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RESUMEN

El estrés salino es un factor abidtico que afecta al cultivo de maiz a nivel mundial, ya que
interrumpe la absorcion de nutrientes, dificulta el crecimiento de las plantas, afecta las
propiedades fisicoquimicas del suelo y disminuye la produccién agricola. Una estrategia
para aliviar este factor abidtico es el uso de bacterias haldfilas promotoras del crecimiento
vegetal (BPCV). Por lo que el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de la
inoculacidn de bacterias haldfilas sobre el crecimiento en Zea mays bajo condiciones de
estrés por salinidad. Para ello, se realizé la evaluacion in vitro de las propiedades
promotoras de crecimiento vegetal de un total de 39 cepas haldfilas. Los resultados
indicaron que 15 cepas fueron capaces de producir acido indol-3-acetico (AlIA),
posteriormente, se evalud su capacidad de fijar nitrégeno y solubilizacién de fosfatos.
Los resultados permitieron seleccionar tres cepas con la mayor actividad y estas
correspondieron a Bacillus stratosphericus CPO 4.278, Bacillus sp. CPO 4.277 vy
Neobacillus drentensis CPO 4.261. Estas cepas y otros dos tratamientos (fertilizacion
quimica y control) se les determiné su efecto en el crecimiento de las plantas de maiz
(Linea CML 451, hibrido ZR-76 y criollo San Pablefio amarillo) bajo tres niveles de
salinidad (0, 100 y 200 mM NaCl). En las variedades morfométricas las plantulas
inoculadas con N. drentensis CPO 4.261 y Bacillus sp. CPO 4.277, presentaron una
mayor altura del tallo, diametro del tallo, longitud de la raiz, biomasa aérea y de raiz. En
las variables fisiologicas, también mostraron mayor contenido de antocianina, clorofila y
azucares totales, y una disminucion en contenido de prolina en hojas y raiz. Ademas de
que permitieron la sobrevivencia de las plantas. Los resultados muestran que las cepas
bacterianas evaluadas podrian ser utilizadas a futuro como biofertilizante en el cultivo de

maiz bajo condiciones de estrés por salinidad.
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EFFECT OF THE INOCULATION OF HALOPHILIC BACTERIA ON ZEA MAYS
PLANT GROWTH UNDER SALINITY STRESS CONDITIONS

Gerardo Alfonso Ayil Chan, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2023

ABSTRACT

Saline stress is an abiotic factor that affects maize cultivation worldwide, since it interrupts
the absorption of nutrients, hinders plant growth, affects the physicochemical properties
of the soil, and decreases agricultural production. One strategy to alleviate this abiotic
factor is the use of plant growth promoting halophilic bacteria (BPCV). Therefore, the
objective of this work was to determine the effect of the inoculation of halophilic bacteria
on the growth of Zea mays under salinity stress conditions. For this, the in vitro evaluation
of the plant growth promoting properties of a total of 39 halophilic strains was carried out.
The results indicated that 15 strains were capable of producing indole-3-acetic acid (IAA),
subsequently, their ability to fix nitrogen and phosphate solubilization was evaluated. The
results allowed selecting three strains with the highest activity and these corresponded to
Bacillus stratosphericus CPO 4.278, Bacillus sp. CPO 4.277 and Neobacillus drentensis
CPO 4.261. These strains and two other treatments (chemical fertilization and control)
will limit their effect on the yellow growth of maize plants (CML Line 451, ZR-76 hybrid
and San Pableno criollo) under three salinity levels (0, 100 and 200mM NacCl). In the
morphometric varieties, the seedlings inoculated with N. drentensis CPO 4.261 and
Bacillus sp. CPO 4.277, presented a higher stem height, stem diameter, root length, aerial
and root biomass. In the physiological variables, it also showed a higher content of
anthocyanin, chlorophyll and total sugars, and a decrease in proline content in leaves and
roots. The results show that the strains evaluated could be used in the future as a

biofertilizer in maize crops under salinity stress conditions.

Key words: biofertilizers, plant growth regulators, saline stress
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. INTRODUCCION

La salinidad en el suelo es un estrés abidtico a los que se enfrenta la agricultura de todo
el mundo, ya que afecta a casi todas las funciones de la planta; al provocar cambios
fisiologicos y bioquimicos en el metabolismo de las plantas, que determinan su
subsistencia y productividad (Lamz-Piedra y Gonzalez-Cepero, 2013). Los suelos salinos
se concentran en areas de riego en zonas aridas, las cuales ocupan el 60% de la
superficie del pais. Este proceso se acelera con el uso de aguas ricas en sales y un
manejo inadecuado de los suelos, lo que desencadena un deterioro progresivo, y por lo
tanto, disminucién en la produccion y calidad de las cosechas por deficiencia de nutrientes
(Bayuelo-Jiménez et al., 2002) (Zamudio-Gonzalez et al., 2004; Lakhdar et al., 2009). En
México la afectacion por salinidad de la superficie agricola es de 2.43 millones de ha (25.1
%) (SADER, 2021), en tanto que, el estado de Campeche es de 0.0963 millones de ha
(0.1 %) (SEMARNAT, 2003).

El maiz es uno de los cultivos mas sensibles a la salinidad, ya que es afectado a nivel
osmotico, por la toxicidad de iones especificos y trastornos nutricionales que causan
afectaciones en su morfologia, metabolismo y crecimiento (Velazquez-Ventura et al
2020). Por lo tanto, es importante buscar alternativas de produccion en este cultivo debido
al creciente incremento de suelos salinos a nivel nacional. En este sentido, las bacterias
halofilas son microorganismos amantes de la sal que crecen en ambientes salinos
(hipersalinos). Estos microorganismos han desarrollado multiples mecanismos que le
permiten promover el crecimiento vegetal de las plantas a pesar de la salinidad como son
el ajuste osmdtico por la homeostasis idnica y la acumulacién de osmolitos, la proteccion
contra estrés oxidativo mediante la eliminacion de radicales libres por la produccion de
enzimas antioxidantes, reducir los niveles de produccion de etileno, la sintesis de
fitohormonas, aumento de la disponibilidad de nutrientes mediante la solubilizacién de
minerales (P, Ky Zn) y la produccion de acidos organicos (Ali et al 2014; Goswami et al
2014; Mishra et al., 2021; Saghafi et al., 2019). Por lo tanto, estas bacterias pueden ser
utilizadas como inoculantes microbianos, ya que tienen la capacidad de colonizar la
rizosfera y endorrizosfera de plantas en suelos con condiciones de alta salinidad y
beneficiarla directa e indirectamente (Glick 2004; Shrivastava y Kumar, 2014; Goswami



et al 2014). En este sentido, Ullah y Bano (2015) reportaron que la coinoculacién de
Bacillus sp. y Arthrobacter pascens en maiz bajo condiciones de estrés por salinidad
aumento la longitud de brotes y raices y biomasa aérea y radicular y contenido de
azucares, en tanto que, se observd una disminucion en la acumulacion de osmolitos y
prolina, También, reportaron el aumento en la actividad de las enzimas antioxidantes
como la superoxido dismutasa, la peroxidasa, la catalasa y la ascorbato peroxidasa. En
estudios recientes se evaluo el efecto promotor de crecimiento de la cepa Metabacillus
dongyingensis sp. nov.BY2G20, sobre Zea mays bajo condiciones de salinidad,
encontrando que la cepa es capaz de producir acido indol-3-acético (AlA) in vitro, y
ademas, promueve significativamente la altura de la planta, el diametro del tallo, la
biomasa seca y la biomasa fresca, en comparacion con el control sin inoculacién (Yin et
al., 2022). En ese contexto, previamente se aislaron un total de 39 bacterias haldfilas a
partir de suelos salinos de la Reserva de la Biosfera de los Petenes, las cuales
presentaron importantes actividades biofertilizantes in vitro para solubilizar fosfatos, fijar
nitrogeno y producir acidos organicos mediante pruebas cualitativas (Magafa, 2021), sin
embargo, no se ha determinado de manera cuantitativa y mucho menos se evaluado su
efecto en plantas de maiz. Por lo que el objetivo de este trabajo es determinar el efecto
de la inoculacién de bacterias halofilas sobre el crecimiento vegetal de Zea mays bajo

condiciones de estrés abibtico por salinidad



Il. OBJETIVOS E HIPOTESIS
2.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la inoculacidon de bacterias haldfilas sobre el crecimiento vegetal
de Zea mays bajo condiciones de estrés abiotico por salinidad

2.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar y seleccionar in vitro a las mejores bacterias halofilas promotoras del

crecimiento vegetal.

2. Determinar el efecto promotor del crecimiento vegetal de las bacterias halofilas sobre

el crecimiento del maiz.

3. Determinar los efectos fisiologicos y bioquimicos de la inoculacién de las bacterias
haldfilas en repuesta a la salinidad.

2.3 Hipétesis

La inoculacion con bacterias haldfilas promovera el crecimiento vegetal del maiz y

disminuira los efectos negativos provocados por el estrés salino.



III.LREVISION DE LITERATURA
3.1 Salinizacion

La salinizacion del suelo es un problema mundial que afecta a 831 millones de hectareas
de tierra cultivable y provoca pérdidas anuales de cultivos por valor de aproximadamente
27,300 millones de USD (Butcher et al., 2018). Las predicciones futuras proyectan que
la salinizacion afectara el 50% de todas las tierras de cultivo para 2050 (Wangxia-Wang
et al., 2003). El grado cada vez mayor de salinizacion del suelo tendra efectos marcados
tanto en la produccion mundial de alimentos como en las ganancias agricolas. Como tal,
es importante comprender los impactos de la salinidad del suelo en los cultivos de campo
para mantener la productividad y reducir las pérdidas econdmicas atribuidas a la
salinizacion. (Butcher et al., 2018)

La salinizacion del suelo es la acumulacién de sales en el suelo hasta el punto de limitar
el crecimiento de las plantas (Rengasamy 2006), por su efecto toxico y la disminucién
del potencial osmatico del suelo (Leidi y Pardo, 2002). La salinidad del suelo es atribuible
a la presencia de solutos inorganicos, principalmente metales alcalinos y alcalinotérreos
como sodio y calcio, y aniones asociados: cloruro, sulfato y carbonato (Litalien y Zeeb,
2020). Uno de los efectos que mas se tienen evidencias del estrés salino es la reduccion
en la capacidad de absorcion de agua, que se manifiesta como los efectos del estrés
hidrico: perdida de turgencia y reduccion de expansion foliar. Una célula vegetal
expuesta a un medio salino equilibra su potencial hidrico perdiendo agua, lo que produce
la disminucion del potencial osmético y de turgencia (Hasegawa et al., 2000). En un suelo
salino, la elevada concentracion de iones Na*y CI- (o SO4?%), produce una interferencia
en la absorcion de nutrientes (K*, Ca2*, NO3") e impide la captacién de los mismos, al
tiempo que pueden alcanzar niveles citosélicos toxicos para el metabolismo celular
(Almeida-Machado y Serralheiro 2017).

3.1.1 Suelos salinos

Los suelos salinos, son aquellos que contienen una elevada concentracion de sales
solubles que reducen el crecimiento de los cultivos, y poseen una conductividad eléctrica

(CE) y un extracto saturado igual o mayor a 4 dS/m (equivalente a 40 mM NaCl) y un



porcentaje de sodio intercambiable de menos del 15% (Delgado-Gonzalez et al., 2022).
La solubilidad de las sales es una propiedad muy importante, a mayor concentracion de
sales disueltas, el efecto sera mas nocivo para los cultivos ya que dan lugar altas
soluciones salinas, en cambio, las sales menos solubles precipitan antes de alcanzar los
niveles perjudiciales (Proafio et al. 2004). Se identifican como sales solubles a todo
compuesto quimico e inorganicos mas solubles que el sulfato de calcio, cuya solubilidad
es de 0.241 gramos en 100 mililitros de agua a 0 °C. Tal es el caso del cloruro de sodio
(NaCl), que es 150 veces mas soluble que el sulfato de calcio (Lopez-Falcon, 2002), por
lo que esta sal, es la causa mas frecuente de salinidad, aunque los suelos salinos suelen
presentar distintas combinaciones de sales, como los cloruros y los sulfatos de Na*, Ca2*
Mg2* (Lamz-Piedra y Gonzalez-Cepero 2013). En suelos salinos los mas importantes
son el sulfato magnésico, sulfato sodico y cloruro sddico. Posteriormente, se encuentran
por su importancia: carbonato sodico y cloruro magnésico (Proafo et al., 2004). Las sales
son utilizadas por las plantas como nutrientes, de forma selectiva y preferente, sin
embargo, los problemas surgen cuando rebasan ciertos limites de concentracion que
pueden ocasionar dafnos en el desarrollo de las plantas (porcentaje de sodio de
intercambio del suelo PSI>40%, cloruro 40 meq/l) (Lamz-Piedra y Gonzalez-Cepero,
2013), en la calidad del cultivo o el rendimiento (Gonzalez et al., 2000). En los
ecosistemas terrestres existen tres tipos mas comunes de salinidad del suelo (Cuadro
1). Entre los principales factores se encuentra, la conductividad eléctrica (EC e), su
reaccion de pH y el indice de porcentaje de sodio intercambiable (ESP). (Horney et al.,
2005).

Cuadro 1. Caracteristicas principales utilizadas para diferenciar suelos salinos y sddicos (segun

el servicio de conservacion de recursos naturales), criterio considerado en la taxonomia del
suelo.

Suelos ECe pH ESP

Suelos salinos >4 mS/cm <8.5 <15
Salino-alcalino o salino-sédico >4 mS/cm <8.5 >15
Suelos alcalinos o sédicos >4 mS/cm >8.5 >15




Actualmente, no existe evaluaciones generales actualizadas de las areas con suelos
afectados por la salinidad en México, las estimaciones aproximadas indican que entre el
10% y el 20% (0.6-1.2 millones de ha) del area total irrigada estan afectados por algun
grado de salinidad o sodicidad. En algunos sistemas de riego del norte de México, con
clima mas arido y agua de riego mas salina, el area afectada puede aumentar a 30-40%
de la superficie de la tierra. Ademas, alrededor de 1 millon de hectareas de tierras
naturales son afectadas por la salinidad, principalmente en cuencas cerradas, zonas
aridas y areas costeras (Pla-Sentis, 2021). SEMARNAT 2012 reporto un 17.8 % de
suelos salinos (0.6%) y la disminucién de la fertilidad (16.6 %) a nivel nacional y estatal
tal como muestra el Cuadro 2

Cuadro 2. Datos de los suelos de México con mayor y menor superficie en la disminucion de la
fertilidad y la salinizacién y alcalinizacion en miles de hectareas y porcentaje (SEMARNAT, 2012).

Estado Disminucion de la fertilidad Salinizacion — Alcalinizacion
Superficie Superficie
(miles de % (miles de %
hectareas) hectareas)
Tamaulipas 1201.11 16.1 145.56 1.9
Caﬁfagfnia 111.72 16 98.15 1.4
Chiapas 2,330.24 25.5 25.22 0.4
Nayarit 507.71 18.7 14.97 0.5
Guanajuato 658.20 22.2 97.39 3.3
Sonora 564.53 3.2 307.25 1.7
Sinaloa 1,410.84 26.5 193.98 3.6
Veracruz 2,120.17 31 10.9 0.2
Campeche 1,401.18 25.5 4.31 0.1
Total 31,604.37 16.6 34,042.55 17.8

Muestreos recientes en suelos salinos de México con diferentes medidas de profundidad,
indicé que la sodicidad se encontré ampliamente debido a los sistemas de riego a una
profundidad de 0-30 cm. Se ha reportado 3.43 millones de ha afectadas levemente por



sodio, representando una tercera parte (34.9%) de la agricultura de riego. En un suelo
con salinidad fue de 2.43 millones de ha, representando el 25.1%. de la superficie del
riego agricola. A una la profundidad de 30-100 cm, se encontré6 un aumento de la
presencia de sales. Asi mismo se reporté que en la agricultura de temporal sélo 1.75
millones de ha presentaron sodicidad leve y una superficie de 3.47 millones de ha
presentd salinidad leve, lo que resulta a casi una quinta parte (19.7%) de la agricultura
en mexico. (Figura 1) (SADER, 2021).

3300600
-4
=
=
P

N ¢ A\ Simbologia
g' A ‘:‘a\\ S g Salinidad en Agricultura 0-30 cm
~ _ ie ¥ | Ninguno
3_ % A9 3 g Salinidad Leve
' 4 § - Sodicidad Leve
I salinidad Moderada
-g Sodicidad Moderada

260000
i

- Kilomelers

0 170340 680 1,020 1,360 g

T
13200000 12406009 11800000 10802000 13990020

Figura 1. Mapa Agricola de afectacion por salinidad en México (SADER, 2021)

3.1.2 Relacion fertilizacion-salinizacion

Es fundamental para la produccion agricola sustentable el uso correcto en la nutricion
optima de los cultivos. En la mayoria de los suelos, particularmente en los calcareos, los
nutrientes estan poco disponibles debido a la fijacidén y al alto pH del suelo. Ademas, la
tasa de agotamiento de los nutrientes de los suelos a menudo supera la de los insumos
de fertilizantes. En condiciones de salinidad, la fertilizacion es un desafio y puede
conducir a una mejora o deterioro de la tolerancia a la sal de las plantas (Hatam et al.,
2019). La informacion sobre la relacion fertilidad-salinidad hasta el momento son
contradictorios. Se han registrado efectos positivos y negativos de la fertilizacién sobre
la tolerancia a la salinidad (Kutuk et al., 2004). Por ejemplo, se han informado

interacciones similares entre la salinidad y la nutricion mineral en los rendimientos y la



absorcidn de nutrientes para diferentes cultivos en riego salino, donde la aparente
tolerancia a la sal de los cultivos agricolas varia con el nivel de fertilidad del suelo.

Irshad et al., (2002) realizaron un estudio donde se observo un aumento aparente en la
tolerancia a la sal cuando se suministro fertilizante nitrogenado en condiciones salinas y
se ha sugerido que el aumento de la fertilizacion puede superar algunos de los efectos
inhibidores de la salinidad. En donde el crecimiento del maiz fue mejor con fertilizante de
urea que con estiércol compostado. La absorcién de nutrientes también se vio afectada
por la salinidad y la forma de fertilizante aplicada. La absorcién de calcio, magnesio y
sodio por parte de los brotes aumentd con el aumento del nivel de salinidad,
independientemente del nivel de fertilizante. Sin embargo, los factores involucrados en
las interacciones salinidad-fertilidad no se comprenden bien. En contraparte
Papadopulos y Rendig (1983) realiz6 un estudio en el cual demostré que a los niveles de
salinidad inicial mas altos de 5 y 9 dS/m, el aumento de N fue ineficaz para contrarrestar
los efectos adversos sobre el crecimiento y el rendimiento causados por la presencia de
concentraciones mejoradas de sal en la solucion nutritiva. La absorcidn total de N se
correlacioné linealmente con la absorcion total de agua y fue severamente suprimida por
el deterioro del crecimiento asociado con los dos niveles iniciales mas altos de salinidad,

independientemente de los niveles de N.

También, se ha reportado que, con niveles de salinidad bajos a moderados, resulta una
mejora en el rendimiento con fertilizacién y agua en el suelo. Sin embargo, la fertilizacidon
es ineficaz para mejorar el rendimiento de los cultivos con altos niveles de concentracion
de salinidad en el suelo (Devkota et al., 2022). Previos reportes indican una reduccion
del rendimiento debido a la alta presién osmotica en la zona de la raiz de los cultivos
(Rengasamy 2010; Steppuhn et al., 2005; Dong et al., 2010). También se han registrado
efectos especificos inducidos por la salinidad como: trastornos nutricionales y diversos
sintomas de dafo en el tejido vegetal (Muchate et al 2019). La concentracién deseada
de elementos nutrientes en el suelo suele estar muy por debajo del nivel necesario para
causar un efecto de salinidad. Sin embargo, la aplicacion excesiva de fertilizantes,
particularmente de N y K, debido a su alta solubilidad, puede resultar en una acumulacion

de salinidad en el suelo. Esto suele reflejarse en una disminucion del rendimiento cuando



los niveles de fertilizante exceden los valores 6ptimos. La presencia simultanea de sales
y elementos nutrientes en la zona de la raiz puede influir en la absorcion de iones por las
plantas y afectar su composicion quimica. Los efectos sinérgicos y antagonicos pueden
aumentar o disminuir la intensidad de estos procesos (Almeida-Silva et al., 2019), como
es el efecto de iones especificos, los trastornos nutricionales, como la deficiencia de Ca,
pueden crearse o corregirse, segun las condiciones especificas. El equilibrio cation-anidn
también puede verse afectado. El nivel de fertilidad del suelo puede afectar la tolerancia
a la salinidad a través de su efecto sobre el crecimiento y la actividad de las raices.
Finalmente, dado que tanto la salinidad como la baja fertilidad son factores limitantes
importantes del crecimiento, la moderacion o eliminacion de un factor puede afectar la

respuesta del cultivo (Feigin 1985).
3.1.3. Efecto de la salinizacién en las plantas

Los cultivos responden de diferente manera a la salinidad, unos producen rendimientos
aceptables a niveles altos y otros son sensibles a niveles relativamente bajos. La
diferencia se debe a la mejor capacidad de adaptacion osmdética que tienen algunos
cultivos, lo que les permite absorber, bajo condiciones de salinidad, una mayor cantidad
de agua (Proano et al., 2004). El dafio por el exceso de sales en las plantas, varia segun
el estado fenoldgico, la composicidn ionica del suelo y el estado de salud general de las
plantas (Khan et al., 2009). Normalmente es mas perjudicial en las plantas jovenes y
puede retrasar varios dias la germinacién o inhibirla completamente (Lépez-Falcon,
2002). La salinidad puede inhibir el crecimiento de la planta y reducir la productividad
(Dell’Amico y Parra, 2005), principalmente por tres factores: estrés hidrico, toxicidad ion
especifica, y desbalance nutricional. Como consecuencia de la combinacién de estos
tres, se manifiesta un cuarto factor que es el incremento de la produccién de especies

reactivas de oxigeno (ROS) (Lamz y Gonzalez, 2013; Carranza et al., 2009).

El estrés hidrico debido a la presencia en exceso de solutos en la solucién del suelo
produce una disminucion del potencial osmético (Lamz y Gonzalez, 2013). La alta
concentracion de sales aumenta la fuerza que mantienen el agua en el suelo y hace mas
dificil la extraccion por las raices de las plantas, al existir un aumento de sales en el

suelo, alcanzan niveles tan altos que pueden llegar a deshidratarse y morir (Lopez-



Falcon, 2002). Algunas plantas presentan toxicidad a iones especificos, los mas
comunes son el Cloro (Cl), Sodio (Na) y boro (B), los efectos toxicos pueden ser
causados por un ion individualmente o en combinacién con otros (Lopez-Falcon, 2002).
Generalmente, las plantas absorben los iones y los acumulan en los tejidos foliares;
cuando esta acumulacion excede ciertos niveles se presenta dano, el cual a su vez va a
depender del tiempo de la concentracion, por la sensibilidad del cultivo y por el uso de
agua (Garcia, 2012).

El desbalance nutricional debido al desequilibrio idnico por la acumulacion excesiva de
iones Na* y Cl se reduce la captacién de otros nutrientes minerales tales como K*, Ca?*,
y Mn?*, lo cual produce una inactivacion de enzimas y efectos nocivos en los procesos
metabolicos de los cultivos (Lamz y Gonzalez, 2013). Altas concentracion de sodio
inhiben la absorcion de nutrientes directamente por interferencia con transportadores en
la membrana plasmatica de la raiz, tales como los canales selectivos de K+ (Goykovic-
Cortés y Saavedra del Real, 2007). La toxicidad ionica, estrés hidrico y deficiencias
nutricionales ocasionan como resultado desequilibrios metabdlicos y como consecuencia
un estrés oxidativo. La presencia de ROS, tales como H20: (perdxido de hidrogeno), O-
- (superoxido) y OH (radicales hidroxilos), pueden causar en las plantas reacciones
fitotoxicas como la peroxidacién de lipidos, degradacion de proteinas y mutaciones en el
ADN (Lamz y Gonzalez, 2013). El efecto general de la salinidad es la reduccion de la

tasa de crecimiento, afectando el tamafio y numero de hojas, asi como la altura.

Otra respuesta fisiologica es la disminucion de la conductancia estomatica; de esta forma
se reduce la transpiracion evitando la sequia fisioldgica para mantener la turgencia de
las células. La reduccion implica el cierre de estomas lo que reduce el ingreso de CO>
inhibiendo la fotosintesis, lo que ocasiona la disminucion de la produccion de biomasa
en semillas, hojas tallos y raices, relacionados con la longitud de las plantas y el area
foliar (Carranza et al., 2009). Lesmes et al 2007 menciona que un aumento y acumulacion
de sales en las hojas induce la pérdida de pigmentos y provoca una senescencia. Por
otra parte, el estrés causado por el exceso de sales, produce un desbalance en la
cantidad de etileno contenido en los tejidos vegetales, el incremento de esta fitohormona
puede inhibir el crecimiento de la raiz, el tallo y en general el crecimiento vegetal
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(Siddikee et al., 2011). Por lo tanto, la salinidad afecta significativamente el crecimiento
de las plantas.

3.2 Importancia del maiz y su diversidad

El maiz (Zea mays L.) es el cereal de mayor produccion a nivel mundial, por encima del
trigo (Triticum aestivum L.) y el arroz (Oryza sativa L.). México es considerado el centro
de origen del maiz (Aragén-Cuevas et al., 2005), ya que este cereal constituye la base
de la dieta humana. Por su gran aporte de energias y proteinas (Dominguez-mercado et
al., 2014) se utiliza en la industria alimentaria, combustibles y como materia prima para
diversos productos a nivel industrial. También, tiene una profunda relevancia étnica y
cultural entre las poblaciones indigenas de las regiones de América latina (Galvez-
Ranilla, 2020). A pesar de la importancia del maiz, México no es el principal productor
de maiz del mundo, el 57.35% de la produccion mundial se concentra en dos paises,
Estados Unidos de Norte América (31%) y China (22%). A diferencia de México, EE. UU.
basa su productividad en el uso de variedades de maiz transgénico, que brindan mayores
rendimientos en campo que las variedades convencionales, lo que permite a EE. UU
tener rendimientos superiores a las 10 t/ha, mientras que en México se obtiene en
promedio 3.33 t/ha (Santillan-Fernandez et al., 2021).

En México en los ultimos afos se cultivaron cerca de 8 millones de hectareas, lo que
cubre al 100% del maiz requerido para la demanda interna del grano blanco utilizado
para la alimentacion de la poblacién. Sin embargo, en lo que respecta al maiz amarillo,
existe un gran déficit en la produccion, ya que anualmente, se cultiva alrededor de 1
millén de hectareas con una produccion de 10 millones de toneladas, mientras que la
demanda de este grano es de 20 millones de toneladas anuales utilizados para la
produccion de alimentos para animales (SAGARPA, 2018). En el estado de Campeche
se cultiva maiz en una superficie cercana a las 150,000 ha, cerca del 90% de grano
blanco y solo el 10% de grano amarillo con un total de 34,872 agricultores registrados,
para quienes este cultivo es una importante fuente de ingresos. Los datos estadisticos
indican que el maiz ocupa el primer lugar en la produccion agricola estatal, con un valor
del 53 % de produccion (Medina-Méndez et al., 2019).
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3.2.1 Principales variedades de maiz utilizas en América Latina y la Peninsula de
Yucatan

En América Latina se han descrito cerca de 220 razas de maiz de las cuales 64 (29%)
se han identificado como mexicanas. En México se reportan 59 razas que se pueden
considerar nativas y cinco que fueron descritas inicialmente en otras regiones de Cuba y

Guatemala (Biodiversidad Mexicana, 2012; Serratos-Hernandez, 2009).

Por lo tanto, en la Peninsula de Yucatan, existen poblaciones nativas de maiz que estan
constituidas de variaciones morfolégicas que van desde las formas precoces de la raza
Nal-Tel a las tardias de las razas Tuxpefio y Dzit-Bacal (Burgos et al 2004). En previas
exploraciones etnobotanicas se encontré que las muestras de las razas Tuxpefio
representan el 50.8% de las poblaciones colectadas; las de Dzit-Bacal el 24.4%, X-
mejen-nal el 13.4% y el Nal-Tel el 5.5%. También, se encontraron poblaciones derivadas
de maices mejorados (5.75%) adaptados a los agroecosistemas de cultivo tradicional
(Dzib-Aguilar et al., 2016), por ejemplo, las razas Llera y Lera Il y Llera lll, de la raza
Tuxpeno, Leca probablemente de la raza Celaya y Cafime de la raza Bolita (todas ellas
del IIA). También, el Centro de Investigacion Regional (CIR) Golfo Centro, produjo las
variedades de polinizacién libre (V, también abreviadas en este escrito como VPL): V-
520 y V-520C (Capitain), ambas de la raza Tuxpefio, de la OEE (Marquez-Sanchez,
2008).

3.2.2 Problemas abiéticos que afectan al maiz

Cuando existen diferentes factores ambientales o antropogénicos interfieren con la
expresion del genotipo de las plantas, la condicion se denomina estrés. Los estreses se
clasifican ampliamente en estrés abibtico y bidtico. Los estreses abioticos son causados
por factores fisicos/quimicos a tal nivel que pueden afectar el crecimiento y la
productividad de las plantas. Algunos de los parametros fisicoquimicos importantes son
la temperatura, la salinidad, la sodicidad, las radiaciones, la sequia, las inundaciones, la
concentracion de CO 2, etc. Las plantas son muy propensas a diversas condiciones de
estrés y si continuan durante un periodo prolongado, pueden afectar en gran medida el
crecimiento de la planta y la productividad. (Figura 2) (Ahmad et al., 2017).
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Figura 2. Estrés abidtico y bidtico en las plantas. (Ahmad et al., 2017).

Los principales efectos de la salinizacion y/o sodificacion en plantas de maiz son un alto
estrés osmotico debido al bajo potencial hidrico externo, toxicidad idnica por sodio y/o
cloruro, o nutricion desequilibrada debido a la interferencia con la absorcién y transporte
de nutrientes esenciales (Farooq et al., 2009). Las altas concentraciones de sales en los
suelos como sodio y cloruro interfieren en la disponibilidad de otros elementos esenciales
como el calcio y el potasio (Munns et al., 2006). Los niveles toxicos de sodio y sales en
los tejidos de las plantas dafian las membranas y los organulos subcelulares, lo que
provoca un desarrollo anormal y la mortalidad de las plantas. Por lo tanto, afecta todas
las etapas de crecimiento y desarrollo del maiz, perjudicando la germinacion y el
crecimiento de las plantulas al crear un ambiente inadecuado, afectando la expansion de
hojas y raices, reduciendo drasticamente la fotosintesis, el llenado de granos y el
rendimiento de granos (Figura 3) (de Rosa et al., 2020). Se sugieren algunos
mecanismos para aumentar la tolerancia del maiz a la salinidad. En primer lugar, esta la
tolerancia osmotica, que esta regulada por sefalizacion a larga distancia y reduce el
crecimiento de los brotes ante la acumulacion de Na®*. El segundo mecanismo es la
exclusidon de iones, donde el sistema de raices limita el transporte de Na* y CI', lo que
reduce la acumulacion de concentraciones toxicas de Na* y Clen el vapor y las hojas.

13



El ultimo de ellos es la tolerancia tisular, con el secuestro de moléculas de sal y su

almacenamiento en las vacuolas (Roy et al., 2014).
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Figura 3. Ciclo del maiz y su afectacion por la salinidad. (de Rosa et al., 2020)

La salinidad influye principalmente en la biomasa vegetal y, en ultima instancia, reduce
la produccion y la calidad de los cultivos (Yaycili y Alikamanoglu, 2012). Consecuencias
de la salinidad en multiples tipos de cambios bioquimicos vy fisiologicos en las plantas.
Por lo tanto, las plantas también tienen que avanzar en una amplia variedad de
modificaciones fisiologicas, bioquimicas y morfoldégicas que les permitan evadir o
soportar el estrés y resistir. La salinidad comunmente afecta la pared celular inicialmente,
y la pared celular esta compuesta por un complejo de celulosa, polisacaridos, proteinas,
grasas y compuestos fendlicos también en diferentes etapas de desarrollo.

Uno de los problemas abidticos que enfrenta el cultivo de maiz es la salinizacion. El maiz
ha sido clasificado como uno de los cultivos mas sensibles a la salinidad del suelo, con
una pérdida de mas del 10% de rendimiento en suelos con una conductividad eléctrica
superior a 2.5 ms/cm, ya que se estima que el umbral para la reduccion del crecimiento
se encuentra en 1.7 ms/cm. Se ha reportado que después de estos umbrales, los
rendimientos del maiz disminuyen en un 12.0% por aumento de dS/m (Mindari, 2019;
Butcher et al., 2018).
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Las evaluaciones de genotipos tolerantes se basan en caracteristicas de germinacion y
desarrollo de plantulas (Murillo-Amador et al., 2002), sin embargo, también se realizan
ensayos de campo y evaluaciones del ciclo completo de la planta, asi como la ocurrencia
de genotipos de maiz tolerantes a la salinidad (Akram et al., 2010; Corazza da Rosa et
al., 2020; Hoque et al., 2015) Se ha visto la necesidad de introducir variedades
procedentes del CIMMYT vy el uso de hibridos cubanos que ha posibilitado el incremento
de la produccion, aunque no se cuenta con un germoplasma resistente a la salinidad, por
lo cual se ha estado buscando alternativas dado a esto se encuentra entre las demandas
del Programa Nacional de Maiz para la obtencion de genotipos tolerantes a estreses
abidticos (Capote et al., 2008).

3.3 Bacteria promotoras de crecimiento vegetal

En el suelo existen multiples microorganismos benéficos como son bacterias,
actinomicetos, hongos, algas y protozoarios. Las interacciones entre las plantas y los
microorganismos benéficos ocurren principalmente en la porcion del suelo en estrecho
contacto con la raiz conocida como rizosfera (Ramesh et al., 2019). Las bacterias que
habitan en la rizosfera y colonizan las raices de las plantas y que ademas poseen la
capacidad de estimular el crecimiento de las plantas son conocidas comunmente como
Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (RPCV), Bacterias Promotoras del
Crecimiento Vegetal (BPCV) o bien PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria, por
sus siglas en inglés) (Chien, 2009).

El término bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV) fue introducido por
primera vez en la década de los 70 por Kloepper y colaboradores (Kloepper y Schroth,
1981). Por lo tanto, las BPCV son todas aquellas bacterias de vida libre o simbidticas
habitantes en las raices de las plantas que de cierta manera inciden sobre el crecimiento
de éstas de forma directa o indirectamente por medio de mecanismos (Hamdali, 2008).
Estos mecanismos incluyen la fijaciéon biologica de nitrogeno (FBN), sintesis de
fitohormonas (Fitoestimulacion), aumento de la disponibilidad de nutrientes para la
planta, por ejemplo, a través de la fijacion de nitrogeno, solubilizacién de P, Ky Zn,
produccion de sideroforos, fitohormonas, enzimas y produccion de enzimas y vitaminas

(Biofertilizacion) y la produccion de metabolitos antibiéticos y antifungicos (actividad
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biocontroladora) (Mushtaq et al., 2021) (Figura 4) (Miller y Nielsen, 2021).. Estas
actividades de promocion de crecimiento se reflejan en diversas variables agronémicas,
como el incremento de la germinacion, emergencia, establecimiento o vigor de las
plantulas, proliferacion del sistema radical, o incremento en la biomasa de las plantas o

en el aumento en el rendimiento de los cultivos (Chien, 2009)
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Figura 4. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal relacionadas con la tolerancia a la sal
y su papel en la tolerancia (Miller y Nielsen 2021)

3.4 Microorganismos en ambientes extremos

Los microorganismos son omnipresentes en la tierra y pueden sobrevivir a diferentes
condiciones ambientales, incluidas la escasez geoquimica, fisica, nutricional y de agua
(Singh et al., 2018). Los haldfilos emplean la estrategia de la salinidad que mantiene
equilibradas las concentraciones de potasio y cloruro en coordinacion con el entorno
externo de la célula (Capece et al., 2013). Otra de sus propiedades es que secretan una
gran variedad de compuestos bioactivos, metabolitos secundarios, vitaminas y son
valiosos en la industria y procesamiento de alimentos (Raddadi et al., 2015). También,
poseen habilidades unicas para aumentar el rendimiento de los cultivos ya que son
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importantes en el ciclo de nutrientes, la produccion de biocombustibles y biotensoactivos.
Con base en el extremo de los parametros ambientales, los microorganismos han sido
categorizados segun el tipo de temperatura, Salinidad, pH, y quimicos extremos (Pérez
y Sommaruga, 2006; Thakur et al., 2022; Rothschild y Mancinelli, 2001) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Ejemplos de clasificacion de extremofilos

Definicion de la

Parametros . ey .
. Tipos condicién de Ejemplos
ambientales crecimiento
Hipertermofilos >80 °C Pyrolobus fumarii
Termofilos 60-80 °C Synechococcus lividis
Temperatura Mesofilos 15-60 °C Homo sapiens
oy o Psychrobacter, algunos
Psicrofilo <15°C insectos
Prefieren crecer .
.. e Halobacteriaceae,
Salinidad Halofilos ensal (2-5M Dunaliella salina
NaCl)
Natronobacterium, Bacillus
Alcaldfilo pH>9 firmus OF4, Espirulina spp.
(todo pH 10.5)
pH
Prefieren crecer Cyanidium caldarium,
Aciddfilo ) Ferrolplasma sp. (ambos
en pH bajo
pH 0)
Pueden tolerar E I .
o altas erroplasma ac:darmanu_s
Quimicos Metales concentraciones (Cu, As, Cd, Zn); Ralstonia
extremos de metal sp. CHs-4 (Zn, Co, Cd, Hg,

Pb)

(metatolerante)

3.4.1 Bacterias haloéfilas

A pesar de que el cloruro de sodio es conocido como un inhibidor de microorganismos,
existen muchos de ellos que al pertenecer a la familia de los extremofilos son capaces
de sobrevivir en ambientes con altas concentraciones de sal, los cuales son conocidos

como haldfilos (Ramirez et al., 2006). Las bacterias halofilicas son un grupo diverso de

17



microorganismos que habitan en ambientes salinos los cuales pueden ser naturales o
artificiales y en donde la concentracion de sal es alta (hasta 5 molar o 25 por ciento de
NaCl) (Irshad et al., 2014). Constituyen un grupo heterogéneo de microorganismos que
incluyen especies pertenecientes a varios géneros, como Halomonas y Salinivibrio, que
han sido estudiados con respecto a su ecologia, fisiologia, bioquimica y genética
(Rohban et al., 2009).

El término haldfilo extremo se utiliza para indicar que estos organismos no solamente
son halofilicos, sino que su requerimiento de sal es muy alto, en algunos casos cercanos
a la saturacion. Un ejemplo de habitat extremadamente salino son las salinas marinas:
pequefos depositos llenos con agua de mar que se dejan evaporar, produciendo NaCl y
otras sales de valor comercial (Corral et al., 2019). En este sentido, las bacterias haldfilas
promotoras del crecimiento vegetal (BPCV) han ganado interés por muchos
investigadores en todo el mundo para promover el crecimiento y rendimiento de plantas
en suelos salinos (Lubna et al., 2013). Por ejemplo, Zhu et al. (2011) aislaron de un
entorno salino a la bacteria haldfila Kushneria sp. CWA18 con alta capacidad de
solubilizar fosfatos. Ademas, Noori et al. (2018) aislaron los géneros bacterianos
Klebsiella sp., Kosakonia cowaniiy Rhizobium meliloti con caracteristicas de BPCV como
solubilizacion de fosfatos, fijacion de nitrégeno, produccion de acido indol-3-acético
(IAA), sintesis de siderdforos, produccion de HCN y produccion de enzimas 1-
aminociclopropano-1-carboxilato desaminasa (ACC). Veinte cepas de Halomonas,
obtenidas de la rizosfera de la haldfita Salicornia, fueron capaces de realizar diferentes
actividades en la Promocion del crecimiento vegeta (PCV), por ejemplo las cepas
Oceanobacillus picturae y Halomonas halophila en la produccion de AlA, las cepas
Halomonas taeheungii y Halomonas xinjiangensis en la produccion de ACC desaminasa
y la solubilizacion de fosfatos minerales y fijacion de nitrégeno in vitro por las cepas
Halomonas elongata , H. eurihalina, H. indalina , Kushneria marisflavi, Chromohalobacter

canadensis y Salicornia brachiata (Mapelli et al., 2013).
3.4.2 Clasificacion de las bacterias haléfilas de acuerdo a su haloterancia a NaCl
Kushner 1985 clasificd los microorganismos segun su requerimiento de sal. Los

verdaderos organismos haldfilos requieren obligatoriamente NaCl> 3 M para su
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crecimiento, mientras que los organismos halotolerantes no dependen de la sal para su
crecimiento, pero son capaces de tolerar concentracién de sal (NaCl <1 M). De acuerdo
con Gaffney et al.,, (2021) y Oren, (2008) realizaron una clasificacion de los

microorganismos que se pueden encontrar en la escala de Kushner 1985 basada en sus

requisitos de concentracion de sal y resume en la Figura 5.

HALOFILOS MODERADOS

HALOFILOS DEBILES

Halobacterium salinarium

NO Halorhodospira halophila
HALOFILOS Salinivibrio costicula
Tenuibacillus multivorans
Escherichia.
colli
<0.2M 0.2-0.5M 0.5-25M 25-52M

Figura 5. Clasificacion de microorganismos segun su requerimiento de salinidad (Gaffney et al.,
2021; Oren, 2008).

Los microorganismos halofilos y halotolerantes se adaptan bien a concentraciones de sal
mas altas; tienen la capacidad de secretar enzimas estabilizadoras para mantener su
supervivencia en la salinidad. Aunque la composicién intracelular (en virtud de soluto
compatible) no se adapta a tolerar el alto contenido de sal; pero fuera de la célula, deberia
secretar la enzima extracelular adaptada a altas cantidades de salinidad (Mokashe et al.,
2018).

3.5 Bacterias halé6filas como posible herramienta de alivio al estrés abiético por

salinidad

Las BPCV haldfilas facilitan el crecimiento de las plantas indirectamente al reducir los
patogenos de las plantas, o directamente al facilitar la absorcion de nutrientes (Nitrogeno,
Fosfatos, Potasio, Zinc, etc.) a través de la produccion de fitohormonas (p. Ej., Auxina,
citoquinina y giberelinas), mediante la reduccion enzimatica de los niveles de etileno de

las plantas y/o mediante la produccidn de sideroforos (Kohler et al., 2008), la activacion
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de la Resistencia Sistémica Inducida por las plantas (ISR) o la Resistencia Sistémica
Adquirida (SAR) y la inhibicion de los patégenos vegetales del suelo (Bloemberg y
Lugtenberg 2001; Richardson et al.,. 2009).

De la misma manera, las BPCV haldfilas puede inducir una respuesta a factores de estrés
abidtico, como sequia, sal y temperaturas extremas, se ha descrito como una forma de
tolerancia sistémica inducida (Ngumbi y Kloepper, 2016). Esta tolerancia de las plantas
inducida por BPCV haléfilas contra el estrés abidtico es de vital importancia para mitigar
el impacto negativo del cambio climatico en la produccion de cultivos (Carlson et al.,
2020). Ademas, la inoculacion de las BPCV haléfilas en cultivos puede ayudar a mejorar
el crecimiento y el rendimiento, particularmente en regiones propensas al estrés salino
(Yasmin et al., 2019; Niu et al., 2018).

Se ha documentado que las cepas nativas de BPCV tienen un mejor potencial para
mejorar el estrés salino en cultivos regionales con rendimientos sostenibles, debido a
que estas cepas nativas estan bien aclimatadas a las condiciones autéctonas, claro
ejemplo es la de Chu et al (2019) donde aislaron bacterias nativas en cultivo de maiz en
una solucién salina para aislar bacterias halofilas, encontrando que la Pseudomonas
PS01 es una BPCV y al inocular en cultivo de maiz estas sobrevivieron en condiciones
de estrés salino hasta 225 mM de NaCl. Por su parte, Abdel-Latef et al. (2020) evaluaron
el efecto de la bacteria Azospirillum lipoferum y Azotobacter chroococcum, la cual
promovio el crecimiento vegetal, y ademas incremento el contenido de pigmentos,
proteinas y redujo la salinizacién en la planta de maiz. Aslam y Ali (2018) aislaron cepas
en suelos de Suaeda fruticosa (L.) Forssk. que crecen en habitats salinos, para la
produccion de auxina, 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC)-desaminasa vy
formacién de biopeliculas, las cepas que resultaron con mayor actividad fueron
Staphylococcus jettensis F-11, Zhihengliuella flava F-9 y Bacillus megaterium F-58, de
igual manera estas cepas fueron evaluadas en macetas de plantulas de Z. mays, las
cepas bacterianas mitigaron significativamente el estrés por salinidad de las plantulas en
un estrés de 200 y 400 mM. Algunos ejemplos se visualizan en el cuadro 4.
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Cuadro 4 Bacterias halofilas promotoras del crecimiento vegetal en maiz bajo condiciones de

estrés por salinidad

Bacterias

Descripcion

Referencia

Pseudomonas
syringae
Pseudomonas
fluorescens
Enterobacter
aerogenes

Actividad de ACC
desaminasa

Nadeem et al., (2007)

Rhizobium
Pseudomonas

Disminucion de la fuga de
electrolitos y aumento de la

produccion de prolina,

mantenimiento del contenido
relativo de agua de las hojas
y absorcion selectiva de iones

de K

Bano y Fatima,
(2009)

Azotobacter
chrococcum

Produccion de
exopolisacaridos

Aumento del peso seco de
raices y brotes, contenido de
clorofila a, b y carotenoides,
restriccién de la absorcién de

Nay Cl y aumento de la

acumulaciéon de N, Py Ken

los brotes.

Nemat et al., (2012)

Burkholderia

phytofirmans PsJN
Enterobacter sp. FD

17

Mezcla de rasgos de PGP

Disminucion de la

concentracion de Na en el
xilema/mantenimiento del
equilibrio de nutrientes dentro

de la planta

Akhtar et al., (2015)

Bacillus sp.

Arthrobacter pascens

Promueve el crecimiento de

las plantas mediante la

solubilizacion de fosfatos y la
produccion de sideroforos

bajo estrés salino

Ullah y Bano, (2015)

Staphylococcus scuri

Enzimas antioxidantes

Akram et al., 2016

Bacillus aquimaris

DY-3

Contenido de clorofila,
regulacion osmotica y
enzimas antioxidantes

Li y Jiang, 2017

Azospirillum

brasilense Ab-V5 'y
Ab-V6, Rhizobium
tropici CIAT 899

Enzimas antioxidantes y
contenido de prolina

Fukami et al., 2018

Gracilibacillus

Staphylococcus

Produccion de IAA, ACC

desaminasa, solubilizacion de

Aslam y Ali, 2018
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Bacterias Descripcion Referencia
Virgibacillus fosfato y formacion de
Salinicoccus Bacillus biopeliculas
Zhihengliuella
Brevibacterium
Oceanobacillus
Exiguobacterium
Pseudomonas
Arthrobacter
Halomonans spp

Intercambio de gases
facilitado, osmorregulacion,
Serratia liquenifaciens enzimas antioxidantes,
KM4 absorcion de nutrientes y
regulacion a la baja de la
biosintesis de ABA

El-Esawi et al., 2018b

Las BPCV no haldfilas dependen sus capacidades promotoras de crecimiento vegetal de
factores como el clima, las caracteristicas del suelo (como el pH y la salinidad) y la
interaccion con el microbiota endémica del suelo (Etesami y Beattie, 2018). Upadhyay et
al., (2009) y Karimzadeh et al., (2020) argumentaron que las BPCV pierden sus
caracteristicas de promocion del crecimiento de las plantas con el aumento de la
salinidad. Por lo tanto, la seleccion y utilizacion de BPCV haldfilas son de gran
importancia para impulsar el crecimiento de cultivos afectados por la salinidad. Para
obtener bacterias con alta capacidad promotora de crecimiento vegetal, es propicio
utilizar muestras a partir de habitats salinos (Etesami y Maheshwari, 2018; Kumar et al.,
2020.).

3.5.1 Mecanismos para reducir el efecto inhibitorio causado por la salinidad

Las bacterias haldfilas a pesar de encontrarse en un ambiente salino, esta condicion no
afectara negativamente su actividad biolégica. Las BPCV haldfilas que colonizan las
raices pueden sobrevivir a estas condiciones adversas del medio ambiente y pueden
ayudar a promover el crecimiento de las plantas mediante varios mecanismos (Arora et
al., 2012; Yildirim et al., 2008). (Figura 6)
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Figura 6. Mecanismos utilizados por las BPCV haléfilas para disminuir el efecto inhibitorio del
crecimiento vegetal por la salinidad (Arora et al., 2012; Yildirim et al., 2008).

Entre los mecanismos que utilizan las BPCV haldfilas para promover el crecimiento de
plantas es mediante la produccién de la enzima ACC desaminasa, la cual puede
disminuir las concentraciones de etileno deletéreo en las plantas al desaminar el acido
1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC o ACC Desaminasa), que es el precursor del
etileno, e incrementar la disponibilidad de amonio en la rizosfera (Esquivel et al., 2013.,
Kang et al., 2010). La enzima ACC desaminasa comunmente esta presente en las
bacterias a bajos niveles, la induccion de la actividad enzimatica ocurre a través de un
proceso lento y complejo que requiere de la presencia del ACC. Después, de la induccidn
de las enzimas biosintéticas del etileno (ACC sintasa y ACC oxidasa), una mayor
cantidad de ACC es producida, lo cual favorece la sintesis de la enzima ACC desaminasa
y ésta a su vez disminuye la concentracion del precursor (ACC) y la sintesis de etileno.
Existen reportes que demuestran que las plantas tratadas con BPCV haldfilas presentan
la enzima ACC desaminasa, que reducen los niveles de estrés y confieren tolerancia a
salinidad en cultivos (Gontia et al., 2014; Saharan y Nehra, 2011). Por ejemplo, la
bacteria haléfila Pseudomonas fluorescens proporciono resistencia al estrés salino en

plantas de cacahuate (Saravanakumary Samiyappa, 2007). Las bacterias halotolerantes
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como Arthrobacter nicotianae, Bacillus stratosphericus, Corynebacterium variabile,
Exiguobacterium acetylicum, Halomonas neptunia, Oceanimonas smirnovii, Planococcus
rifietensis y Zhihengliuella alba incrementaron el crecimiento y la resistencia a la salinidad
en plantas (Siddikee et al., 2011).

Algunas bacterias también pueden desarrollar como mecanismo el incremento de la
fertilidad, como la produccion de acido indolacético (AlA), el cual al ser asimilado por las
plantas favorece de manera directa la elongacion y proliferacion de las células vegetales.
Sin embargo, puede promover la sintesis de la ACC sintasa lo que incrementa la cantidad
de etileno, que en cantidades muy elevadas inhibe el crecimiento vegetal (Arora et al.,
2012; Glick, 2012). En la actualidad diferentes géneros de bacterias promueven el
crecimiento vegetal bajo condiciones salinas, tal es el caso de Acinetobacterium,
Alcaligenes, Azospirillum, Bacillus, Brevibacterium, Clostridium, Enterobacter,
Flavobacterium, Halobacillus, Halomonas, Klebsiella, Oceanobacillus, Planococcus,
Pseudomonas, Rhizobium, Serratia, Staphylococcus, Sporosarcina, Streptomyces,
Thiobacillus, Thalassobacillus, Terribacillus y Virgibacillus (Lubna et al., 2013)
(Sangoquiza-Caiza et al., 2018).

La salinidad suprime la toma de fosforo por las raices de las plantas y reduce el fosforo
disponible por procesos de adsorcion y baja solubilidad de fosfatos de calcio. (Soni et al.,
2013). Muchas bacterias del suelo tienen la capacidad de convertir las formas insolubles
del fosforo en formas asimilables para las plantas; la accidn de solubilizacién puede
generarse a través de procesos como producciéon de acidos organicos, quelacion e
intercambio de reacciones (Lara et al., 2011). La aplicacion exdégena de reguladores de
crecimiento como las auxinas producen beneficios en el alivio de los afectos adversos
del estrés salino y también mejoran la germinacion, el crecimiento, la maduracion de

frutos y rendimiento (Egamberdieva, 2009).

Las bacterias haldfilas también desarrollan otros mecanismos especificos como la
osmotolerancia que les permiten sobrevivir al estrés osmoético. Las células necesitan
adaptarse mediante la acumulacion de solutos especificos bajo condiciones
hiperosmoticas y liberarlos bajo condiciones hiposmaticas. Estos solutos incluyen K+,
aminoacidos (prolina, glutamato), aminoacidos derivativos (péptidos y N-acetilado
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aminoacidos), aminas cuaternarias (glicina, betaina y carnitina), azucares (sacarosa y
trehalosa) y tetrahidropirimidinas (ectoinas) (Roberts, 2005). Estos solutos pueden ser
acumulados en altas concentraciones y ser transportadas sin interferir con los procesos
vitales de la célula y proveen estabilizacion de las enzimas (Arora et al., 2012). Las BPCV
haléfilas pueden producir exopolisacaridos que unen los cationes incluyendo el Na* y
disminuir el contenido disponible para las plantas (Siddikee et al., 2011). Durante las
condiciones salinas las plantas generan ROS que pueden causar dafo oxidativo en
diferentes biomoléculas. Las BPCV pueden producir enzimas antioxidantes tales como
superéxido dismutasa, peroxidasa y catalasa y antioxidantes no enzimaticos como
ascorbato, glutation y tocoferol que pueden degradar ROS ayudando de esta forma al
crecimiento vegetal (Rezayian et al., 2019). En un estudio realizado por Chakraborty et
al. (2011), mostraron que Bacillus cereus promueve respuestas antioxidantes en
condiciones de estrés por salinidad en plantas de maiz, incrementando las enzimas

superoéxido dismutasa, peroxidasa, ascorbato peroxidasa y catalasa.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Seleccién in vitro de las bacterias haléfilas con mayor efecto promotor de

crecimiento vegetal.

4.1.1 Reactivacion de las bacterias haléfilas y clasificacién segun su tolerancia en

medios de cultivos

Se reactivaron 39 bacterias haldfilas (Cuadro 6) del cepario del Laboratorio de
Bioprocesos, obtenidos de muestras de suelos salinos de la Reserva de la Biosfera de
los Petenes, que presentaron en un estudio previo actividad biofertilizante (Solubilizacién
de fosfatos, potasio, fijacidn de nitrogeno y produccion de acidos organicos) mediante
pruebas in vitro cualitativas (Magana-Tzuc, 2021). Para clasificar las bacterias segun su
tolerancia a sales (NaCl) y determinar la concentracion 6ptima para su crecimiento, se
utilizé medio selectivo Tripticasa Soya Agar (TSA), con modificaciones de 0.5 M, 1 My 3
M de NaCl (Magafa-Tzuc, 2021).

4.1.2 Determinacién de la produccion de Acido Indol-3-Acético (AIA)

La estimacion del AlA se determind segun la metodologia establecida por (Sarker & Al-
Rashid, 2013). Las 39 bacterias se cultivaron en tubos eppendorf en medio liquido
Trypticasa de Soya (TS) adicionado con 0.5 M NaCl y suplementados con triptéfano
(0.1%). Posteriormente, se incubaron por ocho dias a 28 °C. El cultivo microbiano se
centrifugod y el sobrenadante se utilizé para la cuantificacion de AlA. La determinacion de
AlA se realiz6 adicionando el sobrenadante y el reactivo de Salkowsky en placas de 96
pozos. La absorbancia de las muestras se leyo a 540 nm en el espectrofotdmetro
Multiskan GO con un software Skanlt 6.0 Thermo Scientific. La concentracién de AlA se
estimo mediante la ecuacion de regresion lineal de la curva de calibracion construida con

concentraciones de AlA.
4.1.3. Cuantificacion del nitrégeno fijado

La cuantificacion de amonio producto de la fijacién de nitrogeno in vitro por las bacterias
se realizo con el método colorimétrico de Berthelot o fenol hipoclorito reportado por Leon-
Mendoza, (2014). Las bacterias con mayor actividad AIA (un total de15) se inocularon en
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tubos con cultivo de caldo extracto de suelo adicionado con 0.5 M de NaCl y se incubaron
a 30° por 8 dias. Al final se agregd KCI (2M) y se agitaron a 150 rpm. Se centrifugo a
3000 rpm, el sobrenadante se transfirio a tubos de 1.5 ml. finalmente se afadié una
solucion alcohdlica de fenol, nitroprusiato de sodio y solucion oxidante como indica Leon-
Mendoza, (2014). Se utiliz6 medios de cultivo sin inocular como blancos. La lectura se
realizé6 en un espectrofotometro Multiskan GO con un software Skanlt 6.0 Thermo
Scientific a 632 nm. La concentracién de amonio se calcul6 con la ecuacién de la curva
de calibracion, obtenida previamente con diluciones sucesivas de una solucion de cloruro

de amonio.
4.1.4 Cuantificacion de la solubilizacion de fosfato

La estimacion de la solubilizacién de fosfato se realizé segun lo establecido por (Chaiharn
& Lumyong, 2011). 15 cepas se inocularon en medio Pikovskaya con 0.5 M de NaCl en
tubos de 1.5 mL y se incubaron a 30°C. Los cultivos se recolectaron por centrifugacion a
6,000 rpm. El medio estéril sin inocular sirvié como control. Del sobrenadante obtenido
se estimo el fosfato utilizando el método de Fiske y Subbarow, 1925, en donde el
sobrenadante del cultivo se mezcl6 con acido tricloroacético - reactivo de color, molibdato
de amonio y agua destilada (v/v), se incub6 a temperatura ambiente (26 + 2°C) durante
15 min. La lectura se realizé en un espectrofotometro Multiskan GO con un software
Skanlt 6.0 Thermo Scientific a 820 nm. La cantidad de fosforo soluble se detect6 a partir
de la curva estandar de KH2POa.

4.2 Efecto promotor del crecimiento vegetal de las bacterias haléfilas sobre el

crecimiento del maiz bajo condiciones de salinidad.
4.2.1 Obtencién del inéculo

En total se evaluaron tres cepas bacterianas: Bacillus sp. CPO 4.277, Bacillus
stratosphericus CPO 4.278 y Neobacillus drentensis CPO 4.261, las cuales fueron
seleccionadas por presentar la mayor actividad promotora de crecimiento vegetal
(Biofertilizante) en las pruebas in vitro. Con estas cepas se prepararon inoculantes para
evaluar su efecto en plantas de maiz. El inoculante de cada cepa se realiz6 tomando

cinco azadas del crecimiento bacteriano y se depositaron en 200 ml de medio TSA
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adicionado con 50 mM de NaCl, y se incubaron en agitacion (Thermo Scientific MAXQ
4450) a 150 rpm a 28 °C por 5 dias. Pasado el tiempo, el crecimiento bacteriano se
centrifugdé a 4000 rpm por 30 minutos para eliminar el medio de cultivo (se realizaron
lavados tres veces con 15 mL de agua estéril) y el precipitado de células bacterianas se
resuspendid en solucion salina al 0.5 M de NaCl para ajustarla a una turbidez de 1x108
UFC/mL y obtener el inoculante bacteriano (Vargas Diaz et al., 2021).

4.2.2 Semillas de maiz evaluadas en el experimento

Los materiales evaluados fueron la linea CML 451, considerada como resistente a la
salinidad, donada por el Centro International de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT),
el criollo San Pablefio amarillo proporcionado por El Colegio de la Frontera Sur
(ECOSUR), tambien se utilizé un hibrido comercial ZARCO ZR-76 donado por el Rancho
Hermanos Cauich. Las semillas se desinfestaron con cloro comercial (Cloralex®) al 2%
y etanol al 96% por 5 min en la campana de flujo laminar, para asegurar la desinfestacion
de las semillas (Li y Jiang, 2017; Vargas Diaz et al., 2021).

La tolerancia a NaCl se determin6 en el hibrido comercial ZR-76. Para ello, 25 semillas
se colocaron en una caja Petri con diferentes concentraciones de NaCl (T1: 0 M, T2: 50
mM T3: 100 mM, T4: 200 mM) con tres repeticiones. Las cajas se humedecieron cada 2
dias con agua estéril y sellaron con papel estraza para mantenerlos en oscuridad por un
periodo de 8 dias (Li y Jiang, 2017; Vargas Diaz, et al., 2021). Para determinar el
porcentaje de germinacion se aplicd la siguiente formula:

N° de semillas germinadas

HE =
% N° de semillas sembradas * 100

Posterior a la germinacion, se realiz6 una evaluacion del desarrollo de las plantas de
maiz por 32 dias, se colocaron cinco plantas en cada maceta con diferentes
concentraciones de salinidad (T1: 0 M, T2: 50 mM, T3: 100 mM, T4: 200 mM) para

evaluar su respuesta al estrés por salinidad.
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4.2.3 Determinacion fisicoquimica de la fertilidad del suelo utilizado en el

experimento

Al suelo utilizado como sustrato en el experimento se le determinaron las caracteristicas
fisicoquimicas para estimar la dosis de fertilizacion en las macetas. El analisis consistio
en medir el Nitrogeno Total (%), Fosforo (mg/Kg), por el procedimiento de Olsen vy
colaboradores y Potasio Cmol (+) Kg™' por determinacion de potasio soluble (Los andlisis
se realizaron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-021-RECNAT-2000, que
establece las especificaciones de fertilidad, salinidad y clasificacion de los suelos) en el
Laboratorio de Analisis de Suelos, Aguas y Fisiologia Vegetal (LASAFV), del Campus
Campeche a cargo del Dr. Jesus Arreola Enriquez.

4.2.4 Establecimiento del experimento en invernadero

Como sustrato para el experimento se utilizé una mezcla de: tierra (62.5 kg), perlita (35
kg) y Peat moss (52.5 kg), el cual se esteriliz6 a 120 °C por 1h, tres veces (Boonnoi et
al., 2020). Se utilizaron bolsas negras de 1kg, a los cuales se les depositdo 400 g de
sustrato y se le determino su capacidad de campo con100 mL de agua estéril.

Las semillas utilizadas para el experimento fueron: linea CML 451, hibrido ZR-76 y criollo
San Pablefio amarillo (SPa). Los tratamientos utilizados correspondieron: inoculacion
con las cepas Bacillus sp. CPO 4.277, Bacillus stratosphericus CPO 4.278 y Neobacillus
drentensis CPO 4.261, control positivo (fertilizante 18-46-00) y control (sin inoculo).
También, las plantas fueron tratadas por irrigacion con diferentes concentraciones de
NaCl (T1; 0 Mm, T2; 100 Mm, T3; 200 mM) para inducir el estrés salino.

Después de ocho dias de germinacion, se trasplanté una planta en cada bolsa, se
utilizaron cinco replicas por cada tratamiento. Después de tres dias del trasplante se
inocularon con 1mL de cada cepa bacteriana (1x10 tratamiento depositando en el
sistema radical pegado al tallo (Rojas-Tapias et al., 2012). Los tratamientos con
fertilizacion se realizaron disolviendo 33.33g de NPK 18-46-0 en 225 ml de agua
destilada (Remache et al., 2017) y aplicando 1 mL cerca del tallo despues de tres dias
del transplante. Los riegos fueron realizados como describe Mukhtar (2019), intercalando
el riego con y sin salinidad. El primer riego se aplicé para aclimatar las plantas de maiz
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y se realizd sin salinidad. El segundo riego al tercer dia después del trasplante fue con
salinidad, siguiendo este patron de riego durante todo el experimento. El experimento se
establecié en una casa sombra con una temperatura promedio de 28.35 °C y entre 60-
80 % de humedad. El experimento fue establecido con un disefio experimental
completamente aleatorizado con 3 factores y sus respectivos niveles (3 variedades de
maiz x 5 cepas bacterianas y 3 niveles de salinidad= 45 tratamientos con 5 repeticiones
cada tratamiento) (Cuadro 5)

Cuadro 5. Factores y niveles de los tratamientos utilizados

Concentracion de NaCl

Maiz Tratamiento 0mM 100 mM 200 mM
CML451 Neobacillus drentensis CPO 4.261 5R 5R 5R
Bacillus sp. CPO 4.277 5R 5R 5R
Bacillus stratosphericus CPO 4.278 5R 5R 5R
Fertilizante (18-46-00) 5R 5R 5R
Control 5R 5R 5R
ZR-76 Neobacillus drentensis CPO 4.261 5R 5R 5R
Bacillus sp. CPO 4.277 5R 5R 5R
Bacillus stratosphericus CPO 4.278 5R 5R 5R
Fertilizante (18-46-00) 5R 5R 5R
Control 5R 5R 5R
SPa Neobacillus drentensis CPO 4.261 5R 5R 5R
Bacillus sp. CPO 4.277 5R 5R 5R
Bacillus stratosphericus CPO 4.278 5R 5R 5R
Fertilizante (18-46-00) 5R 5R 5R
Control 5R 5R 5R

R=Repeticiones, SPa=San Pablefio amarillo

4.2.5 Estimacion de las variables morfolégicas

La primera medicién de las variables se realizé antes del trasplante y posteriormente,
estas se efectuaron semanalmente. Las variables medidas fueron altura del tallo (AT),
diametro del tallo (DT) y longitud de la raiz (LR). La medicion inicial de la LR se realizé
antes del trasplante y ocho dias después de la inoculacion se midido AT y DT durante 40
dias. Al finalizar el experimento también se determiné LR. También, al finalizar el
experimento a los 40 dias se midi6 el peso fresco aérea (PFA), peso fresco radicular
(PFR), peso seco aéreo (PSA) y peso seco radicular (PSR) para calcular el porcentaje
de materia seca segun Banziger et al. (1997) con la siguiente formula:
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%MS= [100 *peso seco/peso fresco]
4.3.4 Medicion de la salinidad del suelo después del experimento

Al finalizar el experimento se determind la salinidad del suelo con un Potenciémetro ION
700. Se recolectaron los suelos de las macetas y se homogeniz6 cada muestra tomando
10g del suelo, se depositoé en un tuvo falcon de 50 ml, se agregé 20 ml agua desionizada
y se agitd por 5 min manualmente, seguidamente se realizé la lectura de la salinidad,
(NOM-021-RECNAT-2000).

4.3 Estimacion de los efectos fisiolégicos en plantas de maiz, con inoculacién de
BPCV haléfilas en repuesta a la salinidad

Entre las variables determinadas se encuentra: Estimacion de azucares solubles totales,

contenido de prolina, clorofila y antocianinas.
4.3.1 Estimacion de azuicares solubles totales

La estimacion de azucares solubles totales se determin6 mediante el método descrito
por Najafi Zilaie et al. (2022). Para ello, se pes6 0.02 g de muestra de hojas secas y se
le anadieron 2 ml de etanol al 70% y se almacenaron en el frigorifico durante una
semana. Se estimo la concentracion de azucares solubles totales utilizando una curva
de glucosa estandar de 300 ug/mL por dilucion seriada y reporté como contenido de
azucar soluble en mg Kg-1 de peso seco.

4.3.2 Analisis de prolina

El contenido de prolina se estimé mediante el procedimiento descrito por Beates et al.,
1973). Para ello, se peso 0.1 g de tejido de hoja y se homogenizé con 1 ml de acido
sulfosalicilico al 3%. La concentracion de prolina se estimé mediante una curva estandar
de diferentes concentraciones sucesivas (150, 100, 75, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56,
0.78, 0.39, 0.19 ug/mL) y se expres6 como mg/g PF (Peso Fresco) (Ghadakchiasl et al.,
2017).
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4.4.3 Analisis cuantitativo de contenidos de Clorofila total (CT) y Antocianina (AT)

El contenido de CT se determind de acuerdo al método descrito por (Arnon, 1949) con
ligeras modificaciones realizadas por Chunthaburee et al., 2016. Para ello, se pesaron
tejidos de hojas (0.01 g) y se le adicioné 1 mL de solucidén de acetona al 80%, se dejo
durante 3 dias en la oscuridad, posteriormente se filtré a través de papel de filtro
Whatman No.1 y el sobrenadante se utilizO para realizar la lectura en un
espectrofotometro a 645 y 663 nm. El contenido de CT se calculo utilizando la siguiente
ecuacion: TC (mg g-1) = [20.2(Aess) +8.02(A4es3)] % (V/100 W)

donde A 645 y A 663 representan la absorbancia del extracto CT a 645 y 663 nm
respectivamente, V es el volumen total del extracto y W es el peso fresco de la hoja.

El contenido de AT se realizé6 mediante el procedimiento modificado de Abdel Aal y Hucl
(1999). Para ello, se peso tejidos de hojas en fresco (0.01 g) y se le deposito 1 mL de
etanol acidificado (etanol: HCI 1 N, 85:15 v/ v) por 72 h. La suspension se filtr6 a través
de papel de filtro Whatman No.1 y se midié la absorbancia a 530 Y 657 nm. (Chen et al.,
2021). El contenido de AT se determino con la siguiente formula: AT= (Abs 530 — 0,25 x
Abs 657) /g de peso fresco

4.4 Analisis de los datos

Los disefios experimentales se establecieron segun las variables a evaluar, para AlA, N,
P, Azucares solubles totales, Prolina, Clorofila y antocianina fue un disefio
completamente al azar con un ANOVA de un factor. Se establecid un disefio
experimental completamente aleatorizado por tres factores y 5 niveles, en mediciones
morfolégicas de las plantas obtenidas después de 40 dias, dichas variables fueron:
AP=altura de la planta, D= Diametro del tallo, LR=Largo de la Raiz), BIOMASA
(PFPA=Peso Fresco Parte Aérea, PFR=Peso Fresco de la Raiz, PSPA= Peso Seco
Parte Aérea, PSR= Peso Seco de la Raiz, %BPA=Porcentaje Biomasa Parte Aérea,
%BS=Porcentaje Biomasa Raiz); ademas de C.E, pH. Los datos obtenidos se analizaron
mediante ANOVA y todas las medias se separaron segun p<0.05 mediante la prueba de
Tukey. Todos los calculos y analisis de datos se realizaron con el paquete de software
InfoStat version 2020 para Windows.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Cuantificaciéon de la promocién del crecimiento vegetal de las cepas haléfilas
5.1.1 Clasificacion por su tolerancia a NaCl

Se reactivaron 39 cepas bacterias haldfilas del cepario del Laboratorio de Bioprocesos,
obtenidas de muestras de suelo de los blanquizales de la Reserva de la Biosfera de los
Petenes, las cuales presentaron la mayor actividad biofertilizante en ensayos cualitativos
(Magana-Tzuc, 2021). La clasificacion en relacion a su tolerancia a la salinidad
(crecimiento en NaCl) segun Singh et al. (2018), permitié observar que, del total de las
cepas reactivadas, 11 cepas fueron clasificadas como halofilas débiles (NaCl a 0.5M)
(Bacillus licheniformis CPO 4.281, Bacillus sp. CP0O4.277, CPO 4.294, Bacillus
stratosphericus CPO 4.259, CPO 2.278, Bacillus sinesaloumensis CPO. 4.265, Bacillus
safensis CPO 4.258, CPO 4.262, Paneibacillus lillinoisensis CPO 4.304, Streptomyces
caeruleatus CPO 4.273 y Neobacillus drentensis CPO 4.246). 22 bacterias se clasificaron
como haldfilas moderadas (NaCl a 2M) (Bacillus sp. CPO 4.281, CPO 4.282, CPO 4.295,
Bacillus stratosphericus CPO 4.245, CPO 4.306, CPO 4.275, CPO 4.247, CPO 4.255,
CPO 4.248, Bacillus licheniformis CPO 4.302, CPO 4.284, Bacillus subtilis CPO 4.292,
CPO 4.285, CPO 4.268, Gracilibacillus phocaeensis CPO 4.269, Gracibacillus sp. CPO
4.267, , Neobacillus drentensis CPO 4.261, Inquilinus sp. CPO 4.252, Priestia sp. CPO
4.250, Metabacillus sp. CPO 4.301, Paenibacillus illinoisensis CPO 4.307, CPO 4.253,).
Solamente seis como halofilos extremos (NaCl a 3M) (Bacillus sp. CPO 4.257, CPO
4.296, CPO 4.279, Metabacillus sp. CPO 4.266, Neobacillus drentensis CPO 4.283 y
Virgibacillus sp. CPO 4.272) (Figura 7 y Cuadro 6). Estos resultados muestran que las
cepas aun mantienen su tolerancia a la salinidad segun lo reportado Magafa-Tzuc,
(2021). Similarmente, Reang et al. (2022) reportaron el aislamiento de 15 cepas
bacterias, que fueron clasificadas como haldfilas moderados (2.15-1.7M de NaCl).
Ademas, varios autores reportan el aislamiento de bacterias con una tolerancia a NaCl
en un rango de 0.4-2M, con lo que pueden ser consideras halofilas débiles o haldfilas
moderadas, respectivamente (Kapadia et al., 2022, Gomez-Acata et al., 2021, Mohanta
et al., 2020, Corral et al., 2018, Remonsellez et al., 2018, Azeem et al., 2022, Kubi et al.,
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2021). Por lo tanto, la tolerancia a NaCl de las cepas de este trabajo es similar a las
reportada a las bacterias aisladas en suelos salinos.

CPO 4.278- Bacillus CPO 4.278- Bacilius CPO 4278 Bacilus
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Figura 7. Crecimiento in vitro de las bacterias haldfilas estudiadas, para su clasificacién de
acuerdo a la concentracion de salinidad evaluada, NaCl: a) 0.5M, b) 2M y c) 3M.

5.1.2 Produccién de Acido Indol-3-Acético (AIA)

De las 39 cepas evaluadas, todas presentaron capacidad para producir AlA, con
cantidades entre 1.161 y 3.308 pg/mL. El analisis estadistico indic6 que existen
diferencias estadisticas entre las cepas en la produccion de AlA (Tukey, p<0.05). La cepa
con mayor actividad correspondi6 a Bacillus sp. CPO 4.282, creciendo en medio con 2M
de NaC (3.308 ug/mL), sin embargo, no se observd diferencias significativas con
respecto a Bacillus stratosphericus CPO 4.306 (3.049 ug/mL), Bacillus sp. CPO 4.277
(2.944 pg/ml), Bacillus stratosphericus CPO 4.278 (2.618 pg/mL), Bacillus
sinesaloumensis CPO 4.265 (2.565 ug/mL), Neobacillus drentensis CPO 4.261 (2.482
pug/mL), Bacillus subtilis CPO 4.286 (2.414 ug/mL), Paenibacillus illinoisensis CPO 4.304
(2.266 pg/mL) y Bacillus licheniformis CPO 4.302 (2.264 pug/mL). Sin embargo, estas
ultimas cepas no presentaron diferencias estadisticas con respecto a Bacillus subtilis
CPO 4.292 (2.168 ug/ml), Priestia sp. CPO 4.250 (2.163 ug/ml), Bacillus safensis CPO
4.262 (2.086 ug/ml), Metabacillus sp. CPO 4.301 (2.074 pg/ml) y Bacillus sp. CPO 4.296
(2.014 ug/ml) (Cuadro 6). Por lo tanto, el analisis estadistico permitié seleccionar un total
de 15 cepas por presentar los mayores valores de AIA. Similarmente Mukhtar et al.
(2020) reportaron que la cepa de Bacillus licheniformis es capaz de producir hasta 2.11
pug/mL de AIA, encontraron que la bacteria Bacillus subtilis fue capaz de producir hasta
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2.414 pg/mL. Contrario a los resultados, Yousef (2018) reportaron valores superiores de
AlA con 25.5 pg/mL por una cepa Bacillus subtilis. De igual manera, Sharma et al. (2021)
reportaron valores de AlA de 8.91 ug/mL por Bacillus pumilus y 15.89 ug/mL por la cepa
Bacillus paramycoides. Recientemente, Saleem et al. (2021) evaluaron la capacidad de
produccion de AlA de 10 cepas bacterianas halofilas (Brevilbacillus sp., Bacillus sp., B.
sonorensis, B. cereus, B. subtilis, B. safensis, B. paramycoides, Bacillus sp., y B.
tequilensis) bajo diferentes concentraciones de NaCl (0 mM, 500 mM y 850 mM); en
comparaciéon con las tres concentraciones se observo que existe un mayor incremento
de AIA en concentraciones sin salinidad (Control) y conforme aumentaba la salinidad
disminuia la produccion de AlA, por ejemplo, en 0 Mm, Bacillus cereus resulté con mayor
produccion de AIA con una cuantificacion de 59.38 pg/ml, y Bacillus sp. con una
produccion de 30.09 pg/ml resulté ser la menor. En concentracion de salinidad de 500
mM de NaCl Bacillus sp. resulto ser el mayor con una produccion de 82.39 pg/ml AlA'y
el menor Bacillus paramycoides con 50 ug/ml. La concentracion mas alta de 850 mM,
Bacillus sp. resulté mayor con 62.11 ug/ml de AlA y la menor concentracién con 45.15
pug/ml de AlA de Bacillus paramycoides. En el presente trabajo la produccion de AlA en
las cepas se determinod a una concentracion de 0.5M de NaCl considerada segun Saleem
et al. (2021) como alta, a pesar de ello, las cepas no fueron capaces de producir altos
valores de AlA. Lo que nos indica que la produccién de AIA esta mas asociada a la cepa

que a factores de induccion (Cuadro 6).

35



Cuadro 6 Actividades promotoras del crecimiento vegetal de las bacterias haldfilas estudiadas

CEPA Tolerancia a AIA (png/mL) FN (ug/mL) P (ug/mL)

Bacillus sp. CPO 4.282 N;\(A:I 3.308 £ 0.486 A 11.166 + 0.393 BCDE 1.948 + 0.338 E

Bacillus stratosphericus CPO 4.306 M 3.049 £ 0.434 AB 8.189+1.082 E 2.045 + 0.274 DE
Bacillus sp. CPO 4.277 0.5M 2.944 + 0.677 ABC 15.18 £ 4.57 AB 4.246 + 1.056 BC
Bacillus stratosphericus CPO 4.278 0.5M 2.618 + 0.636 ABCD 15.72 £ 3.74 A 9.252 +1.368 | A
Bacillus sinesaloumensis CPO 4.265 0.5M 2.565 + 0.137 ABCDE 10.17 + 3.03 CDE 2.007 £0.397 E
Neobacillus drentensis CPO 4.261 M 2.482 + 0.346 ABCDEF 12.85 + 4.7 ABCD 4.0349 + 0.136 BC
Bacillus subtilis CPO 4.286 M 2.414 £+ 0.825 ABCDEFG 14.16 £ 3.5 ABC 2.872 + 0.354 BCDE
Paenibacillus illinoisensis CPO 4.304 0.5M 2.266 + 0.146 ABCDEFGH 9.65 + 2.8 DE 3.9526 + 0.0823 BCD
Bacillus licheniformis CPO 4.302 M 2.264 + 0.754 ABCDEFGH 13.02 £ 2.94 ABCD 3.151 £ 0.516 BCDE
Bacillus subtilis CPO 4.292 M 2.168 £ 0.176 BCDEFGHI ND -

Priestia sp. CPO 4.250 M 2.163 £ 0.23 BCDEFGHI 11.221 +1.139 BCDE  3.191 +0.174 | BCDE
Bacillus safensis CPO 4.262 0.5M 2.086 + 0.223 BCDEFGHI 10.497 + 1.014 CDE 2.519 £ 0.237 CDE
Metabacillus sp. CPO 4.301 M 2.074 + 0.45 BCDEFGHI 7.71+0.825E 2.356 + 0.373 CDE

Bacillus sp. CPO 4.296 3M 2.014 £ 0.014 BCDEFGHI 9.533 + 1.608 DE 3.237 + 1.231 BCDE

Bacillus stratosphericus CPO 4.245 M 1.971 + 0.326 CDEFGHI

Bacillus sp. CPO 4.281 M 1.959 + 0.445 CDEFGHI

Bacillus safensis CPO 4.258 0.5M 1.899 + 0.0857 CDEFGHI
Bacillus licheniformis CPO 4.274 0.5M 1.856 + 0.1306 DEFGHI

Bacillus sp. CPO 4.284 M 1.842 + 0.257 DEFGHI 9.58 + 1.97 DE 4.467 £0.535B

Bacillus subtilis CPO 4.268 2M 1.719 £ 0.146 DEFGHI
Paenibacillus illinoisensis CPO 4.307 2M 1.693 £ 0.163 DEFGHI
Bacillus stratosphericus CPO 4.275 2M 1.652 + 0.138 DEFGHI

Bacillus sp. CPO 4.257 3M 1.521 £ 0.061 EFGHI
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CEPA Tolerancia a AIA (pug/mL) FN (ug/mL) P (ug/mL)

NaCl
Bacillus stratosphericus CPO 4.259 0.5M 1.511 £ 0.195 EFGHI
Metabacillus sp. CPO 4.266 3M 1.502 £ 0.196 FGHI
Neobacillus drentensis CPO 4.246 0.5M 1.449 £ 0.016 FGHI
Inquilinus sp. CPO 4.252 2M 1.437 £ 0.153 FGHI
Gracilibacillus phocaeensis CPO 4.269 2M 1.435 + 0.223 FGHI
Bacillus sp. CPO 4.295 2M 1.416 £ 0.2 GHI
Gracilibacillus sp. CPO 4.267 2M 1.398 £ 0.121 GHI
Neobacillus drentensis CPO 4.283 3M 1.382 + 0.062 GHI
Bacillus stratosphericus CPO 4.247 2M 1.356 + 0.239 [ HI
Bacillus sp. CPO 4.294 0.5M 1.317 £ 0.142 HI
Paenibacillus illinoisensis CPO 4.253 2M 1.315+ 0.014 HI
Virgibacillus sp. CPO 4.272 3M 1.300 £ 0.031 HI
Streptomyces caeruleatus CPO 4.273 0.5M 1.288 £ 0.115 HI 15.478 + 1.288 AB 3.385 + 0.677 BCDE
Bacillus stratosphericus CPO 4.255 2M 1.238 £ 0.436 HI
Bacillus stratosphericus CPO 4.248 2M 1.207 £ 0.095 |
Bacillus sp. CPO 4.279 3M 1.161 £ 0.089 |

M: Molar, FN: Fijacién de nitrégeno, P: Solubilizacién de fosfatos, AIA: Acido Indol Acético. Medias con las mismas letras entre columnas no
son significativamente diferentes (Tukey a = 0.05).
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5.1.3 Solubilizacion de fosfatos

Un total de 15 bacterias se seleccionaron por producir mayor cantidad de AIA y estas
fueron evaluadas para determinar su capacidad de solubilizacion de fosfatos. El analisis
estadistico indico que existen diferencias estadisticas entre las cepas en la solubilizacién
de fosfatos (Tukey, p<0.05), con un rango de solubilizacion de fosfatos de 1.948 a 9.252
pMg/mL. La cepa con mayor solubilizacion de fosfatos correspondioé a B. stratosphericus
CPO. 4.278. Los resultados encontrados concuerdan con lo reportado por Magafa-Tzuc,
(2021) en pruebas cualitativas, ya que las cepas con mayor actividad en las pruebas
cuantitativas, fueron las mismas con actividad en las pruebas cualitativas, con excepcion
de la cepa Bacillus sp. CPO. 4.284, la cual segun los resultados encontrados en el
presente trabajo no fue significativamente diferente al resto de las cepas con menor
actividad. Estas diferencias pueden deberse al pH utilizado por Magana-Tzuc, (2021) en
sus medios de cultivos (pH de 7.6), ya que en el presente trabajo se utilizé un pH de 7.2
como previamente se ha reportado por Heredia-Acufa et al. (2019), Son et al. (2006) y
Lindang et al. (2021). Se ha documentado que la disponibilidad del fosforo (P) en el suelo
depende en gran medida del pH. En suelos acidos (pH < 6.5) el fosforo se fija
principalmente por el aluminio y el hierro mientras que en suelos alcalinos (pH > 7.2) el
fésforo se fija principalmente por el calcio y el magnesio (Tandon et al., 2020; Cheny Liu,
2019). De igual manera Maldonado, (2012) y Otero et al. (2007) destacan que cuando el
Ca esta ausente y predomina el idon Na*, el cual en presencia de agua se hidroliza
liberando el ion Na* en la solucién (CO3Na2), en este caso el pH se eleva. Li et al. (2019)
con referencia a la variacion del pH, evaluaron un cambio de pH de 3.1 a 7, encontrando
el mismo resultado que (Tandon et al., 2020) (Chen vy Liu, 2019), donde con un pH de
3.1 la solubilizacién de P fue de 102.77 pg/ml, en un pH de 3.5 la solubilizacion de P fue
de 55.27 pg/mly un pH de 6.7 con una solubilizacion de 3.04 pg/ml.

Por otro lado, los valores de solubilizacién de fosfatos encontrados en el presente fueron
similares a los reportados por Srinivasan et al. (2012) quienes encontraron que las
bacterias Pseudomonas sp. PSBW2RH-1y Aerococcus sp. PSBCRG1-1 fueron capaces
de solubilizar fosfatos con valores de 4.58 ug/ml.58 a 12.65 pug/mL, respectivamente.

También, se ha reportado que varias especies del género Bacillus fueron capaces de
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solubilizar fosfatos con valores de 1.3 a 2.8 pg/mL, siendo la cepa Bacillus cereus
(MZLRPBS) con la mayor actividad (Chawngthu et al., 2020). En un trabajo actual,
Kapadia et al. (2022) demostré que la concentracidn de sal tiene un efecto negativo sobre
la eficiencia de solubilizacién, ya que al evaluar las cepas Bacillus sonorensis AD9 (86
pug/mL), Enterobacter sp. AD38 (78 pg/mL), Bacillus sp. AD28 (70.33 pg/mL) y Delftia sp.
AD31 (70 pg/mL) bajo dos diferentes concentraciones de NaCl (15% y 20%), su
capacidad de solubilizacion de fosfatos en las misma cepas vario, logrando una mayor
solubilizacion de fosfatos en la concentracidon mas baja de NaCl. Esto nos indica que la
solubilizacion de fosfatos puede verse afectada negativamente por una mayor
concentracion de NaCl. En presente trabajo a pesar de que no se evaluaron en
concentraciones altas de NaCl (0.5M), la solubilizacion fue menor a la encontrada
Kapadia et al. (2022), sin embargo, presentaron una mayor solubilizacién a la reportada
por Chawngthu et al. (2020), Srinivasan et al. (2012) y Li et al. (2019).

5.1.4 Fijacion de nitrégeno

En cuanto a la capacidad de fijar nitrogeno de las cepas se detectaron valores en un
rango de 7.71 a 15.72 pg/mL y el analisis estadistico indico que existen diferencias
estadisticas entre las cepas (p Tukey, p<0.05). La cepa con mayor fijacién de nitrégeno
fue B. stratosphericus CPO 4.278 (15.72 ug/mL), la cual estadisticamente diferente al
resto de las cepas. Seguidamente se encontraron las cepas Streptomyces caeruleatus
CPO 4.273 (15.478 ug/mL), Bacillus sp. CPO 4.277 (15.18 pug/mL), B. subtilis CPO 4.286
(14.16 yg/mL), B. licheniformis CPO 4.302 (13.02 uyg/mL) y Neobacillus drentensis CPO
4.261 (12.85 yg/mL), sin embargo, no presentaron diferencias significativas con respecto
a Priestia sp. CPO 4.250 (11.221 yg/ml) y Bacillus sp. CPO 4.282 (11.166 pg/ml). La
cepa con menor fijacién de nitrogeno correspondié a Metabacillus sp. CPO 4.301 (7.71
pug/ml). Los resultados obtenidos indican que el género Bacillus tienen una alta actividad
en comparacion con lo reportado por Hoang et al. (2020), con rango de 0.3 a 2.5 mg/L.
Ledn-Mendoza et al. (2014) reportd a Klebsiella sp. con 1.16 ug/ml y Pantoea sp. con
31.67 pg/ml. Otros autores han registrado un rango de 2.40 a 29.09 yg/mL en la fijacién
de nitrégeno, Enterobacter cloacae en Saccharum spp., (Garcia et al., 2010; Ji et al.,
2020; Singh et al., 2020). Por su parte, existen reportes con una mayor fijacion de
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nitrogeno con rangos de entre 70.24-253 pg/ml en géneros halotolerantes como Baciilus,
Staphylococcus y Enterobacter (Biswas et al., 2018; Jhuma et al., 2021).

Algunas investigaciones mostraron que el nitrogeno ayuda a la tasa de fertilizacion
aumentando la produccién de semillas, el numero de hojas e inflorescencias por plantas
y biomasa seca en cultivos (Sosa-Baldivar y Ruiz-Ibarra, 2018, Souza et al., 2017). Una
de las desventajas de suelos salinos es que la salinizacién afecta las transformaciones
normales de N en el suelo al retardar o inhibir varios procesos biolégicos/microbianos
como la nitrificacidn, provocando una acumulacion de nitritos o aumentando las tasas de
volatilizacion de NH4 (Akhtar et al., 2012). En este sentido, consideramos que la fijacion
de nitrégeno es una propiedad importante para clasificar y seleccionar las mejores cepas
y los resultados encontrados nos indican el gran potencial de las cepas evaluadas en
este trabajo.

Los resultados en general nos indican que las cepas capaces de fijar nitrogeno, también
fueron capaces de producir AlA y solubilizar fosfatos, con excepcion de las cepas S.
caeruleatus CPO. 4.273 y P. illinoisensis CPO. 4.304. Estas dos cepas solamente
presentaron actividad solubilizadora de fosfatos, S. caeruleatus CPO 4273 y P.
illinoisensis CPO 4.304 fijadora de Nitrogeno. Por su parte, los resultados obtenidos en
estas tres pruebas permitieron seleccionar tres cepas de bacterias con capacidad
biofertilizante y estas correspondieron a B. stratosphericus CPO 4.278 (AIA = 2.618
pg/mL, N =15.72 pg/mL, P = 9.252 y/ml), N. drentensis CPO 4.261 (AIA = 2.482 ug/ml,
N =12.85 ug/ml, P = 4.0349 py/ml) y Bacillus sp. CPO 4.277 (AIA =2.994 ug/ml, N =15.18
pug/ml, P = 4.264 py/ml). En la literatura se menciona que una cepa demuestra potencial
biofertilizante cuando es capaz de poseer multiples caracteristicas promotoras del
crecimiento vegetal, como la producciéon de diferentes fitohormonas, solubilizacion de
fosfatos inorganicos insolubles, produccion de sideroforos, la fijacion de nitrogeno y la
actividad de la enzima desaminasa del acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC)
(Etesami y Glick, 2020). En este contexto las tres cepas evaluadas presentaron los
mayores valores en produccidn de AlA, fijacion de nitrégeno y solubilizacion de fosfato.
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5.2. Efecto de las bacterias haléfilas y la fertilizacion quimica sobre el crecimiento
en plantas de maiz bajo condiciones de salinidad

5.2.1 Efecto de las diferentes concentraciones de salinidad sobre la germinaciéon y
desarrollo del hibrido comercial ZR-76

Los resultados indican que al aumentar la concentracién de NaCl, el porcentaje de
germinacion disminuye en el hibrido ZR-76. A pesar de estos resultados, esta hibrido
mostro una alta resistencia a la salinidad, ya que a las concentraciones de 50 y 100 mM
de NaCl, resultaron ser significativas iguales al control sin NaCl (Tukey, p<0.05), sin
embargo, a una concentracion de 200 mM de NaCl el porcentaje de germinacion
disminuyo un 23%, encontrando diferencias significativas con respecto al control (Tukey,
p<0.05) (Figura 8).
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Figura 8. Evaluacion de la germinacion con tolerancia a la salinidad (NaCl) en hibrido de maiz
comercial ZR-76. Con diferentes concentraciones de NaCl (Tukey, p<0.05)

Los resultados encontrados son similares a los reportados por Carpycy et al. (2009) y
Yaghoubian et al. (2022), ya que al aumentar la concentracion de NaCl el porcentaje de
germinacion disminuye. Por su parte, Blanco et al. (2007) menciona que uno de los
efectos principales del estrés salino es que retrasa la germinacién y la emergencia; la
mayoria de los cultivos son tolerantes durante la germinacion, pero las plantulas jovenes
en desarrollo son susceptibles a sufrir dafios durante la emergencia del suelo y durante

el desarrollo temprano. Esto se pudo corroborar en este experimento ya que la longitud
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de coledptilo fue menor al aumentar la concentracion de salinidad, se puede observar a

simple vista en la Figura 9.
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Figura 9. Desarrollo de coleoptilos de las semillas de maiz germinadas bajo diferentes
concentraciones de NaCl.

En cuanto al desarrollo de las plantas a pesar de la salinidad se observaron diferencias
significativas en la altura de las plantas a los 32 dias (Tukey, p<0.05). Las plantas
tratadas con 0 mM de NaCl presentaron la mayor altura (8.03 cm), sin embargo, no se
observo diferencias con respecto a las concentraciones de 50 mM (6.9 cm) y 100 Mm de
NaCl (6.5 cm). Estas dos ultimas concentraciones resultaron ser estadisticamente
diferentes a 200 Mm de NaCl (4.5 cm) (Figura 10 y 11).
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Figura 10. Altura de las plantas de maiz en condiciones de estrés por salinidad (0 mM. 50 mM,
100 mM y 200 mM de NaCl) a los 32 dias.
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Los resultados de la germinacién y el desarrollo de las plantas permitieron definir que las
plantas tratadas con NaCl a las concentraciones de 100 mM y 200 mM son afectadas a
nivel morfolégico (Altura, diametro y longitud de la raiz) (Figura 11), por lo tanto, estas
concentraciones fueron utilizadas para determinar el efecto de las bacterias en las

plantas tratadas con NaCl, y determinar los cambios a nivel morfoldgico y fisiologico.

CONTROL

Figura 11 Plantas evaluadas durante 32 dias para determinar la susceptibilidad a la salinidad en
diferentes concentraciones de NaCl.

5.3 Efectos morfolégicos en los diferentes tipos de maiz como respuesta a la
salinidad, a la inoculacién de bacterias haléfilas y a la fertilizacién quimica.

5.3.1 Altura de la planta

La linea CML 451 resulto ser mas resistente a la salinidad por NaCl. En ausencia de
NaCl no se observo un efecto promotor sobre la altura de la planta con los tratamientos,
ya que el control presentd una mayor altura a través del tiempo (8-40 dias). En la
concentracion de 100 mM de NaCl a los 8,16, 32 dias se observé una promocion de
crecimiento en la altura de las plantas por efecto de la inoculacion de las cepas N.
drentensis CPO 4.261 y B. stratosphericus CPO 4.278 (Tukey p <0.05). Sin embargo, a
los 24 y 40 dias no se observo crecimiento en las plantas por efecto de los tratamientos,
resultando ser igual que el control. En la concentracion mas alta de NaCl (200 mM), sélo
a los 8 dias no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos con
respecto al control. Sin embargo, a los 16, 24 y 32 dias se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos (Tukey, p<0.05), la cepa N. drentensis CPO 4.261
promovio la mayor altura de la planta. El tratamiento con fertilizante (18-46-00) y la
inoculacion de las bacterias B. stratosphericus fueron estadisticamente iguales al control.
A los 40 dias la inoculacion de N. drentensis CPO 4.261 aumento significativamente la
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altura de planta en comparacion con el control. A pesar de estos resultados, la altura de
la planta fue menor a la concentracion de 200 mM de NaCL en comparacién con otras
concentraciones lo que indica que el estrés salino afecta la altura y la sobrevivencia de

la planta. (figura 12)
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Figura 12 Efectos de las bacterias haldfilas (Bacillus sp. CPO 4.277, B. stratosphericus CPO
4.278 y N. drentensis CPO 4.261) y fertilizante, sobre el crecimiento del maiz linea CML 451,
evaluando la altura de la planta, cultivadas durante 40 dias con riegos de diferentes
concentraciones de NaCl (0, 100 y 200 mM). Letras diferentes encima del diagrama de barras
por los dias después de la inoculacién en cada concentracion de NaCl, son estadisticamente
diferentes segun la prueba de Tukey (p<0.05).

El hibrido Zarco ZR-76 (Figura 13) resultdé ser susceptible a la salinidad por NaCl con
respecto al tiempo. En ausencia de NaCl (0 mM) no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos a 8, 32 y 40 dias, sin embargo, a los 16 y 24 dias las
plantas tratadas con el fertilizante redujeron el crecimiento de las plantas mostrando ser
estadisticamente diferente al resto de los tratamientos. A una concentracion de 100 mM
de NaCl, se observé que a los 8 y 16 dias no presentaron diferencias significativas entre
los tratamientos (Tukey, p=0.05), sin embargo, a partir de los 24 dias el fertilizante causo
la muerte de las plantas. A los 40 dias, las plantas inoculadas con B. stratosphericus
CPO 4.278 y Bacillus sp. CPO 4.277 resultaron con un aumento significativo en la altura
y el resto de los tratamientos causoé la muerte de las plantas. En la concentracion mas

alta de NaCl (200 mM), a los 8 y 16 dias no se observaron diferencias significativas entre
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los tratamientos, sin embargo, a los 24 y 32 dias el fertilizante causo la muerte de las
plantas y el resto de los tratamientos mostraron ser significativamente iguales. A los 40
dias la inoculacion de la cepa N. drentensis CPO 4.261 aumento significativamente la
altura de las plantas, el resto de los tratamientos causaron la muerte de las plantas. La
altura de la planta fue menor a la concentracion de 200 mM de NaCl en comparacion con
otras concentraciones, lo que indica que el estrés salino afecta este parametro. También,
el resto de los tratamientos presentaron un efecto negativo sobre las plantas causando

su muerte a una concentracion de 100 y 200 mM de NaCl a partir del dia 24.

ZR-76
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0 mM NacCl 100 mM NaCl 200 mM NaCl

20

Altura de la planta (cm)
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Control

Fentilizante

Bacillus stratosphericus
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Figura 13 Efectos de las bacterias haldéfilas (Bacillus sp. CPO 4.277, B. stratosphericus CPO
4.278 y N. drentensis CPO 4.261) y fertilizante, sobre el crecimiento del maiz hibrido ZR-76,
evaluando la altura de la planta, cultivadas durante 40 dias con riegos de diferentes
concentraciones de NaCl (0, 100 y 200 mM). Letras diferentes encima del diagrama de barraras
por los dias después de la inoculacién en cada concentracién de NaCl, son estadisticamente
diferentes segun la prueba de Tukey (p<0.05).

Por ultimo, el criollo San Pablefio amarillo (Figura 14) mostré ser susceptible a la
salinidad por NaCl conforme al tiempo de exposicién. En ausencia de NaCl no se observo
un efecto promotor de las bacterias haldfilas sobre el crecimiento de las plantas, ya que
los tratamientos resultaron ser significativamente iguales al control. En la concentracion
de 100 mM de NaCl a los 8, 16, 24 y 32 dias no se observo diferencias significativas
entre los tratamientos con respecto al control, con excepcién del tratamiento fertilizante

las cuales causaron la muerte de la planta a partir de los 24 dias. A los 40 las plantas
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inoculadas con las cepas N. drentensis CPO 4.261 y B. stratosphericus CPO 4.278
promovieron la altura de la planta y fueron los unicos tratamientos que permitieron la
sobrevivencia de las plantas. En la concentraciéon de 200 mM NaCl a los 8 y 16 dias el
tratamiento fertilizante caus6 una reduccion significativa en la altura de la planta en
comparaciéon con los otros tratamientos, posterior a los 24 dias el fertilizante causo la
muerte de las plantas. A los 24 y 32 dias la inoculacion de las bacterias B. stratosphericus
CPO 4.278, Bacillus sp. CPO 4.277 o N. drentensis CPO 4.261 aumentd
significativamente la altura de las plantas en comparacion con el control (Tukey, p<0.05).
A los 40 dias, las plantas inoculadas con las cepas N. drentensis CPO 4.261 y Bacillus
sp. CPO 4.277 permitieron el crecimiento de las plantas a pesar del estrés salino, siendo

los unicos tratamientos que permitieron la sobrevivencia de las plantas.
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Figura 14. Efectos de las bacterias haléfilas (Bacillus sp. CPO 4.277, B. stratosphericus CPO
4.278 y N. drentensis CPO 4.261) y fertilizante, sobre el crecimiento del maiz criollo San Pablefio
amarillo, evaluando la altura de la planta, cultivadas durante 40 dias con riegos de diferentes
concentraciones de NaCl (0, 100 y 200 mM). Letras diferentes encima del diagrama de barraras
por los dias después de la inoculacién en cada concentracién de NaCl, son estadisticamente
diferentes segun la prueba de Tukey (p<0.05).

La CML451 al ser una linea resistente a la salinidad (Soares et al., 2018). En 0 Mm de
NaCl mostré una menor altura en comparacion con el hibrido Zarco ZR-76 y criollo San
Pablefio amarillo, sin embargo, al inducir a las plantas a un estrés salino con NaCl, la
linea CML451 presenté una mayor altura en comparacion con el hibrido y el criollo.
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Khodarahmpour et al. (2012) menciona que la reduccién de la altura de las plantulas es
un fendmeno comun de muchas plantas cultivadas en condiciones salinas. El hibrido ZR-
76 y criollo San Pablefio amarillo a partir de la concentracion de 100 mM de NaCl a los
40 dias resultaron con efectos adversos que causaron la muerte de las plantas en el
control sin tratamiento. También, se observo que la fertilizacion afecto negativamente a
las plantas causando su muerte a los 24 dias. Se ha reportado que las plantas poseen
un umbral para tolerar la salinidad, la exposicidon fuera de los limites produce toxicidad
ionica, lo que provoca desequilibrios idnicos a través de un intenso flujo de entrada de
Na*. Este desequilibrio reduce la absorcién de agua y nutrientes por parte de las raices
y, en consecuencia, afecta el crecimiento de las plantas e inclusive causar la muerte de
las plantas (Checchio et al., 2021; Munns y Tester, 2008).

En general, los resultados indican que en el hibrido comercial ZR-76 y linea mejorada
CML451 la inoculacion de N. drentensis CPO 4.261 permitid promover la altura de las
plantas a pesar de la salinidad. En tanto que el criollo San Pablefio amarillo la inoculacion
tanto de N. drentensis CPO 4.261 o B. stratosphericus CPO 4.278 permitié promover la
altura de las plantas a pesar de la salinidad. Por lo tanto, en la linea CML451, hibrido ZR-
76 y criollo San Pablefio amarillo, la cepa N. drentensis CPO 4.261 promovio el
crecimiento vegetal en las plantas de maiz. De acuerdo a la prueba de tolerancia a NaCl
(Magana-Tzuc, 2021) los resultados de la inoculacion en las concentraciones de NaCl
obtenidos, se debe a que Bacillus stratosphericus CPO 4.278 y Bacillus sp. CPO 4.277
son considerados haléfilo débil, mientas que Neobacillus drentensis CPO 4.261 es
considerado haldfilo moderado (Figura 5), esto hace que Neobacillus drentensis CPO
4.261 se adapte a altas concentraciones de salinidad. Como podemos observar en la
figura (12, 13 y 14). Kim et al. (2020) mencionaron que las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal halotolerantes, juegan un papel vital en varias plantas bajo estrés
por salinidad al mejorar la tolerancia y el crecimiento de las plantas. De igual manera,
Adhikari et al. (2020) describieron que el género Bacillus son bacterias promotoras del
crecimiento vegetal halotolerantes, que permitieron disminuir las concentraciones de

NaCl y aumentaron el crecimiento de las plantas de soya.
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5.3.2 Diametro del tallo

En la linea CML451 con ausencia de NaCl (0 mM), se observo que a los 8, 16 y 24 dias
el control present6 el mayor diametro de tallo, observando diferencia significativa (Tukey,
p<0.05) con respecto a los otros tratamientos. Sin embargo, a los 32 y 40 dias no se
observo diferencias en el diametro de tallo entre los tratamientos y el control. A 100 mM
de NaCl no se observo diferencias significativas entre los tratamientos a través del tiempo
(Tukey, p<0.05). Sin embargo, a 200 mM de NaCl la inoculacién de N. drentensis CPO
4.261 aumento el diametro de tallo observando diferencias significativas con respecto al
control durante todas las mediciones (Figura 15).

CML 451
0 mM NaCl 100 mM NaCl 200 mM NaCl

Didmetro del tallo (mm)

8 16 24 32 40 8 16 24 32 40
Dias después de la inoculacion (ddi)

8 16 24 32 40

Figura 15 Efectos de las bacterias haldfilas (Bacillus sp. CPO 4.277, B. stratosphericus CPO
4.278 y N. drentensis CPO 4.261) y fertilizante, sobre el crecimiento del maiz linea CML 451,
evaluando el diametro del tallo, cultivadas durante 40 dias con riegos de diferentes
concentraciones de NaCl (0, 100 y 200 mM). Letras diferentes encima del diagrama de barraras
por los dias después de la inoculacién en cada concentracién de NaCl, son estadisticamente
diferentes segun la prueba de Tukey (p<0.05).

En el hibrido Zarco ZR-76 en ausencia de NaCl, a los 8, 32 y 40 dias no se observaron
diferencias significativas (Tukey, p=0.05) entre los tratamientos, sin embargo, a los 16 y
24 dias el fertilizante disminuyo significativamente el diametro del tallo resultado ser igual
que el control. A 100 mM de NaCl, a los dias 8 y 16 dias de la inoculacion, no se

observaron diferencias significas (Tukey, p<0.05), sin embargo, a los 24, 32 y 40 la

53



inoculacién de Bacillus sp. CPO 4.277 aumentd el diametro de tallo observando
diferencias significativas con respecto al control durante todas las mediciones. A la
concentracion de 200 mM de NaCl a los 8, 16, 24 y 32 dias, no se observaron diferencias
significativas (Tukey, p<0.05) entre los tratamientos, con excepcion del tratamiento con
fertilizante que a partir de los 24 dias causo la muerte de las plantas. A los 40 dias la
inoculacién con N. drentensis CPO 4.261 resulté en un aumento en el diametro y fue el

unico tratamiento que permitio la sobrevivencia de las plantas (figura 16).
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Figura 16 Efectos de las bacterias haldfilas (Bacillus sp. CPO 4.277, B. stratosphericus CPO
4.278 y N. drentensis CPO 4.261) y fertilizante, sobre el crecimiento del maiz hibrido ZR-76,
evaluando el diametro del tallo, cultivadas durante 40 dias con riegos de diferentes
concentraciones de NaCl (0, 100 y 200 mM). Letras diferentes encima del diagrama de barraras
por los dias después de la inoculacién en cada concentracién de NaCl, son estadisticamente
diferentes segun la prueba de Tukey (p<0.05).

En el criollo San Pablefio amarillo con ausencia de NaCl, no se observo un efecto
promotor sobre el diametro del tallo de la planta, ya que todos los tratamientos fueron
estadisticamente iguales (Tukey, p<0.05). A una concentracion de 100 mM de NaCl, a
los 8 dias, las plantas inoculadas con B. stratosphericus CPO 4.278 mostraron un
aumento del diametro en comparacion del fertilizante, sin embargo, a los 16, 24, 32y 40
la cepa N. drentensis CPO 4.261 promovio el crecimiento aumentando el diametro del

tallo en comparacion al inoculo con fertilizante (Tukey, p=0.05). Debido al efecto del
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estrés salino que se genero, los tratamientos presentaron un efecto negativo sobre las

plantas causando su muerte.

En el tratamiento con 200 mM de NaCl, a los 8 dias no se observé diferencia significativa,
sin embargo, a los 16 dias la fertilizacion redujo significativamente el diametro del tallo
en comparacion con B. stratosphericus CPO 4.278. A los 24 dias la inoculacién de B.
stratosphericus CPO 4.278 aumento el diametro del tallo en comparacién con el control.
El fertilizante causo la muerte de las plantas a partir de los 24 dias. A los 40 dias las
plantas inoculadas con Bacillus sp. CPO 4.277 o N. drentensis CPO 4.261 fueron los
unicos tratamientos que permitid la sobrevivencia de las plantas y promovieron el
crecimiento del diametro de las plantas (Figura 17).
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Figura 17. Efectos de las bacterias haldfilas (Bacillus sp. CPO 4.277, B. stratosphericus CPO
4.278 y N. drentensis CPO 4.261) y fertilizante, sobre el crecimiento del maiz criollo San Pablefio
amarillo, evaluando el diametro del tallo, cultivadas durante 40 dias con riegos de diferentes
concentraciones de NaCl (0, 100 y 200 mM). Letras diferentes encima del diagrama de barraras
por los dias después de la inoculacién en cada concentracién de NaCl, son estadisticamente
diferentes segun la prueba de Tukey (p<0.05).

Sangoquiza-Caiza et al. (2021), menciona que uno de los efectos mas evidentes del
estrés salino es la reduccion en la capacidad de absorcion de agua, que se puede
manifestar en una reduccion de expansion foliar y pérdida de turgencia en tallo por lo

consiguiente en la reduccién del diametro de tallo y hojas de las plantas. Los resultados

95



obtenidos en el presente trabajo evidencian lo anterior, ya que se observé una reduccidon
en el diametro del tallo en el hibrido ZR-76 y criollo San Pablefio amarillo, en comparacion
cuando las plantas no fueron tratadas con NaCl. Sin embargo, en la linea mejorada (CML
451) no se observo una disminucién en diametro de tallo cuando las plantas fueron
tratadas con NaCl. Por lo tanto, la linea CML451 evit6 la acumulacién de iones en sus
brotes y mostré un mayor diametro de tallo en las plantas.

En general, la linea CML 451 y el hibrido ZR-76 la inoculacién de B. stratosphericus CPO
4.278 aumento el diametro del tallo. Sin embargo, en el criollo San Pablefio amarillo con
la inoculacion de B. stratosphericus CPO 4.278 y Bacillus sp. CPO 4.277 aumento el
diametro del tallo. Por lo tanto, en la linea CML451, hibrido ZR-76 y criollo San Pablefio
amarillo, la inoculacion de N. drentensis CPO 4.261 disminuyo el estrés salino hasta 200
mM de NaCl permitiendo un aumento en el diametro de tallo. Lesmes et al. (2007)
menciona que, a altas concentraciones de salinidad, se deterioran la selectividad de las
membranas y esto favorece la acumulacidn de iones en raices y tallos, ya que la elevada
concentracion de sales en el suelo, inhiben el crecimiento de las plantas incluyendo el
diametro del tallo, causando la disminucion del contenido de agua en la planta,
acumulacion de iones en cantidades toxicas y reduccion de la disponibilidad de
nutrientes. Por lo tanto, los resultados indican que la inoculacion de las bacterias puede

aliviar el estrés salino.
5.3.3 Longitud de la raiz

En la linea CML 451 en ausencia de NaCl la inoculacion de la cepa N. drentensis CPO
4.261, la fertilizacion y el control presentaron la mayor longitud de la raiz, no observando
diferencia significativa. La inoculacion de B. stratosphericus CPO 4.278 y Bacillus sp
CPO 4.277 redujeron la longitud de la raiz. A la concentracion de 100 mM de NaCl no se
observo diferencias significativas sobre los tratamientos. Finalmente, a la concentracion
mas alta (200 mM NaCl) la inoculacion de la cepa N. drentensis CPO 4.261 aumento
significativamente (Tukey, p<0.05) la longitud de raiz, sin embargo, al igual que la cepa,
el control tolerd el estrés a la salinidad, por ser una variedad con resistencia a la salinidad,

permitio la sobrevivencia de las plantas bajo condiciones de salinidad.
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En el hibrido ZR-76 en ausencia de NaCl, no se observaron diferencias significativas
entre los tratamientos. En la concentracion de 100 mM de NaCl, la inoculacién de B.
stratosphericus CPO 4.278 y Bacillus sp. CPO 4.277 aumento la longitud de la raiz
mostrando diferencia significativa con respecto al resto de los tratamientos. A la
concentracion de 200 mM el unico tratamiento que promovié la longitud de la raiz
correspondié a la inoculacion con N. drentensis CPO 4.261y ademas fue el unico
tratamiento que permitio la sobrevivencia de las plantas bajo condiciones de salinidad.

En el criollo San Pablefio amarillo a 0 mM de NaCl, no se encontré diferencias
significativas entre los tratamientos. En la concentracion de 100 mM la inoculacion de N.
drentensis CPO 4.261 aumento significativamente (Tukey, p<0.05) la longitud de la raiz
en comparaciéon con los otros tratamientos. La inoculacién de la cepa Bacillus sp. CPO
4.277 también presento un efecto promotor. A 200 mM la inoculacién de la cepa de
Bacillus sp. CPO 4.277 aumento significativamente (Tukey, p<0.05) la longitud de la raiz
en comparacion con los otros tratamientos, seguidamente se encontré las plantas

inoculadas con N. drentensis CPO 4.261 (Figura 18).
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Figura 18 Efectos de las bacterias haldfilas (Bacillus sp. CPO 4.277, B. stratosphericus CPO
4.278 y N. drentensis CPO 4.261) y fertilizante, sobre el crecimiento de tres tipos de maiz (linea
CML 451, hibrido ZR-76 y criollo San Pablefio amarillo), evaluando la longitud de la raiz a los 40
dias, con riegos de diferentes concentraciones de NaCl (0, 100 y 200 mM). Letras diferentes
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encima del diagrama de barraras por concentracion de salinidad en cada variedad, son
estadisticamente diferentes segun la prueba de Tukey (p<0.05).

En general en la linea CML451 y el hibrido ZR-76 la inoculacion de la cepa B.
stratosphericus CPO 4.278 permitio aumentar la longitud de la raiz, y por consiguiente
resistir al estrés salino. En San Pablefio amarillo la cepa Bacillus sp. CPO 4.277 y N.
drentensis permitieron resistir al estrés salino y participaron como BPCV.
Khodarahmpour (2012) menciona que la longitud de la radicula es uno de los rasgos mas
importantes afectados por el estrés salino, ya que las raices estan en contacto directo
con el suelo. Por lo tanto, la longitud de la raiz es una variable que permite definir la
respuesta de las plantas al estrés salino. La salinidad es una de las limitantes mas
importantes que obstaculizan la productividad agricola en todo el mundo, debido a la falta
de absorcion de nutrientes por inhibicion del crecimiento de las raices (Zafar-ul-Hye et
al., 2014). Por lo tanto, los datos encontrados indican que la concentracion de salinidad
evaluada afecta la longitud de la raiz en los tratamientos evaluados, sin embargo, la

inoculacidn de las bacterias reduce significativamente el estrés salino en las plantas.
5.3.4 Porcentaje de materia seca aérea

En la linea CML451 en ausencia de NaCl la inoculacion con la cepa Bacillus sp. CPO
4.277 resultd en un aumento significativo en el porcentaje de materia seca aérea en
comparacion en el resto de los tratamientos (Tukey, p<0.05). A una concentraciéon de 100
mM de NaCl la inoculacion de las cepas N. drentensis CPO 4.261 o B. stratosphericus
CPO 4.278 resultaron en un aumento significativo en el porcentaje de materia seca area
con respecto a los otros tratamientos quienes presentaron un efecto negativo sobre la
sobrevivencia de las plantas. En la concentracion mas alta de NaCl (200 mM), el control
y lainoculacién con N. drentensis CPO 4.261 presentaron el mayor porcentaje de materia
seca aérea, los otros tratamientos presentaron un efecto negativo sobre las plantas

causando su muerte.

En el hibrido ZR-76 en ausencia de NaCl se observo diferencias significativas (Tukey,
p=0.05), el fertilizante (18-46-00) presente al porcentaje de materia seca aérea en
comparacién al control. A una concentracion de 100 mM de NaCl la cepa B.

stratosphericus CPO 4.278 y Bacillus sp. CPO 4.277 resultaron con mayor porcentaje de
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materia seca aérea observandose diferencias significativas (Tukey, p<0.05) con respecto
a los demas tratamientos, los cuales presentaron un efecto negativo sobre las plantas
causando su muerte. En la concentracion mas alta de NaCl (200 mM) solamente la
inoculacidn de la cepa N. drentensis tuvo efectos positivos sobre porcentaje de materia
seca aeérea, el resto de los tratamientos presentaron un efecto negativo sobre las plantas
causando su muerte.

Por ultimo, el criollo San Pablefio amarillo en ausencia de NaCl no se observo diferencias
significativas, sin embargo, a una concentracion de 100 mM y 200 mM de NaCl la
inoculacioén de la cepa N. drentensis CPO 4.261 resulté con mayor porcentaje de materia
seca aérea, observandose diferencias significativas (Tukey, p<0.05) con respecto a los
demas tratamientos (Figura 19)
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Figura 19 Efectos de las bacterias haldéfilas (Bacillus sp. CPO 4.277, B. stratosphericus CPO
4.278 y N. drentensis CPO 4.261) y fertilizante, sobre el crecimiento de tres tipos de maiz (Linea
CML 451, hibrido ZR-76 y criollo San Pablefio amarillo), evaluando el porcentaje de materia seca
aérea a los 40 dias, con riegos de diferentes concentraciones de NaCl (0, 100 y 200 mM). Letras
diferentes encima del diagrama de barraras por concentracién de salinidad en cada variedad,
son estadisticamente diferentes segun la prueba de Tukey (p<0.05).

5.3.5 Porcentaje de materia seca radical

En la linea CML451 en ausencia de NaCl a los 40 dias, la inoculacién con la cepa N.

drentensis CPO 4.261 resulto con mayor porcentaje de materia seca radical, observando
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diferencias significativas (Tukey, p<0.05) con respecto a los tratamientos con la
inoculacion de Bacillus sp. CPO 4.277 y el fertilizante. A una concentracion de 100 mM
de NaCl la cepa N. drentensis CPO 4.261 y B. stratosphericus CPO 4.278 resultaron con
mayor porcentaje de materia seca radicular en comparacion con el resto de los
tratamientos que causaron la muerte de las plantas. En la concentracion mas alta de
NaCl (200 mM), se observo que la inoculacion de la cepa N. drentensis CPO 4.261 y el
control resultaron con un porcentaje de materia seca radical, el resto de los tratamientos

presentaron un efecto negativo sobre las plantas causando su muerte.

En el hibrido ZR-76 en ausencia de NaCl se observo diferencias significativas (Tukey,
p<0.05) resultando el control con mayor porcentaje de materia seca radical en
comparacion con el resto de los tratamientos. A una concentracion de 100 mM de NaCl
las cepas B. stratosphericus CPO 4.278 y Bacillus sp. CPO 4.277 resultaron en un
aumento significativo en el porcentaje de materia seca radical (Tukey, p<0.05) en
comparacion con el resto de los tratamientos que causaron la muerte de las plantas. En
la concentracion mas alta de NaCl (200 mM) solamente la inoculacién de la cepa N.
drentensis CPO 4.261 permitid el aumento significativo del porcentaje de materia seca
radicular (Tukey, p<0.05), el resto de los tratamientos presentaron un efecto negativo

sobre las plantas causando su muerte.

Por ultimo, el criollo San Pablefio amarillo en ausencia de NaCl no se observo diferencias
significativas, sin embargo, a una concentracion de 100 mM y 200 mM de NacCl la cepa
N. drentensis CPO 4.261 resultdé con mayor porcentaje de materia seca radical,
observandose diferencias significativas (Tukey, p<0.05) con respecto a los demas
tratamientos. El resto de los tratamientos presentaron un efecto negativo sobre las
plantas causando su muerte, con excepcion de la inoculacion de Bacillus sp. CPO 4.277
a una concentracion de 100 mM (Figura 20).
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Figura 20 Efectos de las bacterias haldfilas (Bacillus sp. CPO 4.277, B. stratosphericus CPO
4.278 y N. drentensis CPO 4.261) y fertilizante, sobre el crecimiento de tres tipos de maiz (Linea
CML 451, hibrido ZR-76 y criollo San Pablefio amarillo), evaluando el porcentaje de materia seca
radicular a los 40 dias, con riegos de diferentes concentraciones de NaCl (0, 100 y 200 mM).
Letras diferentes encima del diagrama de barraras por concentracion de salinidad en cada
variedad, son estadisticamente diferentes segun la prueba de Tukey (p<0.05).

En general la inoculacion de la bacteria N. drentensis CPO 4.261 aumento
significativamente todas las variables morfométricas y fisioldégicas evaluadas en las
plantas de maiz en condiciones de estrés salino. Actualmente, no existe reportes de la
especie N. drentensis, como promotora de crecimiento vegetal en maiz. Sin embargo,
Kubi et al., (2021) encontraron que al inocular plantas de maiz (hibrido coreano, con la
bacteria haléfila Pseudomonas psychrotolerans CS5 se logré6 aumentar la altura de la
planta, longitud de la raiz y diametro del tallo a una concentracion de 200 mM de NaCl.
Azeem et al., (2022) determinaron que la bacteria haldfila Bacillus safensis PM22 posee
efectos promotores del crecimiento vegetal al aumentar la altura, longitud de la raiz a
una concentracion de 180 mM de NaCl, sin embargo, a concentraciones mas altas (240
mM-300 mM de NaCl) esta actividad reduce sustancialmente. Esto depende de la
tolerancia a la salinidad de la bacteria evaluada y de la variedad de maiz estudiada. Este
trabajo es el primer reporte, de nuestro conocimiento en el que se evalua la tolerancia a
la salinidad del hibrido Zarco ZR-76 y criollo San Pablefio amarillo (Figura 21, 22 y 23).
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Por otro lado, la bacteria con mayor actividad en este estudio N. drentensis es una
bacteria clasificada como haléfila moderada, que en condiciones salinas esta pudiera
estar desarrollando un mecanismo para tolerar la salinidad y promover el crecimiento
vegetal en plantas de maiz, como por ejemplo, el ajuste osmoético por la homeostasis
idnica y la acumulacion de osmolitos, la proteccion contra los radicales libres por la
formacion de enzimas que eliminan los radicales libres, las respuestas al estrés oxidativo
y el mantenimiento de los parametros de crecimiento por la sintesis de fitohormonas y
otros metabolitos (Mishra et al., 2021). Estos resultados, son similares a los reportado
por Magana, (2021), ya que la bacteria N. drentensis CPO 4.261 presento efecto
promotor del crecimiento vegetal in vitro al fijar N, solubilizar fosfatos y potasio y producir
acidos organicos. A la especie N. drentensis se le ha reportado su actividad
solubilizadora de 6xido Mn (Farda et al., 2022). También, Hernandez-Pacheco et al.
(2021) encontro que una cepa N. drentensis CH23 tiene efecto promotor de crecimiento
vegetal al aumentar la longitud de la raiz, el numero y longitud de las raices laterales, el
peso fresco de la raiz y el tallo, y el peso total de la planta en tomate. Por su parte,
Mukhtar et al. (2020) reportaron que la cepa Bacillus pumilus HL3RS14 posee capacidad
promotora de crecimiento vegetal sobre el cultivo de maiz, ya que su inoculacion
aumento la altura de la planta, porcentaje de materia seca aérea y porcentaje de materia
seca radical. De igual manera, Kapadia et al. (2022) reportaron los efectos positivos de
la inoculacién de la cepa Bacillus sp. AD32 en maiz bajo condiciones de estrés salino,
con el aumento de la altura de la planta y longitud de la raiz.
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CML 451

Fertilizante Bacillus stratosphericus Bacillus sp. Neobacillus drentensis
Control (18-46-00) CPO 4.278 CPO 4.227 CPO 4.261

100 mM NacCl 0 mM NacCl

200 mM NacCl

Figura 21 Efecto del estrés salino en plantas de maiz, con cinco tratamientos, Control, Fertilizante
(18-46-00), Bacillus stratosphericus CPO 4.278, Bacillus sp. CPO 4.277 y Neobacillus drentensis
CPO 4.261) (horizontal) y tres niveles de salinidad NaCl, 0 mM, 100 mM y 200 mM de NacCl
(Vertical) en la linea tolerante a la salinidad CML451

63



ZR-76

Fertilizante Bacillus stratosphericus Bacillus sp. Neobacillus drentensis
Control (18-46-00) CPO 4.278 CPO 4.227 CPO 4.261

100 mM NacCl 0 mM NacCl

200 mM NacCl

Figura 22 Efecto del estrés salino en plantas de maiz, con cinco tratamientos, Control, Fertilizante
(18-46-00), Bacillus stratosphericus CPO 4.278, Bacillus sp. CPO 4.277 y Neobacillus drentensis
CPO 4.261) (horizontal) y tres niveles de salinidad NaCl, 0 mM, 100 mM y 200 mM de NaCl
(Vertical) en hibrido comercial ZR-76.
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San Pablefio amarillo

Fertilizante Bacillus stratosphericus Bacillus sp. Neobacillus drentensis
Control (18-46-00) CPO 4.278 CPO 4.227 CPO 4.261

100 mM NacCl 0 mM NacCl

200 mM NacCl

Figura 23 Efecto del estrés salino en plantas de maiz, con cinco tratamientos, Control, Fertilizante
(18-46-00), Bacillus stratosphericus CPO 4.278, Bacillus sp. CPO 4.277 y Neobacillus drentensis
CPO 4.261) (horizontal) y tres niveles de salinidad NaCl, 0 mM, 100 mM y 200 mM de NaCl
(Vertical) en criollo San Pablefio amarillo.

5.3.6 Determinacién de la conductividad eléctrica del suelo utilizado después del

experimento.

Los valores de conductividad eléctrica (CE) del suelo fueron analizados después del
experimento (Figura 24). En la linea CML 451, a una concentracion de 0 mM de NaCl los
valores de conductividad eléctrica no presentaron diferencias significativas entre los
tratamientos. Sin embargo, a la concentracion de 100 mM de NaCl el control, la
inoculacion de Bacillus sp. CPO 4.277 y N. drentensis CPO 4.261 presentaron los
menores valores de CE en comparaciéon con el resto de los tratamientos. A la dosis de
200 mM, los valores mas bajos de CE fueron encontrados en los tratamientos con la
inoculacidon de B. stratosphericus CPO 4.278 y Bacillus sp. CPO 4.277 mostrando ser

significativamente diferentes al resto de los tratamientos.
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En el hibrido ZR-76, a 0 mM de NaCl los tratamientos con fertilizante y el inoculado con
Bacillus sp. CPO 4.277 presentaron significativamente los menores valores de CE,
observando diferencia significativa con el resto de los tratamientos (Tukey, p<0.05). A
100 mM de NaCl la CE aumento en esta variedad, el tratamiento con fertilizacion
presentd la menor CE observando diferencia significativa con el resto de los tratamientos.
En 200 mM de NaCl la inoculacién de N. drentensis CPO 4.261 presento la menor CE,

observando diferencia significativa con respecto al control (Figura 24).

En el criollo San Pablefio amarillo a 0 mM de NaCl los tratamientos con la inoculacion de
B. stratosphericus CPO 4.278 y N. drentensis CPO 4.261 presentaron menor CE en
comparacion con el control y fertilizante, observando diferencias significativas (Tukey,
p<0.05). A 100 mM de NaCl la inoculacion con las cepas B. stratosphericus CPO 4.278
y Bacillus sp. CPO 4.277 presentaron la menor CE encontrandose diferencias
significativas (Tukey, p<0.05) con respecto a los demas tratamientos. En la concentracion
con mayor contenido de NaCl (200 mM) el tratamiento por la inoculacion de Bacillus sp.
CPO 4.277 presento la menor CE en comparacion con los demas tratamientos, seguida
por los tratamientos con la inoculacion de N. drentensis CPO 4.261 y B. stratosphericus
CPO 4.278 (Figura 24).

Conductividad Eléctrica
CML451 ZR-76 San Pablefio amarillo

30

25 o

20

C.E (Ms/cm)

10 +

0 100 200 0 100 200 0 100 200
I Control mM de NacCl

I Fertilizante

H Bacifius stratosphericus
I Bacillus sp.

B Neobacillus dentrensis

Figura 24 Evaluacién de la Conductividad eléctrica de suelos que fueron medidos después del
estrés salino con diferentes concentraciones de NaCl (0, 100 y 200 mM) y cinco tratamientos
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(Control, Fertilizante (18-46-00), Bacillus sp. CPO 4.277, B. stratosphericus CPO 4.278 y N.
drentensis CPO 4.261) en tres tipos de maiz (linea CML 451, hibrido ZR-76 y criollo San Pablefio
amarillo). Letras diferentes encima del diagrama de barraras por concentracion de salinidad en
cada variedad, son estadisticamente diferentes segun la prueba de Tukey (Tukey, p<0.05).

La salinidad del suelo (y también del agua) se mide por la conductividad eléctrica (CE),
expresada en deciSiemens por metro (dS/m) (Talat, 2020). Por lo tanto, la CE se puede
utilizar como un indicador directo del contenido de salinidad de un suelo, por lo que una
disminucién en los valores de CE indica una diminucion en el contenido de NaCl. El
aumento de la CE tiene efectos adversos sobre la estabilidad estructural, la densidad
aparente y la permeabilidad del suelo (Tejada y Gonzalez, 2006). Mathur et al. (1993)
observaron que altas concentraciones ionicas en el suelo estan asociadas con valores
elevados de CE. Considerandose salino cuando rebasa la cantidad de 4 dS/m
(equivalente a 40 mM NaCl) (Delgado-Gonzalez et al., 2022). La mayoria de los cultivos
con CE de 4 dS/m en el suelo muestran una reduccion en el rendimiento (Munns, 2005;
Jamil et al., 2011).

Las bacterias haldfilas poseen un mecanismo de adaptacion a condiciones salinas
(Rodriguez-Aristizabal et al., 2019), emplean la estrategia de solutos compatibles, la cual
permite un alto grado de adaptabilidad de las células y cambios en la concentracién de
sal de su entorno (Faraj-Edbeib et al., 2016), se conoce que su crecimiento depende del
sodio (Na+) ya que lo utilizan para diversas reacciones bioenergéticas, por lo cual se
moviliza constantemente por la célula para mantener un gradiente de iones de sodio a
través de sus membranas citoplasmaticas mediante sistemas de transporte primario y
secundario (Faraj et al., 2016). En relacion a lo anterior Rodriguez-Aristizabal et al.,
(2019) evalud bacterias haldfilas nativas con potencial para la captura y movilizacion de
sodio en suelos salinizados, encontrando que, las plantas cultivadas en suelos salinos o
con aguas salinas, sufren alteraciones en todo su metabolismo y lo reflejan
morfolégicamente cuando se comparan con plantas cultivadas sin estrés salino, claro
ejemplo se demostro en el actual trabajo (Figura 21,22 y 23) donde N. drentensis CPO
4.261 permitié la supervivencia de las plantas bajo condiciones de salinidad en
comparacion con el control, sin embargo. la cepa Bacillus sp. CPO 4.277 capturo y
movilizo el sodio en el suelo por debajo de los 3 ds/m, similar a lo reportado por Casierra-
Posada et al., (2013). Esto se debe a que la cepa N. drentensis CPO 4.261 es
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considerada como una bacteria haléfila moderado y la cepa Bacillus sp. CPO 4.277 como
una bacteria haldfila débil (Magafa, 2021), por lo tanto, Mongodin et al. (2005) menciona
que las bacterias que no se encuentran adaptadas a altas o bajas concentraciones de
salinidad se vera afectado su estructura celular, asi como su funcion. Oren, (2018)
plantea que las bacterias que se encuentran colonizando la rizosfera y cumplan con su
ciclo de vida, mueran en el suelo liberando el sodio al medio externo luego de que han
sido movilizado y usado para los procesos intracelulares. Demostrando asi que el
aumento de la salinidad en los suelos inoculados con N. drentensis CPO 4.261 se debi6
a que la cepa cumplié su funcion de promover el crecimiento y al no tener un suelo
altamente salino cumplié su ciclo de vida y muri6 liberando el sodio, caso contrario a la
cepa Bacillus sp. CPO 4.277 que al estar en un ambiente adecuado siguié con su ciclo
de vida. Por lo tanto, se demostré6 que las bacterias disminuyeron el contenido de
salinidad en suelo. Estos resultados pueden explicar el crecimiento de las plantas en
comparacién con control en todas a las variables morfologias medidas.

5.4 Efecto de las bacterias haléfilas y la fertilizacion quimica sobre las variables
fisiolégicas en diferentes tipos de maiz bajo condiciones de salinidad.

5.4.1 Contenido de antocianina

En la linea CML 451 al ser una linea resistente a la salinidad en las concentraciones de
0 y 100 mM de NaCl, en el contenido de antocianina no se encontré diferencias
significativas (Tukey, p<0.05) entre los tratamientos. En la concentracion de 200 mM los
unicos tratamientos que permitieron la sobrevivencia de las plantas fue la inoculacién de
la cepa N. drentensis CPO 4.261y el control, sin embargo, no se encontraron diferencias

significativas en el contenido de antocianina entre ambos tratamientos.

Para el hibrido ZR-76 con ausencia de NaCl (0 mM) no se encontraron diferencias
significativas en el contenido de antocianinas entre los tratamientos. A la concentracion
de 100 mM de NaCl la inoculacién de las cepas B. stratosphericus CPO 4.278 y Bacillus
sp. CPO 4.277 fueron los unicos tratamientos que permitieron la sobrevivencia de las
plantas, sin embargo, no se encontré diferencias significativas en el contenido de

antocianinas. A una concentracién de 200 mM de NaCl la inoculacidon de la cepa N.
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drentensis CPO 4.261 fue el unico tratamiento que permito la sobrevivencia de las

plantas y por consiguiente el aumento de la concentracion de antocianina.

En el criollo San Pablefio amarillo en ausencia de NaCl (0 mM), no se encontraron
diferencias significativas en el contenido de antocianinas entre los tratamientos. A las
concentraciones de 100 y 200 nM de NaCl la inoculacidn de las cepas N. drentensis CPO
4.261 y Bacillus sp. CPO 4.277 fueron los unicos tratamientos que permito la
sobrevivencia de las plantas y por consiguiente el aumento la concentracién de

antocianina.
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Figura 25 Efectos de las bacterias haldfilas (Bacillus sp. CPO 4.277, B. stratosphericus CPO
4.278 y N. drentensis CPO 4.261) y fertilizante, sobre el crecimiento de tres tipos de maiz (Linea
CML 451, hibrido ZR-76 y criollo San Pablefio amarillo), con riegos de diferentes concentraciones
de NaCl (0, 100 y 200 mM). Evaluando la produccion de Antocianina después de los 40 dias.
Letras diferentes encima del diagrama de barraras por concentracion de salinidad en cada
variedad, son estadisticamente diferentes segun la prueba de Tukey (Tukey, p<0.05).

El aumento de la concentracion de NaCl redujo el desarrollo adecuado de las plantas de
maiz e incluso los tratamientos presentaron un efecto negativo sobre las plantas
causando su muerte (Figura 21, 22 y 23). La antocianina es importante en la proteccion
de las plantas contra diversos estreses abidticos, debido a sus propiedades antioxidantes
(Ahmed et al. 2014), se ha demostrado que la que la acumulacion de antocianinas ocurre

en plantas bajo estrés salino (Saberi-Riseh et al., 2021), y que la aplicacion de los
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in6culos mejora el impacto negativo inducido por la salinidad. Se ha reportado que la
inoculacidn con bacterias haldfilas protege a la planta del dafio causado por la salinidad
al aumentar los niveles de antocianina y que los efectos son visibles a mayor nivel de
salinidad (Sneha et al., 2021), cabe resaltar que aun no se encuentran publicaciones
referentes a la evaluacidon sobre la acumulacion de antocianinas en cultivos de maiz
inoculadas con bacterias haléfilas. Sin embargo, Chunthaburee et al., (2016) determino
los altos contenidos de Antocianina en cultivo de arroz (Oryza sativa L.) obteniendo una
acumulacion de (3.22 - 3.95 ug de antocianina g') el cual demuestra una baja
acumulacion de antocianina. Estudios recientes Haque et al., (2022) reportaron que, al
inducir la planta de tomate a un estrés salino, estas plantas acumularon 13.53 pg de
antocianina g, en comparacién con las plantas inoculadas con bacterias haldfilas,
redujeron (dos veces) el contenido de antocianinas. Los resultados obtenidos en el
presente trabajo muestran una baja acumulacion de Antocianina en la CML 451 (3.95 ug
de antocianina g') y ZR-76 (6.83 ug de antocianina g-') con el indculo N. drentensis CPO
4.261, a pesar del estrés salino (200 mM de NaCl), estos resultados coinciden con lo
reportados por Haque et al., (2022). De igual manera, Zilaie et al., (2022) han realizado
la evaluacién de bacterias haldfilas (Bacillus pumilus HR 'y Zhihengliuella halotolerans
SB) para conocer el efecto al alivio del estrés, midiendo la acumulacidon de antocianina
en plantas de Nitraria schoberi, demostrando que, al inocular con las cepas, la planta
aumenta la concentracion de antocianina y a pesar del estrés las bacterias mejoraron el
crecimiento de las plantas. La cepa N. drentensis CPO 4.261 demostro aliviar el estrés
salino acumulando una baja concentracion de antocianina y promoviendo el crecimiento

vegetal.
5.4.2 Contenido de clorofila

Para la linea CML 451, los resultados mostraron que con 0 y 100 mM de NaCl no se
observaron diferencias significativas (Tukey, p<0.05), sin embargo, a 200 mM de NaCl el
control y la inoculacion de N. drentensis CPO 4.261 permitieron la sobrevivencia de las
plantas y mostraron la mayor concentracion de clorofila en comparacion a los

tratamientos.
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En el hibrido ZR-76 en ausencia de NaCl el tratamiento con fertilizante redujo su
contenido, observando diferencias significativas con respecto al control, el cual resulto
con mayor concentracion de clorofila. A una concentracion de 100 mM de NaCl las
plantas inoculadas con las cepas B. stratosphericus CPO 4.278 y Bacillus sp. CPO 4.277
resistieron al estrés por salinidad y permitieron el mayor contenido de clorofila, sin
embargo, a una concentracion mas alta de 200 mM de NaCl la inoculacion de cepa N.
drentensis CPO 4.261 resulto con mayor concentraciéon de clorofila y la unica que

permitio la sobrevivencia de las plantas.

Por ultimo, en el criollo San Pablefio amarillo en ausencia de NaCl las plantas tratadas
con el fertilizante resulto con mayor contenido de clorofila total, observando diferencia
significativa con respecto a los otros tratamientos excepto con las plantas tratadas con
Bacillus sp. CPO 4.277. A las concentraciones de 100 y 200 Mm de NaCl la inoculacién
de las plantas con las cepas Bacillus sp. CPO 4.277 o N. drentensis CPO 4.261
permitieron obtener un aumento significativo en el contenido de clorofila en comparacién
con el resto de los tratamientos, que presentaron un efecto negativo sobre las plantas

causando su muerte.
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Figura 26. Efectos de las bacterias haldfilas (Bacillus sp. CPO 4.277, B. stratosphericus CPO
4.278 y N. drentensis CPO 4.261) y fertilizante, sobre el crecimiento de tres tipos de maiz (Linea
CML 451, hibrido ZR-76 y criollo San Pablefio amarillo), con riegos de diferentes concentraciones
de NaCl (0, 100 y 200 mM). Evaluando Clorofila Total después de los 40 dias. Letras diferentes

71



encima del diagrama de barraras por concentracion de salinidad en cada variedad, son
estadisticamente diferentes segun la prueba de Tukey (Tukey, p<0.05).

En general, los resultados nos indican que dependiendo de la variedad de maiz los
efectos de la salinidad va a variar en el contenido de clorofila. En la linea resistente (CML
451) el control sobrevivié a la concentracidon mas alta de NaCl evaluada, sin embargo,
no encontrando diferencias con respecto a las plantas tratadas con |la cepa N. drentensis
CPO 4.261. Contrarios a estos resultados, Ullah et al (2015) reportaron un aumento en
el contenido de clorofila en plantas de maiz por la inoculacion de las cepas Bacillus sp.
y Bacillus pumilus en comparacién con el tratamiento control bajo condiciones de
salinidad a 100 mM de NaCl. De igual manera, Misra y Chauhan (2020) reportaron un
aumento del contenido de clorofila total por la inoculacion de la cepa Bacillus safensis
NBRI12M.

5.4.3 Contenido de prolina

En cuanto al contenido de prolina en las hojas se observaron diferencias significativas
(Tukey, p<0.05) en las plantas tratadas dependiendo del grado de estrés, a mayor
contenido de prolina mayor estrés causado por la salinidad. En la linea CML 451 en
ausencia de NaCl el control, la inoculacion de Bacillus sp. CPO 4.277 o N. drentensis
CPO 4.261 redujeron significativamente el contenido de prolina en hoja en comparacion
con el resto de los tratamientos, sin embargo, al aumentar la concentracion de NaCl (100
Mm), la inoculacion de la cepa B. stratosphericus CPO 4.278 disminuyo
significativamente el contenido de prolina en hojas, en comparacién con la inoculacién
de la cepa Bacillus sp. CPO 4.277. A una concentracion de 200 mM de NacCl el control y
la inoculacion de la cepa N. drentensis CPO 4.261 permitieron la sobrevivencia de las
plantas y no se encontraron diferencias significativas en el contenido de prolina en las
hojas entre ambos tratamientos (Tukey, p<0.05). En el hibrido ZR-76 en ausencia de
NaCl los tratamientos no mostraron diferencia significativa, sin embargo, en comparacion
con la linea CML 451 (resistente) la concentracion de prolina fue menor. A 100 mM de
NaCl la inoculacién con B. stratosphericus CPO 4.278 o Bacillus sp. CPO 4.277
permitieron aumentar la tolerancia a la salinidad ya que fueron los unicos tratamientos

que permitieron la sobrevivencia de las plantas, en tanto que, a 200 mM de NaCl, la
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inoculacién con la cepa N. drentensis CPO 4.261 resulto ser el unico tratamiento que
permitié la sobrevivencia de las plantas. Para el criollo San Pablefio amarillo, en ausencia
a NaCl no se observaron diferencias significativas, sin embargo, en las concentraciones
de 100 y 200 mM de NaCl la inoculacion de las cepas Bacillus sp. CPO 4.277 y N.
drentensis CPO 4.261 fueron los unicos tratamientos que permitieron la sobrevivencia
de las plantas (Figura 27).
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Figura 27. Efectos de las bacterias haldfilas (Bacillus sp. CPO 4.277, B. stratosphericus CPO
4.278 y N. drentensis CPO 4.261) y fertilizante, sobre el crecimiento de tres tipos de maiz (Linea
CML 451, hibrido ZR-76 y criollo San Pablefio amarillo), con riegos de diferentes concentraciones
de NaCl (0, 100 y 200 mM). Evaluando la produccion Prolina en hojas después de los 40 dias.
Letras diferentes encima del diagrama de barraras por concentracion de salinidad en cada
variedad, son estadisticamente diferentes segun la prueba de Tukey (p<0.05).

En el contenido de prolina en raiz, en ausencia de NaCl en la linea CML451 la inoculacion
con N. drentensis CPO 4.261 redujo significativamente el contenido de prolina en
comparacion con el resto de los tratamientos, sin embargo, a 100 mM de NaCl la
aplicacién de los tratamientos redujo el contenido de prolina en comparacién con el
control. A 200 mM la inoculacion de N. drentensis CPO 4.261 y el control fueron los
unicos tratamientos que permitieron las sobrevivencias de las plantas. En el hibrido ZR-
76 en ausencia de NaCl, la inoculacién con Bacillus sp. CPO 4.277 resulto en un aumento
significativo en el contenido de prolina en raiz en comparacion con el resto de los

tratamientos, sin embargo, a 100 mM de NaCl fue uno de los tratamientos que
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permitieron la sobrevivencia de las plantas. A 200 mM de NaCl la cepa N. drentensis
CPO 4.261 fue el unico tratamiento que permitié la sobrevivencia de las plantas. Por
ultimo, en el criollo San Pablefio amarillo en ausencia de NaCl no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos, sin embargo, a una concentracién de 100
y 200 mM de NaCl la inoculacion de las cepas N. drentensis CPO 4.261 y Bacillus sp.
CPO 4.277 permitieron la sobrevivencia de las plantas a pesar de la salinidad por NaCl
(Figura 28).
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Figura 28 Efectos de las bacterias haldfilas (Bacillus sp. CPO 4.277, B. stratosphericus CPO
4.278 y N. drentensis CPO 4.261) y fertilizante, sobre el crecimiento de tres tipos de maiz (Linea
CML 451, hibrido ZR-76 y criollo San Pablefio amarillo), con riegos de diferentes concentraciones
de NaCl (0, 100 y 200 mM). Evaluando la produccién Prolina en raiz con respecto a las variables
fisiologicas después de los 40 dias. Letras diferentes encima del diagrama de barraras por
concentracion de salinidad en cada variedad, son estadisticamente diferentes segun la prueba
de Tukey (Tukey, p<0.05).

En general, la inoculacién de N. drentensis CPO 4.261 y Bacillus sp. CPO 4.277 permitio
la sobrevivencia de las plantas cuando se indujo a estrés por salinidad (100 y 200 mM
de NaCl), sin embargo, comparado con el control en ausencia de NaCl (0 de NaCl) no
se observé una diminucion en el contenido de prolina en ambos 6rganos vegetales tanto
de raiz como en hoja no se redujo sustancialmente por efecto de la inoculacién.
Similarmente, Ullah et al (2015) encontraron un mayor contenido de prolina al inocular

las plantas con Bacillus sp. y Bacillus pumilus con respecto al control. De igual manera
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Misra y Chauhan (2020) report6 una concentracion de 30 ug/ml para el control y Bacillus
safensis NBRI12M con 7 pg/ml, observando una disminucion en la concentracion de
prolina en las plantas de maiz. Por otro lado, la inoculacion de bacterias halotolerantes
en cultivos Z. mays influyo en la produccion de enzimas antioxidantes. Por ejemplo, las
plantas que crecieron bajo estrés por salinidad exhibieron la acumulacién de prolina
como un soluto compatible para retener el agua que, de lo contrario, podria perderse
debido al entorno hipertonico circundante. (Forni et al 2017; Raheem et al., 2018).

5.4.4 Contenido de azucares totales solubles

En cuanto al contenido de azucares totales solubles en la linea CML 451 se observd
diferencias significativas (Tukey, p<0.05) entre los tratamientos en ausencia de NaCl. La
inoculacion de N. drentensis CPO 4.261 permiti6 aumentar significativamente el
contenido de azucares totales solubles en comparacién con los otros tratamientos. En
100 mM de NaCl no se observo diferencias significativas entre los tratamientos, sin
embargo, a 200 mM la inoculacion de N. drentensis CPO 4.261 y el control fueron los
unicos tratamientos que permitieron la sobrevivencia de las plantas por efecto de la

salinidad.

En el hibrido ZR-76 en ausencia de NaCl no se observaron diferencias significativas entre
los tratamientos (Tukey, p<0.05), sin embargo, a 100 mM de NaCl la inoculacion de las
cepas Bacillus sp. CPO 4.277 y B. stratosphericus CPO 4.278 presentaron el mayor
contenido de azucares solubles ya que fueron los unicos tratamientos que permitieron la
sobrevivencia de las plantas. A 200 mM de NaCl el unico tratamiento que permitio la
sobrevivencia de las plantas al estrés salino fue por la inoculacion con N. drentensis CPO
4.261.

En el criollo San Pablefio amarillo en ausencia de NaCl no se observaron diferencias
significativas, sin embargo, en las concentraciones de 100 y 200 mM de NaCl la
inoculacién de las cepas Bacillus sp. CPO 4.277 o N. drentensis CPO 4.261 permitieron
la supervivencia de las plantas a pesar del estés salino por lo que presentaron el mayor
contenido de azucares totales solubles (figura 29).
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Figura 29 Efectos de las bacterias haldfilas (Bacillus sp. CPO 4.277, B. stratosphericus CPO
4.278 y N. drentensis CPO 4.261) y fertilizante, sobre el crecimiento de tres cultivos de maiz
(Linea CML 451, hibrido ZR-76 y criollo San Pablefio amarillo), con riegos de diferentes
concentraciones de NaCl (0, 100 y 200 mM). Evaluando la acumulacién de Azucares solubles
después de los 40 dias. Letras diferentes encima del diagrama de barraras por concentracion de
salinidad en cada variedad, son estadisticamente diferentes segun la prueba de Tukey (Tukey,
p<0.05).

En general, los resultados encontrados en las variables fisiolégicas indican que las
plantas tratadas con la cepa N. drentensis CPO 4.261, resulto con mayor contenido de
antocianina, clorofila total y azucares solubles; la misma cepa resulto con menor
acumulacién de prolina (hoja y raiz) en la linea CML 451, hibrido ZR-76 y Criollo San
Pablefio amarillo) y concentraciones de NaCl (100 y 200 mM) en comparacion con el
control, sin embargo, Bacillus sp. CPO 4.277 resulto con mayor concentracion de
azucares solubles en el criollo San Pablefio amarillo a una concentracion de 200 mM de
NaCl. Se ha documentado que la salinidad afecta la fotosintesis principalmente a través
de una reduccioén en el area foliar, el contenido de clorofila, la conductancia estomatica
y, en menor medida, una disminucién en la eficiencia del fotosistema Il (Saddiq et al.,
2021). Sin embargo, Kusale et al. (2021) encontraron que la inoculacién de la cepa
Klebsiella variicola al cultivo de maiz, mejord los niveles de osmolitos incluyendo una
disminucién de la prolina, y un amento de azucares y aminoacidos en comparacioén con
el control no inoculado. Estos autores indican que estos resultados podrian deberse a la
produccion de exopolisacaridos (EPS) por las bacterias, ya que estos polisacaridos
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pueden no solo secuestrar los iones toxicos, sino también promover la formacién de
biopeliculas en las superficies de las raices de las plantas, restringiendo asi el exceso
de Na+ en las raices y evitando que las condiciones salinas afecten a las plantas (Dodd
y Perez-Alfocea 2012; Choudhary et al. 2016; Habib et al. 2016). Este mecanismo podria
estar ocurriendo durante la inoculacion de las bacterias Bacillus sp. CPO 4.277 o N.
drentensis CPO 4.261, las cuales significativamente mejoran el crecimiento de las
plantas y las variables morfo-fisioldégicas evaluadas, ademas redujeron los niveles de
prolina en raiz y hoja y CE en el suelo. Por lo tanto, podrian ser utilizadas a futuro como

biofertilizantes en cultivos de maiz sometidos con estrés por salinidad.
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VL. CONCLUSION

En el presente trabajo se realizé una evaluacion in vitro de 39 cepas bacterianas haldfilas,
para determinar su actividad promotora de crecimiento vegetal. En la seleccion inicial, 15
cepas bacterias fueron capaces de producir acido indol acético (AlA). De las cuales, solo
las cepas Neobacillus drentensis CPO 4.261, Bacillus stratosphericus CPO 4.278 y
Bacillus sp. CPO 4.277 presentaron efectos promotores de crecimiento vegetal in vitro al

fijar nitrogeno y solubilizar fosfatos.

Estas tres cepas se evaluaron in vivo en tres cultivos de maiz (linea CML 451, hibrido
ZR-76 y criollo San Pablefio amarillo) bajo diferentes concentraciones de salinidad. La
linea CML 451 mostro resistencia a la salinidad a una concentracion de 200 mM de NaCl
en comparacion con el hibrido ZR-76 y criollo San Pablefio amarillo. La inoculacién de
las cepas N. drentensis CPO 4.261 y Bacillus sp. CPO 4.277 en la linea CML 451, hibrido
ZR-76 y criollo San Pablefio amarillo, presentaron un efecto positivo en el crecimiento de
las plantas, aumentando la altura de las plantas, el diametro del tallo, la longitud de la
raiz, en biomasa aérea y biomasa radical, en comparacion con los tratamientos con
fertilizante y control. De igual manera, en las variables fisiolégicas (contenido de prolina,
azucares, clorofila total y antocianina) estas cepas presentaron un efecto positivo bajo
condiciones de salinidad. En la linea CML451, hibrido ZR-76 y criollo San pablefio, a la
concentracion mas alta de NaCl (200 mM), la cepa N. drentensis CPO 4.261 disminuyo
el estrés salino al presentar el menor contenido de prolina y el mayor contenido de
azucares, antocianinas y clorofila total en comparacion con el control. Esto se debe a
que esta es una bacteria clasificada como halofilo moderado (1000 mM de NacCl)

También, los datos indican que las cepas evaluadas no solamente promueven el
crecimiento vegetal, sino también disminuyen la conductividad eléctrica, lo que se
traduce como una disminucion en el contenido de salinidad en el suelo. En la linea CML
451 y criollo San Pablefio amarillo, la cepa Bacillus sp. CPO 4.277 redujo los valores de
CE, en tanto que, el hibrido ZR-76 la cepa N. drentensis CPO 4.261 presento este efecto.

Por lo tanto, la inoculacion de las cepas N. drentensis CPO 4.261 y Bacillus sp. CPO
4.277 pueden promover el crecimiento de las plantas y reducir el estrés salino en la linea
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CML451, hibrido ZR-76 y criollo San Pablefio amarillo. Esto puede deberse a que son
capaces de disminuir la CE en el suelo y, por lo tanto, reducir la concentracion de
salinidad en el suelo. Estos resultados muestran el gran potencial de estas cepas para
ser utilizada como biofertilizante a futuro en suelos bajo condiciones de salinidad en el

cultivo de maiz.
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VII. PERSPECTIVAS

Evaluar en las bacterias seleccionadas su capacidad enzimatica para producir ACC
Desaminasa, para corroborar que estas bacterias tienen la capacidad de promover
el crecimiento en plantas influenciadas por algun estrés abidtico

Determinar otras variables fisiologicas como la produccion enzimatica de Catalasa,
Peroxidasa y Super oxido dismutasa, enzimas importantes de respuesta al estrés
salino.

Realizar pruebas de resistencia a antibidticos de las cepas seleccionadas, esto
permitira conocer el nivel de resistencia de los antibidticos ante las cepas a inocular
y asi evitar en ingreso a la cadena alimentaria.

Evaluar la cepa N. drentensis CPO 4.261 en campo con condiciones de salinidad de

suelo para determinar su efecto en el crecimiento y produccion del cultivo de maiz.
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