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Podopterus mexicanus Humb. & Bonpl.
Polygonaceae. “Rompe capa”. Arboles o
arbustos de 1.5-6.0 m de altura, ramas con
espina terminal, braquiblastos, hojas fascicu-
ladas, flores blancas a verdosas en fasciculos,
y frutos cubiertos por el perianto externo que
forma alas delgadas y largamente decurrentes
hacia el pedicelo. Crece en bosques tropica-
les caducifolios y bosques espinosos, sobre
suelo rocoso negro derivado de rocas igneas.
En elevaciones de 550-760 m. Florece de
abril a mayo y fructifica de junio a sep-
tiembre. Se distribuye desde México hasta
Centroamérica. En México se encuentra en
los estados de Colima, Guerrero, Oaxaca,
Puebla, Tamaulipas, Veracruz y Yucatan. Se
utiliza como planta melifera y para lefia.

Podopterus mexicanus Humb.& Bonpl.
Polygonaceae. "Rompe capa”. Trees or
shrubs 1.5-6.0 m tall, branches with a
terminal spine, brachyblasts, fasciculate
leaves, white to greenish flowers in fascicles,
and fruit covered by the external perianth
that forms thin wings and longly decurrent
towards the pedicel. It grows in tropical
deciduous forests and thorny forests, on
black, rocky soil derived from igneous rocks.
At elevations of 550-760 m. Blossoms from
April to May and bears fruit from June to
September. 1t is distributed from Mexico to
Central America. In Mexico it is found in the
states of Colima, Guerrero, Oaxaca, Puebla,
Tamaulipas, Veracruzand Yucatan. It is used
as a melliferous plant and for firewood.

por/by Rafael Fernandez Nava



INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

Director General: Dr. Arturo Reyes Sandoval
Secretario General: Mtro. Juan Manuel Cantu Vazquez
Secretario Académico: Dr. David Jaramillo Vigueras
Secretario de Extension e Integracion Social: Dr. Luis Alfonso Villa Vargas
Secretario de Investigacion y Posgrado: Dra. Laura Arreola Mendoza
Secretario de Servicios Educativos: Dra. Ana Lilia Coria Paez
Secretario de Administracion: M. en C. Javier Tapia Santoyo

Director de Educacion Superior: Mtro. Mauricio Igor Jasso Zaranda

ESCUELA NACIONAL DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Directora:

Dra. Yadira Rivera Espinoza

Subdirectora Académica:
M. en C. Martha Patricia Cervantes Cervantes
Subdirector Administrativo:
Ing. Raul Chavez Alvircio
Jefe de la Seccion de Estudios de Posgrado e Investigacion:
Dr. Gerardo Aparicio Ozores
Subdirector de Servicios Educativos e Integracion Social:

Dr. Felipe Neri Rodriguez Casasola

POLIBOTANICA, Afio 27, No. 53, enero-junio 2022, es una publicacion semestral editada por el Instituto Politécnico Nacional,
a través de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas. Unidad Profesional Lazaro Cardenas, Prolongacion de Carpio y Plan de
Ayala s/n, Col. Santo Tomas C.P. 11340 Delegacion Miguel Hidalgo México, D.F. Teléfono 57296000 ext. 62331.
http://www.herbario.encb.ipn.mx/, Editor responsable: Rafael Ferndndez Nava. Reserva de Derechos al Uso Exclusivo del
Titulo No. 04-2015-011309001300-203. ISSN impreso: 1405-2768, ISSN digital: 2395-9525, ambos otorgados por el Instituto
Nacional del Derecho de Autor. Responsable de la tltima actualizacion de este nimero, Unidad de informatica de la ENCB del
IPN, Rafael Fernandez Nava, Unidad Profesional Lazaro Cardenas, Prolongacion de Carpio y Plan de Ayala s/n, Col. Santo
Tomas C.P. 11340 Delegacion Miguel Hidalgo México, D.F.

Las opiniones expresadas por los autores no necesariamente reflejan la postura del editor de la publicacion.

Queda estrictamente prohibida la reproduccion total o parcial de los contenidos e imagenes de la publicacion sin previa autorizacion
del Instituto Politécnico Nacional.



REVISTA BOTANICA INTERNACIONAL DEL INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

EDITOR EN JEFE
Rafael Fernandez Nava

EDITORA ASOCIADA
Maria de la Luz Arreguin Sanchez

COMITE EDITORIAL INTERNACIONAL

Christiane Anderson
University of Michigan
Ann Arbor. Michigan, US

Heike Vibrans
Colegio de Postgraduados
Estado de México, México

Graciela Calderon de Rzedowski
Instituto de Ecologia del Bajio
Paztcuaro, Mich., México

Theodore S. Cochrane
University of Wisconsin
Madison, Wisconsin, US

Hugo Cota Sanchez
University of Saskatchewan
Saskatoon, Saskatchewan, Canada

Fernando Chiang Cabrera
Universidad Nacional Autonoma de México
Ciudad de México, México

Thomas F. Daniel
California Academy of Sciences
San Francisco, California, US

Francisco de Asis Dos Santos
Universidad Estadual de Feira de Santana
Feira de Santana, Brasil

Carlos Fabian Vargas Mendoza
Instituto Politécnico Nacional
Ciudad de México, México

José Luis Godinez Ortega
Universidad Nacional Autdbnoma de México
Ciudad de México, México

José Manuel Rico Ordaz
Universidad de Oviedo
Oviedo, Espaiia

Edith V. Gomez Sosa
Instituto de Botanica Darwinion
Buenos Aires, Argentina

Jorge Llorente Bousquets
Universidad Nacional Autonoma de México
Ciudad de México, México

Delia Fernandez Gonzalez
Universidad de Ledn
Leon, Espana

Jerzy Rzedowski Rotter
Instituto de Ecologia del Bajio
Patzcuaro, Mich., México

Luis Gerardo Zepeda Vallejo
Instituto Politécnico Nacional
Ciudad de México, México

Claude Sastre
Muséum National d Histoire Naturelle
Paris, Francia

Mauricio Velayos Rodriguez
Real Jardin Botanico
Madrid, Espaia

Noemi Waksman de Torres
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
Monterrey, NL, México

Julieta Carranza Veldzquez
Universidad de Costa Rica
San Pedro, Costa Rica

Tom Wendt
University of Texas
Austin, Texas, US

DISENO Y FORMACION ELECTRONICA
Luz Elena Tejeda Herndndez

OPEN JOURNAL SYSTEM Y TECNOLOGIAS DE LA INFORMACION
Pedro Araoz Palomino



Toda correspondencia relacionada con la revista debera ser dirigida a:

Dr. Rafael Fernandez Nava
Editor en Jefe de

POLIB®&TANICA

Departamento de Botanica

Escuela Nacional de Ciencias Biologicas, Instituto Politécnico Nacional
Apdo. Postal 17-564, CP 11410, Ciudad de México

Correo electronico:
polibotanica@gmail.com

rfernan@ipn.mx

Direccion Web

http://www.polibotanica.mx

POLIBOTANICA es una revista indexada en:

CONACYT, indice de Revistas Mexicanas de Investigacion Cientifica y Tecnologica
del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia.

SciELO - Scientific Electronic Library Online.
Google Académico - Google Scholar.
DOAJ, Directorio de Revistas de Acceso Publico.
Dialnet portal de difusion de la produccion cientifica hispana.
REDIB Red Iberoamericana de Innovacion y Conocimiento Cientifico.

LATINDEX, Sistema regional de informacion en linea para revistas cientificas de América
Latina, el Caribe, Espana y Portugal.

PERIODICA, Indice de Revistas Latinoamericanas en Ciencias.

s CONACYT
i




POLIB€TANICA

Nam. 53: 211-218 Enero 2022 ISSN electrénico: 2395-9525

% Polibotanica

PO [LIBETANICA ISSN electronico: 2395-9525
polibotanica@gmail.com
Instituto Politécnico Nacional
México
http://www.polibotanica.mx

EFECTOS DE Bacillus subtilis CEPAS
GBO3 y IN937b EN EL
CRECIMIENTO DE MAIZ
(Zea mays L.)

EFFECTS OF Bacillus subtilis
STRAINS GBO3 AND IN937b ON
THE GROWTH OF CORN
(Zea mays L.)

Gutiérrez-Calvo, A.E.; A. Gutiérrez Estrada; C.L. Miceli-Méndez y M.A. Lépez-
Miceli.

EFECTOS DE Bacillus subtilis CEPAS GBO3 y IN937b EN EL CRECIMIENTO DE
MAIZ (Zea mays L.).

EFFECTS OF Bacillus subtilis STRAINS GBO3 AND IN937b ON THE GROWTH OF
CORN (Zea mays L.).

POLIBE€TANICA Num. 53: 211-218 México. Enero 2022
Instituto Politécnico Nacional DOI: 10.18387/polibotanica.53.14

Este es un articulo de acceso abierto bajo la licencia Creative Commons 4.0
Atribucién-No Comercial (CC BY-NC 4.0 Internacional).

211



POLIBETANICA

Nam. 53: 211-218 Enero 2022 ISSN electrénico: 2395-9525

EFECTOS DE Bacillus subtilis CEPAS GBO3 y IN937b EN EL CRECIMIENTO DE MAIZ (Zea mays L.).

EFFECTS OF Bacillus subtilis STRAINS GBO3 AND IN937b ON THE GROWTH OF CORN (Zea mays L.).

Gutiérrez-Calvo, A.E.;
A. Gutiérrez Estrada;
C.L. Miceli-Méndez
y ML.A. Lopez-Miceli.

EFECTOS DE Bacillus subtilis
CEPAS GBO3 y IN937b EN
EL CRECIMIENTO DE
MAIZ (Zea mays L.).

EFFECTS OF Bacillus subtilis
STRAINS GBO3 AND IN937b
ON THE GROWTH OF
CORN (Zea mays L.).

POLIBE€TANICA

Instituto Politécnico Nacional

Nuam. 53: 211-218. Enero 2022

DOI:
10.18387/polibotanica.53.14

A.E. Gutiérrez-Calvo
Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas.

A. Gutiérrez Estrada
Facultad de Agronomia de la Universidad Autonoma de Chiapas

C.L. Miceli-Méndez/ clara.miceli@unicach.mx
M.A. Lépez-Miceli
Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas

RESUMEN: La utilizacion de agroquimicos sintéticos para la produccion de maiz (Zea
mays L.) genera riesgos a la salud, ademas de: interrupcion del ciclo ecoldgico natural
de los nutrientes, contaminacién ambiental y destruccion de comunidades biologicas.
Por ello, la presente investigacion tuvo como objetivo evaluar los efectos de las cepas
GBO3 y IN937b de Bacillus subtilis en el crecimiento de plantas de Z. mays. Durante
el experimento se realizaron tres inoculaciones de las cepas, una el dia de la siembra,
otras a los 15 dias y la ultlma en los 30 dias posterlores Ambas cepas se inocularon a

concentraciones de 1x10 UFCemL" y 1x10 UFCemL", evaluandose cinco
tratamientos: cuatro tratamientos experimentales y un testigo, con 18 repeticiones cada
uno, utilizando una semilla por repeticion. Los tratamientos que contenian las cepas
GBO3 a 10® UFCemL" y IN937b a 10’ UFCemL" de B. subrilis presentaron los
efectos mas significativos en el crecimiento del Z. mays para un peso total de 11.29 g
en ambos tratamientos, y 6.58 g para el testigo. Asi mismo, la totalidad de los
tratamientos experimentales incrementaron significativamente la biomasa de las
plantas, (Valor p< 0.05 en el test de Kruskal-Wallis) aplicado debido a la falta de
homogeneidad de varianza. Los resultados obtenidos demostraron diferencias
significativas en la capacidad de las cepas para estimular positivamente el crecimiento
en Z. mays.

Palabras clave: Biofertilizante, rizobacterias, PGPR, rizosfera, crecimiento.

ABSTRACT: The use of synthetic fertilizers for production of corn (Zea mays L.)
generates health risks, interruption of natural ecological cycle of nutrients,
environmental contamination and destruction of biological communities, therefore, the
present research aimed to evaluate the effects of Bacillus subtilis strains GBO3 and
IN937b on the growth of maize plants. During the experiment, three inoculations of the
strains were carried out, one on the day of sowing, others more at 15 and 30 days later,
both strains were tested at concentrations of 1x10” CFUemL™" and 1x10® CFU OmL'l,
evaluating five treatments, four experimental treatments and one control, each with 18
repetitions, using one seed per repetition, for a total of 90 experimental units, the
treatments containing the GBO3 strains at 10° CFU emL™ and IN937b at 10’ CFU
emL" of B. subtilis showed effects more marked in growing of Z. mays, with a total
weight of 11.29 g in both treatments, and 6.58 g in the control treatment, likewise, all
the experimental treatments significantly increased biomass and plant development,
agree with Kruskal-Wallis test (p< 0.05) applied for non-homogeneous variances, the
results of this research showed that the strains have the ability to stimulate positively
the growth Z. mays.

Key words: Rhizobacteria; Zea mays; Bacillus subtilis; Plant growth promoting
bacteria.
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INTRODUCCION

Z. mays es uno de los cereales mas cultivados en el mundo (Agbodjato et al., 2018), y debido a
ello, existe una alta demanda del grano, lo cual ha derivado en practicas de cultivo asociadas al
uso intensivo de productos agroquimicos sintéticos, que a su vez, han generado una
disminucion de la fertilidad del suelo (Amogou et al., 2018), contaminacién ambiental, riesgos
a la salud, interrupcion del ciclo ecologico natural de los nutrientes y la destruccion de
comunidades bioldgicas (Bhardwaj et al., 2017).

Tomando en consideracion estas problematicas, durante los tltimos afios se han desarrollado e
implementado diversas técnicas y practicas que promueven la restauracion del equilibrio
bioloégico de los suelos, una de estas alternativas es el uso de rizobacterias promotoras de
crecimiento vegetal (Plant growth promoting rhizobacteria, PGPR), que producen alteraciones
de toda la comunidad microbiana en el nicho de la rizosfera a través de la produccion de
diversas sustancias (Kloepper er al., 1980). aportando beneficios como, tolerancia al estrés por
sequia, salinidad y biético, ademas de incrementar la absorcion de nutrientes, mejorar la tasa de
germinacion, estimular el crecimiento de las plantas mediante produccion de fitohormonas,
mejora del suelo, biorremediacion de metales pesados y contaminantes, ademas de modular los
metabolitos secundarios de las plantas (Basu et al., 2021).

Las PGPR actfian directamente sobre las plantas facilitando la adquisicion de recursos como
nitrogeno, fosforo y minerales esenciales a través de la fijacion biolégica de nitrégeno, la
solubilizaciéon de fosfato y el secuestro de hierro por el siderdéforo, respectivamente, o
modulando los niveles de hormonas vegetales como auxinas, giberelinas (GA), citoquininas
(CK) y oxido nitrico (NO), o bien, de manera indirecta con la competencia en la rizésfera, la
resistencia sistémica inducida (ISR) y biosintesis de fitohormonas relacionadas con el estrés
como el acido jasmonico (JA), cadaverina (Cad) o con el catabolismo del etileno como la
enzima l-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa (Parray et al., 2016).

En este sentido, se han realizado diversos trabajos sobre ¢l efecto de las PGPR en Z. mays,
Kumar et al., (2020) evaluaron el efecto de las nanoparticulas de plata y Bacillus cereus LPR2
sobre el crecimiento de Z mays determinaron que ambos pueden ser empleados como
bioinoculantes y estimulantes del crecimiento y, B. cereus LPR2 como un inhibidor de
crecimiento de patogenos, por su parte Ferreira ef al., (2018) realizaron un estudio sobre el
efecto de B. subtilis en la mejora a la tolerancia del Z. mays a la sequia, analizando cuatro
niveles de salinidad, encontraron que la salinidad influye negativamente en el crecimiento de Z.
mays, sin embargo, la inoculacion de B. subtilis mejora el crecimiento de las plantas en
condiciones de salinidad al igual disminuye los dafios bioquimicos. Mientras que, (Ahmad et
al., 2019), empled Bacillus aryabhattai S10 'y Bacillus subtilis ZM63 como bioinoculantes en
frijol y Z. mays, encontrando que ambas cepas aumentan el crecimiento de las plantas y el
estado nutricional.

Considerando lo antes mencionado, y bajo la hipotesis de que el uso de las cepas GBO3 o
IN937b de B. subtillis promueven la organogénesis en plantas de Z. mays, la presente
investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de B. subtillis en el crecimiento de Z. mays.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y microorganismos

El presente trabajo se desarrolld en dos fases, durante la primera fase se realizo la reactivacion
de las cepas de IN937b y GBO3 de B. subtilis en agar de soya tripticaseina (TSA - tryptic soy
agar) a una temperatura de 20 °C durante 24 horas (h), y posteriormente, se cultivaron colonias
aisladas en caldo soya tripticaseina (TSB - tryptic soy broth) durante 24 h a 28 °C en un
agitador orbital a 150 rpm, luego las células se cosecharon por centrifugacion a 8000 x g y se
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7 8
resuspendieron en agua destilada estéril a una concentracion 1x10 UFCemL™ y 1x10
UFCemL™" (Pulido Jiménez, 2016), previo a la inoculacion en una variedad criolla de Z. mays
L. llamada Campedn, de la region Frailesca, Chiapas, México. La determinacion de la
poblacion bacteriana se realizo con la técnica del Niimero Mas Probable (NMP) (Ranganayaki
et al., 2006). Las cepas fueron donadas por el Laboratorio del Departamento de Entomologia y
Patologia Vegetal de la Universidad de Alburn Estados Unidos.

Tratamientos

Para la determinacion de los tratamientos se empled un disefio de bloques al azar, para cinco
tratamientos, cuatro de ellos experimentales y un testigo, cada tratamiento constdo de 18
repeticiones, el experimento tuvo una duracion de 40 dias contados a partir de la siembra de las
semillas. Los procesos de preparacion del indculo, desinfeccion de semilla e inoculacion se
describen mas adelante.

Tabla 1. Tratamientos para la determinacion del efecto de la aplicacion de las cepas IN937b y GBO3 de

B. subtilis en plantas de Z. mays.

Tratamientos Bacillus subtilis Concentraciones Unidades Experimentales
Tl GB03 10" UFCemL" 18
T2 GB03 10° UFCemL" 18
T3 IN937b 10" UFCemL" 18
T4 IN937b 10 UFCemL" 18
T5 TESTIGO Agua destilada 18

Las soluciones bacterianas se aplicaron en tres fases, la primera fue la inoculacion previa a la
siembra de las semillas, la segunda 15 dias posteriores a la siembra, ésto durante la etapa de
trasplante a macetas y la tercera fue 30 dias posteriores a la siembra, los procedimientos de
inoculacion, siembra y trasplante se detallan mas adelante.

Desinfeccion e inoculacion de la semilla

Se realizd la seleccion de semillas de tamafio similar, para posteriormente desinfectarlas
mediante inmersion en una solucion de hipoclorito de sodio comercial (Cloralex®) al 6%
durante 2 min, en agitacion constante para favorecer el contacto del agente de esterilizacion.
Una vez finalizada la agitacion se retir6 el hipoclorito de sodio por decantacion, y se realizaron
tres lavados con agua destilada estéril con una duracion de 1 min cada uno (Canto-Martin et al.,
2004; Reyes et al., 2008).

Una vez desinfectadas las semillas, se sumergieron en 500 mL de la solucion bacteriana o en
agua destilada de acuerdo al tratamiento, durante 20 min, posterior a ello las semillas se
sembraron a 3 cm de profundidad en charolas de germinacién de 70 cavidades (cavidad 6 cm de
diametro por 15 cm de profundidad) con 1 semilla por cavidad; el sustrato empleado fue
Peat moss (Premier ®) previamente esterilizado en autoclave a 15 PSI durante 15 minutos y
humedecido con agua corriente, finalizada la siembra se agregaron 5 mL de la
solucidon respectiva al tratamiento de cada semilla. Las charolas se llevaron a un
invernadero tipo capilla de 9 m de ancho, con una altura de 3 m al canaléon y 4.5 m al
zenit con cubierta plastica y malla sombra del 40%, con una temperatura maxima de
30°C, una minima de 20 °C y humedad relativa del 65%, las charolas se colocaron en
estructuras metalicas que las mantuvieron separadas del suelo, el riego se realizd
manualmente hasta el trasplante (Canto-Martin et al., 2004; Garcia-Olivares et al.,
2007).
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Trasplante

A los 15 dias posteriores a la siembra, las plantas de Z. mays se trasplantaron a macetas de
plastico de 20 cm de didmetro por 15 cm de profundidad, el sustrato empleado consistio en 50%
de Peat moss (Premier ®) y 50% de tierra negra previamente esterilizados en autoclave a 15
PSI durante 15 minutos (Sanchez-Lopez et al., 2012).

Al momento del trasplante las raices de cada planta fueron sumergidas durante 1 min en la
solucion respectiva a su tratamiento; una vez trasplantadas se aplicaron 10 mL de solucion
correspondiente junto al tallo. Las macetas se colocaron en estructuras metalicas en invernadero
y se regaron manualmente de forma homogénea con 300 mL de agua por unidad experimental,
con un intervalo de 3 dias; 15 dias después del trasplante se aplicaron 10 mL de la solucion del
tratamiento correspondiente.

Una vez finalizado el periodo de 40 dias posteriores a la siembra de las semillas, se retiraron

manualmente las plantas de las macetas y removieron los restos de sustrato sacudiendo las
raices cuidadosamente, para posteriormente medir los siguientes parametros (Tabla 2).

Tabla 2. Parametros y criterios de medicion del crecimiento en Z. mays L.

Parametros Método

Longitud del tallo/parte aérea (cm)

Longitud de raiz (cm)

Diametro del tallo (cm)

Peso fresco del tallo/parte aérea (g)

Peso Total (g)

Se midi6 desde la base del tallo hasta el apice de la hoja mas
nueva, con un vernier digital Traceable®

Se midi6 desde la base de las raices hasta la punta de la raiz
mas larga, con un vernier digital Traceable®

Se midi6 el diametro basal del tallo con un vernier digital
Traceable®

Se determind pesando el tallo con sus hojas en una balanza
analitica Ohaus®.

Se determiné retirando los residuos de sustrato del sistema

Peso fresco de la raiz (g) radical para después pesar todas las raices en una balanza

analitica Ohaus®.

Se determind pesando la parte aérea y el sistema radical de
cada planta con una balanza analitica Ohaus®.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos se sometieron a un analisis de Kruskal-Wallis (p< 0.05) debido a que no
presentaban homogeneidad de varianza, aunado a lo anterior se aplico6 un contraste multiple de
rangos LSD mediante el programa Statgraphics Centurion XV.

RESULTADOS

En el presente estudio se observo que las cepas B. subtilis GBO3 y IN937b presentan efectos
sobre el crecimiento general de plantulas de Z. mays (Tabla 3), obteniéndose pesos de raiz de
7.3 y 6.67 g para los tratamientos 2 y 3, respectivamente (cepas GBO3 1x10° UFCemL™” y
IN937b 1x 10’ UFCemL™), superando los 3.54 g del testigo, si bien existié un mayor peso en
las raices de las plantulas, esto no se vio reflejado en su longitud (P=0.2532).
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En lo referente al peso del tallo, la totalidad de los tratamientos experimentales presentaron una
media significativamente superior al testigo siendo los tratamientos 2 y 3 los de mayor peso con
3.99 y 4.62 g, respectivamente, mientras que el testigo presenté un peso de 3.04 g, por otra
parte para el didmetro del tallo el Ginico tratamiento estadisticamente diferente del testigo fue el
tratamiento 3, con un promedio de 0.6 cm, que representa un incremento del 20% respecto al
tratamiento testigo, los resultados obtenidos muestran ademas un incremento en el peso total,
siendo los tratamientos 2 y 3 los mayores, ambos con 11.29 g, mismos que equivalen a un
incremento del 72% respecto a los 6.58 g del testigo (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto de las cepas GBO3 y IN937b de B. subtilis en el crecimiento de plantas de Z. mays.

Tratamiento

Longitud de Peso de raiz Longitud de Diametro de
raiz (mm) (g) tallo (mm) tallo (mm)

Peso de tallo (g) Peso total (g)

Tl

T2

T3

T4

T5

67.92+20.84 a  6.03+2.36 bc * 18.6+1.98 ab 0.51+£0.08 a 3.8 +1.13 b* 9.84+3.23 b*

82.75€17.77 ¢ 7.3£2.02¢c * 21.6+3.86 cd 0.54+0.07 ab 3.99+0.84 be* 11.29+2.34 b*

75.96+13.67 bc  6.67+1.39 be * 23.67+3.15 d* 0.6+0.06 b* 4.62+0.65 c* 11.2941.57 b*

78.17421.08 bc  5.95+1.37b * 16.51+£3.44 a* 0.51+0.09 a 3.95+0.97 b* 9.91£2.05 b*

73.03+18.32 be 3.54+1.41 a 19.97+4.18 be 0.5+0.05 a 3.04+0.67 a 6.58+1.79 a

Medias con letras diferentes pertenecen a grupos estadisticamente heterogéneos (Tukey, alfa= 0.05). Los valores
después del signo =+ corresponden a la desviacion estandar de la media. * Diferencias estadisticamente significativas
con respecto al testigo, mediante contraste miltiple de Duncan.

DISCUSION

Los resultados obtenidos sefialan que las cepas B. subtilis GBO3 y IN937b, presentan efecto
sobre el peso de las raices de Z. mays, obteniéndose un peso significativamente mayor (P=
5.5X10°), sin embargo en la longitud de la raiz no se observaron diferencias estadisticamente
significativas (P= 1.661). El incremento en peso de la raiz coincide con los resultados
reportados por Rodriguez-Hernandez et al., (2020) quienes obtuvieron un mayor peso fresco,
ésto podria deberse a que de acuerdo con lo referido por Garcia et al., (2015) las cepas tienen la
capacidad de solubilizar fosfatos, produciendo un aumento en el crecimiento y el contenido de
fosforo en los tejidos de las plantas. Otros estudios han caracterizado bacterias endofiticas de
raices de Z. mays entre ellas Bacillus sp. cuyas cepas presentan caracteristicas positivas en la
fijacion de nitrogeno mediante la caracterizacion del gen 16S rDNA, donde cuatro cepas
presentan caracteristicas positivas para la produccion de nitrégeno (Rodriguez-Hernandez et al.,
2020).

Por otra parte la cepa GBO3 ha sido reportada como una cepa con la capacidad de producir
compuestos organicos implicados en la interrupcion del la produccion de etileno mediante la
enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa, (Choudhary er al., 2011), la
interrupcion en la produccion del etileno permite mejorar el crecimiento general de las plantas
al aumentar su capacidad de fitoextraccion y mejorar la movilidad de los metales pesados y
aumentar su biodisponibilidad mediante la liberacion de agentes quelantes, acidificacion,
solubilizacién de fosfato y cambios redox (Parray et al., 2016), ademads de evitar la generacion
de etileno y con ello los procesos de senescencia derivados del mismo. Por lo que, la inhibicién
del etileno es en si un estimulo para el crecimiento. Por tanto, el incremento general del peso de
la planta es el resultado de este conjunto de estimulos.
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Lo anterior concuerda con lo observado en otros 6rganos, ya que el crecimiento de las plantas
inoculadas fue mayor en la longitud (P=1.4x107), didmetro (P=1.9x10") y peso de los tallos
(P=1.9x107). Estos resultados concuerdan con lo reportado por Garcia er al., (2015), quienes
lograron incrementar la longitud y peso seco del tallo de Z. mays mediante el empleo de
especies del género Bacillus. De igual manera Rojas-Badia et al., (2020), emplearon cepas de
Bacillus en Z. mays obteniendo plantas con mayor vigor.

Uno de los compuestos mas importantes para la obtencion de plantas vigorosas es el nitrogeno,
en este sentido se ha demostrado que los efectos benéficos de los microorganismos rizosféricos
estan relacionados con la fijacion del mismo, en el caso del género Bacillus, se consideran
fijadores de dinitrogeno, por lo que se utilizan en la promocion del crecimiento de plantas de
maiz, ademas, Rojas ef al. (2016) demostraron que la totalidad de las cepas de Bacillus de su
estudio presentaron capacidad para crecer en medios carentes de nitrogeno y fijarlo,
permitiendo asi obtener plantas mas vigorosas.

CONCLUSIONES

A nivel de invernadero las inoculaciones de B. subtilis cepas GBO3 y IN937b presentan efectos
estimuladores en el crecimiento de plantas de Z. mays, de la variedad Campedn de la region
Frailesca, Chiapas, México incrementando el peso total, el peso fresco en raiz y la longitud,
diametro y peso fresco en tallo. Siendo cepas promisorias para la promocion del crecimiento
vegetal.
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RESUMEN: La utilizacion de agroquimicos sintéticos para la produccion de maiz (Zea
mays L.) genera riesgos a la salud, ademas de: interrupcion del ciclo ecoldgico natural
de los nutrientes, contaminacién ambiental y destruccion de comunidades biologicas.
Por ello, la presente investigacion tuvo como objetivo evaluar los efectos de las cepas
GBO3 y IN937b de Bacillus subtilis en el crecimiento de plantas de Z. mays. Durante
el experimento se realizaron tres inoculaciones de las cepas, una el dia de la siembra,
otras a los 15 dias y la ultlma en los 30 dias posterlores Ambas cepas se inocularon a

concentraciones de 1x10 UFCemL" y 1x10 UFCemL", evaluandose cinco
tratamientos: cuatro tratamientos experimentales y un testigo, con 18 repeticiones cada
uno, utilizando una semilla por repeticion. Los tratamientos que contenian las cepas
GBO3 a 10® UFCemL" y IN937b a 10’ UFCemL" de B. subrilis presentaron los
efectos mas significativos en el crecimiento del Z. mays para un peso total de 11.29 g
en ambos tratamientos, y 6.58 g para el testigo. Asi mismo, la totalidad de los
tratamientos experimentales incrementaron significativamente la biomasa de las
plantas, (Valor p< 0.05 en el test de Kruskal-Wallis) aplicado debido a la falta de
homogeneidad de varianza. Los resultados obtenidos demostraron diferencias
significativas en la capacidad de las cepas para estimular positivamente el crecimiento
en Z. mays.

Palabras clave: Biofertilizante, rizobacterias, PGPR, rizosfera, crecimiento.

ABSTRACT: The use of synthetic fertilizers for production of corn (Zea mays L.)
generates health risks, interruption of natural ecological cycle of nutrients,
environmental contamination and destruction of biological communities, therefore, the
present research aimed to evaluate the effects of Bacillus subtilis strains GBO3 and
IN937b on the growth of maize plants. During the experiment, three inoculations of the
strains were carried out, one on the day of sowing, others more at 15 and 30 days later,
both strains were tested at concentrations of 1x10” CFUemL™" and 1x10® CFU OmL'l,
evaluating five treatments, four experimental treatments and one control, each with 18
repetitions, using one seed per repetition, for a total of 90 experimental units, the
treatments containing the GBO3 strains at 10° CFU emL™ and IN937b at 10’ CFU
emL" of B. subtilis showed effects more marked in growing of Z. mays, with a total
weight of 11.29 g in both treatments, and 6.58 g in the control treatment, likewise, all
the experimental treatments significantly increased biomass and plant development,
agree with Kruskal-Wallis test (p< 0.05) applied for non-homogeneous variances, the
results of this research showed that the strains have the ability to stimulate positively
the growth Z. mays.

Key words: Rhizobacteria; Zea mays; Bacillus subtilis; Plant growth promoting
bacteria.

212



POLIBETANICA

Nam. 53: 211-218 Enero 2022 ISSN electrénico: 2395-9525

INTRODUCCION

Z. mays es uno de los cereales mas cultivados en el mundo (Agbodjato et al., 2018), y debido a
ello, existe una alta demanda del grano, lo cual ha derivado en practicas de cultivo asociadas al
uso intensivo de productos agroquimicos sintéticos, que a su vez, han generado una
disminucion de la fertilidad del suelo (Amogou et al., 2018), contaminacién ambiental, riesgos
a la salud, interrupcion del ciclo ecologico natural de los nutrientes y la destruccion de
comunidades bioldgicas (Bhardwaj et al., 2017).

Tomando en consideracion estas problematicas, durante los tltimos afios se han desarrollado e
implementado diversas técnicas y practicas que promueven la restauracion del equilibrio
bioloégico de los suelos, una de estas alternativas es el uso de rizobacterias promotoras de
crecimiento vegetal (Plant growth promoting rhizobacteria, PGPR), que producen alteraciones
de toda la comunidad microbiana en el nicho de la rizosfera a través de la produccion de
diversas sustancias (Kloepper er al., 1980). aportando beneficios como, tolerancia al estrés por
sequia, salinidad y biético, ademas de incrementar la absorcion de nutrientes, mejorar la tasa de
germinacion, estimular el crecimiento de las plantas mediante produccion de fitohormonas,
mejora del suelo, biorremediacion de metales pesados y contaminantes, ademas de modular los
metabolitos secundarios de las plantas (Basu et al., 2021).

Las PGPR actfian directamente sobre las plantas facilitando la adquisicion de recursos como
nitrogeno, fosforo y minerales esenciales a través de la fijacion biolégica de nitrégeno, la
solubilizaciéon de fosfato y el secuestro de hierro por el siderdéforo, respectivamente, o
modulando los niveles de hormonas vegetales como auxinas, giberelinas (GA), citoquininas
(CK) y oxido nitrico (NO), o bien, de manera indirecta con la competencia en la rizésfera, la
resistencia sistémica inducida (ISR) y biosintesis de fitohormonas relacionadas con el estrés
como el acido jasmonico (JA), cadaverina (Cad) o con el catabolismo del etileno como la
enzima l-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa (Parray et al., 2016).

En este sentido, se han realizado diversos trabajos sobre ¢l efecto de las PGPR en Z. mays,
Kumar et al., (2020) evaluaron el efecto de las nanoparticulas de plata y Bacillus cereus LPR2
sobre el crecimiento de Z mays determinaron que ambos pueden ser empleados como
bioinoculantes y estimulantes del crecimiento y, B. cereus LPR2 como un inhibidor de
crecimiento de patogenos, por su parte Ferreira ef al., (2018) realizaron un estudio sobre el
efecto de B. subtilis en la mejora a la tolerancia del Z. mays a la sequia, analizando cuatro
niveles de salinidad, encontraron que la salinidad influye negativamente en el crecimiento de Z.
mays, sin embargo, la inoculacion de B. subtilis mejora el crecimiento de las plantas en
condiciones de salinidad al igual disminuye los dafios bioquimicos. Mientras que, (Ahmad et
al., 2019), empled Bacillus aryabhattai S10 'y Bacillus subtilis ZM63 como bioinoculantes en
frijol y Z. mays, encontrando que ambas cepas aumentan el crecimiento de las plantas y el
estado nutricional.

Considerando lo antes mencionado, y bajo la hipotesis de que el uso de las cepas GBO3 o
IN937b de B. subtillis promueven la organogénesis en plantas de Z. mays, la presente
investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de B. subtillis en el crecimiento de Z. mays.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y microorganismos

El presente trabajo se desarrolld en dos fases, durante la primera fase se realizo la reactivacion
de las cepas de IN937b y GBO3 de B. subtilis en agar de soya tripticaseina (TSA - tryptic soy
agar) a una temperatura de 20 °C durante 24 horas (h), y posteriormente, se cultivaron colonias
aisladas en caldo soya tripticaseina (TSB - tryptic soy broth) durante 24 h a 28 °C en un
agitador orbital a 150 rpm, luego las células se cosecharon por centrifugacion a 8000 x g y se
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resuspendieron en agua destilada estéril a una concentracion 1x10 UFCemL™ y 1x10
UFCemL™" (Pulido Jiménez, 2016), previo a la inoculacion en una variedad criolla de Z. mays
L. llamada Campedn, de la region Frailesca, Chiapas, México. La determinacion de la
poblacion bacteriana se realizo con la técnica del Niimero Mas Probable (NMP) (Ranganayaki
et al., 2006). Las cepas fueron donadas por el Laboratorio del Departamento de Entomologia y
Patologia Vegetal de la Universidad de Alburn Estados Unidos.

Tratamientos

Para la determinacion de los tratamientos se empled un disefio de bloques al azar, para cinco
tratamientos, cuatro de ellos experimentales y un testigo, cada tratamiento constdo de 18
repeticiones, el experimento tuvo una duracion de 40 dias contados a partir de la siembra de las
semillas. Los procesos de preparacion del indculo, desinfeccion de semilla e inoculacion se
describen mas adelante.

Tabla 1. Tratamientos para la determinacion del efecto de la aplicacion de las cepas IN937b y GBO3 de

B. subtilis en plantas de Z. mays.

Tratamientos Bacillus subtilis Concentraciones Unidades Experimentales
Tl GB03 10" UFCemL" 18
T2 GB03 10° UFCemL" 18
T3 IN937b 10" UFCemL" 18
T4 IN937b 10 UFCemL" 18
T5 TESTIGO Agua destilada 18

Las soluciones bacterianas se aplicaron en tres fases, la primera fue la inoculacion previa a la
siembra de las semillas, la segunda 15 dias posteriores a la siembra, ésto durante la etapa de
trasplante a macetas y la tercera fue 30 dias posteriores a la siembra, los procedimientos de
inoculacion, siembra y trasplante se detallan mas adelante.

Desinfeccion e inoculacion de la semilla

Se realizd la seleccion de semillas de tamafio similar, para posteriormente desinfectarlas
mediante inmersion en una solucion de hipoclorito de sodio comercial (Cloralex®) al 6%
durante 2 min, en agitacion constante para favorecer el contacto del agente de esterilizacion.
Una vez finalizada la agitacion se retir6 el hipoclorito de sodio por decantacion, y se realizaron
tres lavados con agua destilada estéril con una duracion de 1 min cada uno (Canto-Martin et al.,
2004; Reyes et al., 2008).

Una vez desinfectadas las semillas, se sumergieron en 500 mL de la solucion bacteriana o en
agua destilada de acuerdo al tratamiento, durante 20 min, posterior a ello las semillas se
sembraron a 3 cm de profundidad en charolas de germinacién de 70 cavidades (cavidad 6 cm de
diametro por 15 cm de profundidad) con 1 semilla por cavidad; el sustrato empleado fue
Peat moss (Premier ®) previamente esterilizado en autoclave a 15 PSI durante 15 minutos y
humedecido con agua corriente, finalizada la siembra se agregaron 5 mL de la
solucidon respectiva al tratamiento de cada semilla. Las charolas se llevaron a un
invernadero tipo capilla de 9 m de ancho, con una altura de 3 m al canaléon y 4.5 m al
zenit con cubierta plastica y malla sombra del 40%, con una temperatura maxima de
30°C, una minima de 20 °C y humedad relativa del 65%, las charolas se colocaron en
estructuras metalicas que las mantuvieron separadas del suelo, el riego se realizd
manualmente hasta el trasplante (Canto-Martin et al., 2004; Garcia-Olivares et al.,
2007).
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Trasplante

A los 15 dias posteriores a la siembra, las plantas de Z. mays se trasplantaron a macetas de
plastico de 20 cm de didmetro por 15 cm de profundidad, el sustrato empleado consistio en 50%
de Peat moss (Premier ®) y 50% de tierra negra previamente esterilizados en autoclave a 15
PSI durante 15 minutos (Sanchez-Lopez et al., 2012).

Al momento del trasplante las raices de cada planta fueron sumergidas durante 1 min en la
solucion respectiva a su tratamiento; una vez trasplantadas se aplicaron 10 mL de solucion
correspondiente junto al tallo. Las macetas se colocaron en estructuras metalicas en invernadero
y se regaron manualmente de forma homogénea con 300 mL de agua por unidad experimental,
con un intervalo de 3 dias; 15 dias después del trasplante se aplicaron 10 mL de la solucion del
tratamiento correspondiente.

Una vez finalizado el periodo de 40 dias posteriores a la siembra de las semillas, se retiraron

manualmente las plantas de las macetas y removieron los restos de sustrato sacudiendo las
raices cuidadosamente, para posteriormente medir los siguientes parametros (Tabla 2).

Tabla 2. Parametros y criterios de medicion del crecimiento en Z. mays L.

Parametros Método

Longitud del tallo/parte aérea (cm)

Longitud de raiz (cm)

Diametro del tallo (cm)

Peso fresco del tallo/parte aérea (g)

Peso Total (g)

Se midi6 desde la base del tallo hasta el apice de la hoja mas
nueva, con un vernier digital Traceable®

Se midi6 desde la base de las raices hasta la punta de la raiz
mas larga, con un vernier digital Traceable®

Se midi6 el diametro basal del tallo con un vernier digital
Traceable®

Se determind pesando el tallo con sus hojas en una balanza
analitica Ohaus®.

Se determiné retirando los residuos de sustrato del sistema

Peso fresco de la raiz (g) radical para después pesar todas las raices en una balanza

analitica Ohaus®.

Se determind pesando la parte aérea y el sistema radical de
cada planta con una balanza analitica Ohaus®.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos se sometieron a un analisis de Kruskal-Wallis (p< 0.05) debido a que no
presentaban homogeneidad de varianza, aunado a lo anterior se aplico6 un contraste multiple de
rangos LSD mediante el programa Statgraphics Centurion XV.

RESULTADOS

En el presente estudio se observo que las cepas B. subtilis GBO3 y IN937b presentan efectos
sobre el crecimiento general de plantulas de Z. mays (Tabla 3), obteniéndose pesos de raiz de
7.3 y 6.67 g para los tratamientos 2 y 3, respectivamente (cepas GBO3 1x10° UFCemL™” y
IN937b 1x 10’ UFCemL™), superando los 3.54 g del testigo, si bien existié un mayor peso en
las raices de las plantulas, esto no se vio reflejado en su longitud (P=0.2532).
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En lo referente al peso del tallo, la totalidad de los tratamientos experimentales presentaron una
media significativamente superior al testigo siendo los tratamientos 2 y 3 los de mayor peso con
3.99 y 4.62 g, respectivamente, mientras que el testigo presenté un peso de 3.04 g, por otra
parte para el didmetro del tallo el Ginico tratamiento estadisticamente diferente del testigo fue el
tratamiento 3, con un promedio de 0.6 cm, que representa un incremento del 20% respecto al
tratamiento testigo, los resultados obtenidos muestran ademas un incremento en el peso total,
siendo los tratamientos 2 y 3 los mayores, ambos con 11.29 g, mismos que equivalen a un
incremento del 72% respecto a los 6.58 g del testigo (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto de las cepas GBO3 y IN937b de B. subtilis en el crecimiento de plantas de Z. mays.

Tratamiento

Longitud de Peso de raiz Longitud de Diametro de
raiz (mm) (g) tallo (mm) tallo (mm)

Peso de tallo (g) Peso total (g)

Tl

T2

T3

T4

T5

67.92+20.84 a  6.03+2.36 bc * 18.6+1.98 ab 0.51+£0.08 a 3.8 +1.13 b* 9.84+3.23 b*

82.75€17.77 ¢ 7.3£2.02¢c * 21.6+3.86 cd 0.54+0.07 ab 3.99+0.84 be* 11.29+2.34 b*

75.96+13.67 bc  6.67+1.39 be * 23.67+3.15 d* 0.6+0.06 b* 4.62+0.65 c* 11.2941.57 b*

78.17421.08 bc  5.95+1.37b * 16.51+£3.44 a* 0.51+0.09 a 3.95+0.97 b* 9.91£2.05 b*

73.03+18.32 be 3.54+1.41 a 19.97+4.18 be 0.5+0.05 a 3.04+0.67 a 6.58+1.79 a

Medias con letras diferentes pertenecen a grupos estadisticamente heterogéneos (Tukey, alfa= 0.05). Los valores
después del signo =+ corresponden a la desviacion estandar de la media. * Diferencias estadisticamente significativas
con respecto al testigo, mediante contraste miltiple de Duncan.

DISCUSION

Los resultados obtenidos sefialan que las cepas B. subtilis GBO3 y IN937b, presentan efecto
sobre el peso de las raices de Z. mays, obteniéndose un peso significativamente mayor (P=
5.5X10°), sin embargo en la longitud de la raiz no se observaron diferencias estadisticamente
significativas (P= 1.661). El incremento en peso de la raiz coincide con los resultados
reportados por Rodriguez-Hernandez et al., (2020) quienes obtuvieron un mayor peso fresco,
ésto podria deberse a que de acuerdo con lo referido por Garcia et al., (2015) las cepas tienen la
capacidad de solubilizar fosfatos, produciendo un aumento en el crecimiento y el contenido de
fosforo en los tejidos de las plantas. Otros estudios han caracterizado bacterias endofiticas de
raices de Z. mays entre ellas Bacillus sp. cuyas cepas presentan caracteristicas positivas en la
fijacion de nitrogeno mediante la caracterizacion del gen 16S rDNA, donde cuatro cepas
presentan caracteristicas positivas para la produccion de nitrégeno (Rodriguez-Hernandez et al.,
2020).

Por otra parte la cepa GBO3 ha sido reportada como una cepa con la capacidad de producir
compuestos organicos implicados en la interrupcion del la produccion de etileno mediante la
enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa, (Choudhary er al., 2011), la
interrupcion en la produccion del etileno permite mejorar el crecimiento general de las plantas
al aumentar su capacidad de fitoextraccion y mejorar la movilidad de los metales pesados y
aumentar su biodisponibilidad mediante la liberacion de agentes quelantes, acidificacion,
solubilizacién de fosfato y cambios redox (Parray et al., 2016), ademads de evitar la generacion
de etileno y con ello los procesos de senescencia derivados del mismo. Por lo que, la inhibicién
del etileno es en si un estimulo para el crecimiento. Por tanto, el incremento general del peso de
la planta es el resultado de este conjunto de estimulos.
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Lo anterior concuerda con lo observado en otros 6rganos, ya que el crecimiento de las plantas
inoculadas fue mayor en la longitud (P=1.4x107), didmetro (P=1.9x10") y peso de los tallos
(P=1.9x107). Estos resultados concuerdan con lo reportado por Garcia er al., (2015), quienes
lograron incrementar la longitud y peso seco del tallo de Z. mays mediante el empleo de
especies del género Bacillus. De igual manera Rojas-Badia et al., (2020), emplearon cepas de
Bacillus en Z. mays obteniendo plantas con mayor vigor.

Uno de los compuestos mas importantes para la obtencion de plantas vigorosas es el nitrogeno,
en este sentido se ha demostrado que los efectos benéficos de los microorganismos rizosféricos
estan relacionados con la fijacion del mismo, en el caso del género Bacillus, se consideran
fijadores de dinitrogeno, por lo que se utilizan en la promocion del crecimiento de plantas de
maiz, ademas, Rojas ef al. (2016) demostraron que la totalidad de las cepas de Bacillus de su
estudio presentaron capacidad para crecer en medios carentes de nitrogeno y fijarlo,
permitiendo asi obtener plantas mas vigorosas.

CONCLUSIONES

A nivel de invernadero las inoculaciones de B. subtilis cepas GBO3 y IN937b presentan efectos
estimuladores en el crecimiento de plantas de Z. mays, de la variedad Campedn de la region
Frailesca, Chiapas, México incrementando el peso total, el peso fresco en raiz y la longitud,
diametro y peso fresco en tallo. Siendo cepas promisorias para la promocion del crecimiento
vegetal.
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