolismo de la raiz (Sarabia et al., 2010) y por otro lado los productos
fotosintéticos de las plantas (aproximadamente del 5 al 30%) que son secretados
por las raices en forma de diferentes azucares, son utilizados por las poblaciones
microbianas (Glick, 2014).

Estudios reportan que las PGPR pueden alterar la fenologia de las plantas (Lu, et
al., 2018), modificando caracteres morfolégicos como la longitud, la biomasa, el
namero de hojas, entre otras (Senthil Kumar, et al., 2018). También tienen un papel
positivo al conferir tolerancia ante los factores estresantes abidticos como la
salinidad, la sequia y el estrés por metales pesados (Gupta, et al., 2002; Lim & Kim,
2013; Kim et al.,2014), ademas suprimen el crecimiento de microbios patégenos y
activan las respuestas de defensa de la planta contra los patégenos (Niu, et
al.,2011; Prasannakumar, et al., 2015).

Dentro de los mecanismos de promocién del crecimiento vegetal exhibidos por las
PGPR encontramos el reconocimiento de sefiales quimica y nutrientes de los
exudados de las raices, actividades antioxidantes, producciéon de biopeliculas,
motilidad bacteriana, también producen compuestos antimicrobianos, como
antibidticos, compuestos organicos volatiles, enzimas liticas que les permiten
restringir el crecimiento de microorganismos fitopatdgenos (Santoyo, et al., 2021),
produccion de la enzima acido 1l-aminociclopropano-1-carboxilico desaminasa

(ACC), enzimas degradantes de la pared celular, cianuro de hidrégeno, resistencia
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sistémica inducida (ISR), inhibicion de Quorum Sensing y sideroforos (Balogh et al.
2010; Frampton et al. 2012).
Estos mecanismos de accion se dividen principalmente en dos tipos: directos e
indirectos. Su principal diferencia es que los mecanismos indirectos ocurren fuera
de la planta, mientras que los directos ocurren dentro de ella y afectan directamente
a su metabolismo (Birch y Kamoun, 2000).
En este sentido, los mecanismos directos incluyen aquellos que afectan al equilibrio
de los reguladores de crecimiento de la planta, ya sea porque los propios
microorganismos liberan reguladores de crecimiento que se integran en la planta o
porque los microorganismos actian como sumidero de las hormonas liberadas por
la planta (Govindasamay, et al., 2011; Glick, 2014) y los mecanismos indirectos
requieren la participacion de los procesos metabolicos defensivos de las plantas,
que responden a la sefial enviada por las bacterias que influyen en la planta
(Ramos-Solano, et al., 2008; Jha, et al., 2012; Glick, 2014)

e Mecanismos directos
Fijacién bioldgica del nitrégeno:
El nitrdgeno es el componente principal de las moléculas bioldgicas, como las
proteinas y los acidos nucleicos, constituye hasta el 78% de la atmdsfera, pero la
mayoria de las células son incapaces de utilizar el nitrgeno molecular, y absorben
este elemento eficazmente cuando se convierte en amoniaco o sales de amonio
(Stokstad, 2016). Solo una pequefia fraccion de bacterias y arqueas puede fijar el
nitrogeno (Boyd y Peters, 2013).
Las bacterias fijadoras de nitrégeno llevan a cabo este proceso a través de la
enzima dinitrogenasa, convirtiendo el di-nitrégeno inerte (N2) de la atmdsfera en
amonio, nitrégeno biodisponible (Zhang, et al., 2023).
Solubilizacién de fosfatos:
El fésforo desempefia un papel clave en el desarrollo de las raices (Elhaissoufi, et
al., 2020), y su crecimiento se ve limitado si no re proporciona de manera Optima
desde el suelo o si no se adiciona en cantidades minimas a los fertilizantes (Shenoy
& Kalagudi, 2005).
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Las bacterias solubilizadoras de fosfato (BFP) transforman el fosforo inorganico
precipitado en ortofosfatos solubles (Sanchez-Gonzalez et al., 2022), a través de la
produccion de acido organicos de bajo peso molecular (Richardson, 2001),
provenientes del metabolismo de compuestos como carbohidratos, péptidos y
lipidos; estos &cidos actian como quelantes favoreciendo la formacion de
complejos insolubles con metales, con la consecuente liberacion del fosfato
(Beltran, 2014).
Produccién de fitohormonas:
Las fitohormonas son componentes de sefializacion de las plantas que constituyen
una red de comunicacion interconectada para ajustar el crecimiento y el desarrollo
en respuesta a un entorno en constante cambio (Bittner, et al., 2022), de acuerdo
con su estructura quimica realizan diferentes funciones. Entre las principales
fitohormonas utilizadas en el crecimiento vegetal se encuentran las auxinas,
giberelinas y citoquininas (Alcantara-Cortés, et al., 2019),

e Auxinas:
Las auxinas son hormonas vegetales que desempefian un papel central en el control
del crecimiento y desarrollo de las plantas, pueden regular la expresion génica a
través de factores de transcripcion especificos y proteinas que modulan las
respuestas ambientales en la cascada de sefializacion (Gomes, et al., 2021), por lo
que se les considera multifuncionales, ya que las distintas células responden de
forma diferente a los cambios en los niveles de auxina (Leyser, 2018).

e Giberelinas
Fitohormona que incrementa de forma significativa la altura de las plantas
(Takehara, 2018), ademas modula varios procesos que incluyen la germinacion, la
ruptura de la latencia, la elongacion del tallo y la floraciéon (Van De Velde, et al.,
2017). Las giberelinas inducen la absorcion de iones dentro de la planta, y
mantienen su metabolismo en condiciones normales bajo niveles de estrés (Igbal y
Ashraf, 2013).

e Citoquininas
Desempefian un papel importante actuando como molécula de sefializacién en la

comunicacién a larga distancia entre los 6rganos (Sakakibara, 2021). Inducen la
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iniciacion y elongacion de las raices, también pueden activar la senescencia de las
hojas (Yong, et al., 2009).
Las citoquininas se producen de manera abundante en la punta de la raiz y
generalmente se transportan por el xilema vegetal hacia las partes aéreas de la
planta (Bottini, et al., 2004).

e Mecanismos indirectos
Siderdéforos:
El hierro es un elemento importante para los seres vivos, juega un papel significativo
en procesos metabdlicos esenciales como: la sintesis y reparacion de acidos
nucleicos, transporte fotosintético, reduccién de nitratos, fijacion de nitrégeno, entre
otros (Liu, et al.,, 2007; Narrillos-Rodriguez, 2014). Pese a que el hierro es
abundante en la corteza terrestre, su biodisponibilidad es generalmente baja (Boyd
& Ellwood, 2010; Emerson et al., 2012), por lo que las bacterias adquieren este
nutriente mediante la secrecion de sideroforos (Kramer, et al., 2020), estos actian
de manera especifica como agentes quelantes para secuestrar hierro en presencia
de otros metales y reducirlo a Fe?* (Aguado-Santacruz, et al., 2012).
Antibidticos:
Son sustancias quimicas que inhiben el crecimiento (bacteriostaticos) o matan a las
bacterias (bactericidas), son producidos por una variedad de organismos tales como
bacterias y hongos (Vester & Douthwaite, 2001). Acttan inhibiendo la sintesis de la
pared, alteran la membrana citoplasmica o interfieren en algunos aspectos del
metabolismo del ADN, también pueden inhibir la sintesis proteica (Calvo & Martinez-
Martinez, 2009).

MARCO TEORICO

Salinidad y mecanismos de las PGPR

La salinidad del suelo prevalece principalmente en las zonas aridas y semiaridas
del mundo, en donde las precipitaciones son insuficientes y la tasa de
evapotranspiracion es mayor, lo que conduce a condiciones de estrés hidrico (Z6rb

et al., 2019), y por ende estos suelos son pobres en nutrientes, con poca actividad
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bacteriana, biomasa y materia orgéanica haciéndolos infértiles (Diacono vy
Montemurro, 2015).

Este fendmeno vuelve vulnerable a las plantas, ya que tienen que enfrentar el estrés
osmatico, el desequilibrio i6nico (Shetty et al., 2019), que es causado por la
acumulacion de Na*y Cl-en las células vegetales, durante este estrés osmaotico se
generan las Especies Reactivas de Oxigeno (ROS), se afecta el metabolismo del
carbono y el nitrégeno, y se reduce la tasa de fotosintesis (Kang et al., 2019).

Se han adoptado una amplia gama de estrategias para contrarrestar este problema,
y una de las nuevas alternativas efectivas es la aplicacion (Zahra et al., 2024) de las
PGPR, en especifico un subgrupo que son las bacterias conocidas como
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal halololerantes (HT-PGPR, por sus
siglas en inglés) (Sunita, 2020), estas pueden sobrevivir en entornos contaminados
por la salinidad y proporcionar proteccion a las plantas a través de mecanismos
como la produccion (Zahra et al., 2024) de acido indol-3-acético (AlA) (Hardoim et
al., 2008) y la enzima acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) desaminasa
(Orozco-Mosqueda et al., 2020).

e Acido indol-3-acético (AIA)

El acido indol-3-acético (AlA) es la principal auxina natural de las plantas
(Casanova-Saez et al., 2021), desempefia un papel importante en la interaccion
planta-microorganismo, ya que es esencial para la fisiologia y correcto desarrollo
morfolégico de la planta (Ricafio-Rodriguez et al., 2023). Funciona en multiples
procesos de desarrollo como la organogénesis, las respuestas tropicas (Zhou & Luo,
2018), también estimula la elongacion celular al modificar condiciones en los
organelos vegetales modificando el contenido osmético de la célula, provocando un
incremento en la permeabilidad de agua y por consiguiente disminuye la presiéon de
la pared (Keswani et al., 2020).

Entre las PGPR que se destacan por sintetizar AIA son Pseudomonas sp., Bacillus
sp., Klebsiella sp, Azospirillum sp., Enterobacter sp., y Serratia sp. (Singh et al.,
2017; Singh Egamberdieva et al., 2019). El AIA en bacterias se sintetiza a partir del
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Triptéfano o intermediarios, también a partir de las vias de indol-3-acetamida (IAM),

la triptamina (TMP) y las vias de indol-3-piruvato. (Zhang et al., 2019)

e Acido 1 -aminociclopropano-1-carboxilico (ACC desaminasa)

La actividad de la enzima acido l-aminociclopropano-1-carboxilico desaminasa
(ACC desaminasa) ha sido ampliamente reportada en algunas PGPR para
promover el crecimiento de plantas influenciadas por el estrés ambiental, la cual les
aporta dos ventajas importantes: disminuir las concentraciones de etileno en la
planta e incrementar la disponibilidad de amonio en la rizosfera (Tank & Saraf,
2010). Al estar en un ambiente salino, las plantas incrementan su biosintesis de
etileno, lo que induce ciertos cambios caracteristicos en la planta, como detener la
elongacion de la raiz e inducir la produccion y elongacion de raices adventicias,
acelerar la senescencia de flores, promover la abscision de flores y frutos,
finalmente, provoca la muerte de la planta (Des Marais & Juenger, 2010).

La ACC desaminasa puede detener la senescencia celular y favorece el desarrollo
de la planta para incrementar la disponibilidad de nutrientes, regulando los niveles
de etileno mediante la transformacion del acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico
(ACC) en a-cetobutirato y amonio, metabolitos precursores para la sintesis de
auxinas (fitohormonas) (Willey & Woolverton 2013).

La produccion de la enzima ACC desaminasa dependen de la expresion del gen
acdS identificado en multiples especies bacterianas tipo PGPR, dentro de estas
PGPR esta el género Pseudomonas (Fan et al., 2018), en donde se ha identificado
la presencia y expresion de este gen, especificamente en especies como P. putida

y Pseudomonas fluorescens (Belimov et al., 2001).

Estrés oxidativo

El estrés abidtico producido por el cambio climatico da lugar a cambios a nivel
fisiologico y molecular que afectan el desarrollo y crecimiento de la planta
(Nadarajah, 2020), altera la adquisicion de nutrientes, puede modificar las vias de
sefalizacion, la expresion de proteinas, entre otros, causando una reduccién grave

en la productividad de los cultivos (Wang et al., 2016; Zhu, 2016). La salinidad, asi
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como otros tipos de estrés ambiental, ya sea de forma individual o en combinacion,
generan cantidades excesivas de especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Hasanuzzaman et al.,, 2020), entre las que destacan el peréxido de hidrogeno
(H202), los radicales hidroxilo (OH *) y el i6n super oxido (O2) (Thorpe et al., 2013),
estos provocan dafio celular, por lo que las plantas han desarrollado mecanismos
para contralar su produccion y eliminarlas a través de procesos antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos (Nadarajah, 2020).
Un equilibrio entre la generacion de ROS y el sistema de defensa antioxidante que
protege la maquinaria fotosintética, mantiene la integridad de la membrana y
previene el dafio a los acidos nucleicos y las proteinas (Hasanuzzaman et al., 2020).
El cambio en la actividad antioxidante enzimatica, funciona coordinando numerosas
enzimas como la Catalasa (CAT) y la Superéxido dismutasa (SOD), ya que reducen
a las ROS para disminuir su concentracion (Lang et al., 2020; Cui et al., 2021).

e Catalasa (CAT)
El H202 (peréxido de hidrégeno) es una molécula de sefializacién importante que
interviene en el desarrollo de las plantas y en las respuestas ambientales (Mhamdi
et al., 2010), H202 en ambientes abioticos a temperatura ambiente y pH neutro es
estable (Mahaseth & Kuzminov, 2017), sin embargo, en condiciones ambientales
adversas, su biosintesis se intensifica, aumentando sus niveles y oxidando a las
proteinas, lipidos de la membrana y acidos nucleicos (Singh et al., 2017; Xie et al.,
2019; Javed & Athar, 2021). La eliminacion de H20:2 debe ser rapida y eficiente, se
han identificado a tres familias de proteinas capaces de catalizar esta dismutacién
a velocidades razonables, dos de las familias de proteinas son enzimas hemo:
catalasas tipicas (en plantas y animales) y catalasas-peroxidasas, y un tercer grupo
conocido como catalasas de manganeso (no hemo), los tres difieren en su
arquitectura general y en el mecanismo de reaccion (Zamocky et al., 2008).
La Catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6) es una enzima oxidorreductasa esencial en el
sistema antioxidante de las plantas (Arora et al., 2002), desempefia un papel critico
en la proteccién de las células contra los efectos téxicos del H202 (Goyal & Basak,
2010). La CAT actua reduciendo el H202 en agua y oxigeno para prevenir el dafio

celular causado por este (Pan et al., 2022).
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e Superoxido dismutasa (SOD)
Al igual que la CAT la superdxido dismutasa (SOD) desempefia un papel en la
desintoxicacion de especies reactivas de oxigeno causadas por estreses
ambientales (Shiraya et al., 2015), o durante la actividad metabdlica celular normal
de las plantas (Wang et al., 2016).
Es una familia de genes cuyos productos enzimaticos son capaces de dismutar
activamente los radicales superoxido (O2) en diferentes organulos de las plantas
(Hossain et al., 2015; Elshafei, 2020), principalmente en el cloroplasto (Asada,
2006). Se han registrado tres tipos de SOD que contienen Manganeso (Mn), Hierro
(Fe) o Cobre (Cu) (Fridovich, 1975).
La SOD (EC 1.15.1.1) es la primera enzima en el proceso de desintoxicacion,
convierte los radicales superoxido (Oz2) en H202 (Sakhno & Slyvets, 2014), el cual
puede degradarse mas facilmente por antioxidantes, como la CAT (Grol3 et al.,
2013).

ANTECEDENTES

Pseudomonas es uno de los géneros bacterianos mas estudiados y de mayor
aplicacion biotecnoldogica (Mez6 et al., 2022), es un factor de patogenicidad
significativo en humanos (Mielko et al., 2019), y por otro lado, al estar en ambientes
contaminados también se utilizan en la biorremediacion (Medi¢ & Karadzi¢ et al.,
2022).

Especies como Pseudomonas aeruginosa (patégena en humanos) y Pseudomonas
syringae (patdgena en plantas) y otras como Pseudomonas putida y Pseudomonas
fluorescens (benéficas para las plantas) se han utilizado como agentes de
biorremediacién para suelos contaminados (Sitaraman, 2015).

P. putida posee una capsula compuesta de exopolisacaridos que facilita la adhesion
celular, la formacion de biopeliculas y protege a las bacterias de la fagocitosis o los
radicales libres formados en la potabilizacion del agua, aumentando asi su
adaptacion a condiciones estresantes (Salazar & Blanco, 2004; Willey & Woolverton
2013).
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En el estudio realizado por Pastor y colaboradores (2016) encontraron que la
inoculacion de Pseudomonas putida cepa PC12 en semillas de tomate, las plantas
inoculadas aumentaron la resistencia a la pudricion de la raiz causada por Fusarium
oxysporum, sugiriendo que el acido salicilico y el acido jasménico producidos por
Pseudomonas putida cepa PC12 desempeiiaron un papel en el desencadenamiento
de una resistencia sistémica inducida (ISR), también la interaccion bacteria-planta
aumento los pesos secos de los brotes y las raices en las plantas inoculadas.
(Pastor et al., 2016)

Nascimiento y colaboradores (2021) describieron que la inoculacion de
Pseudomonas thivervalensis SC5 promovié el crecimiento de las plantas de pepino,
asi como le confirié resistencia a la planta ante el estrés salino (100 mM/L NaCl),
también limité el crecimiento in vitro de los patégenos Botrytis cinerea y
Pseudomonas syringae. Ademas, revelaron que el genoma de esta bacteria
contiene elementos genéticos involucrados en la tolerancia al estrés osmdtico,
modulacién de hormonas vegetales y rasgos de antagonista de fitopatégenos

bacterianos y fungicos. (Nascimento et al., 2021)

Gupta y colaboradores (2023), demostraron que las cepas Pantoea aggllomerans
R1 y Pseudomonas fragi R4 en mono-inoculacion y en consorcio modularon
significativamente la morfologia del sistema radicular, también hubo un aumento de
la longitud, la biomasa fresca y seca de las raices y brotes de las plantas de frijol

francés en condiciones de estrés salino (Gupta et al., 2023).

Molina-Romero y colaboradores (2017) encontraron que la inoculacion en consrocio
de las bacterias P. putida KT2440, Sphingomonas OF178, Acinetobacter EMMS02
y A. brasilense Sp7 proporcioné mayores beneficios al crecimiento de las plantas
del maiz azul aumentando el peso seco de los brotes y las rapices, también la altura
y el diametro de las plantas en comparacion con los tratamientos en mono-

inoculacion y los que no fueron inoculados (Molina-Romero et al., 2017).

19



Sarker y colaboradores (2023) utilizaron cepas aisladas de regiones propensas a la
salinidad en inoculantes individuales y en consorcio, promovieron el crecimiento y
el rendimiento del arroz, también hubo una retencion de clorofila significativamente

mayor (Sarker et al., 2023).

Egamberdieva y colaboradores (2015) utilizaron cepas pertenecientes al género
Pseudomonas, mejoraron la germinacion de las semillas, hubo un incremento
significativo en el crecimiento de brotes y raices, asi como en el peso de la materia
seca de las plantas de algodon, asi mismo, hubo una reduccion en la enfermedad

causada por Fusarium solani (Egamberdieva et al., 2015)

CARACTERISTICAS DEL MODELO VEGETAL (Raphanus

sativus L.)
El rabano (Raphanus sativus L.) es un cultivo de interés econdmico que pertenece

a la familia Brassicaceae, que incluye el repollo, la col rizada y el brocoli (Seo et al.,
2018), se caracteriza por hipocétilos grandes y raices pivotantes, es cultivada y
consumida principalmente por las raices y las hojas, las cuales presentan un alto
valor nutricional (Hara et al., 2011; Banihani, 2017).

Es originario de Europa y Asia, se caracteriza por crecer en climas templados a
altitudes entre los 900 y 1240 m (Gutiérrez & Perez, 2004), y por ser una especie
de rapido crecimiento (Ramirez-Pisco & Pérez-Arena, 2006)

e Aporte nutricional

Tradicionalmente se ha sabido que tiene beneficios antiinflamatorios, promueve la
digestién, protege el estbmago y anticancerigenos (Oh et al., 2019). Las raices de
rabano se cosechan y consumen comunmente como verduras (Sciarappa et al.,
2016). Se considera un alimento rico en nutrientes, contiene carbohidratos,
azucares, fibras dietéticas, proteinas e incluso algo de grasa y fluor, ademas de
diversas vitaminas hidrosolubles (B 1,B 2,B 3,B 5, B 6, B 9 y C), minerales (calcio,
hierro, magnesio, manganeso, zinc, potasio y fésforo) (Khattak, 2011) y acido fdlico,
también es una fuente de compuestos bioactivos como los compuestos fendlico y

glucosinolatos (Pérez-Balibrea et al., 2008). El glucosinolato predominante es la
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glucorafanina, cuyo producto de hidrélisis es el sulforafano que posee propiedades
anticancerigenas (Papi, et al., 2008).

Dentro de los fenoles se pueden encontrar al &cido ferulico, acido cafeico, acido p -
cumarico y el acido isosinapico (Li et al., 2018).

e Cultivo

El cultivo de R. sativus L. se da primordialmente en estaciones de frio, obteniendo
una mejor calidad de raices a una temperatura de 10 a 15.5 °C, sin embargo,
también se puede cultivar a temperaturas altas (Ghimire et al., 2020), esto varia su
ciclo de cultivo, pudiendo ser desde los 20 a mas de 70 dias (Secretaria de
Agricultura y Desarrollo Rural, 2020).

Se puede adaptar a cualquier tipo de suelo, sin embargo, prefiere los suelos
profundos, sueltos, con un buen drenaje, pero con un alto contenido de materia

organica y capaz de retener la humedad (Hernandez-Villasefior, 2024)

e Importancia econémica
En México la produccion anual de rabano es de mas de 64,000 toneladas, destacan
los estados de Puebla, Baja California y Jalisco como lideres en la materia. En
conjunto aportan el 88 por ciento, lo que equivale a 57, 000 toneladas (Secretaria
de Agricultura y Desarrollo Rural, 2017).
En 2017, México exporté a Estados Unidos 37 mil toneladas de esta hortaliza, lo

que genero un ingreso de 14 millones 488 mil délares al pais (Infoagro, 2018)

JUSTIFICACION

La salinidad es un problema de escala global que ha ido en aumento por las
actividades antropogénicas y el uso indebido de fertilizantes, afectando en gran
cantidad a los suelos utilizados en la industria agricola y por ende a los cultivos,
provocando enfermedades en la raiz, una inhibicion en su crecimiento, entre otros.
Al mismo tiempo el aumento de las poblaciones en todo el mundo ha causado una
mayor demanda alimenticia, por lo que se ha practicado la agricultura intensiva en
consecuencia se ha aumentado el uso de fertilizantes quimicos asi como el estrés

por salinidad, que representa un problema de escala mundial. Actualmente se estan
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implementando distintas estrategias para poder sobrellevar esta dificultad, entre

ellas destaca el uso de rizobacterias promotoras de crecimiento (PGPR), estas

ayudan a combatir los efectos de la salinidad en los suelos (Halo-bacterias

promotoras de crecimiento vegetal) y también aumentan la productividad de las

plantas de importancia agrondmica.

HIPOTESIS

La inoculacion de las cepas halotolerantes Pseudomonas putida KT2440 y
Pseudomonas sp. EpiPfl0, en el cultivo de Raphanus sativus L.,
incrementaran el crecimiento de la hortaliza. Ademéas, la inoculacion de
Raphanus sativus con las cepas halotolerantes aumentaran la tolerancia y la

supervivencia al estrés salino de la planta.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La inoculacion de bacterias halotolerantes en mono-inoculacion y co-
inoculacién promoveran el crecimiento de Raphanus sativus L.?

¢La mono-inoculacioén y co-inoculacion protegeran a Raphanus sativus L.
del estrés generado por diferentes concentraciones Cloruro de sodio?

¢ Habré alguna caracteristica metabdlica vegetal que afirme la proteccion al
estrés salino en Raphanus sativus L.?

OBJETIVO GENERAL

Evidenciar si la inoculacion de las bacterias halotolerantes en Raphanus sativus L.

es benéfica.

Objetivos especificos

Demostrar si la inoculacion de bacterias halotolerantes en mono-inoculacion
y co-inoculacién promueven el crecimiento vegetal de Raphanus sativus L.
Documentar si la inoculacibn de bacterias halotolerantes en mono-
inoculacion y co-inoculacion protegen del estrés salino a Raphanus sativus
L.
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e Mostrar algun cambio metabdlico en Raphanus sativus L. que sustente la

proteccion contra el estrés salino.

MATERIALES Y METODOS

Bacterias

Las cepas bacterianas fueron proporcionadas por el laboratorio de Ecologia
Molecular Microbiana en el Instituto de Ciencias Microbiol6gicas ICUAP-BUAP.
Cada una de las cepas fueron reactivadas y cultivadas de acuerdo a su medio
selectivo, Pseudomonas putida KT2440 en Citrato de Simmons (CM) vy
Pseudomonas sp. EpiPf10 en agar Glicerol-Peptona (GP), la cual fue aislada de la
cactacea Pseudo mitrocereus fulviceps en la Reserva de la Biosfera de Tehuacan -
Cuicatlan.

Formula del medio GP para un litro de medio:
Peptona: 10g

Glicerol: 10mL

Agar: 169

Sobrevivencia a salinidad

Las cepas fueron resembradas en su medio selectivo (MS) mediante la técnica de
sembrado en estria cruzada, posterior a su crecimiento se tomo una colonia aislada
y se sembr6é en MS liquido en tubos de 15 mL con 8 mL del MS, al cual se le
consideré como el pre — inéculo.

Del pre — in6culo se tom6 1mL y se midio la Densidad Optica (DO) a 600 nm en un
espectrofotometro de luz visible, se calcul6 el volumen del pre-cultivo para inocular
con una DO de 0.02. El cultivo se establecié en tubos de 50 mL con 15 mL del medio
LB, se establecieron los siguientes tratamientos: Pseudomonas sp. EpiPf10 con una
concentracion de 1% (0.86mM), 2% (1.7mM) y 4% (3.4mM) de NaCl y
Pseudomonas putida KT2440 con una concentracion de 1% (0.86mM), 2% (1.7mM)
y 4% (3.4mM) de NaCl.
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Los tubos fueron incubados a una temperatura de 30°C en una agitadora orbital a
140 revoluciones por minuto (rpm) durante 72 horas.

Para valorar la resistencia de la cepa ante la presencia de NaCl en distintas
concentraciones se aplicé la metodologia de Goteo por Sellado en Placa Masivo
(GSPM) descrita por Corral-Lugo and et al., 2012, a las 0, 24, 48 y 72 horas para
determinar la poblacion bacteriana. Se utilizaron los MS destinados para cada cepa.
Desinfeccion y germinacion de semillas.

Las semillas se lavaron con agua comun para eliminar los productos agroquimicos
gue protegen a la semilla certificada, posteriormente se lavaron 10 veces con agua
destilada y se sumergieron en hipoclorito de sodio al 1.5% durante 3 minutos,
posteriormente las semillas se lavaron aproximadamente 10 veces con agua
destilada estéril, o hasta no percibir el olor a hipoclorito de sodio, de manera
inmediata se sumergieron en alcohol al 70% durante 3 minutos, finalmente se
lavaron con agua destilada estéril 10 veces o hasta eliminar el olor a alcohol.
Finalmente, las semillas desinfectadas se traspasaron a una placa Petri con agar
agua y papel filtro (estéril), las cajas Petri se sellaron con cinta adhesiva y se dejaron
en un cuarto con limitacion de luz hasta la emergencia radicular de las semillas
(Modificado de Molina-Romero et al., 2017).

Los procesos anteriormente descritos se realizaron en un ambiente estéril con
mecheros Bunsen.

Condiciones de invernadero y riego

Una vez emergida la parte radicular de las semillas se traspasaron a bolsas negras
para vivero de 15 x 25 cm (esterilizadas con luz UV) con turba estéril, en cada bolsa
se sembraron dos semillas y después de 10 dias se elimind la que tenia un menor
tamafo para evitar que compitieran por nutrientes.

Las bolsas fueron colocadas en condiciones de invernadero, en donde solo recibian
luz solar por las tardes, por un maximo de 4 horas diarias, con una temperatura
minima de 8°C y una maxima de 27°C.

El riego se realizé dos veces al dia (mafiana y noche) con agua estéril mediante
aspersion hasta que la plantula alcanzo una altura de 5 cm, posterior a esto se

comenzo con un riego mediante goteo dos veces al dia (mafiana y noche) hasta su
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cosecha, no se utilizé ningun tipo de solucién nutritiva. Se mantuvo la turba himeda
y se evitd que hubiese encharcamiento.

Preparacion de los in6culos.

Los in6culos se prepararon de manera individual. Las cepas seleccionadas se
resembraron en su medio selectivo por la técnica de sembrado masivo. El
crecimiento celular de cada una de las cepas bacterianas se colecto en botellas de
vidrio (400 mL) con 50 mL de agua destilada estéril. La co-inoculacién se preparo
con 50% de cada uno de los in6culos individuales en un volumen total de 50 mL.
Para determinar el nimero de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC), se
realizd el método de goteo en placa (drope plate), este se fundamenta en realizar
diluciones decimales seriadas con un volumen final de 1mL; se toman 100 pl de los
in6culos y 900 pl del diluyente Sulfato de Magnesio (MgSO4 .7H20) a 10 mM.
Solucién salina.

Se prepar6 una Solucion Salina de Cloruro de Sodio (NaCl) al 75 mM para el
experimento de estrés salino (segundo experimento) y se prepard una solucion de
NaCl al 100 mM para una segunda condicion de estrés (tercer experimento). Para
la Sol. Salina de 75 mM se pesaron 3.5 g de Cloruro de Sodio (NaCl) y se diluyeron
en 800 mL de agua destilada, la Sol. Salina se esterilizo en autoclave a 15 libras por
20 minutos, para la Sol. Salina de 100 mM se utilizaron 4.7g de NaCl y se diluyeron
en 800 mL de agua destilada, la Sol. Salina se esterilizé en autoclave a 15 libras por
20 minutos.

La solucién fue preparada de acuerdo con la siguiente formula:

g= (M) (V) (PM)

En donde: g= Gramos
M= Moles
PM= Peso Molecular
V= Volumen
Inoculacion de bacterias.

- Primer experimento (Condiciones éptimas)
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A los 20 dias posteriores del traspaso de la plantula a las bolsas de vivero, se inocul6
por primera vez a las plantas con 500 ul del indculo, esto se hizo cercano al tallo de
la planta y sobre la turba estéril. Las plantas fueron inoculadas de acuerdo con los

tratamientos establecidos a continuacion:

Tratamiento Tipo de in6culo UFC/mL
Grupo control (CT) Sin in6culo Sin presencia
Pseudomonas putida KT2440 (KT) | Mono-inoculacion 2.4x107
Pseudomonas sp. EpiPf10 (E.10) Mono-inoculacion 6x10°
Pseudomonas putida KT2440 vy Co-inocuacién 7.43x108
Pseudomonas sp. Epipf 10 (KT —
E.10)

A los 20 dias después de la primera inoculacién se inoculdé una segunda ocasion
con 500 pl del inoculo de acuerdo con su tratamiento previamente establecido. Para

esta inoculacion se tuvieron las siguientes poblaciones bacterianas:

Tratamiento Tipo de in6culo UFC/mL
Grupo control (CT) Sin inéculo Sin presencia
Pseudomonas putida KT2440 (KT) | Mono-inoculacion 8.5x10’
Pseudomonas sp. EpiPf10 (E.10) Mono-inoculacion 1.5x107
Pseudomonas putida KT2440 vy Coi-nocuacion 5.03x107
Pseudomonas sp. EpiPf10 (KT —
E.10)

Las plantas fueron extraidas del sustrato, lavadas, desinfectadas y separadas para
determinar los parametros morfométricos. En este primer experimento no se agrego
Sol. Salina a ninguna de las plantas de los tratamientos establecidos

- Segundo experimento (Concentracion salina a 75 mM)

A los 20 dias posteriores del traspaso de las plantulas a las bolsas de vivero, se
inocul6 por primera vez a las plantas con 500 pul del in6culo, proximo al tallo de la
planta y sobre la turba. Pasadas 24 horas, se afiadieron 10 mL de la Sol. salina a
75mM sobre la turba en cada una de las plantas de los tratamientos establecidos
en el experimento. La Sol. salina se afiadi6 tres veces a la semana hasta un dia
antes de la cosecha. Las plantas fueron inoculadas de acuerdo con los tratamientos

establecidos a continuacion:
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Tratamiento Tipo de in6culo UFC/mL
Grupo control (CT) Sin in6culo Sin presencia
Pseudomonas putida KT2440 (KT) | Mono-inoculacion 9x10°
Pseudomonas sp. EpiPf10 (E.10) Mono-inoculacion 1.1x10°
Pseudomonas putida KT2440 y| Co-inocuacion 1x10°
Pseudomonas sp. EpiPf10 (KT -
E.10)

Se realiz6 una segunda inoculacion (500 pl), 20 dias después de la primera. Para

esta inoculacion se tuvieron las siguientes poblaciones bacterianas:

Tratamiento Tipo de in6culo UFC/mL
Grupo control (CT) Sin inéculo Sin presencia
Pseudomonas putida KT2440 (KT) | Mono-inoculacién 1x106
Pseudomonas sp. EpiPf10 (E.10) Mono-inoculacion 1.15x107
Pseudomonas putida KT2440 vy Co-inocuacion 6.25x10°
Pseudomonas sp. EpiPfl0 (KT —
E.10)

Las plantas fueron extraidas del sustrato, lavadas, desinfectadas y separadas para
determinar los parametros morfométricos.

Tercer experimento (Concentracion salina a 100 mM)

A los 20 dias posteriores del traspaso de las plantulas a las bolsas de vivero, se
inoculd por primera vez a las plantas con 500 pl del inéculo, préximo al tallo de la
planta y sobre la turba. Transcurridas las 24 horas, se afiadieron 10 mL de la Sol.
Salina al 100 mM sobre la turba en cada una de las plantas de los tratamientos
establecidos en el experimento. La So. Salina se afiadi6 tres veces a la semana
hasta un dia antes de la cosecha. Las plantas fueron inoculadas de acuerdo con los

tratamientos establecidos a continuacion:

Tratamiento Tipo de indculo UFC/mL
Grupo control (CT) Sin in6culo Sin presencia
Pseudomonas putida KT2440 (KT) | Mono-inoculacion 1.7x107
Pseudomonas sp. EpiPf10 (E.10) Mono-inoculacion 6.5x10°
Pseudomonas putida KT2440 vy Co-inocuacion 1.18 x107
Pseudomonas sp. EpiPfl0 (KT —
E.10)
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Se realiz6 una segunda inoculacién (500 pl), 20 dias después de la primera. Para

esta inoculacion se tuvieron las siguientes poblaciones bacterianas:

Tratamiento Tipo de in6culo UFC/mL
Grupo control (CT) Sin in6culo Sin presencia
Pseudomonas putida KT2440 (KT) | Mono-inoculaciéon 1.45x107
Pseudomonas sp. EpiPf10 (E.10) Mono-inoculacién 3.5x10°
Pseudomonas putida KT2440 vy Co-inocuacion 7.4x106°
Pseudomonas sp. EpiPfl0 (KT —
E.10)

Las plantas fueron extraidas del sustrato, lavadas y separadas para determinar los
parametros morfométricos.

Cosechay toma de datos morfométricos.

Las plantas de R. sativus L. se cosecharon 60 dias después del traspaso a las
bolsas negra para vivero.

Para evaluar la biomasa fresca y seca de la parte aérea y de la raiz, las plantas de
R. sativus L. fueron retiradas de la bolsa negra para vivero cuidadosamente, la raiz
se sumergié en un recipiente con agua para quitar el exceso de turba y con una
balanza analitica portatil se determiné el peso tanto de la parte aérea como de la
raiz. Para obtener el peso fresco de la parte aérea y la raiz, éstas se colocaron en
sobres de papel (cada parte en un sobre diferente) y se llevaron a un horno de
secado a unatemperatura de 75°C por 120 h, esto hasta obtener un peso constante.
Se contabilizé el numero de hojas presentes en cada planta, para evaluar la longitud
foliar, la longitud total de la planta y la longitud total de la raiz se utilizé una regla y
para el diametro y longitud del bulbo se utilizé un Vernier electronico.

- Evaluaciéon de la actividad fotosintética de R. sativus L.

Para determinar los pigmentos fotosintéticos presentes en R. sativus L. (Clorofila A,
B y Total) se siguid la metodologia propuesta por Hiscox e Israelstam, 1979. Se
seleccionaron de manera aleatoria cinco plantas de cada tratamiento.

Se pesaron 0.5g de la muestra (hojas) y se cortd de manera fina para macerarla en
un mortero con 5 mL de acetona al 80% hasta extraer la mayor cantidad de pigmento

de la muestra, posteriormente la muestra se coloca en tubos de ensayo y se separo
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el sobrenadante, cada tubo con el sobrenadante se ajusté a 6 mL con acetona al
80%, de esta muestra se toman 0.5 mL del y se ajusté a 5 mL con acetona al 80%.
En un espectrofotémetro se midié la Densidad Optica (DO) a las longitudes de onda
645 y 663 nm, para determinar la concentracion de los pigmentos se empleo6 la
siguiente ecuacion, descrita por Ali et al, 2022.

Clorofila A= (12.7 x Abs. 663) — (2.49 x Abs. 645)

Clorofila B= (12.9 x Abs. 645) — (4.7 x Abs. 663)

Clorofila Total= Chl a + Chl b
La cuantificacién de clorofila se realiz6 para las plantas de R. sativus L. de los tres
experimentos anteriormente descritos.

- Cuantificacion de proteinas para la determinacion de Catalasa y

Superoéxido dismutasa

Para cuantificar a las proteinas de R. sativus L. se utilizdé el método descrito por
Lowry, 1951. Se seleccionaron de manera aleatoria cinco plantas de cada
tratamiento.

Se pesaron 0.5g de la muestra (hojas), se corté de manera fina y se macero en un
mortero con 5 mL de MgS04.7H20 estéril, se tomo6 un 1 mL de la muestra macerada
y se coloco en un tubo de 1.5 mL que se llevd a centrifugar durante 3 minutos a 12
000 rpm.

En un tubo de 1.5 mL se agregaron 190 pL de agua destilada y se afiadieron 10 pL
de la muestra centrifugada, posteriormente se afiadié 1 mL de la solucién reactiva
(Sol. A; Na2C0O32% y NaOH 0.1N, Sol. B: Tartrato de NaK 2% y Sol. C: CuSOa), se
mezcldé con un vértex y se dejo reposar por 10 minutos.

Pasados los 10 minutos se agreg6 100 pL de reactivo Folin y se dejo reposar por
30 minutos. La solucién se mezcl6 con ayuda de un vértex e inmediatamente se
transfiridé a una celda de cuarzo. La DO se leyé a una longitud de onda de 625 nm.
Al mismo tiempo se corrié una curva de calibracion usando albumina sérica 2

mg/mL. Esta se hizo de acuerdo a las siguientes concentraciones:
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Albumina Agua destilada Concentracion de
(uL) (uL) albumina pug/mL

0 200 0

2 198 4

4 196 8

8 192 16

16 184 32

32 168 64

Se afadié 1 mL de la solucién reactiva, se mezclo con un vortex y se dejé reposar
por 10 minutos, posteriormente se agrego el reactivo Folin y se dejé reposar por 30
minutos, finalmente a solucion se mezcldé con un vortex e inmediatamente se
transfirié a una celda de cuarzo. La DO se midi6 a una longitud de onda de 625 nm.

- Determinacion de la actividad enzimatica de la catalasa (CAT)

Para determinar la actividad de la enzima CAT se siguio el método descrito por Aebi,
1984. Se seleccionaron de manera aleatoria cinco plantas de cada tratamiento.
Se pesaron 0.5¢g de la muestra (hojas), se cortdé de manera fina y se macero en un
mortero (sometido a refrigeracion durante 24 h) con 5 mL de tampdn fosfato frio, el
homogenizado se centrifugo a 14 700 rpm durante 10 min a 4°C, se recogi6 el
sobrenadante. El espectrofotdmetro se configuro a 240nm y se calibr6 con una
mezcla de 2 mL de tampon fosfato y 1 mL de perdxido de hidrogeno a 30 mM en
una cubeta de cuarzo de 3 mL (blanco).
Para el ensayo con las muestras, en una cubeta de cuarzo de 3 mL se agrego un 1
mL de buffer fosfato, 1 mL de la muestra y de manera inmediata la cubeta de cuarzo
se coloco en el espectrofotémetro para afiadir 1 mL de perdxido de hidrégeno a 30
mM, se inicio con la toma de datos (estas cantidades fueron cambiando de acuerdo
con la muestra que se utilizo). La DO se leyo durante 3 min en periodos de 30 seg
(la DO inicial debe ser aproximadamente de 0.500 — 0.520, si es necesario agragr
PB para disminuirla o agregar H202 para aumentarla).
La actividad de la CAT se calcul6 con la siguiente férmula:

U/mg = (Ag — A1g0) X Vi/€240 X d X V; X C; X 0.001
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Endonde: (A, - Asg0) es la diferencia entre la absorbancia inicial y la absorbancia final.
V¢ es el volumen total de reaccion (3 mL).
€240 es el coeficiente de extincién molar para H202 a OD 240 (34.9 mol*
cm).
d es la longitud del camino 6ptico de la cubeta (1 cm).
Vs es el volumen de la muestra (1 mL).
C: es la concentracion de proteina total en la muestra.
0.001 es el cambio de absorbancia causado por 1 U de enzima por minuto
a 240 nm OD.

Este experimento se llevé a cabo en las plantas de R. sativus sometidas a estrés
salino con una concentracion al 100 mM.

- Determinacién de la actividad de la enzima superdxido dismutasa (SOD)

Para determinar la actividad de la enzima SOD se siguié el método descrito por
Minami y Yoshikawa, 1979. Se seleccionaron de manera aleatoria cinco plantas de
cada tratamiento.

Para obtener el blanco, en una cubeta de cuarzo de 3 mL se mezcl6 2.8 mL de la
solucién amortiguadora de Tris-HCL, 100 uL de agua destilada y 50 uL de la
solucion EDTA, la cubeta de cuarzo se coloc6 en el espectrofotometro y finalmente
se afiadieron 50 uL de la solucion de Pirogallol, la solucion se dejo reacciona por 10
segundos e inmediatamente se comenzd a medir la diferencia de densidades
opticas, esto se midié a una longitud de onda de 420 nm. La DO se ley6 durante 1
min en periodos de 10 seg.

Este procedimiento se repiti6 mas de tres veces para que el valor promedio
resultante sea igual a 0.020 + 0.001, para obtener este valor, se debe incrementar
o disminuir el volumen de la solucién de Pirogalol, hasta alcanzar la DO de 0.020.
Este valor se toma como AD.O. del blanco.

Para las plantas de R. sativus se utilizaron 0.5g de las hojas y se maceraron en un
mortero con 5 mL de buffer fosfato, se centrifugaron por 3 min a 8000 rpm y se

utilizé el sobrenadante para la determinacion.
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Finalmente, en una cubeta de vidrio se afladié de manera inicial 50 uL de muestra,
25 uL EDTA, 50 pL Pirogallol y 940 pL Tris-HCI (estas cantidades fueron cambiando
de acuerdo con las muestras analizadas).

La actividad de la SOD se calcul6 de acuerdo con la siguiente formula:

|[VMADO muestra X 100
VMADO Blanco

— 100] XO0. 6|

Donde: A DO.m: Diferencia de DO de la muestra.

A DO.b: Diferencia de DO del blanco.

V.M. valor medio
Este experimento se realizd con las plantas de R. sativus L. sometidas a estrés
salino con una concentracion al 100 mM.

- Colonizacion bacteriana en la raiz de R. sativus L.

Para determinar la colonizacién de las cepas bacterianas inoculadas en la raiz de
las plantas de R. sativus L., se realiz6 un muestro aleatorio a los 60 dias después
de la siembra en bolsas negras para vivero, se tomaron cinco plantas de cada
tratamiento.

En un ambiente estéril con mecheros Bunsen la raiz fue retirada de manera
cuidadosa de la turba y colocada en un recipiente estéril con MgS04.7H20 a 10 mM
para poder retirar el exceso de turba.

Posteriormente la raiz se colocé en un tubo de 50 mL con 35 mL de MgS04.7H20
a 10 mM y se agitdo de manera manual durante 10 min y se dejaron reposar por 10
min.

La cuantificaciébn de bacterias en la raiz se realiz6 mediante la metodologia de
Goteo por Sellado en Placa Masivo (GSPM) descrita por Corral-Lugo et al., 2012,
se utilizaron los medios selectivos de acuerdo con cada cepa, en el tratamiento
inoculado con P. putida KT2440 se utilizo agar King B, en Pseudomonas sp. EpiPf10
se utilizé agar Glicerol-Peptona y la co-inoculacién (P. putida KT2440 vy

Pseudomonas sp. EpiPf10) en agar GP.

ANALISIS ESTADISTICO
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Para evaluar los datos morfométricos de Raphanus sativus L., los datos se
sometieron a un analisis de varianza de dos vias (ANOVA de dos vias) para
comparar la diferencia de medias entre grupos y una prueba de Tukey.

Por otro lado, para evaluar la actividad fotosintética de R. sativus L., la actividad
enzimatica de la Catalasa y la Superdxido dismutasa los datos se sometieron a un
analisis de varianza (ANOVA) para comparar la diferencia de medias entre los
tratamientos y una prueba de Tukey.

Finalmente, para evaluar la colonizacion bacteriana de la raiz se realizé una prueba
de Kruskall-Wallis.

RESULTADOS

Sobrevivencia a la salinidad.

Se evalué la capacidad de sobrevivencia a la salinidad de las cepas Pseudomonas
putida KT2440 y Pseudomonas sp. EpiPf10 en diferentes concentraciones de NacCl
(1%-0.86 mM, 2%-1.7 mM, y 4%-3.4 mM), a las 0, 24, 48y 72 horas.

La cepa P. putida KT2440 mostr6é una sobrevivencia a la salinidad similar en todas
las concentraciones de estrés salino y a las diferentes horas, es decir la cepa
presento una sobrevivencia similar en toso los porcentajes de NaCl y sus
respectivas horas, sin embargo, se observo una mayor sobrevivencia microbiana en
la concentracion de 2% (1.7 mM) NaCl a las 48 horas (9.45 £ 0.49 Log UFC/mL).
(Figura 1)
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Figura 1. Promedio de las UFC/mL de Pseudomonas putida KT2440 ante una concentracién de 1%-
0.86 mM, 2%-1.7 mM, y 4%-3.4 mM, a las 0, 24, 48 y 72 horas.
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En Pseudomonas sp EpiPf10 se encontr6 que al igual que en P. putida KT2440 hay
una mayor sobrevivencia bacteriana ante una concentracién de 2% (1.7 mM) NaCl
alas 72 horas (8.42 + 0.59 Log UFC/mL), sin embargo, hay una notable disminucion
en las demas concentraciones de NaCl a las diferentes horas respecto a la cepa P.
putida KT2440. (Figura 2)

Log(UFC/mL)
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Figura 2. Promedio de las UFC/mL de Pseudomonas sp. EpiPf10 ante una concentracién de 1%-
0.86 mM, 2%-1.7 mM, y 4%-3.4 mM, a las 0, 24, 48y 72 horas

Promocion del crecimiento de la PGPR en Raphanus sativus L. en diferentes
condiciones de estrés salino.
- Cultivo de las plantas de R. sativus L. en Condiciones Optimas y

Condiciones de Estrés Salino a 75 mM de cloruro de sodio.

Las caracteristicas morfolégicas de R. sativus L. evaluadas fueron el pesos fresco
y seco de la biomasa de la parte aérea y del bulbo, longitud total de la planta,
longitud foliar, de la raiz y del bulbo, nimero de hojas y el diametro del bulbo; los
cambios observados en la morfometria de la planta, sustentaron si la inoculacién de
la planta promovié el crecimiento vegetal.

A los 60 dias posteriores de la siembra las plantas crecidas en condiciones Optimas
(CO) presentaron el mayor peso fresco de la parte aérea en el tratamiento inoculado
con P. putida KT2440, seguido de la co-inoculacion y, el tratamiento control, estos

mostraron diferencia estadisticamente significativa con respecto a las plantas
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inoculadas con Pseudomonas sp. EpiPf10. En contraste, en las plantas cultivadas
en condiciones de estrés salino al 75 mM (CES-75) se registré que el peso fresco
de la parte aérea en el grupo control es menor (con diferencia estadistica
significativa, prueba Tukey post-hoc P< 0.05) en comparacion a los tratamientos
inoculados con P. putida KT2440, Pseudomonas sp. EpiPf10 y la co-inoculacion, en

los que se observd una tendencia similar (Figura 3).
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Figura 3. Media del Peso Fresco de las Hojas (P.F.H) presentes en Raphanus sativus L. en
condiciones 6ptimas y en condiciones de estrés salino al 75 mM a los 60 dias después de la siembra
inoculadas con PGPR: Control: Sin inoculacién; E.10: inoculacién con Pseudomonas sp. EpiPf10;
KT2440: inoculacién con P. putida KT2440 y KT-E.10: Co-inoculacion. Medias que no comparten
una letra son estadisticamente significativas. Tukey post-hoc P< 0.05

Por otro lado, el peso seco de la parte aérea fue similar en todos los tratamientos
de las plantas cultivadas en condiciones 6ptimas (CO), y en condiciones de estrés
salino al 75mM (CES-75) el mayor peso seco de la parte aérea lo presenté el
tratamiento de la co-inoculacion, seguido de Pseudomonas sp. EpiPfl0 y la

inoculacién con P. putida KT2440 que superaron al control (Figura 4).
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Figura 4. Media del Peso Seco de las Hojas (P.S.H) presentes en Raphanus sativus L. en
condiciones 6ptimas y en condiciones de estrés salino al 75 mM a los 60 dias después de la siembra
inoculadas con PGPR: Control: Sin inoculacién; E.10: inoculaciéon con Pseudomonas sp. EpiPf10;
KT2440: inoculacién con P. putida KT2440 y KT-E.10: Co-inoculacion. Medias que no comparten
una letra son estadisticamente significativas. Tukey post-hoc P< 0.05

En la condicion optima (CO) de cultivo, el tratamiento de la co-inoculacion registré
la mayor longitud total, seguido del tratamiento inoculado con Pseudomonas sp.
EpiPf10, la inoculacién con P. putida KT2440 y el control presentaron una longitud
total similar, de la misma forma en la condicion de cultivo con estrés salino al 75 mM
(CES-75) se observé que, la co-inoculacién registro la mayor longitud total seguido
de la inoculaciébn con Pseudomonas sp. EpiPfl0 y P. putida KT2440, estos
tratamientos presentaron diferencias estadisticas con respecto al control, sin
embargo, la longitud total registrada en CES-75 es menor a la registrada en CO

para todos los tratamientos (Figura 5).
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Figura 5. Media de la Longitud Total (L.T) presentes en Raphanus sativus L. en condiciones éptimas
y en condiciones de estrés salino al 75 mM a los 60 dias después de la siembra inoculadas con
PGPR: Control: Sin inoculacion; E.10: inoculacion con Pseudomonas sp. EpiPf10; KT2440:
inoculacién con P. putida KT2440 y KT-E.10: Co-inoculacién. Medias que no comparten una letra
son estadisticamente significativas. Tukey post-hoc P< 0.05

La longitud foliar en condiciones 6ptimas (CO) de crecimiento se registré una
tendencia semejante en todos los tratamientos, este pardmetro fue menor en las
plantas del tratamiento con Pseudomonas sp. EpiPf10. De igual forma, en
condiciones de estrés salino a 75mM (CES-75), la co-inoculacion presento la mayor
longitud foliar, seguida de la inoculacion con P. putida KT2440 y Pseudomonas sp.
EpiPf10. EI control presenté la menor longitud foliar con diferencias
estadisticamente significativas. Sin embargo, la longitud foliar de hojas registrada
en CES-75 es menor a la registrada en CO para los tratamientos de co-inoculacion,
inoculacién con P. putida KT2440 y el control, excepto la inoculacién con
Pseudomonas sp. EpiPfl0 en la que se registrd6 una tendencia similar en ambas

condiciones de crecimiento. (Figura 6).
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Figura 6. Media de la Longitud Foliar (L.F) presentes en Raphanus sativus L. en condiciones 6ptimas
y en condiciones de estrés salino al 75 mM a los 60 dias después de la siembra inoculadas con
PGPR: Control: Sin inoculacion; E.10: inoculacion con Pseudomonas sp. EpiPf10; KT2440:
inoculacién con P. putida KT2440 y KT-E.10: Co-inoculacién. Medias que no comparten una letra
son estadisticamente significativas. Tukey post-hoc P< 0.05.

Las plantas cultivadas en condiciones Optimas (CO) exhibieron un mayor nimero
de hojas en el tratamiento inoculado con Pseudomonas sp. EpiPf10, seguido del
control, la co-inoculacion y P. putida KT2440, no presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos. Por otro lado, en condiciones
de estrés salino al 75 mM (CES-75) se obtuvo un mayor niamero de hojas en el
tratamiento con Pseudomonas sp. EpiPf10, seguido de P. putida KT2440, la co-
inoculacién y el menor niumero de hojas lo presentd el control, en los cuatro
tratamientos en CES-75 se encontraros diferencias estadisticamente significativas,

con respecto a los tratamientos de CO. (CO y CES-75). (Figura 7)
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Figura 7. Media del nimero de hojas (NUm. hojas) presentes en Raphanus sativus L. en condiciones
Optimas y en condiciones de estrés salino al 75 mM a los 60 dias después de la siembra inoculadas
con PGPR: Control: Sin inoculacion; E.10: inoculacion con Pseudomonas sp. EpiPf10; KT2440:
inoculacién con P. putida KT2440 y KT-E.10: Co-inoculacién. Medias que no comparten una letra
son estadisticamente significativas. Tukey post-hoc P< 0.05.

En el pardmetro longitud de la raiz, se observé una longitud mayor en las plantas
sometidas a condiciones de estrés salino al 75 mM (CES-75), la mayor longitud de
la raiz se obtuvo en la co-inoculacion, la inoculacién con Pseudomonas sp. EpiPf10
y P. putida KT2440, estos tres tratamientos presentaron medias similares y
presentaron diferencias estadisticamente significativas respecto al control (una
media menor). Para las condiciones 6ptimas de crecimiento (CO), la mayor longitud
total de la raiz la present6 el tratamiento con Pseudomonas sp. EpiPf10, seguido de
la co-inoculacion, el control y P. putida KT2440, este ultimo present6 diferencias

estadisticamente significativas, respecto a los otros tratamientos. (Figura 8)
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Figura 8. Media de la longitud total de la raiz (L.T.R) presentes en Raphanus sativus L. en
condiciones 6ptimas y en condiciones de estrés salino al 75 mM a los 60 dias después de la siembra
inoculadas con PGPR: Control: Sin inoculacién; E.10: inoculaciéon con Pseudomonas sp. EpiPf10;
KT2440: inoculacién con P. putida KT2440 y KT-E.10: Co-inoculacion. Medias que no comparten
una letra son estadisticamente significativas. Tukey post-hoc P< 0.05.

En las condiciones éptimas (CO) de crecimiento vegetal se obtuvo un mayor peso
fresco de la raiz en la co-inoculacion, seguido de la inoculaciéon con Pseudomonas
sp. EpiPf10 y el control, en ambos tratamientos antes mencionados hubo una
tendencia similar, la inoculacién con P. putida KT2440 tuvo un menor peso fresco
de la raiz respecto a los tratamientos antes mencionados. Para la condicion de
estrés salino al 75 mM (CES-75) se registrdo un mayor peso fresco de la raiz en co-
inoculacion, seguido de la inoculacion con P. putida KT2440, estos dos tratamientos
fueron similares, seguidos de la inoculacion con Pseudomonas sp. EpiPfl0 y el
control, estos dos tratamientos presentaron el menor peso fresco de la raiz respecto
a los dos tratamientos anteriores. En la condicion de crecimiento CES-75 el peso
fresco de la raiz fue menor respecto a la condicion CO en todos los tratamientos,
presentando diferencias estadisticamente significativas en ambas condiciones.
(Figura 9)
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Figura 9. Media del peso fresco de la raiz (P.F.R) presentes en Raphanus sativus L. en condiciones
Optimas y en condiciones de estrés salino al 75 mM a los 60 dias después de la siembra inoculadas
con PGPR: Control: Sin inoculacion; E.10: inoculacion con Pseudomonas sp. EpiPf10; KT2440:
inoculacién con P. putida KT2440 y KT-E.10: Co-inoculacién. Medias que no comparten una letra
son estadisticamente significativas. Tukey post-hoc P< 0.05.

Para la condicién 6ptima (CO) de crecimiento vegetal se obtuvo el mayor peso seco
de la raiz en los tratamientos: co-inoculacién y la inoculacién con Pseudomonas sp.
EpiPf10, seguidos del control y la inoculacién con P. putida KT2440, este ultimo tuvo
un menor peso seco de la raiz con diferencias significativa respecto a los otros
tratamientos. Para la condicion en estrés salino a 75mM (CES-75) el mayor peso
seco de la raiz los registré la co-inoculacion, seguido de la inoculacion con P. putida
KT2440; la inoculacién con Pseudomonas sp. EpiPf10 y el control, presentaron una
tendencia similar y el peso seco de la raiz menor respecto a los dos tratamientos
anteriores. La condicién CES-75 tuvo un peso fresco de la raiz menor respecto a la
condicion CO en todos los tratamientos, presentando diferencias estadisticamente

significativas en ambas condiciones. (Figura 10)
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Figura 10. Media del peso seco de la raiz (P.S.R) presentes en Raphanus sativus L. en condiciones
Optimas y en condiciones de estrés salino al 75 mM a los 60 dias después de la siembra inoculadas
con PGPR: Control: Sin inoculacion; E.10: inoculacion con Pseudomonas sp. EpiPf10; KT2440:
inoculacién con P. putida KT2440 y KT-E.10: Co-inoculacién. Medias que no comparten una letra
son estadisticamente significativas. Tukey post-hoc P< 0.05.

En la condicion 6ptima de crecimiento (CO), se obtuvo mayor diametro del bulbo en
la co-inoculacion, seguido de la inoculacion con Pseudomonas sp. EpiPf10 y el
control, estos dos tratamientos presentaron una tendencia similar. La inoculacién
con P. putida KT2440 presento menor diametro del bulbo, con una diferencia
estadisticamente significativa respecto a los anteriores tratamientos. Por otro lado,
en la condicion de estrés salino al 75mM (CES-75) los tratamientos: inoculacién con
Pseudomonas sp. EpiPfl0 y P. putida KT2440 presentaron el diametro del bulbo
mayor, seguido de la co-inoculacion y el menor didmetro el control, con diferencia
estadisticamente significativa con los anteriores tratamientos. Cabe mencionar que,
los tratamientos en la condicion CES-75 tuvieron un didmetro del bulbo menor
respecto a los tratamientos en CO, en ambas condiciones presentaron diferencias

estadisticamente significativas. (Figura 11)
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Figura 11. Media del Didmetro del Bulbo (D.B) presentes en Raphanus sativus L. en condiciones
Optimas y en condiciones de estrés salino al 75 mM a los 60 dias después de la siembra inoculadas
con PGPR: Control: Sin inoculacion; E.10: inoculacion con Pseudomonas sp. EpiPf10; KT2440:
inoculacién con P. putida KT2440 y KT-E.10: Co-inoculacién. Medias que no comparten una letra
son estadisticamente significativas. Tukey post-hoc P< 0.05.

En el pardmetro de la longitud del bulbo, en las condiciones 6ptimas (CO) se obtuvo
la longitud del bulbo mayor en la co-inoculacién, la inoculacion con Pseudomonas
sp. EpiPf10 y el control, estos tres tratamientos presentaron una tendencia similar.
La inoculacion con P. putida KT2440 presentd una pequefia diferencia respecto a
los tratamientos antes mencionados, para la condicién con estrés salino al 75 mM
(CES-75) se obtuvo una tendencia semejante a la observada con CO, el didmetro
del bulbo fue mayor en la inoculacion con Pseudomonas sp. EpiPf10, seguido de la
co-inoculacién, inoculacidon con P. putida KT2440 y el control, estos tres
tratamientos presentaron una tendencia similar, por otro lado, no se encontraron
estadisticas significativas entre ambas condiciones de cultivo de las plantas de

rabano. (Figura 12)
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Figura 12. Media de la Longitud del Bulbo (L.B) presentes en Raphanus sativus L. en condiciones
Optimas y en condiciones de estrés salino al 75 mM a los 60 dias después de la siembra inoculadas
con PGPR: Control: Sin inoculacion; E.10: inoculacion con Pseudomonas sp. EpiPf10; KT2440:
inoculacién con P. putida KT2440 y KT-E.10: Co-inoculacién. Medias que no comparten una letra
son estadisticamente significativas. Tukey post-hoc P< 0.05.

- Cultivo de las plantas de rabano en Condiciones Optimas y
Condiciones de Estrés Salino a 100 mM de cloruro de sodio.

A los 60 dias posteriores a la siembra de las plantas de rabano, las cultivadas en
condiciones Optimas (CO) presentaron el mayor peso fresco de la parte aérea en el
tratamiento inoculado con P. putida KT2440. Los resultados de la co-inoculacion y
el control mostraron pesos similares, con una diferencia estadisticamente
significativa respecto a la inoculacion con Pseudomonas sp. EpiPf10. Por otro lado,
las plantas en condiciones de estrés salino 100 mM (CES-100) registraron un mayor
peso fresco de la parte aérea en los tratamientos inoculados con P. putida KT2440
y la co-inoculacién, seguido del grupo control. La inoculacion con Pseudomonas sp.
EpiPf10, presento diferencias estadisticamente significativas respecto a los
tratamientos antes mencionados. Las plantas en CES-100 presentaron un menor
peso fresco de la parte aérea en todos los tratamientos respecto a las plantas
crecidas en CO, mostrando diferencias estadisticamente significativas en ambas

condiciones. (Figura 13)
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Figura 13. Media del Peso Fresco de las Hojas (P.F.H) presentes en Raphanus sativus L. en
condiciones 0ptimas y en condiciones de estrés salino al 100 mM a los 60 dias después de la siembra
inoculadas con PGPR: Control: Sin inoculacién; E.10: inoculaciéon con Pseudomonas sp. EpiPf10;
KT2440: inoculacién con P. putida KT2440 y KT-E.10: Co-inoculacion. Medias que no comparten
una letra son estadisticamente significativas. Tukey post-hoc P< 0.05.

Por otro lado, en las plantas cultivadas bajo condiciones 6ptimas (CO) el peso seco
de la parte aérea fue similar en todos los tratamientos. De manera similar, las
plantas crecidas bajo condiciones de estrés salino a 100 mM (CES-100) mostraron
una tendencia comparable en todos los tratamientos, sin embargo, entre ambas
condiciones se encontraron diferencias estadisticamente significativas en todos los
tratamientos, la condicibn CES-100 present6 el menor peso seco de la parte aérea.

(Figura 14.)
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Figura 14. Media del Peso Seco de las Hojas (P.S.H) presentes en Raphanus sativus L. en
condiciones éptimas y en condiciones de estrés salino al 100 mM a los 60 dias después de la siembra
inoculadas con PGPR: Control: Sin inoculacién; E.10: inoculaciéon con Pseudomonas sp. EpiPf10;
KT2440: inoculacién con P. putida KT2440 y KT-E.10: Co-inoculacion. Medias que no comparten
una letra son estadisticamente significativas. Tukey post-hoc P< 0.05.

Bajo condiciones 6ptimas (CO), se observé la mayor longitud total en el tratamiento
de la co-inoculacion, seguido por el tratamiento inoculado con Pseudomonas sp.
EpiPf10. Los tratamientos con P. putida KT2440 y el control mostraron una longitud
total similar. En condiciones de estrés salino a 100 mM de cloruro de sodio (CES-
100), la mayor longitud total se registrd en el tratamiento de co-inoculacién, seguido
de los tratamientos con P. putida KT2440 y el control, los cuales presentaron una
tendencia similar. Estos tres tratamientos mostraron diferencias estadisticamente
significativas en comparacion con el tratamiento inoculados con Pseudomonas sp.
EpiPf10. Sin embargo, la longitud total registrada en CES-100 es menor a la
registrada en CO para todos los tratamientos, presentando diferencias
estadisticamente significativas entre ambas condiciones de cultivo de las plantas.
(Figura 15).
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Figura 15. Media de la Longitud Total (L.T) presentes en Raphanus sativus L. en condiciones éptimas
y en condiciones de estrés salino al 100 mM a los 60 dias después de la siembra inoculadas con
PGPR: Control: Sin inoculacion; E.10: inoculacion con Pseudomonas sp. EpiPf10; KT2440:
inoculacién con P. putida KT2440 y KT-E.10: Co-inoculacién. Medias que no comparten una letra
son estadisticamente significativas. Tukey post-hoc P< 0.05.

En condiciones éptimas (CO) de crecimiento, se registré una longitud foliar similar
en la co-inoculacion, la inoculacién con P. putida KT2440 y el control. Estos
tratamientos presentaron diferencias estadisticamente significativas en
comparacién con la inoculaciéon con Pseudomonas sp. EpiPf10. En condiciones de
estrés salino a 100 mM (CES-100) se observé una tendencia similar a la de CO; la
co-inoculacién, la inoculacibn con P. putida KT2440 y el control mostraron
longitudes foliares equivalentes, y también se observé una diferencia
estadisticamente significativa respecto a la inoculacion con Pseudomonas sp.
EpiPf10. Por otro lado, la longitud foliar en condiciones de estrés salino 100 mM de
cloruro de sodio (CES-100) registr6 una menor longitud foliar en todos los
tratamientos respecto a los tratamientos en CO, marcando una diferencia

estadisticamente significativa en ambas condiciones. (Figura 16).
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Figura 16. Media de la Longitud Foliar (L.F) presentes en Raphanus sativus L. en condiciones
Optimas y en condiciones de estrés salino al 100 mM a los 60 dias después de la siembra inoculadas
con PGPR: Control: Sin inoculacion; E.10: inoculacion con Pseudomonas sp. EpiPf10; KT2440:
inoculacién con P. putida KT2440 y KT-E.10: Co-inoculacién. Medias que no comparten una letra
son estadisticamente significativas. Tukey post-hoc P< 0.05.

En condiciones oOptimas (CO) se registr6 un mayor numero de hojas en la co-
inoculacioén y en la inoculacion con Pseudomonas sp. EpiPf10 y P. putida KT2440;
estos tratamientos no presentaron diferencias estadisticamente significativas en
comparacién con el control. En condiciones de estrés salino a 100 mM (CES-100),
se obtuvo un mayor numero de hojas en la inoculacién con P. putida KT2440 y en
el tratamiento con Pseudomonas sp. EpiPfl10, los cuales mostraron diferencias
estadisticamente significativas respecto a los tratamientos de co-inoculacion y
control. En CO se registré6 un mayor numero de hojas en los tratamientos co-
inoculacion y el control respecto a CES-100, mostrando diferencias
estadisticamente significativas. Por otro lado, la inoculacién con P. putida KT2440 y
Pseudomonas sp. EpiPf10 mostraron una tendencia similar en ambas condiciones.
(Figura 17)
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Figura 17. Media del nimero de hojas (NUm. hojas) presentes en Raphanus sativus L. en condiciones
Optimas y en condiciones de estrés salino al 100 mM a los 60 dias después de la siembra inoculadas
con PGPR: Control: Sin inoculacion; E.10: inoculacion con Pseudomonas sp. EpiPf10; KT2440:
inoculacién con P. putida KT2440 y KT-E.10: Co-inoculacién. Medias que no comparten una letra
son estadisticamente significativas. Tukey post-hoc P< 0.05.

En el caso de la longitud total de la raiz, se observé que en todos los tratamientos
cultivados en condiciones de estrés salino a 100 mM (CES-100) se obtuvo una
mayor longitud total de la raiz. En contraste, en condiciones éptimas (CO), la
longitud total de la raiz fue mayor en la inoculacion con Pseudomonas sp. EpiPf10.
La longitud de la raiz fue similar en la co-inoculacién y la inoculacién con P. putida
KT2440, mientras que el control report6é la menor longitud. Todos los tratamientos
en CO presentaron diferencias estadisticamente significativas, al igual que entre

ambas condiciones. (Figura 18)
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Figura 18. Media de la longitud total de la raiz (L.T.R) presentes en Raphanus sativus L. en
condiciones éptimas y en condiciones de estrés salino al 100 mM a los 60 dias después de la siembra
inoculadas con PGPR: Control: Sin inoculacién; E.10: inoculaciéon con Pseudomonas sp. EpiPf10;
KT2440: inoculacién con P. putida KT2440 y KT-E.10: Co-inoculacion. Medias que no comparten
una letra son estadisticamente significativas. Tukey post-hoc P< 0.05.

El mayor peso fresco de la raiz, bajo condiciones 6ptimas (CO) de crecimiento, se
observd en el tratamiento de co-inoculacién, seguido por los tratamientos
inoculados con Pseudomonas sp. EpiPf10 y el control, los cuales mostraron valores
similares para este parametro. La inoculacién con P. putida KT2440 tuvo el menor
peso fresco de la raiz respecto a los tratamientos antes mencionados con
diferencias estadisticamente significativa, de forma similar en condiciones de estrés
salino 100 mM (CES-100) el mayor peso fresco de la raiz lo presentd la co-
inoculacion, y la inoculacion con P. putida KT2440, seguido de Pseudomonas sp.
EpiPf10 y el control, estos dos tratamientos presentaron el peso fresco de la raiz
menor, respecto a los dos tratamientos anteriormente mencionados. Las
condiciones CES-100 mostraron un peso fresco de la raiz menor respecto a CO en
todos los tratamientos con, diferencias estadisticamente significativas en ambas

condiciones. (Figura 19)
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Figura 19. Media del peso fresco de la raiz (P.F.R) presentes en Raphanus sativus L. en condiciones
Optimas y en condiciones de estrés salino al 100 mM a los 60 dias después de la siembra inoculadas
con PGPR: Control: Sin inoculacion; E.10: inoculacion con Pseudomonas sp. EpiPf10; KT2440:
inoculacién con P. putida KT2440 y sKT-E.10: Co-inoculacion. Medias que no comparten una letra
son estadisticamente significativas. Tukey post-hoc P< 0.05.

Para las condiciones éptimas de crecimiento (CO) el mayor peso seco de la raiz lo
presento la co-inoculacién y la inoculacién con Pseudomonas sp. EpiPf10, seguido
del control. El menor peso seco de la raiz se observé con la inoculacién con P.
putida KT2440, respecto a los tratamientos antes mencionados. Para condiciones
de estrés salino 100 mM (CES-100) el peso seco de la raiz fue similar en todos los
tratamientos; en las dos condiciones de crecimiento el menor peso seco de la raiz
lo presentaron las plantas crecidas en CES-100 en comparacion con CO, por lo que
ambas condiciones presentan diferencias estadisticamente significativas en todos

los tratamientos. (Figura 20)
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Figura 20. Media del peso seco de la raiz (P.S.R) presentes en Raphanus sativus L. en condiciones
Optimas y en condiciones de estrés salino al 100 mM a los 60 dias después de la siembra inoculadas
con PGPR: Control: Sin inoculacion; E.10: inoculacion con Pseudomonas sp. EpiPf10; KT2440:
inoculacién con P. putida KT2440 y KT-E.10: Co-inoculacién. Medias que no comparten una letra
son estadisticamente significativas. Tukey post-hoc P< 0.05.

El mayor diametro del bulbo en condiciones 6ptimas (CO), lo presento el tratamiento
co-inoculacién, seguido de la inoculacién con Pseudomonas sp. EpiPf10y el control,
que presentaron una tendencia similar. La inoculacion con P. putida KT2440
presentd el menor parametro y con una diferencia estadisticamente significativa
respecto a los tratamientos antes mencionados. Por otro lado, en condiciones de
estrés salino 100 mM (CES-100) la co-inoculacién, la inoculacién con Pseudomonas
sp. EpiPf10 y P. putida KT2440 presentaron el mayor diametro del bulbo con
respecto al control. La condicion CES-100 present6 un diametro del bulbo menor
respecto a la CO en todos los tratamientos, en ambas condiciones se observd que

presentaron diferencias estadisticamente significativas. (Figura 21).
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Figura 21. Media del Didmetro del Bulbo (D.B) presentes en Raphanus sativus L. en condiciones
Optimas y en condiciones de estrés salino al 75 mM a los 60 dias después de la siembra inoculadas
con PGPR: Control: Sin inoculacion; E.10: inoculacion con Pseudomonas sp. EpiPf10; KT2440:
inoculacién con P. putida KT2440 y KT-E.10: Co-inoculacién. Medias que no comparten una letra
son estadisticamente significativas. Tukey post-hoc P< 0.05.

En condiciones optimas (CO) se obtuvo una longitud del bulbo mayor en la co-
inoculaciéon y la inoculacibn con Pseudomonas sp. EpiPfl0, presentando una
tendencia similar, seguido del control y P. putida KT2440, este Gltimo present6 una
diferencia estadisticamente significativa respecto a los otros tratamientos, para
CES-100 se obtuvo una mayor longitud del bulbo en la co-inoculacién y en la
inoculacion con Pseudomonas sp. EpiPfl0, seguido de la inoculacién con
Pseudomonas sp. EpiPfl10 y el control, estos dos presentaron una diferencia
estadisticamente significativa respecto a los tratamientos antes mencionados. La
inoculacién en CO present6 una mayor longitud del bulbo en todos sus tratamientos
respecto a CES-100, marcando una diferencia estadisticamente significativa.
(Figura 22).
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Figura 22. Media de la Longitud del Bulbo (L.B) presentes en Raphanus sativus L. en condiciones
Optimas y en condiciones de estrés salino al 100 mM a los 60 dias después de la siembra inoculadas
con PGPR: Control: Sin inoculacion; E.10: inoculacion con Pseudomonas sp. EpiPf10; KT2440:
inoculacién con P. putida KT2440 y KT-E.10: Co-inoculacién. Medias que no comparten una letra
son estadisticamente significativas. Tukey post-hoc P< 0.05.

Evaluacion de la actividad fotosintética de Raphanus sativus L.
Se determiné la concentracion de clorofila A, B y total de todos los tratamientos en

las diferentes condiciones de crecimiento vegetal: condiciones Optimas (CO),
condiciones de estrés salino 75 mM (CES-75) y Condiciones de estrés salino 100
Mm (CES-100) evaluadas en R. sativus L.

- Cultivo de las plantas de R. sativus L. en Condiciones Optimas

En primera instancia se evaluaron los tratamientos establecidos en condiciones
Optimas de crecimiento vegetal (CO), el primer parametro evaluado fue la Clorofila
A (ChlA), el tratamiento que mostré un mayor valor de ChlA fue el grupo control
(4.23 £ 0.94 pg/mL) con una diferencia significativa respecto al tratamiento co-
inoculacion (3.20 £ 0.52 ug/mL), seguido del tratamiento con P. putida KT2440 (2.99
+ 0.28 pg/mL) y Pseudomonas sp. EpiPf10 (2.74 £ 0.51 pg/mL), estos tres

tratamientos no presentaron ninguna diferencia entre si (Figura 23)
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Figura 23. Media del contenido de Clorofila A (ChlA) presente en Raphanus sativus L. en condiciones
Optimas a los 60 dias después de la siembra e inoculadas con PGPR: Control: Sin inoculacion; E.10:
inoculacién con Pseudomonas sp. EpiPf10; KT2440: inoculacion con P. putida KT2440 y KT-E.10:
Co-inoculacién. Medias que no comparten una letra son estadisticamente significativas. Tukey post-
hoc P< 0.05.

Para la Clorofila B (ChIB) se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa
entre los cuatro tratamientos, mostrando una mayor cantidad de ChIB en el grupo
control (0.50 £ 0.06 pg/mL), seguido de la co-inoculacién (0.40 + 0.04 ug/mL), la
inoculacién con Pseudomonas sp. EpiPf10 (0.34 + 0.07 ug/mL) y P. putida KT2440
(0.15 £ 0.02 pg/mL), este ultimo fue el tratamiento con una menor cantidad de ChiB.
(Figura 24)
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Figura 24. Media del contenido de Clorofila B (ChIB) presente en Raphanus sativus L. en condiciones
Optimas a los 60 dias después de la siembra e inoculadas con PGPR: Control: Sin inoculacion; E.10:
inoculacién con Pseudomonas sp. EpiPf10; KT2440: inoculacion con P. putida KT2440 y KT-E.10:
Co-inoculacién. Medias que no comparten una letra son estadisticamente significativas. Tukey post-
hoc P< 0.05.

La cuantificacion de la Clorofila Total (ChlTotal) mostré su mayor concentracion en
el tratamiento control (4.73 = 0.95 ug/mL) con una diferencia estadisticamente
significativa respecto a los tratamientos co-inoculacion (3.68 = 0.47 pg/mL),
inoculacién con Pseudomonas sp. EpiPf10 (3.27 + 0.35 pg/mL) y la inoculacién con
P. putida KT2440 (3.11 = 0.25 pg/mL), estos ultimos tres presentaron una
concentracion similar de ChlTotal. Los cuatro tratamientos mostraron una cantidad
de ChlTotal parecida a Clorofila B (ChIB). (Figura 25)
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Figura 25. Media del contenido de Clorofila Total (ChlTotal) presente en Raphanus sativus L. en
condiciones optimas a los 60 dias después de la siembra e inoculadas con PGPR: Control: Sin
inoculacién; E.10: inoculacion con Pseudomonas sp. EpiPf10; KT2440: inoculacién con P. putida
KT2440 y KT-E.10: Co-inoculacion. Medias que no comparten una letra son estadisticamente
significativas. Tukey post-hoc P< 0.05.

- Cultivo de las plantas de R. sativus L. en Condiciones de Estrés Salino

a 75 mM de cloruro de sodio.

También se cuantificé la clorofila a las plantas de los tratamientos sometidos a
estrés salino con una concentracion de 75mM de NaCl. Se evalu6 la ChlA, los
tratamientos control (3.03 + 0.33 ug/mL), co-inoculacion (3.12 £ 0.55 pg/mL) e
inoculacion con P.putida KT2440 (2.99 £ 0.44 ug/mL) mostraron una mayor cantidad
de ChlA y una diferencia estadisticamente significativa respecto a la inoculacién con
Pseudomonas sp. EpiPf10 (1.65 £ 0.53 ug/mL). (Figura 26)
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Figura 26. Media del contenido de Clorofila A (ChlA) presente en Raphanus sativus L. en condiciones
de estrés salino al 75mM a los 60 dias después de la siembra e inoculadas con PGPR: Control: Sin
inoculacién; E.10: inoculacién con Pseudomonas sp. EpiPf10; KT2440: inoculacién con P. putida
KT2440 y KT-E.10: Co-inoculacién. Medias que no comparten una letra son estadisticamente
significativas. Tukey post-hoc P< 0.05.

Para ChIB se obtuvo una tendencia similar en los cuatro tratamientos. Co-
inoculacién (0.27 + 0.05 pg/mL), inoculaciéon con P. putida KT2440 (0.28 + 0.04
pg/mL), inoculacion Pseudomonas sp. EpiPf10 (0.26 + 0.06 pg/mL) y el control (0.27
1+ 0.02 pg/mL). (Figura 27)
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Figura 27. Media del contenido de Clorofila B (ChIB) presente en Raphanus sativus L. en condiciones
de estrés salino al 75mM a los 60 dias después de la siembra e inoculadas con PGPR: Control: Sin
inoculacién; E.10: inoculacion con Pseudomonas sp. EpiPf10; KT2440: inoculacion con P. putida
KT2440 y KT-E.10: Co-inoculacion. Medias que no comparten una letra son estadisticamente
significativas. Tukey post-hoc P< 0.05.
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En Clorofila total (ClhTotal) se encontré una tendencia similar en los tratamientos
co-inoculacién (3.12 = 0.55 ug/mL), inoculacion con P. putida KT2440 (2.98 + 0.44
pg/mL) y el control (3.03 + 0.33 pg/mL) hubo una mayor cantidad y una diferencia
estadisticamente significativa respecto a la inoculacion con Pseudomonas sp.
EpiPf10 (1.65 + 0.53 pyg/mL). Al igual que en condiciones Optimas, los tratamientos

mostraron una cantidad de ChlTotal parecida a ChiIB. (Figura 28)
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Figura 28. Media del contenido de Clorofila Total (ChlTotal) presente en Raphanus sativus L. en
condiciones de estrés salino al 75mM a los 60 dias después de la siembra e inoculadas con PGPR:
Control: Sin inoculacion; E.10: inoculacién con Pseudomonas sp. EpiPf10; KT2440: inoculacién con
P. putida KT2440 y KT-E.10: Co-inoculacion. Medias que no comparten una letra son
estadisticamente significativas. Tukey post-hoc P< 0.05.

- Cultivo de las plantas de R. sativus L. en condiciones de Estrés Salino

a 100 mM de cloruro de sodio.

Por ultimo, se evaluaron los tratamientos sometidos a estrés salino con una
concentracion al 100mM, al igual que en las condiciones anteriores se evalud
primero a la ChlA, se obtuvo una cantidad similar en todos los tratamientos co-
inoculacion (2.77 £ 0.16 pg/mL), inoculacion con P. putida KT2440 (2.83 = 0.23
pg/mL), inoculacién con Pseudomonas sp. EpiPf10 (2.80 + 0.30 ug/mL) y control
(2.81 + 0.16 pg/mL), no hubo diferencias estadisticamente significativas. (Figura
29).
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Figura 29. Media del contenido de Clorofila A (ChlA) presente en Raphanus sativus L. en condiciones
de estrés salino al 100mM a los 60 dias después de la siembra e inoculadas con PGPR: Control: Sin
inoculacién; E.10: inoculacién con Pseudomonas sp. EpiPf10; KT2440: inoculacién con P. putida
KT2440 y KT-E.10: Co-inoculacién. Medias que no comparten una letra son estadisticamente
significativas. Tukey post-hoc P< 0.05.

En el caso de ChIB se obtuvo una mayor cantidad en la co-inoculacion (0.29 + 0.04
Mg/mL) seguido de la inoculacion con P. putida KT2440 (0.26 + 0.04 ug/mL), los
tratamientos mencionados anteriormente presentaron una pequefia diferencia
respecto a la inoculacion con Pseudomonas sp. EpiPf10 (0.24 + 0.02 pyg/mL) y
control (0.24 + 0.03 yg/mL. (Figura 30).
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Figura 30. Media del contenido de Clorofila B (ChIB) presente en Raphanus sativus L. en condiciones
de estrés salino al 100mM a los 60 dias después de la siembra e inoculadas con PGPR: Control: Sin
inoculacién; E.10: inoculacion con Pseudomonas sp. EpiPf10; KT2440: inoculacién con P. putida
KT2440 y KT-E.10: Co-inoculaciéon. Medias que no comparten una letra son estadisticamente
significativas. Tukey post-hoc P< 0.05.
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Finalmente, se evaluod la cantidad ce ChiITotal, se encontré una cantidad similar en
todos los tratamientos co-inoculacion (3.19 £ 0.11 pg/mL), inoculacién con P. putida
KT2440 (3.12 + 0.10 pg/mL), inoculaciéon con Pseudomonas sp. EpiPf10 (3.05 +
0.31 pg/mL) y control (3.05 + 0.17 pg/mL), no hubo diferencias estadisticamente
significativas. Al igual que en las condiciones anteriormente descritas, los
tratamientos mostraron una cantidad de ChlTotal parecida a ChlA (Figura 31).
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Figura 31. Media del contenido de Clorofila Total (ChlTotal) presente en Raphanus sativus L. en
condiciones de estrés salino al 100mM a los 60 dias después de la siembra e inoculadas con PGPR:
Control: Sin inoculacion; E.10: inoculacion con Pseudomonas sp. EpiPf10; KT2440: inoculacién con
P. putida KT2440 y KT-E.10: Co-inoculacion. Medias que no comparten una letra son
estadisticamente significativas. Tukey post-hoc P< 0.05.

Evaluacion de la actividad enzimética de la catalasa (CAT) y superéxido
dismutasa (SOD) en condiciones de estrés salino al 100 mM de cloruro de
sodio

Se cuantificé la actividad enzimatica de la catalasa (CAT) en condiciones de estrés

salino al 100 mM. Se obtuvo una mayor actividad enzimatica en el tratamiento co-
inoculacion (3.07 £ 0.18 U/mg proteina), seguido del control (2.21 + 0.40 U/mg
proteina) y la inoculaciéon con P. putida KT2440 (2.19 + 0.40 U/mg proteina), la
inoculacién con Pseudomonas sp. EpiPf10 (1.75 £ 0.24 U/mg proteina) fue el
tratamiento con menor actividad de catalasa (CAT). Los tratamientos presentaron
diferencias estadisticamente significativas, a excepcion del tratamiento control y la
inoculacion con P. putida KT2440 que presentaron una tendencia similar. (Figura
32)

61



Control
E.10
KT2440
KT-E.10

- >
iili

CAT(U/mg proteina)

Figura 32. Media de la actividad enzimatica de Catalasa (CAT) presente en las hojas de Raphanus
sativus L. en condiciones de estrés salino al 100mM a los 60 dias después de la siembra e inoculadas
con PGPR: Control: Sin inoculacion; E.10: inoculacion con Pseudomonas sp. EpiPf10; KT2440:
inoculacién con P. putida KT2440 y KT-E.10: Co-inoculacién. Medias que no comparten una letra
son estadisticamente significativas. Tukey post-hoc P< 0.05.

Para la actividad de la superoxido dismutasa (SOD), se obtuvo una mayor actividad
enzimatica en el tratamiento inoculado con Pseudomonas sp. EpiPf10 (8.36 + 0.75
U/mg proteina) y P. putida KT2440 (7.77 £ 0.74 U/mg proteina), seguido de la co-
inoculacién (7.32 + 0.79 U/mg proteina) y finalmente el control (6.89 + 0.33 U/mg

proteina) mostré una menor actividad enzimatica. (Figura 33)
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Figura 33. Media de la actividad enzimatica de Superéxido dismutasa (SOD) presente en las hojas
de Raphanus sativus L. en condiciones de estrés salino al 100mM a los 60 dias después de la
siembra e inoculadas con PGPR: Control: Sin inoculacién; E.10: inoculaciéon con Pseudomonas sp.
EpiPf10; KT2440: inoculacion con P. putida KT2440 y KT-E.10: Co-inoculacién. Medias que no
comparten una letra son estadisticamente significativas. Tukey post-hoc P< 0.05.

62



Colonizacién bacteriana en la raiz de R. sativus L.
La evaluacion de la adherencia de las rizobacterias promotoras de crecimiento

vegetal halotolerantes (HT-PGPR) mostré que en condiciones Optimas la co-
inoculacién presenta una mayor colonizacion de la raiz de R. sativus L. (Kruskall-
Wallis, p= 0.003) teniendo una poblacién promedio de 106 UFC/mL (6.90 + 0.09), la
mono-inoculacion de P. putida KT2440 y Pseudomonas sp. EpiPf10 presentaron
una poblaciéon bacteriana similar a 10° UFC/mL, de la misma manera, en
condiciones de estrés salino a 75 mM (Kruskall-Wallis, p= 0.01) la co-inoculacion
fue quien present6 la mayor colonizacion de la raiz con una poblacién promedio de
10° UFC/m (5.80 + 0.59) seguido de la mono-inoculaciéon de P. putida KT2440 y
Pseudomonas sp. EpiPf10 con una adherencia a la raiz de 10* UFC/mL. Por Gltimo,
en condiciones de estrés salino a 100 mM (Kruskall-Wallis, p= 0.09), la co-
inoculacién y la mono-inoculacion de P. putida KT2440 y Pseudomonas sp. EpiPf10
no presentaron diferencias significativas entre si, en los tres tratamientos se obtuvo
una adherencia de la raiz similar, con una poblacién bacteriana de 10* UFC/mL.
(Figura 34).
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Figura 34. Colonizacion de la raiz de Raphanus sativus L. en condiciones 6ptimas, de estrés salino
a75 mMy 100 mM a los 60 dias después de la siembra inoculadas con PGPR: Control: Sin
inoculacién; E.10: inoculacion con Pseudomonas sp. EpiPf10; KT2440: inoculacion con P. putida
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KT2440 y KT-E.10: Co-inoculaciéon. Medias que no comparten una letra son estadisticamente
significativas. (p<0.05, Kruskall-Wallis)

DISCUSION

La salinidad es un factor que actia de manera critica en las comunidades
microbianas en sistemas naturales, afectandolas de forma negativa (Song et al.,
2022), sin embargo, existen cepas capaces de sobrevivir a este fenémeno. Como
se mostré en este trabajo P. putida KT2440 y Pseudomonas sp. EpiPf10 son
bacterias capaces de sobrevivir a distintas concentraciones de NaCl: 1% (0.86mM),
2% (1.7mM) y 4% (3.4mM), similar a lo reportado en el trabajo de Fan y
colaboradores (2024), en donde la cepa P. putida KT2440 mostré una tolerancia
maxima de 4% de NaCl y también crecio la bacteria al 5% de NacCl, sin embargo,
en esta concentracion el crecimiento se retard6 hasta las 48 horas (Fan et al., 2024),
esto se podria explicar por la capacidad metabdlica de esta bacteria que le permite
adaptarse a diversas condiciones ambientales, incluyendo al estrés salino
(Sanchez-Carrillo y Guerra-Ramirez, 2022). De acuerdo a lo anterior, se podria decir
que P. putida KT2440 y Pseudomonas sp. EpiPf10 puedan ser consideradas como
posibles bacterias halotolerantes (HT), por lo que en este trabajo se realiz6 una
mono-inoculacion y co-inoculacion de estas cepas en R. sativus L., se encontré que
en ambos tipos de inoculacion las cepas son capaces de aumentar diversos
pardmetros morfométricos como el peso seco de la parte aérea, longitud total,
namero de hojas y la longitud del bulbo tanto en condiciones oOptimas y en
condiciones de estrés salino a 75 mM, sin embargo, se encontré que en condiciones
optimas la mono-inoculacién con P. putida KT2440 actuaba de manera desfavorable
en la longitud total de la raiz, el peso fresco y seco de la raiz y el didmetro del bulbo,.
Estos resultados son similares a los presentados por Flores-Calvo y colaboradores
(2023), en donde se inocularon a las cepas Pseudomonas sp. 03 (MW604823),
Pseudomonas sp. 13 (MW604824) y la cepa Bordetella sp. 31 (MW604826) en R.
sativus L., demostraron que estas cepas pueden promover el crecimiento de las
plantas en suelos con concentraciones de NaCl (CE=6.89 dSm-1), aumentando de
manera significativa el numero de hojas, raices y el peso total de la biomasa, no

obstante, al analizar el nimero de raices y peso de la biomasa se encontro que la
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cepa Bordetella sp. 31 (MW604826) causé un efecto negativo en la raiz y el peso
de la biomasa en el suelo que no tenia concentraciones de NacCl.

Como se mencioné anteriormente, la inoculacion con la cepa P. putida KT2440 en
condiciones Optimas afectaba ciertos parametros, sin embargo, en condiciones de
estrés salino a 75 mM incrementd la longitud total de la raiz y la longitud total de la
planta, a diferencia de las plantas inoculadas con esta cepa en condiciones Optimas
que presentaron una disminucion de estos parametros. Nuestros resultados son
similares a los obtenidos por Costa-Gutierrez y colaboradores (2020), en donde la
inoculacion con P. putida KT2440 mejoré de manera significativa la germinacion de
las semillas soja y maiz, asi como la longitud de la raiz y el tallo de las plantas en
condiciones de estrés salino, en comparacion a las plantas que se cultivaron en
condiciones éptimas, esto fortalece que P. putida KT2440 es una gran candidata
para utilizarse en suelos afectados por la salinidad y asi aumentar la produccion
agricola. Lo anterior se podria sustentar por la capacidad de P. putida KT2440 para
producir compuestos indolicos, sintetizar siderdforos y solubilizar fosfato (Costa-
Gutierrez et al., 2020). Por otro lado, Pseudomonas sp. EpiPf10 mostré que tanto
en condiciones Optimas y de estrés salino a 75 mMm puede promover el crecimiento
vegetal en casi todos los parametros morfologicos evaluados en este trabajo, esto
podria deberse a que de manera general la cepa es capaz de producir algun agente
protector contra la salinidad como la produccion de fitohormonas (Flores-Calvo et
al., 2023), la fijacion de nitrogeno o la solubilizacion de fosfato (Pérez-Rodriguez et
al., 2022).

Es importante mencionar que en este trabajo la co-inoculacion de las cepas P.
putida KT2440 y Pseudomonas sp. EpiPf10 aumentaron de manera significativa la
altura total, altura de la parte foliar y el peso seco de la biomasa del bulbo en
condiciones Optimas, lo cual demuestra que la co-inoculacién puede resultar
beneficiosa debido a que se potencian las capacidades metabdlicas de la planta,
como se muestra en el trabajo presentado por Pellegrini y colaboradores (2021), en
donde la inoculacibn en consorcio de las cepas Azospirillum brasilense,
Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae y Burkholderia

ambifaria en Allium cepa L.(cebolla), mostraron una mayor altura total, biomasa
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seca de la parte aérea y del bulbo respecto al grupo control, indicando que la
inoculaciéon en consorcio puede beneficiar en el crecimiento y desarrollo de las
plantas, esto podria deberse a que las cepas son capaces de producir acido indol
aceético en diferentes concentraciones vy fijar nitrogeno (Wahyudi et al., 2019), al
mismo tiempo que puede aumentar la absorcion de macro y micronutrientes tales
como el fosforo y los compuestos fendlicos (Pellegrini et al., 2021), otorgandole
mayores recursos a la planta y por ende una mejora en su estructura morfoldgica.
Por otro lado, Kumawat y colaboradores (2021), encontraron que la co-inoculacion
de Rhizobium sp. LSMR-32 y Enterococcus mundtii LSMRS-3 mejora de manera
significativa la altura total de la planta, el peso seco de la raiz y el peso seco de la
parte aérea en el frijol mungo de primavera en condiciones de estrés salino (CE= 8
dS m 1), a diferencia de la mono-inoculacién de las cepas antes mencionadas y del
grupo control, estos resultados demuestran que la co-inoculacién genera mayores
beneficios a la planta en comparacion a la mono-inoculacién, como observamos en
este trabajo, en donde la co-inoculacion de las cepas P. putida KT2440 y
Psedudomonas sp. EpiPf10 en condiciones de estrés salino a 75 mM aumento el
peso seco de las hojas, la altura total de la planta y el peso seco de la raiz, en
condiciones de 100 mM solo aumentd la longitud total de la plantas. Nuestros
resultados mostraron que la co-inoculacion de P. putida KT2440 y Psedudomonas
sp. EpiPfl0 pueden favorecer de manera significativa la sobrevivencia y el
crecimiento de R. sativus L., en condiciones de estrés salino a 75 mM, sin embargo,
en condiciones de estrés salino a 100 mM se observa una disminucion en la gran
mayoria de los parametros morfométricos (exceptuando la longitud del bulbo, la
longitud total de la raiz, el nUmero de hojas, la longitud total de la planta y de la parte
aérea), esto podria deberse a que de manera convencional R. sativus L. es una
planta que no tolera altas concentraciones de sal (Acevedo, 2007).

La clorofila es un componente esencial que esta estrechamente relacionado con la
fotosintesis (Wang et al., 2015), ya que captura la energia de la luz para poder
impulsar este proceso, su contenido puede afectar la actividad fotosintética, y por lo

tanto el rendimiento del cultivo (Jin et al., 2023).
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En este trabajo, al evaluar la actividad fotosintética (Clorofila A, B y Total) en R.
sativus L., se reporté una tendencia similar en las condiciones éptimas y en
condiciones de estrés salino a 75 mM, siendo el tratamiento control el que
presentaba una mayor concentracion de clorofila A, B y Total. En el caso de las
condiciones de estrés salino a 100 mM se observo un aumento en la clorofila B en
el tratamiento de la co-inoculacion.

Negi y colaboradores, (2022), reportaron que la inoculacion en consorcio de las
cepas Rahnella sp. EU-A3SNfb, Bacillus tropicus EU-ARP-44 y B. megaterium EU-
ARK-23 en Aegilops kotschyi y el trigo, aumentaron el contenido de la clorofila en
ambas plantas con respecto al control, asi mismo, Pellegrini y colaboradores,
(2021), mostraron que la inoculacion en consorcio de las cepas Azospirillum
brasilense, Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae vy
Burkholderia ambifaria, en Allium cepa L., aument6 de manera significativa el
contenido de clorofila en comparacion con el control. Es importante mencionar que
ambos experimentos se llevaron a cabo en condiciones 6ptimas, es decir, las
plantas utilizadas para cada experimento no fueron sometidas a ningun tipo de
estrés. Estos resultados, sugieren que la inoculacién en consorcio de distintas cepas
aumenta el contenido de clorofila de la planta, sin embargo, al compararlos con
nuestros resultados observamos una discrepancia.

Por otro lado, Khan y colaboradores (2022), reportaron que la inoculacién en
consorcio de las cepas Ensifer adhaerens BK.30, Pseudomonas fluorescens SN5 y
Bacillus megaterium SN15 en el trigo, aumentd la concentracién de clorofila total
en funcién del incremento de la salinidad (2.1, 6. 12 y 18 dSm 1), estos resultados
son similares a los obtenidos en este trabajo, pues se observdé que en las
condiciones de estrés salino a 100 mM, el contenido de la clorofila B fue mayor en
la co-inoculacién, y el contenido de la clorofila A y Total, fue similar para todos los
tratamientos, a diferencia de las condiciones 6ptimas y condiciones de estrés salino
a 75 mM, que como ya se describiéo anteriormente, fue el grupo control quien
presentd mayor contenido de clorofila. Esto podria deberse a que la planta al estar
en un ambiente de estrés envia todos los recursos a las hojas, afectando asi a las

demas partes de la planta, en este caso al bulbo, ya que al comparar el nUmero de
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hojas y la longitud foliar en cada una de las condiciones (0ptimas y de estrés salino
a 75 y 100 mM) observamos diferencias minimas para cada tratamiento en cada
condicion , sin embargo, al evaluar el diametro del bulbo, se observa que al
aumentar la concentracion de NaCl hay una disminucion en este parametro, asi
como en el peso fresco y seco de esta.

En este trabajo se observé una diferencia significativa en la actividad enzimatica de
la catalasa (CAT) y la superoxido dismutasa (SOD), en la actividad de la CAT se
obtuvo una mayor actividad enzimética en las plantas co-inoculadas con respecto a
las plantas control y a los tratamientos con mono-inoculacién en la condicion de 100
mM, similar a lo obtenido por Kumawat y colaboradores (2021), en donde la co-
inoculacién de Rhizobium sp. LSMR-32 y Enterococcus mundtii LSMRS-3 en el frijol
mungo de primavera en condiciones de estrés salino (CE=8dSm) aumenté de
manera significativa la actividad enzimética de la CAT a diferencia de las
inoculaciones individuales del frijol mungo de primavera. En contraste, la co-
inoculacion en el frijol mungo de primavera aumento la actividad enzimatica de la
SOD, este resultado es diferente en comparacion a lo que observamos en este
trabajo, en donde la mono-inoculacion con Pseudomonas sp. EpiPf10 presento la
mayor actividad enzimatica de la SOD a diferencia de la co-inoculacion, de la misma
manera, se encontré que la co-inoculacion de las cepas Klebsiella sp. 8LJA y
Klebsiella 271JA en Parastrephia quadrangularis aumento la actividad enzimética de
la SOD en hojas y raices en diferentes concentraciones de NaCl (0.25 My 0.45 M),
sin embargo, en condiciones de estrés salino a 0.45 M la mono-inoculacion con
Klebsiella 8LJA presentd una mayor actividad enzimatica de la SOD respecto a la
co-inoculacién, similar a lo obtenido en este trabajo, en donde la inoculacién de una
sola cepa (Pseudomonas sp. EpiPfl10) aumento la SOD a diferencia de la co-
inoculacion.

Por otro lado, Abulfaraj y colaboradores (2021), mostraron que la mono-inoculacién
de la cepa Pseudomonas fluorescens (M1) aumento la actividad enzimatica de la
CAT en el cultivar Crawford de soja (Glycine max L.) a medida que se aumentaba
la concentracion de NaCl (200 mM y 400 mM), a diferencia de los otros aislados

(Pseudomonas putida (M2) y Bacillus subtilis (M3).
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Al evaluar en este trabajo la colonizacion de la raiz en R. sativus L. se encontré que
al aumentar la concentracion de NacCl la interaccion de las bacterias a la raiz de la
hortaliza disminuyd, similar a lo reportado por Zheng y colaboradores (2024), en
donde la inoculacion con Pseudomonas frederiksbergensis YE1 y Pseudomonas
stutzeri XNO5-1 en la soja silvestre (Glycine soja) presentd una poblacion bacteriana
similar en ambas concentraciones 100 y 200 mM de NacCl, sin embargo, al someter
a la soja silvestre a una concentracion de 300 mM de NaCl hubo una notable
disminucion, esto podria deberse a que al aumentar la concentracion de NaCl se ve
limitado el reclutamiento de las especies microbianas (Zheng et al., 2024). De la
misma manera Yang y colaboradores (2020) reportaron que la inoculacion de
Burkholderia phytofirmans PsJN en la quinoa mostré una menor colonizacion en la
raiz al estar expuesta a una concentracion de NaCl a 400 mM, siendo 2.3 veces

menor a el grupo control.

De acuerdo a lo anterior y a los resultados obtenidos en este trabajo, la capacidad
de colonizacion de las bacterias a la raiz esté ligado a la promocién de crecimiento
de la planta, es decir, al aumentar la concentracién de NaCl hay una disminucién de
la colonizacion de las bacterias en la raiz y por ende hay una disminucion en los

parametros morfométricos de la planta.

Con base a los resultados obtenidos en este trabajo, la co-inoculacion de las cepas
Pseudomonas sp. EpiPf10 y P. putida KT2440 en R. sativus L. en condiciones de
crecimiento 6ptimo y en un ambiente de estrés salino a 75 mM, son una alternativa

para proteger a la planta de la salinidad y promover el crecimiento de esta hortaliza.
CONCLUSION

Las cepas Pseudomonas putida KT2440 y Pseudomonas sp. EpiPf10 se les puede
considerar como HT-PGPR en co-inoculacion en Raphanus sativus L. ya que
promovieron el crecimiento vegetal y a su vez propiciaron la tolerancia de la planta
al estrés salino a una concentracion de 75 mM.

Se observo que la inoculacion independiente de P. putida KT2440 y Pseudomonas

sp. EpiPf10 en R. sativus L. incrementaron el crecimiento vegetal en condiciones

69



salinas (75 mM), a diferencia de la inoculacién de estas cepas en las plantas

cultivadas en condiciones Optimas.

La mono-inoculacion de Pseudomonas sp. EpiPfl0 y en consorcio estimulan la

tolerancia de la planta en un ambiente salino, mediante el incremento de las

enzimas antioxidantes.

PERSPECTIVAS

® FEvaluar laresistencia de P. putida KT2440 y Pseudomonas sp. EpiPf10 frente
a otros tipos de estrés como la presencia de metales pesados y la sequia.

® |dentificar las enzimas y metabolitos que utiliza P. putida KT2440 y

Pseudomonas sp. EpiPf10 para tolerar el estrés salino.

® |dentificar los genes de P. putida KT2440 y Pseudomonas sp. EpiPf10 que

se expresan en estrés salino.

® |dentificar que factores intervienen en el aumento de la clorofila al aumentar

la concentracion de NacCl.
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