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RESUMEN

La salinidad constituye un factor limitante para la germinacién y el crecimiento inicial
del arroz (Oryza sativa L.), especialmente en regiones costeras como Tumbes. El
objetivo fue evaluar el efecto de la inoculacion con Bacillus velezensis en semillas
y plantulas sometidas a cinco niveles de salinidad (0, 5, 10, 15 y 20 dS/m). Se
evaluaron el porcentaje, la velocidad, el tiempo medio y la uniformidad de
germinacion, la altura de plantula, la longitud radicular y el indice de vigor.
Asimismo, se analizé la supervivencia mediante el método de Kaplan—Meier y
pruebas de log-rank. Los resultados evidenciaron diferencias significativas entre
tratamientos y una tendencia general de disminucién de la germinacion y el
crecimiento conforme aumento la salinidad. La inoculacion no produjo diferencias
significativas en los indices de germinacion, la longitud radicular ni el indice de vigor
dentro de cada nivel salino. Sin embargo, la altura de plantula fue significativamente
mayor en los tratamientos inoculados a 0 dS/m (24.86 frente a 20.66 cm), 5 dS/m
(22.02 frente a 19.63 cm) y 10 dS/m (18.25 frente a 15.30 cm), sin diferencias
significativas a 15 y 20 dS/m. En el analisis de supervivencia, la inoculacién se
asocié con una mayor supervivencia a 15 y 20 dS/m, con diferencias significativas
entre tratamientos; no se detectaron diferencias a 5 y 10 dS/m. En conjunto, la
salinidad afectd negativamente la respuesta germinativa y el crecimiento inicial del
arroz, mientras que la inoculacién mostro respuestas favorables en la altura bajo
salinidad baja e intermedia y en la supervivencia bajo salinidad elevada. Se
concluye que B. velezensis presenta potencial como bioinoculante para favorecer
determinados atributos del establecimiento temprano del arroz bajo estrés salino,
aunque se requieren estudios adicionales para validar su eficacia en condiciones

de campo.

palabras clave: Bacillus velezensis, Estrés salino, Arroz (Oryza sativa), Vigor de

plantulas, Supervivencia.
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ABSTRACT

Salinity is a limiting factor for rice (Oryza sativa L.) germination and early growth,
particularly in coastal regions such as Tumbes, Peru. This study aimed to evaluate
the effect of Bacillus velezensis inoculation on rice seeds and seedlings exposed to
five salinity levels (0, 5, 10, 15, and 20 dS/m). Germination percentage, mean
germination rate, mean germination time, germination uniformity coefficient,
seedling height, root length, and seedling vigor index were evaluated. Seedling
survival was also analyzed using the Kaplan—Meier method and log-rank tests. The
results revealed significant differences among treatments and an overall decline in
germination and growth as salinity increased. Inoculation did not produce significant
differences in germination indices, root length, or seedling vigor within each salinity
level. However, seedling height was significantly greater in inoculated treatments at
0 dS/m (24.86 vs. 20.66 cm), 5 dS/m (22.02 vs. 19.63 cm), and 10 dS/m (18.25 vs.
15.30 cm), whereas no significant differences were detected at 15 or 20 dS/m.
Survival analysis showed that inoculation was associated with significantly higher
survival at 15 and 20 dS/m, but no significant differences were found at 5 or 10
dS/m. Overall, salinity adversely affected rice germination and early growth, while
inoculation showed favorable responses in seedling height under low and moderate
salinity and in survival under high salinity. It is concluded that B. velezensis has
potential as a bioinoculant to improve selected traits during early rice establishment
under saline stress, although further studies are required to validate its effectiveness

under field conditions.

Keywords: Bacillus velezensis, salinity stress, Oryza sativa, seedling vigor,

survival.
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CAPITULO|

INTRODUCCION

El arroz (Oryza sativa L.) es un cultivo de importancia para la seguridad alimentaria
y la economia del Peru. Sin embargo, su crecimiento y productividad pueden verse
afectados por factores ambientales adversos, particularmente la salinidad,
originada por la acumulacion excesiva de sales solubles en el suelo o el agua de
riego (Riaz et al., 2019). Este estrés altera la absorcion de agua y nutrientes y afecta
procesos fisioldgicos esenciales para el desarrollo vegetal (Fahad et al., 2019;
Kumar et al.,, 2021), comprometiendo etapas criticas como la germinacién, el
crecimiento inicial y la supervivencia de las plantulas. Por ello, evaluar alternativas
bioldgicas que contribuyan a mejorar la respuesta del arroz frente al estrés salino,
como la inoculacién con bacterias promotoras del crecimiento vegetal, representa

una estrategia de interés para la investigacion agricola.

La germinacion y el crecimiento inicial son etapas especialmente relevantes para el
establecimiento del arroz. La exposicion a concentraciones elevadas de sales
puede dificultar la imbibicién de las semillas, retrasar la germinacion y reducir el
porcentaje de semillas germinadas, comprometiendo la disponibilidad de plantulas
para el establecimiento del cultivo (Ugarl, 2020). Asimismo, la salinidad puede
limitar el crecimiento de la parte aérea y del sistema radicular, mientras que su
efecto sobre la supervivencia puede variar segun la intensidad del estrés y la
respuesta de las plantas. Por esta razén, evaluar conjuntamente los indices de
germinacion, las variables de crecimiento y la supervivencia permite caracterizar de
manera mas integral la respuesta temprana del arroz ante diferentes niveles de

salinidad.

Frente a esta problematica, las bacterias promotoras del crecimiento vegetal,
conocidas como PGPB por sus siglas en inglés, constituyen una alternativa de

interés para investigar estrategias biolégicas que contribuyan al desarrollo de los
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cultivos bajo condiciones ambientales adversas (Mishra et al., 2021). Algunas de
estas bacterias pueden asociarse con las plantas y favorecer su desarrollo
mediante mecanismos descritos en la literatura, como la produccion de compuestos
reguladores del crecimiento, la modificacion de las condiciones de la rizosfera y la
participacion en respuestas relacionadas con el estrés. Sin embargo, sus efectos
dependen de la cepa bacteriana, la especie vegetal, las condiciones ambientales y
el método de inoculacién, por lo que es necesario evaluar su desempefio en

condiciones experimentales especificas (Allouzi et al., 2022).

Dentro de este grupo, el género Bacillus ha despertado interés por su potencial para
promover el crecimiento vegetal y favorecer la respuesta de las plantas frente a
diferentes condiciones ambientales (Mahdi et al., 2022). En particular, Bacillus
velezensis constituye una alternativa para estudiar su posible contribucion a la
respuesta del arroz frente al estrés salino. En la regién de Tumbes, donde el cultivo
de arroz tiene importancia agricola, resulta pertinente generar evidencia
experimental sobre el comportamiento de las plantulas frente a la salinidad y la
posible contribucion de inoculantes bacterianos. En el ambito de esta investigacion,
se identifica la necesidad de evaluar la respuesta de la variedad estudiada a
diferentes concentraciones salinas, tanto en semillas inoculadas con B. velezensis
como en aquellas que no recibieron el inoculante. Esta evaluacidn permitira aportar

informacion especifica para las condiciones controladas del ensayo.

En este contexto, el objetivo principal de la investigacion fue evaluar el efecto de la
inoculacion con Bacillus velezensis sobre los indices de germinacion, el crecimiento
inicial y la supervivencia de plantulas de arroz (Oryza sativa L.) sometidas a
diferentes concentraciones de salinidad. Para ello, se evalu6 el comportamiento de
semillas y plantulas inoculadas y no inoculadas bajo distintos niveles de
conductividad eléctrica, considerando los indicadores de germinacion, las variables
de crecimiento y el tiempo de supervivencia. De esta manera, se busco determinar
la contribucion de la inoculacion al desarrollo temprano del arroz e identificar las

condiciones de salinidad en las que se observaron respuestas mas favorables.
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2.1.

CAPITULOII

REVISION DE LITERATURA

SALINIZACION DE LOS SUELOS

La concentracion de sales en el suelo es uno de los principales factores
abioticos que limitan la produccion agricola a nivel mundial, ya que
ocasiona reducciones significativas en la superficie cultivable, rendimientos
y calidad de los cultivos (Shrivastava & Kumar, 2015). La salinidad hace
referencia a la concentracién de sales como; el Cloruro de sodio (NaCl),
Cloruro de calcio (CaClz2), Cloruro de magnesio (MgCl2), Sulfato de sodio
(Naz2S0s4), Sulfato de calcio (CaS04.2H20), Sulfato de magnesio (MgSOa),
etc. A menudo la salinidad del suelo se concentra en Na+ y Cl- (Stavi et
al., 2021).

Existen dos tipos de salinizacion del suelo el primero conocido como
salinizacidon primaria y es cuando la sal almacenada en el suelo o en el
agua subterranea se moviliza hacia la superficie en un proceso totalmente
natural, el otro tipo de salinizacion es la salinizacion secundaria del suelo y
es ocasionada netamente por la actividad antropogénica, este ultimo tipo
de salinizacién es la mas preocupante ya que su proceso es mucho mayor

y mas rapida en comparacion con la salinizacion primaria (Uri, 2018).

la Salinidad del suelo se cuantifica mediante la conductividad eléctrica (CE)
del extracto de saturaciéon del suelo y se generalmente se mide en
decisiemens por metro (dS/m), a mayor CE, mayor concentracion de sales

y mayor estrés salino para las plantas.

23



Tabla 1.
Clasificaciéon de Suelos salinos.

Nivel de salinidad g ..
Clasificacion

(CEe, dS/m)
<2dS/m Suelo no salino
2-4 dS/m Ligeramente salino
4-8 dS/m Moderadamente salino
8-12-16 dS/m Muy salino / fuertemente salino
>16 dS/m Extremadamente salino

Fuente: Soil Salinity and Its Management (Yuvaraj et al., 2020)

Shrivastava & Kumar (2015), consideran un suelo salino como aquel que
presenta una CE del extracto de saturacion en la zona de la raiz superior a
los 4 dS/m (aproximadamente 40 mM de NaCl a 25 °C), bajo estas
condiciones la productividad de la mayoria de los cultivos se reduce

significativamente.

2.2. IMPACTO DE LA SALINIDAD EN EL CULTIVO DE ARROZ

Liu et al. (2022), sugieren que el arroz presenta una mayor vulnerabilidad a
la salinidad en comparacidn con otros cereales, principalmente en las
etapas de germinacion y reproductiva. Por su parte, Hussain et al. (2017),
menciona que el arroz es un cultivo moderadamente sensible a la sal y su
sensibilidad varia de una especie a otra y de las etapas de crecimiento.
Ademas, destacan que la fase temprana de plantula es particularmente
vulnerable al estrés salino. De acuerdo con C. Liu et al. (2022), la salinidad
impacta en la fisiologia y bioquimica de las plantas de arroz a lo largo de
todas sus fases de desarrollo, que abarca, desde la germinacion hasta la

senescencia.

La salinidad puede tener varios efectos adversos en la fisiologia de las
plantas de arroz. Hussain et al. (2017), indican que las sales en el suelo
pueden ocasionar estrés osmoético debido a la reduccion del potencial

hidrico lo que dificulta la captacion de agua por las raices de las plantas,
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esto afecta negativamente la funcionalidad de las plantas para conservar
un equilibrio hidrico adecuado. También provocan desequilibrio i6nico en
las plantas cuando los iones de sodio (Na+) y cloruro (Cl-) pueden
acumularse en los tejidos vegetales, perturbando la homeostasis idnica,
ademas, puede reducir la absorcion y el transporte de otros nutrientes
esenciales, como el potasio (K+), calcio (Ca2+), magnesio (Mg2+) y nitrato
(NO3-). Finalmente indican que la salinidad ocasiona toxicidad iénica, iones
de sodio (Na+) y cloruro (Cl-) pueden interferir con procesos metabdlicos y
provocar dafos en las membranas celulares, disminuyendo la eficiencia

fotosintética y perturbando el crecimiento y desarrollo de las plantas.

Negréo et al. (2011), menciona al estrés oxidativo como consecuencia de
que salinidad puede desencadenar la formacion excesiva de especies
reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Species - ROS) en las plantas las
cuales pueden danar las estructuras celulares y los componentes
moleculares, como el acido desoxirribonucleico (ADN), las proteinas y los
lipidos. Ademas, mencionan que elevados niveles de sales en el suelo
pueden dificultar el movimiento de los nutrientes esenciales desde el suelo
hacia las raices, lo que puede resultar en deficiencias nutricionales en las
plantas. El estrés salino disminuye la cantidad de clorofila en las hojas, ya
sea por su degradacion o por la inhibicién de su sintesis. Ademas, este
estrés eleva la actividad de la clorofilasa (enzima que degrada la clorofila)
(Pamuta et al., 2022).

Las consecuencias desfavorables de la salinidad en el cultivo de arroz
desencadenan una serie de respuestas bioquimicas para contrarrestar las
repercusiones del estrés salino. Kordrostami et al. (2017), en su
investigacion encontraron que las plantas de arroz pueden acumular
solutos compatibles en sus tejidos, como aminoacidos prolinas y azucares
solubles para contrarrestar el estrés osmoético causado por la salinidad,
estos solutos ayudan a mantener el equilibrio osmdético y estabilizan las
proteinas y las membranas celulares. En respuesta al incremento de ROS
las plantas activan su sistema de defensa antioxidante para contrarrestar

el estrés oxidativo produciendo enzimas con actividad antioxidante, tales
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como superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), peroxidasa (POD) y
glutation peroxidasa (GPX), asi como metabolitos antioxidantes como el

glutation y los carotenoides (Pamuta et al., 2022).

La salinidad puede alterar la composicion y la fluidez de las membranas de
las células vegetales. Esto se debe a que los iones de sodio (Na+) y cloruro
(Cl-) pueden reemplazar a otros iones esenciales en las membranas, lo que
afecta su estructura y funcién. Como resultado, se pueden producir
cambios en la capacidad de las membranas para ser permeables y en los
procesos bioquimicos de los lipidos, lo que puede comprometer la
integridad celular (Basu et al., 2010). Como lo indican Parvaiz A. &
Satyawati S. (2008), la salinidad puede afectar el metabolismo de
carbohidratos en las plantas de arroz lo que en consecuencia provoca una
disminucién en la fotosintesis y una acumulacion de azucares solubles,
como sacarosa y almidén, en diferentes érganos de la planta. Estos
cambios pueden afectar el suministro de energia y los mecanismos de

crecimiento y desarrollo de las plantas.

La salinidad generalmente modifica un gran numero de procesos
metabdlicos bajo tales alteraciones, las células vegetales reducen el
desarrollo de los brotes de las plantas. y elongacion debido a la
deshidratacion. Estos cambios en el arroz resultan en el desarrollo de
sintomas de lesion visual, en un marco de tiempo de semanas y meses
(Riaz et al., 2019). Rodriguez et al. (2019) observaron que, al incrementar
las concentraciones de NaCl en plantulas de arroz, tanto la longitud del tallo
como la de la raiz se vieron significativamente afectadas. Como resultado,
la tasa de crecimiento disminuyd considerablemente cuando la
concentracion de NaCl alcanzé los 200 mM. De manera similar Hussain et
al. (2018) reportaron que, en las etapas iniciales del crecimiento, se
observo una reduccion significativa en la longitud de los brotes y la materia
seca total de la planta, alcanzando disminuciones de hasta un 63 % y 85.2
%, respectivamente, cuando las plantas se cultivaron en condiciones

salinas con 7.5 g de NaCl/kg de suelo seco. Ademas, la salinidad redujo
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significativamente el numero de macollos por planta y el area foliar durante

la etapa de maximo macollamiento.

La salinidad también alterar los componentes del rendimiento. Souza-
Lemes et al. (2016) determinaron que, bajo una concentracion de 8 mM de
NaCl se reduce la cantidad de paniculas/planta, semillas/planta, peso de
semillas/planta y peso de 1000 granos, ademas, esta concentracién de
sales contribuye a la formacién de glumas estériles; las disminuciones en
la productividad debido a la salinizacién pueden ser causadas por diversos
factores, entre ellos, una disminucién en la capacidad fotosintética inducida
y una menor acumulaciéon de nutrientes en los granos, lo que afectara
negativamente la tasa de llenado debido a un aporte insuficiente de
carbohidratos a la panicula. La salinidad puede alargar el ciclo de espigado.
Por su parte, Aguilar Portero et al. (2016), observaron que el arroz sometido
a estrés salino durante las fases vegetativa y reproductiva reduce
significativamente el numero de paniculas/m? y el nimero de granos

llenos/panicula.

2.3. SEMILLA DE ARROZ: CARACTERISTICAS, ESTRUCTURA Y
COMPOSICION

La semilla de arroz (Oryza sativa L.) es la unidad biolégica que origina una
nueva planta y corresponde botanicamente a un fruto tipo caridpside. Esta
protegida externamente por la lemmay la palea, mientras que internamente
comprende las cubiertas seminales, la capa de aleurona, el endospermo y
el embridn, estructuras cuya organizacion influye en sus caracteristicas
fisicas, nutricionales vy fisioldgicas. El endospermo constituye la principal
reserva, mientras que el embrion dara origen a la nueva planta. En
condiciones adecuadas de humedad, temperatura y oxigeno, la semilla
pasa de un estado metabdlicamente reducido a uno activo mediante la
imbibicion, movilizacion de reservas y crecimiento embrionario, iniciandose

asi la germinacion (Li et al., 2022; Hazra et al., 2024).
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La semilla de arroz presenta una organizacion especializada que permite
proteger el embridon y proporcionarle los recursos necesarios para su
desarrollo inicial. Sus principales estructuras comprenden la cascara, las
cubiertas seminales, la capa de aleurona, el endospermo y el embridn, cada
una con funciones especificas relacionadas con la proteccion,
almacenamiento de reservas y germinacion (Li et al., 2022). La cascara,
formada principalmente por la lemma y la palea, constituye la cubierta
externa y protege al grano frente a dafios mecanicos y condiciones

ambientales adversas (Li et al., 2022; Hazra et al., 2024).

Debajo de la cascara se encuentran el pericarpio y las cubiertas seminales,
que junto con la aleurona conforman parte de las capas externas del grano
y cumplen funciones protectoras, ademas de concentrar proteinas, lipidos,
minerales y diversos compuestos bioactivos. La capa de aleurona, ubicada
alrededor del endospermo, es un tejido metabdlicamente activo que
participa en el almacenamiento y movilizacion de nutrientes durante la
germinacion. Por su parte, el endospermo constituye la mayor proporcion
de la semilla y representa la principal reserva de carbohidratos,
especialmente almidén, ademas de proteinas, lipidos y minerales,
proporcionando energia y nutrientes para el crecimiento inicial del embrion
(Li et al., 2022; Hazra et al., 2024).

El embrion constituye la estructura a partir de la cual se desarrolla la nueva
planta y, aunque representa una pequefa fraccion de la semilla, presenta
elevada actividad metabdlica durante la germinacién. Contiene las
estructuras embrionarias que originaran el sistema radical y la parte aérea
de la plantula, mientras que el escutelo establece una relacién funcional
con el endospermo y participa en la movilizacién y transferencia de
nutrientes hacia el embridon. Durante las primeras etapas posteriores a la
imbibicidn, estos tejidos experimentan cambios metabdlicos y moleculares
asociados con la reactivacion del crecimiento y el establecimiento de la
plantula (Yao et al., 2024).
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Figura 1.
Estructura y principales componentes de la semilla de arroz (Oryza

sativa L.).
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Fuente: Elaboracién propia, adaptada de Mohapatra & Sahu (2022) y An
et al. (2020).

La semilla de arroz presenta una composicion quimica determinada por la
proporcion de sus diferentes tejidos, siendo el almidon el principal
componente de reserva del endospermo, constituido por amilosa vy
amilopectina. Ademas, contiene proteinas, lipidos, minerales, vitaminas y
diversos compuestos bioactivos. Las proteinas cumplen funciones
estructurales y de reserva, mientras que los lipidos participan como fuente
energética y componentes de las membranas celulares. La concentracién
de estos componentes puede variar segun el genotipo y las condiciones de
cultivo (Li et al., 2022; Hazra et al., 2024).

Durante la imbibicién, la semilla experimenta una rapida reactivacion
metabdlica que permite la movilizacion de sus reservas. La degradacion del
almidon del endospermo genera azucares que son utilizados en la
respiracion y glucolisis para proporcionar energia al embridn en

crecimiento. Paralelamente, se activan procesos relacionados con el
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metabolismo de carbohidratos, proteinas y lipidos, asi como mecanismos
de respuesta al estrés. La movilizacion eficiente de estas reservas resulta
fundamental para el crecimiento del embridn, la emergencia de la radicula
y el posterior establecimiento de la plantula (Hazra et al., 2024; Li et al.,
2022).

24. EFECTOS DE LA SALINIDAD EN LA GERMINACION Y
ESTABLECIMIENTO DE PLANTULAS DE ARROZ.

Segun, Bewley et al. (2013) La germinacion de una semilla de arroz se inicia
con la imbibicion que consiste en la absorcion de agua por la semilla, lo que
provoca su rehidratacion y activacion metabdlica. Esta etapa es esencial
para activar las enzimas como las a-amilasas y las proteasas, estas
enzimas comienzan a descomponer las reservas de almiddn y proteinas en
la semilla para proporcionar los nutrientes necesarios para el crecimiento

de la plantula.

Durante la germinacion, la semilla de arroz experimenta un aumento en la
tasa de respiracion, para favorecer la generacion de la energia requerida
para iniciar el crecimiento y desarrollo inicial de la plantula (Nonogaki,
2014). A medida que la imbibicion continua, la radicula (primera raiz)
emerge a través del pericarpio y la capa de aleurona de la semilla, esta
ruptura del revestimiento de la semilla permite que la plantula salga y se

exponga al medio ambiente (Bewley et al., 2013).

La salinidad puede tener varios efectos negativos sobre la germinacion de
las semillas y supervivencia de plantulas de arroz; de la Reguera et al.
(2020), menciona al estrés osmotico y el estrés idnico como efectos
negativos de las sales en la germinacion de semillas; el primero puede
causar una salida excesiva de agua de las células de la semilla, lo que
resulta en una deshidrataciéon y dafo celular, la falta de agua dificulta la
activacion metabdlica y los procesos de germinacion; el segundo puede

interferir con los procesos normales del movimiento de nutrientes y agua al

30



interior de la semilla, lo cual podria impactar de manera adversa la
captacion de nutrientes esenciales y la disponibilidad de agua necesaria

para la germinacion.

Ucarl (2020), senala que la presencia de sales puede incrementar
generacion de moléculas reactivas de oxigeno (ROS, por su acrénimo en
inglés) dentro de la semilla que pueden dafiar los componentes celulares,
como las proteinas, los lipidos y el material genético ADN. Este dano
oxidativo puede inhibir la germinacion al interferir con los procesos
metabdlicos y causar estrés celular. Ademas, las sales pueden alterar el
equilibrio hormonal en la semilla de arroz. L. Liu et al. (2018), encontraron
que la concentracidn de sales inhibe el proceso de germinacién en las
semillas de arroz al disminuir el contenido de giberelinas bioactivas como
G1 y G4, esta disminucion era causada por la expresion regulada al alza
de genes inactivados con GA y la expresiéon de genes biosintéticos de GA,
Ademas, la deficiencia de GA bioactiva inducida por NaCl inhibe la
germinacién de semillas de arroz al disminuir la actividad de a-amilasa a

través de la disminucion en la expresion del gen asociado a la a-amilasa.

2.5, BACTERIAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO VEGETAL Y SUS
MECANISMOS.

Las Bacterias Promotoras del crecimiento vegetal o PGPB (Plant Growth-
Promoting Bacteria) constituyen un conjunto de bacterias que colonizan el
area del suelo circundante a las raices de las plantas conocido como
rizosfera y tienen la capacidad de establecer una relacion sinérgica con las
raices de los cultivos los cuales proporcionan carbohidratos, acidos
organicos, vitaminas y minerales a través de los exudados de las raices y
a la vez, las PGPB ayudan al crecimiento de los cultivos a través de varios

mecanismos directos e indirectos (Bind et al., 2023).

Los mecanismos directos estan ligados a procesos que influyen

directamente en el crecimiento de los cultivos y pueden ser; generacion de
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compuestos reguladores de crecimiento de las plantas, incluyendo auxinas,
giberelinas, citoquininas, acido salicilico y etileno, las cuales regulan el
desarrollo de las raices y promueve el desarrollo general de la planta
(Orozco-Mosqueda et al., 2023). También destaca la solubilizacién de
minerales en el suelo, un proceso que ocurre mediante la generacion de
compuestos organicos, acidos, didoxido de carbono, iones hidroxilo, acido
sulfurico y sustancias quelatantes, facilitando asi la disponibilidad de
nutrientes esenciales como fésforo, potasio, calcio y otros micronutrientes
necesarios para los cultivos (Rehman Hakeem et al., 2020). Otro
mecanismo importante es la fijacion biolégica del nitrdgeno que consiste en
la capacidad para convertir el nitrégeno atmosférico (N2) en compuestos
nitrogenados inorganicos, como el amonio (NH4") y el nitrato (NO3’), los
cuales se incorporan al suelo y quedan accesibles para las plantas, esta
capacidad es caracteristica de las bacterias que pertenecen a los géneros
Rhizobium y Azospirillum (Aasfar Abderrahim et al., 2021). Ademas, las
bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB) producen
sideréforos, moléculas peptidicas que presentan cadenas laterales vy
grupos funcionales los cuales ofrecen ligandos con alta afinidad a la que
pueden unirse los iones férricos (Fes™) formando complejos quelatos de
hierro que mejoran la disponibilidad de este nutriente para las plantas (Patel
et al., 2023; Rehman Hakeem et al., 2020).

Los mecanismos indirectos estan relacionados con la capacidad de los
PGPB para disminuir los efectos nocivos de los patégenos y reducir el
impacto de factores de estrés abidtico sobre el crecimiento y productividad
de los cultivos, estos mecanismos incluyen; la produccién de antibidticos,
enzimas liticas y compuestos antifungicos que inhiben el crecimiento de
microorganismos patdégenos en la rizosfera a este mecanismo se le conoce
como biocontrol de patégenos (Compant et al., 2005). Algunas cepas de
PGPB tienen la capacidad de activar las defensas naturales de la planta,
haciéndola mas resistente a futuras infecciones por patégenos actuando a
manera de “vacuna” es decir provocan una Inducciéon de resistencia
sistémica (ISR) (Ramamoorthy et al., 2001). Ademas, se tiene conocimiento

que ciertas cepas de PGPB en condiciones de estrés, como la salinidad o
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sequia, ayudan a la planta a producir una amplia gama de metabolitos
secundarios, como los compuestos osmoprotectores, solutos compatibles,
exopolisacaridos (EPS) y los compuestos organicos volatiles (VOC) que
desempeinan un rol importante en la mejora de la tolerancia del estrés

salino en los cultivos (Sunita et al., 2020).

2.6. BACTERIAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO VEGETAL EN LA
AGRICULTURA

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB) son ampliamente
utilizadas en la agricultura como biofertilizantes. Estos microorganismos se
caracterizan por poseer una 0 mas cepas activas de bacterias, o una
combinacion de algas, hongos y otros microorganismos. Las PGPB
emplean mecanismos directos o indirectos para mejorar la fertilidad de los
suelos y promover el crecimiento de los cultivos, entre otros beneficios
(Rehman Hakeem et al., 2020). Se ha demostrado que estas bacterias no
solo proporcionan nutrientes a los cultivos, sino que también los protege
contra las plagas y enfermedades. Ademas, incrementan la supervivencia
de las plantas durante las primeras etapas de desarrollo y fortalecen la
resistencia de las raices (Daniel et al., 2022). Varias cepas de PGPB
también pueden estimular la tolerancia al estrés abiotico en las plantas, un
proceso conocido como cebado de la tolerancia sistémica inducida (IST).
Entre los ejemplos de IST se incluyen Tolerancia al estrés por sal, sequia,
calor y frio (Abd EI-Daim et al., 2019).

Diversos estudios sugieren que cuando las PGPB se aplican a las semillas
o directamente al suelo, en forma de inoculantes, pueden mejorar la tasa
de germinacién y el vigor de semillas, lo que favorece el rapido
establecimiento de plantulas en campo definitivo. Por ejemplo, Pérez-
Garcia et al. (2023) evidenciaron que la inmersidén de semillas de pepino
(Cucumis sativus L.) en soluciones bacterianas de los géneros Bacillus,
Acinetobacter, Pseudomonas y Sinorhizobium mejoraron

significativamente el porcentaje de germinacioén, el indice de germinacion,
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el vigor, la longitud de la plumula y radicula. Ademas, observaron un
aumento en los compuestos fitoquimicos en las plantulas. De manera
similar, Rahnama et al. (2023) comprobaron que la inoculacion de semillas
de Secale montanum con cepas de Bacillus cereus, Pseudomonas
aeruginosa, Azospirillum lipoferm y Azotobacter chroococum mejoro
significativamente los indices de vigor y calidad, incluso cuando las semillas
fueron sometidas a periodos de estrés hidrico, en comparacién con semillas

que no fueron inoculadas.

Es por ello que el uso de las PGPB en la agricultura ha ganado relevancia
debido a su potencial para ofrecer una alternativa ecolégica y sostenible.
Estas bacterias representan un aliado importante para minimizar el impacto
ambiental de la agricultura tradicional, ya que contribuyen a disminuir la
dependencia de fertilizantes y pesticidas quimicos que pueden contaminar
suelo y agua. Ademas, las PGPB favorecen a mejorar la sanidad de los
cultivos y conservacion de los suelos agricolas a largo plazo (Daniel et al.,
2022; Rehman Hakeem et al., 2020).

2.7. BACILLUS VELEZENSIS COMO PROMOTOR DEL CRECIMIENTO
VEGETAL BAJO ESTRES SALINO

Bacillus velezensis es una bacteria Gram-positiva y formadora de esporas
que posee propiedades antimicrobianas. Esta capacidad se debe a su
habilidad para producir una diversidad de enzimas, como proteasas,
celulasas vy fitasas, lo que la hace ampliamente utilizada en el control de
fitopatdégenos. Una de sus caracteristicas mas destacadas es su capacidad
para tolerar altas concentraciones de sales y su notable éxito de
colonizacion de tejidos, lo que permite actuar como bacteria epifita y
endofitica tanto en follaje como en raices (Abd El-Daim et al., 2019; Su et
al., 2024). Gracias a estas propiedades, Bacillus velezensis ha mostrado
ser util como PGPB, fortaleciendo la resistencia de los cultivos frente a
condiciones de estrés salino. En Anexos — (Tabla 19). se presenta un

resumen de estudios previos que evidencian como la inoculacion de esta
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bacteria contribuye al aumento de la tolerancia al estrés salino en diversos

cultivos.

2.8. MECANISMOS DE BACILLUS VELEZENSIS EN LA MEJORA A LA
TOLERANCIA DEL ESTRES SALINO.

Existen diversos mecanismos que usa Bacillus velezensis para aumentar
la resistencia al estrés salino en diferentes cultivos dentro de los cuales se
puede mencionar; la eliminacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
mediante la produccion de enzimas antioxidantes. El estrés por sales puede
provocar la produccién de ROS en las plantas (O2,, OH"y H202) las cuales
reaccionan con las proteinas y lipidos provocando el estrés oxidativo (OS),
para resistir el OS las plantas producen enzimas con propiedades
antioxidantes, como el superéxido dismutasa (SOD) y peroxidasa (POD),
estas enzimas mejoran la eliminacion de ROS al -catalizar su
desnaturalizacion; por lo tanto la inoculacién con B. velezensis puede
incrementar significativamente la accién de las enzimas con capacidad
antioxidantes dentro de la planta inoculadas (Bai et al., 2023; Masmoudi et
al., 2021).

Ademas de las ROS que se producen durante el estrés salino también se
produce el malondialdehido (MDA) el cual es un compuesto organico que
se genera como consecuencia de la peroxidacion lipidica, es decir, cuando
los lipidos que forman la membrana celular son dafiados por los radicales
libres, por lo tanto, el contenido de MDA en los tejidos es uno de los
marcadores mas comun del estrés por ROS y deterioro celular (Zhang et
al., 2021). Ademas, es conocido que el malondialdeido puede poseer
efectos mutagénicos y toxicos para los organismos (Cordiano et al., 2023).
En la investigacion llevada a cabo por Bai et al. (2023), encontraron que la
concentracion de MDA en plantas de lechuga inoculadas con B. velezensis
JB0319 fue significativamente menor en relacion con el grupo control no
tratado, por lo tanto, concluyeron que la inoculacion con B. velezensis
redujo en gran medida las alteraciones oxidativas de los lipidos en la

membrana celular inducida por el estrés salino.
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La inoculacion con B. velezensis puede estimular la expresion de genes
asociados con los mecanismos de defensa y adaptacion, en el estudio
realizado por Ali et al. (2022), se encontré6 que la inoculaciéon con B.
velezensis en plantas de arroz expuestas a condiciones de estrés por
salinidad existe un incremento en la expresion de genes relacionados
principalmente con la reaccion frente a factores tanto de estrés bidtico y
abidtico, genes como; Oscyp89g1 y OserF104 involucrados en la
modulacién de sefiales hormonales como el Etileno, Acido abscisico y
jasmonatos; Osdreb1f que participa en la activacion de genes asociados
con la tolerancia al estrés; el gen OSSAMDC2 responsable de codificar la
enzima S-adenosilmetionina descarboxilasa, que es clave en la sintesis de
poliamidas que contribuye a la estabilizacion de membranas. Otros
estudios como el realizado por Zou et al. (2024), evidenciaron que la
inoculacion de B. velezensis en plantas de soja incremento la expresion de
genes GmNHX 'y GmHKT relacionados con mantener el equilibrio osmotico
a nivel celular al limitar la acumulacién de Na* entre los tejidos de la planta,
adema, otros genes como; el GmAPX, GmGSH, GmGR, GmGST,
vinculados a la produccién de enzimas y compuestos antioxidantes que
defienden contra el dafio provocado por las ROS generados durante el

estrés salino.

Otro de los mecanismos, que ha sido muy documentado, es la sintesis de
sideroforos y el acido indol acético AlA, los sider6foros son compuestos de
masa molecular reducida que poseen una alta afinidad por el hierro férrico
(Fe*®) y lo convierte en formas accesibles para los cultivos, ademas de
proporcionar un suministro adecuado de hierro; por su parte el AIA es una
fitohormona auxinica que ayuda en el desarrollo de raices secundarias y
tricomas radiculares, ademas de regular la expresion de genes
involucrados en la sintesis de solutos compatibles que actuan como
osmoprotectores, también se ve involucrada en la formacion de enzimas
antioxidantes y regula la actividad de transporte de iones como el H*-
ATPasa y canales idnicos que facilitan la exclusién de Na* en las células.

Segun lo informado por Masmoudi et al. (2021), algunos BPCV se ven
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afectados por los niveles de sales lo que provoca que disminuya o se anule
la produccién de sideréforos y el AlA; sin embargo, en los resultados de su
investigacion demostraron que algunas cepas de B. velezensis mantienen
esa capacidad de producir sideroforos, AlA y proteasa bajo una dosis de
680 mM de NaCl, planteando que la inoculacion de B. velezensis puede ser

eficaz para incrementar la resistencia de las plantas al estrés salino.

La formacion de biopeliculas es otro de los mecanismos registrados que
usa B. velezensis para mejorar la resistencia frente al estrés por salinidad
en los cultivos, las biopeliculas son formaciones de comunidades
bacterianas complejas, encapsuladas en wuna matriz extracelular
compuestas principalmente por exopolisacaridos (EPS), proteinas, lipidos
y ADN extracelular. Ayaz et al. (2022); informa que el expolisacarido
formado por B. velezensis esta compuesto principalmente por 54.6% de
manosa y 45.3% de glucosa. Zou et al. (2024). aislaron los EPS de B.
velezensis y posteriormente evaluaron sus efectos en plantas de soja
expuestos a estrés por salinidad, los resultados mostraron que la
incorporacion de los EPS puede mantener el normal crecimiento de la
longitud de brotes, peso seco de brotes, area foliar, longitud de raices y

peso seco de las raices ademas mejoro la nodulacion.
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CAPITULO 1l

MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION

La investigacion se realizd en la Estacion Experimental Agraria “Los
Cedros” Instituto de Innovacion Agraria — INIA, ubicado en Av.
Panamericana km 12 — caserio los Cedros, distrito de corrales provincia y
region de Tumbes, en las coordenadas 551963.8 E y 9600184.5 N,
correspondientes al sistema de referencia espacial WGS 84 / UTM zona 17
S (EPSG: 32717).

3.2. MATERIALES

3.2.1. MATERIAL BIOLOGICO
Semilla certificada de arroz variedad INIA 515 — CAPOTENA
Cepa de Bacillus velezensis proporcionadas por AGROBIOTEC
SAC

3.2.2. MATERIALES
Tarrinas descartables de polipropileno 830 ml
Vasos de Precipitados 500 mi
Matraces 1000 ml
Placas Petri
Varilla de agitacion
Tubos de cultivo
Papel aluminio

Film para embalaje

38



Cinta de embalaje
Galoneras de 2 litros
Bolsa ziploc

Bolsas de papel Kraft
Cinta Masking tape
Libreta

Lapiz

Marcador indeleble
Hojas bond A4

Regla

3.2.3. HERRAMIENTAS Y EQUIPOS
Vernier
Atomizador
Balanza
Estufa
Potencidometro/conductimetro digital modelo EZ-9908
Camara fotografica
Computadora
GPS.

3.24. INSUMOS
Sal comun (NaCl)
Agua destilada

Arena gruesa de rio

3.3. TRATAMIENTOS

En el presente experimento se evaluaron diez tratamientos, cuya
descripcion se presenta en la (Tabla 2). Ocho tratamientos correspondieron
a la evaluacion de semillas de arroz (Oryza sativa L.) inoculadas y no
inoculadas con Bacillus velezensis bajo cuatro niveles de salinidad inducida

mediante soluciones de NaCl (5, 10, 15 y 20 dS/m). Asimismo, se
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3.4.

incluyeron dos tratamientos testigo sin adicion de NaCl (0 dS/m): el testigo
absoluto (T0a), sin inoculacion bacteriana, y el testigo referencial (TOb), con
inoculacion de B. velezensis. Esta distribucion permitié6 comparar el
comportamiento de las semillas y plantulas entre los distintos tratamientos
y evaluar las diferencias asociadas con la inoculacién bacteriana en

condiciones sin salinidad y bajo diferentes niveles de estrés salino.

Tabla 2.
Descripcion de tratamientos.
Tratamiento Clave
0 dS/m sin Bacillus velezensis TOa
0 dS/m con Bacillus velezensis TOb
5 dS/m sin Bacillus velezensis T1
5 dS/m con Bacillus velezensis T2
10 dS/m sin Bacillus velezensis T3
10 dS/m con Bacillus velezensis T4
15 dS/m sin Bacillus velezensis T5
15 dS/m con Bacillus velezensis T6
20 dS/m sin Bacillus velezensis T7
20 dS/m con Bacillus velezensis T8

Nota: TOa = Testigo Absoluto y TOb =Testigo Referencial

DISENO DE INVESTIGACION

La investigacion fue de tipo aplicada-experimental y cuantitativa, se aplico
el Método experimental para observar el efecto de la inoculacion con
Bacillus velezensis en semillas de arroz (Oryza sativa L.) expuestas a cinco
niveles de solucion con NaCl. Se dispuso de un total de 10 tratamientos
con cuatro repeticiones, distribuidos en un disefio Completamente
Aleatorizado (DCA). Se evaluaron los indices de germinacién (porcentaje
de germinacién, Velocidad media de germinacién, Tiempo medio de
germinacioén y coeficiente de uniformidad) e indices de crecimiento (altura
de plantula, longitud radicular e indice de vigor); ademas, se incluyo un
analisis de supervivencia para evaluar la probabilidad de la supervivencia

de las plantulas de arroz bajo los tratamientos estudiados. La unidad
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experimental estuvo constituida por un recipiente de polipropileno con el
sustrato y las soluciones de NaCl ensayadas. Durante el periodo de
estudio, se registro la muerte de las plantulas como el evento de interés y
los dias a la ocurrencia de este, aquellas que no experimentaron el evento

(sobrevivientes) al final del estudio fueron consideradas censuradas.

Figura 2.

Distribucion de los tratamientos y repeticiones en un DCA.

Repeticiones
- rl
r2
r3
r4

T0a/ T2 || T4 | T3 ||TOb| T6

T6 TOb | T5 |77 || T4 | T5

Bacillus velezensis
@ Inoculado

@® nNolnoculado

T3 | T7 ||TOb| T1 || T8 | T7

Concentracion de NaCl
0dS/m=T0a-T0Ob
5dS/m=T1-T2
10dS/m=T3-T4
15dS/m=T5-T6
20dS/m=T7-T8

T4 | T8 ||[TOa| T8 || T3 | T2

T1|T5|| T2 |T6 ||TOa| T1

3.4.1. Modelos estadisticos

Se aplicé el modelo estadistico general expresado en la siguiente
ecuacion:

Yl-j=,u+Tl-+£l-j

Donde:
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Y;;: variable respuesta, donde se recogeran los resultados de la unidad
experimental.

u: parametro que corresponde a la media general del modelo.

T;: es el efecto del i-ésimo Tratamiento.

g;;. error aleatorio asociado con la observacion.

Las curvas de supervivencia se estimaron mediante el método de

Kaplan—Meier, descrita por la formula:

S) = l_L:tst <1 - :ll_i>

Donde:

S(t): es la estimacion de la funcion de supervivencia en el tiempo t.
d;: es el numero de eventos en el tiempo t;.

p;: es el numero de individuos en riesgo en el tiempo ¢;.

Para evaluar la influencia de variables predictoras en la tasa de
riesgo a lo largo del tiempo se usara el Modelo de Regresién de Cox,

que se expresa matematicamente de la siguiente manera:
h(t) = ho(t) X exp(B1 Xy + B2 Xz + -+ BpXp)
Donde:

h(t): es la funcién de riesgo instantaneo en el tiempo t.

ho(t): es la funcion de riesgo de base (o linea de base) en el tiempo
t cuando todas las variables predictoras son cero.

Xy, X3, ..., Xy, - son las variables predictoras.

B1, B2, -, Bp - SON los coeficientes de regresion que representan el
cambio logaritmico en la tasa de riesgo asociada con un incremento

de una unidad en la variable correspondiente.
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3.4.2. Analisis de la varianza

Se realizo el analisis de la varianza (ANOVA) para determinar, si
existe una diferencia significativa entre los tratamientos en términos

de su efecto sobre la variable de respuesta.

Tabla 3.
Tabla del Andlisis de la varianza

Fuente de Sumade Grados de Cuadrado

variacion  cuadrados Libertad medio F
Tratamientos SS, df MS, F,
Error SSError dfgrror MSgrror
Total SSTotal dfrotal

Nota: SS = Suma de cuadrados, df = Grados de libertad, MS =
Cuadrados medios, F = Valor F

3.4.3. Evaluacion del cumplimiento de los supuestos de los residuos

Para comprobar que el modelo era el adecuado para los datos se
verificaron los supuestos de los residuos del modelo con los test

respectivos;

a) Supuesto de normalidad: se uso el test de Shapiro-Wilk por
ser el mas adecuado para muestras pequefias (menos de 50
observaciones). (Shapiro & Wilk, 1965)

b) Supuesto de independencia: Se uso el test de Durbin-Watson
para verificar si los residuos del modelo estaban
autocorrelacionados. (Durbin & Watson, 1950)

c) Supuesto de homocedasticidad: Se uso el test de Bartllet para

verificar que la varianza de los errores era constante en todas
las observaciones.(Bartlett, 1937)
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3.4.4. Pruebas post-hoc

Con el objetivo de identificar las diferencias significativas entre los
grupos, se aplicara la prueba de Tukey al 95 % de confiabilidad como
prueba post-hoc. La que proporcionara informacion detallada sobre
las diferencias especificas entre los tratamientos con la finalidad de
explorar las diferencias entre los grupos cuando al menos un valor F
del ANOVA fuese significativo.

3.5. POBLACION Y MUESTRA

La poblacion de estudio estuvo constituida por dos grupos de semillas de
arroz (Oryza sativa L.), un grupo fueron inoculadas con Bacillus velezensis
y otras constituyeron el testigo, ambos grupos fueron sometidos a distintos
niveles de NaCl. La unidad experimental estuvo constituida por 1 recipiente
de polipropileno, en las cuales se sembraron 26 semillas. Cada tratamiento
contd con cuatro unidades experimentales (repeticiones), haciendo un total
de 40 unidades experimentales, lo que represent6 un total de 1 040 semillas

(26 semillas x 4 repeticiones x 10 tratamientos).

En la evaluacion de la germinacion, se considerd la totalidad de las semillas
sembradas. El registro de datos se realiz6 de manera diaria durante un
periodo de 8 dias, que presentd protrusion visible de la radicula a través de
las estructuras que la recubren, siguiendo el criterio morfolégico empleado
en estudios de germinacion de arroz (Li et al., 2017; Ding et al., 2024). Para
el analisis del crecimiento de las plantas (10 dias), Para la evaluacion de
las variables de crecimiento, se seleccionaron al azar hasta seis plantulas
entre las emergidas en cada tarrina, las cuales constituyeron submuestras
de la unidad experimental. En estas plantas se realizaron las mediciones
correspondientes y, posteriormente, se calculé el promedio de cada
variable por tarrina, obteniéndose un unico valor por unidad experimental

para el analisis estadistico. En aquellos casos en los que el numero de
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plantulas emergidas fue inferior a seis, se evaluaron las plantas disponibles.

Por otra parte, para el analisis de supervivencia se incluyeron todas las

plantulas emergidas en cada unidad experimental, efectuandose un

seguimiento individual hasta la ocurrencia de la mortalidad o hasta el final

del periodo de evaluacion (26 dias). Las plantulas que permanecieron vivas

al finalizar el seguimiento se consideraron observaciones censuradas.

3.6. CONDUCCION DEL EXPERIMENTO

3.6.1.

3.6.2.

PREPARACION DEL SUSTRATO

Como sustrato se utilizé arena gruesa de rio, la cual fue lavada con
agua potable para eliminar impurezas y particulas finas.
Posteriormente, la arena se sometié a un tratamiento térmico en un
horno de esterilizacién por calor seco a 180 °C durante 2 horas. Una
vez finalizado el tratamiento, se dej6 enfriar y se colocé en bolsas de
polietileno de 8 um de espesor, debidamente rotuladas y cerradas,
para reducir el riesgo de contaminacioén antes de su utilizacién en el

experimento.

PREPARACION DE RECIPIENTES

Para el experimento se utilizaron tarrinas de Polipropileno
descartables con las dimensiones; diametro mayor 11,5 cm, diametro
menor 9 cm y una altura de 10 cm (830 ml de volumen), los cuales se
les lleno hasta los % de su volumen total el sustrato esterilizado.
posteriormente, se adicionaron las soluciones de NaCl, segun los

tratamientos en estudio.
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3.6.3.

3.6.4.

PREPARACION DEL INOCULANTE BACTERIANO

Elinoculante bacteriano fue proporcionado por la empresa Agriobiotec
S.A.C. en un frasco de 500 ml, cuya etiqueta consignaba la
identificacion de Bacillus velezensis y una concentracion declarada de
1 x 10" UFC/ml. La muestra se almacend bajo refrigeracion hasta su
utilizacion. Para el ensayo, se estableci6 una concentracion de trabajo
teorica de 1 x 108 UFC/ml mediante dilucion del producto original.
Anexo 3. No se dispuso de un cédigo de cepa ni de documentacion
complementaria de caracterizacion microbioldgica proporcionada por

el proveedor.

PREPARACION DE SOLUCIONES SALINAS

Las soluciones de NaCl se prepararon con agua destilada y las
cantidades de NaCl (g) necesarias para alcanzar la conductividad
eléctrica de los tratamientos ensayados, para ello, se usé la relacion
reportada por (Moliner Aramendia & Masaguer Rodriguez, 1996):

NaCl(g/1)=CE (dS/m)x0.64

Donde;
NaCl (g/1) = Cantidad de Sal en gramos por litro
CE (dS/m) = Conductividad Electrica en decisiemens por metro

0.64 = Factor de conversion

El volumen de la solucién salina aplicado a los recipientes que
contenian el sustrato, se determiné teniendo en cuenta la capacidad

de campo (CC).

Una vez preparadas, las soluciones salinas se midieron con un
conductivimetro portatil digital para verificar que sus valores de CE

correspondieran a los niveles establecidos para cada tratamiento.

46



3.6.5.

3.6.6.

Posteriormente, las soluciones se aplicaron a las bandejas que
contenian el sustrato de arena de rio previamente esterilizada,
considerando su capacidad de campo (CC) para determinar el

volumen de aplicacion.

Después de la incorporacidon de las soluciones al sustrato, se
realizaron mediciones adicionales de CE con el conductivimetro para
observar las variaciones asociadas al contacto entre la solucion salina
y el sustrato. Se registraron incrementos ligeros respecto a los valores
objetivo; por ejemplo, en el tratamiento de 5 dS/m se observé un valor
aproximado de 5,4 dS/m después de la aplicaciéon. Durante el ensayo,
se efectud un seguimiento peridédico de la CE, prestando especial
atencion a las variaciones observadas durante la reposicion de agua
destilada. Esta ultima se utilizé para reponer el agua perdida y

mantener las condiciones de humedad del sustrato.

DESINFECCION DE SEMILLAS

La superficie de las semillas de arroz fue lavada con agua destilada
tres veces y luego sumergidas completamente en una solucion con
hipoclorito de sodio al 2 % durante 15 min. posteriormente fueron
tratadas con alcohol al 70 % durante 30 min. (Kumar, et al., 2021),
seguido con enjuagues de agua destilada en un tamiz para eliminar
residuos de la solucion desinfectante, finalmente las semillas se

colocaron en papel toalla para el respectivo secado.

CONDICIONES DE GERMINACION

Los recipientes se mantuvieron a temperatura ambiente (28 — 30°C) y
no expuestas a luz directa del sol, dentro del laboratorio de Recursos
genéticos de la estacion experimental agraria “Los Cedros — INIA”,
durante la germinacion los recipientes fueron cubiertos con plastico
transparente para mantener las condiciones de humedad del sustrato

y facilitar la germinacion de las semillas.
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3.6.7.

3.6.8.

3.6.9.

INOCULACION DE SEMILLAS

Las semillas de arroz, previamente desinfectadas, se sumergieron en
una suspension bacteriana de Bacillus velezensis a una
concentracion de 1 x 108 UFC/mL durante 30 minutos, con la finalidad
de favorecer la adhesion de las bacterias a la superficie seminal. Por
su parte, las semillas correspondientes a los tratamientos sin
inoculacion bacteriana se sometieron a una inmersion en agua esteéril
durante el mismo periodo, como procedimiento de control. Finalizado
el tratamiento, las semillas se retiraron de sus respectivas soluciones

y se utilizaron para la siembra.

SIEMBRA

La siembra de las semillas de arroz se realizé en tarrinas o recipientes
de polipropileno que contenian el sustrato correspondiente. Previo a
la siembra, se adicionaron las soluciones salinas al sustrato hasta
alcanzar una lamina aproximada de 2 mm, con el fin de proporcionar
las condiciones de humedad necesarias para la germinacion.
Posteriormente, se distribuyeron 26 semillas por recipiente,

esparciéndolas uniformemente sobre la superficie del sustrato.

MANTENIMIENTO DE LA LAMINA DE HUMEDAD

Durante el periodo de germinacion, la lamina de humedad del sustrato
fue revisada diariamente. En aquellos recipientes en los que se
observo ausencia o disminucion de la lamina establecida, se adiciono
agua destilada estéril hasta restituir una lamina aproximada de 2 mm.
El uso de agua destilada tuvo como finalidad mantener las
condiciones de humedad necesarias para la germinacion sin modificar

las concentraciones de sales correspondientes a cada tratamiento.
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3.6.10.

RECOLECCION DE DATOS

Los datos de las variables evaluadas se registraron en fichas de
evaluacion durante el desarrollo del experimento. Los parametros de
germinacion se registraron cada 24 horas durante ocho dias, mientras
que las variables de crecimiento se evaluaron a los 10 dias después
de la siembra. El ensayo estuvo conformado por cuatro recipientes
por tratamiento, considerados como unidades experimentales. Para
las variables de crecimiento, las plantulas evaluadas dentro de cada
recipiente se consideraron submuestras y sus datos se resumieron

para obtener un valor representativo por unidad experimental.

Para el analisis de supervivencia, cada plantula se registrd
individualmente y el tiempo de seguimiento se contabilizé desde el dia
de la siembra, establecido como tiempo cero para todas las plantulas,
independientemente del dia en que germinaron. Por tanto, las
plantulas que germinaron en dias diferentes ingresaron al registro con
el mismo origen temporal. El seguimiento se extendié hasta el dia 26.
La muerte de cada plantula se considerd el evento de interés y se
registro el dia en que ocurrid. Las plantulas que permanecieron vivas
al finalizar el ensayo se consideraron observaciones censuradas a la

derecha, con un tiempo de censura de 26 dias.

Las curvas de supervivencia se estimaron mediante el método de
Kaplan—Meier y se compararon con la prueba de Log-rank. Asimismo,
se ajustaron modelos de riesgos proporcionales de Cox y se evaluo el
supuesto de proporcionalidad mediante los residuos de Schoenfeld.
Debido a que las plantulas estaban agrupadas en recipientes que
constituian las unidades experimentales, se reconoce la posible
dependencia entre las observaciones de un mismo recipiente. Los
analisis realizados no incorporaron un ajuste especifico para esta
dependencia, aspecto que debe considerarse al interpretar los

resultados.
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3.6.11.

ANALISIS DE DATOS

Los datos obtenidos fueron procesados y sistematizados a través de
la hoja de célculo del Programa Microsoft Excel 2021 (LTSC) Versién:
2108, donde se calcularon los indices de germinacion y vigor (Tabla
20.); Para la realizacion de los analisis estadisticos, descritos en
Modelos estadisticos, se usaron los Programas R version 4.5.0 y
Rstudio versidon 2025.5.0.496, incluyendo los paquetes, agricolae (v.
1.3.7), survival (v. 3.8.3), survminer (v. 0.5.1), ggplot2 (v. 3.5.2)
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. INDICES DE GERMINACION DE SEMILLAS DE ARROZ (ORYZA
SATIVA L.)

41.1.

PORCENTAJE DE GERMINACION - PGER (%)

El andlisis de varianza detecté diferencias significativas en el
porcentaje de germinacion (PGER) entre los diez tratamientos
evaluados (F = 5.214; p <0.001; CV = 11.27 %). En ausencia de
salinidad, el mayor porcentaje se registrd en TOa (sin inoculacion), con
87.50 %, seguido de TOb (inoculado), con 82.69 %. A 5 dS/m, los
valores fueron de 73.08 % en T1 (sin inoculacion) y 70.19 % en T2
(inoculado), mientras que a 10 dS/m alcanzaron 77.89 % en T3 y
7212 % en T4, respectivamente. A 15 dS/m, el PGER disminuy6 a
64.42 % en T5y 62.50 % en T6. Finalmente, a 20 dS/m se registraron

los menores valores, con 62.50 % en T7 y 60.58 % en T8.

La prueba de comparacién multiple de Tukey (a = 0.05) mostré que
TO0a pertenecié al grupo “a”, mientras que T7 y T8 se ubicaron en el
grupo “c”. Sin embargo, algunos tratamientos de salinidad intermedia
compartieron letras con los grupos de mayor y menor germinacion,
por lo que no todas las diferencias numéricas entre concentraciones
fueron estadisticamente significativas. En términos generales, se

observé una tendencia a la disminucién del PGER conforme aumentd
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la salinidad, particularmente a partir de 15 dS/m. Este comportamiento
coincide con lo reportado por Farooq et al. (2021), quienes
describieron una reduccion de la germinacién del arroz bajo
concentraciones crecientes de NaCl. Una explicacion posible es que
el estrés salino dificulta la absorcion de agua durante la imbibicién y
puede alterar procesos metabdlicos necesarios para la germinacion
(De la Reguera et al., 2020; Ucarli, 2020).

Respecto a la inoculacion con Bacillus velezensis, los tratamientos
inoculados presentaron valores numéricamente inferiores a sus
respectivos controles sin inoculacién en los cinco niveles evaluados.
La diferencia fue de 4.81 puntos porcentuales a 0 dS/m, 2.89 a 5
dS/m,5.77a10dS/m, 1.92a 15dS/my 1.92 a 20 dS/m. Sin embargo,
en cada nivel de salinidad, los tratamientos inoculados y no
inoculados compartieron al menos una letra en la prueba de Tukey,
por lo que no se detectaron diferencias estadisticamente significativas
atribuibles a la inoculacion. En consecuencia, aunque las medias
mostraron una tendencia numérica desfavorable para los tratamientos
inoculados, no existe evidencia estadistica suficiente para concluir

que B. velezensis redujo el porcentaje de germinacion.

Tabla 4.
ANOVA para porcentaje de germinacion - PGER (%)

Fuentes de Grados Suma de Cuadrados F . g .
i sz de . Pr(>F) significancia
variacion . cuadrados medios value
libertad
Tratamientos 9 3032 336.8 5.214 0.000274 el
Residuos 30 1938 64.6
CV=11.27%
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Tabla 5.

Comparacion de medias del porcentaje de germinacion — PGER (%)
entre tratamientos, en funcién de la inoculacion con Bacillus
velezensis y concentracion de NaCl.

Concentracion

Tratamiento PGER (%) Error estandar Grupos*

NaCl (dS/m)
TOa no inoculado 0 87.50 2.42 a
TOb  inoculado 0 82.69 2.48 ab
T1 no inoculado 5 73.08 4.16 abc
T2 inoculado 5 70.19 1.84 abc
T3 no inoculado 10 77.89 1.84 abc
T4 inoculado 10 7212 5.06 abc
T5 no inoculado 15 64.42 5.29 bc
T6 inoculado 15 62.50 6.73 c
T7 noinoculado 20 62.50 4.26 c
T8 inoculado 20 60.58 2.88

* Resultados de la prueba de comparacion multiple HSD de Tukey (a = 0.05)

Figura 3.
Comparacion de las medias del porcentaje de germinacion — PGER (%)
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4.1.2.

VELOCIDAD MEDIA DE GERMINACION - VMG (SEMILLAS
GERMINADAS/DIA)

El analisis de varianza evidencié diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos para la velocidad media de
germinaciéon (VMG) (F = 39.07; p = p <0.001), con un coeficiente
de variacion de 11.69 %. La mayor velocidad se registré en el
tratamiento sin salinidad y sin inoculacion (T0a), con 9.75 semillas
germinadas por dia, seguido del tratamiento inoculado sin salinidad
(TOb), con 9.12 semillas/dia; ambos conformaron el grupo “a” de
Tukey. A medida que aumento la salinidad, la VMG mostré una
tendencia descendente. A 5 dS/m, los valores fueron de 7.02 y 6.82
semillas/dia para los tratamientos sin inoculacion (T1) y con
inoculacion (T2), respectivamente. A 10 dS/m, se registraron 7.04
semillas/dia en T3 y 6.15 en T4. En las concentraciones de 15
dS/m, los valores fueron de 4.40 y 4.44 semillas/dia para T5 y T6,
mientras que a 20 dS/m disminuyeron a 3.34 y 3.37 semillas/dia en
T7 y T8, respectivamente. Estos resultados muestran que las
concentraciones salinas mas elevadas estuvieron asociadas con

una menor velocidad de germinacion.

La tendencia observada concuerda con Hussain et al. (2022),
quienes evaluaron diez cultivares de arroz sometidos a
concentraciones crecientes de NaCl y encontraron una reduccion
significativa de la velocidad de germinacion, especialmente en los
niveles de salinidad mas elevados. Este comportamiento puede
relacionarse con las dificultades que experimentan las semillas
para absorber agua y activar oportunamente los procesos
metabdlicos necesarios para la germinacién bajo estrés salino. No
obstante, en el presente estudio, la prueba de Tukey mostré que
no todas las concentraciones de salinidad se diferenciaron
estadisticamente entre si; por tanto, la tendencia descendente
debe interpretarse considerando los grupos de comparacion

obtenidos.
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Respecto a la inoculacion con Bacillus velezensis, los valores de
VMG fueron numéricamente inferiores a los del control sin inocular
en las concentraciones de 0, 5 y 10 dS/m, mientras que a 15y 20
dS/m fueron practicamente iguales. Sin embargo, los tratamientos
inoculados y sus respectivos controles compartieron al menos una
letra en la prueba de Tukey en todos los niveles de salinidad, lo que
indica que las diferencias no fueron estadisticamente significativas.
En consecuencia, no se encontro evidencia suficiente para afirmar
que la inoculacion aumentdé o redujo la velocidad media de

germinacion.

Esta respuesta contrasta con investigaciones en las que
determinados aislados bacterianos promotores del crecimiento
mejoraron la germinacion del arroz bajo condiciones salinas. Por
ejemplo, Gupta et al. (2023) reportaron respuestas favorables con
cepas bacterianas especificas, entre ellas Bacillus safensis,
aunque no evaluaron la misma especie bacteriana utilizada en este
ensayo. Por ello, sus resultados constituyen un antecedente
comparativo, pero no permiten anticipar una respuesta equivalente
de B. velezensis. En conjunto, los resultados indican que, bajo las
condiciones experimentales evaluadas, la salinidad estuvo
asociada con una disminucién de la VMG, mientras que la
inoculacién no produjo un efecto estadisticamente detectable sobre

este indicador.
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Tabla 6.
ANOVA para velocidad media de germinacion - VMG (semillas

germinadas / dia)
Fuentes de Grados Suma de Cuadrados F . .
i s de : Pr(>F) significancia
variacion . cuadrados medios value
libertad

Tratamientos 9 181.32 20.147 39.07 3.77 e-14 ol

Residuos 30 15.47 0.516
CV=1169%

Tabla 7.

Comparacion de medias de la velocidad media de germinacion —
VMG (semillas germinadas / dia) entre tratamientos en funcion de
la inoculacién con Bacillus velezensis y concentracion de NaCl.

Tratamiento Concentracion VMC_-.‘- (semilla§ El:ror grupos
NaCl (dS/m) germinadas / dia) estandar

TOa no inoculado 0 9.75 028 a
TOb  inoculado 0 9.12 026 a
T1 noinoculado 5 7.02 0.34 b
T2 inoculado 5 6.82 0.23 b
T3 no inoculado 10 7.04 0.38 b
T4 inoculado 10 6.15 0.19 bc
T5 no inoculado 15 4.40 0.44 d
T6 inoculado 15 4.44 0.72 cd
T7 no inoculado 20 3.34 0.22 d
T8 inoculado 20 3.37 0.19 d

* Resultados de la prueba de comparacion multiple HSD de Tukey (a = 0.05)
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4.1.3.

Figura 4.

Comparacion grafica de las medias de la velocidad media de
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TIEMPO MEDIO DE GERMINACION - TMG (DIAS)

El analisis de varianza evidencié diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos para el tiempo medio de
germinaciéon (TMG) (F = 70.01; p < 0.001), con un coeficiente de
variacion de 6.32 %. El menor TMG se registro en el tratamiento sin
salinidad y sin inoculacion (TOa), con 2.53 dias, seguido del
tratamiento inoculado sin salinidad (TOb), con 2.57 dias. A medida
que aumento la salinidad, el tiempo medio de germinacion presento
una tendencia creciente. A 5 dS/m, los valores fueron de 3.00 dias
en el tratamiento sin inoculacién (T1) y 2.97 dias en el inoculado
(T2). A10dS/m, el TMG alcanzé 3.20 dias en T3y 3.32 dias en T4.
En los tratamientos sometidos a 15 dS/m, los valores aumentaron
a4.19y 4.08 dias para T5 y T6, respectivamente; mientras que, a
20 dS/m, se registraron los mayores tiempos de germinacion, con
5.14 dias en T7 y 5.02 dias en T8. La prueba de Tukey agrupo los

(1Pt}

tratamientos de 20 dS/m en el grupo “a” y los tratamientos sin
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salinidad en el grupo “d”, lo que evidencia diferencias entre los
extremos de salinidad evaluados. Los tratamientos intermedios
presentaron grupos compartidos, por lo que no todas las

concentraciones se diferenciaron estadisticamente entre si.

El TMG se incrementé a medida que aumenté la conductividad
eléctrica, lo cual indica que, las condiciones salinas retrasaron la
germinacion de las semillas de arroz. Este resultado concuerda con
Desheva et al. (2022), quienes encontraron que el aumento de las
concentraciones de NaCl prolongé el tiempo medio de germinacion
en variedades de arroz. Asimismo, estudios sobre la respuesta de
genotipos de arroz al estrés salino han identificado el TMG como
un indicador util para reconocer respuestas de germinacion menos
favorables bajo salinidad. Fisiolégicamente, este retraso puede
relacionarse con la disminucién del potencial osmético del medio,
que dificulta la absorcién de agua por la semilla y puede ralentizar
la activacion de los procesos metabdlicos requeridos para la

germinacion.

En cuanto a la inoculacién con Bacillus velezensis, las diferencias
entre los tratamientos inoculados y sus respectivos controles fueron
pequefias y no alcanzaron significacion estadistica en ninguno de
los niveles de salinidad, debido a que cada par compartio letras en
la prueba de Tukey. A 0 dS/m, el TMG fue de 2.57 dias en las
semillas inoculadas, frente a 2.53 dias en las no inoculadas. A 5
dS/m, la inoculacion presenté un valor ligeramente menor, de 2.97
frente a 3.00 dias; a 10 dS/m, el TMG fue ligeramente mayor en el
tratamiento inoculado, con 3.32 frente a 3.20 dias. En cambio, a 15
y 20 dS/m, los tratamientos inoculados mostraron tiempos
numeéricamente inferiores a sus controles, con diferencias de 0.11
y 0.12 dias, respectivamente. No obstante, estas variaciones no
permiten atribuir a la inoculacién un efecto estadisticamente

comprobado sobre el tiempo de germinacion.
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Aunque se ha descrito que determinadas bacterias promotoras del
crecimiento vegetal pueden mejorar algunos indicadores de
germinacion del arroz bajo estrés salino, estos efectos dependen
de las cepas y de las condiciones experimentales; por ejemplo,
Gupta et al. (2023) estudiaron aislados bacterianos diferentes de B.
velezensis. En el presente ensayo, por tanto, no se encontro
evidencia estadistica suficiente para concluir que la inoculacion
acelerd o retras6 la germinacion. En conjunto, el TMG estuvo
principalmente asociado con el nivel de salinidad: Ilas
concentraciones mas elevadas se relacionaron con una
germinacién mas tardia, mientras que la inoculacién no modifico

significativamente este indicador.

Tabla 8.
ANOVA para Tiempo medio de germinacion - TMG (dias)
Fuentes de Grados Suma de Cuadrados F . g .
ey de : Pr(>F) significancia
variacion . cuadrados medios value
libertad
Tratamientos 9 32.64 3.627 70.01 <2e-16 ol
Residuos 30 1.55 0.052
CV=6.32%
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Tabla 9.

Comparacion de medias del tiempo medio de germinacion — TMG
(dias) entre tratamientos en funcioén de la inoculacién con Bacillus
velezensis y concentracion de NaCl.

Concentracion

Tratamiento TMG (dias) Error estandar grupos

NaCl (dS/m)

TOa no inoculado 0 2.53 0.04 d
TOb  inoculado 0 2.57 0.03 d
T1 no inoculado 5 3.00 0.07 cd
T2  inoculado 5 2.97 0.09 cd
T3 no inoculado 10 3.20 0.12 c
T4 inoculado 10 3.32 0.14 c
T5 no inoculado 15 4.19 0.14 b
T6 inoculado 15 4.08 0.22 b
T7 noinoculado 20 5.14 0.06 a
T8 inoculado 20 5.02 0.10 a

* Resultados de la prueba de comparacion multiple HSD de Tukey (a = 0.05).

Figura 5.
Comparacion grafica de las medias del tiempo medio de
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4.1.4.

COEFICIENTE DE UNIFORMIDAD DE GERMINACION - (CUG)

El analisis de varianza mostré diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos para el coeficiente de
uniformidad de germinaciéon (CUG) (F = 13.63; p < 0.001), con un
coeficiente de variacion de 17.86 %. El mayor valor se registré en
el tratamiento sin salinidad y sin inoculacion (TOa), con 1.52,
seguido del tratamiento inoculado sin salinidad (TOb), con 1.33.
Conforme aumentd la salinidad, el CUG presentd una tendencia
descendente: a 5 dS/m se registraron valores de 1.03 y 1.05 en los
tratamientos sin inoculacién (T1) y con inoculacién (T2),
respectivamente; a 10 dS/m, los valores fueron de 0.90 en T3 y
0.92enT4. A15dS/m, el CUG disminuy6 a0.70y 0.71en TS5y T6,
mientras que a 20 dS/m alcanzé los valores mas bajos, con 0.63
en T7 y 0.57 en T8. La prueba de Tukey ubicé a TOa en el grupo
@’y a T7 en el grupo “d”, lo que evidencia una diferencia
estadistica entre ambos tratamientos. Sin embargo, debido a que
varios tratamientos intermedios compartieron letras con otros
grupos, no todas las diferencias entre concentraciones salinas

fueron estadisticamente significativas.

La disminucién del CUG a medida que aument? la salinidad sugiere
que la germinacion se desarrollé de manera menos uniforme bajo
condiciones salinas, de acuerdo con el indice empleado en esta
investigacion. Este comportamiento puede relacionarse con las
diferencias en la respuesta de las semillas al estrés salino, que
pueden manifestarse en el momento en que germinan y en la
velocidad con la que progresa el proceso. Zhang et al. (2021), al
evaluar germoplasma de arroz bajo estrés salino, encontraron
variaciones en indicadores relacionados con la germinaciéon y el
vigor entre los materiales estudiados. Este antecedente respalda
que, la respuesta germinativa del arroz bajo salinidad no es

uniforme. No obstante, como dichos estudios no evaluaron
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necesariamente el mismo coeficiente de uniformidad utilizado en el
presente ensayo, la comparacion debe entenderse como evidencia
complementaria sobre la variabilidad de la germinacion, no como

una demostracién directa de un efecto sobre el CUG.

En cuanto a la inoculacién con Bacillus velezensis, las diferencias
numeéricas entre los tratamientos inoculados y sus respectivos
controles fueron reducidas. A 0 dS/m, el CUG fue menor en el
tratamiento inoculado (1.33) que en el no inoculado (1.52); en
cambio, a 5, 10 y 15 dS/m, los tratamientos inoculados presentaron
valores ligeramente superiores a sus controles: 1.05 frente a 1.03,
0.92 frente 2 0.90y 0.71 frente a 0.70, respectivamente. A 20 dS/m,
el tratamiento inoculado presenté un valor menor que el control, con
0.57 frente a 0.63. Sin embargo, cada par de tratamientos
compartié al menos una letra en la prueba de Tukey, por lo que
ninguna de estas diferencias fue estadisticamente significativa. En
consecuencia, no se encontrd evidencia suficiente para afirmar que
la inoculacion mejoré o redujo la uniformidad de la germinacién en

alguno de los niveles de salinidad evaluados.

Aunque investigaciones como la de Gupta et al. (2023) han
demostrado que determinados aislados bacterianos pueden
mejorar la germinacion y el vigor de plantulas de arroz bajo estrés
salino, sus resultados corresponden a microorganismos diferentes
de B. velezensis y no demuestran necesariamente un efecto sobre
el CUG. Por tanto, en el presente ensayo, la respuesta de este
indicador estuvo principalmente asociada con la tendencia
creciente de la salinidad, mientras que no se detectdé un efecto
estadisticamente significativo de la inoculaciéon. En conjunto, estos
resultados sugieren que las concentraciones salinas elevadas
estuvieron asociadas con wuna menor uniformidad de la
germinacion, aunque la magnitud de las diferencias debe

interpretarse considerando los grupos estadisticos de Tukey.
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Tabla 10.

ANOVA para el Coeficiente de uniformidad de germinacion (CUG)

Grados

Fuentes de Sumade Cuadrados F . g .
i o de . Pr(>F) significancia
variacion . cuadrados medios value
libertad
Tratamientos 9 3.412 0.3791 13.63 2.25e-08 ol
Residuos 30 0.834 0.0278
CV=17.86 %
Tabla 11.

Comparacion de medias del Coeficiente de uniformidad de
germinacion — CUG entre tratamientos en funcion de la inoculacion
con Bacillus velezensis y concentracion de NaCl.

Concentracion

Tratamiento NaCl (dS/m) CUG Error estandar grupos
TOa no inoculado 0 1.52 0.07 a
TOb inoculado 0 1.33 0.05 ab
T1  noinoculado 5 1.03 0.12 bc
T2 inoculado 5 1.05 0.11 bc
T3  noinoculado 10 0.90 0.05 cd
T4 inoculado 10 0.92 0.12 cd
T5 no inoculado 15 0.70 0.04 cd
T6 inoculado 15 0.71 0.11 cd
T7 noinoculado 20 0.63 0.02 d
T8 inoculado 20 0.57 0.06 d

* Resultados de la prueba de comparacion multiple HSD de Tukey (a = 0.05)
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Figura 6.
Comparacion grafica de las medias del Coeficiente de uniformidad

de germinacion — CUG
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4.2. CRECIMIENTO Y VIGOR DURANTE LAS PRIMERAS ETAPAS DE
DESARROLLO DEL ARROZ (ORYZA SATIVA L.)

42.1.

ALTURA DE PLANTA - ALT (cm)

El analisis de varianza mostré diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos para la altura de plantula (ALT)
(F =183.4; p < 0.001), con un coeficiente de variacion de 5.26 %.
En términos generales, la altura disminuyé conforme aumenté la
salinidad. El mayor valor se registro en el tratamiento inoculado sin
salinidad (TOb), con 24.86 cm, mientras que el menor correspondio
al tratamiento sin inoculacion a 20 dS/m (T7), con 8.80 cm. En
ausencia de salinidad, las alturas fueron de 20.66 cm en TOa y
24.86 cm en TOb. A 5 dS/m, se registraron 19.63 cm en el
tratamiento sin inoculacion (T1) y 22.02 cm en el inoculado (T2). A
10 dS/m, la altura fue de 15.30 cmen T3y 18.25 cm en T4. En los
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niveles mas elevados de salinidad, las diferencias numéricas
fueron menores: a 15 dS/m se obtuvieron 10.74 cmen TS5y 11.87
cm en T6, mientras que a 20 dS/m se registraron 8.80 cmen T7 y
9.21 cm en T8. La prueba de Tukey confirmé diferencias entre
varios tratamientos, aunque los grupos estadisticos compartidos
indican que no todas las comparaciones entre niveles salinos

fueron significativas.

La reduccion de la altura a medida que aumentd la salinidad
evidencia una respuesta desfavorable del crecimiento inicial del
arroz ante concentraciones elevadas de sales. Este
comportamiento coincide con los resultados de estudios que han
documentado disminuciones del crecimiento de las plantulas de
arroz bajo estrés salino. Por ejemplo, Kang et al. (2021)
encontraron que la salinidad redujo la longitud de los brotes y otros
parametros de crecimiento del arroz, mientras que la inoculacion
con determinados aislados bacterianos mitigd parcialmente esas
reducciones. La reduccion de la altura observada en el presente
ensayo puede estar relacionada con el estrés osmatico y los
desequilibrios i6nicos asociados a la salinidad, que limitan el
crecimiento vegetal. Sin embargo, estos mecanismos no se
midieron directamente en esta investigacion y deben considerarse

explicaciones fisiolégicas posibles.

En relacién con la inoculacién con Bacillus velezensis, la prueba de
Tukey mostré diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos inoculados y sus respectivos controles a 0, 5y 10
dS/m. En estos niveles, las plantulas inoculadas alcanzaron alturas
de 24.86, 22.02 y 18.25 cm, respectivamente, superiores a los
20.66, 19.63 y 15.30 cm registrados en los tratamientos sin
inoculacion. Las diferencias fueron de 4.20, 2.39 y 2.95 cm,
equivalentes aproximadamente a incrementos del 20.3 %, 12.2 %
y 19.3 % respecto de sus controles. En cambio, a 15 dS/m, aunque

la altura fue numéricamente superior con inoculacién (11.87 frente
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a 10.74 cm), los tratamientos compartieron una letra en la prueba
de Tukey, por lo que la diferencia no fue significativa. A 20 dS/m
tampoco se detectaron diferencias significativas entre el

tratamiento inoculado y el no inoculado (9.21 frente a 8.80 cm).

Estos resultados indican que la respuesta de la altura a la
inoculacion dependid del nivel de salinidad: se observaron
diferencias favorables en los niveles de 0, 5y 10 dS/m, pero no se
encontré evidencia estadistica de un efecto sobre la altura a 15y
20 dS/m. Este patron es comparable, en términos generales, con
investigaciones que han encontrado que determinados aislados
bacterianos promotores del crecimiento pueden mejorar la longitud
de los brotes de arroz bajo condiciones normales y salinas. Gupta
et al. (2023), por ejemplo, reportaron mejoras en el crecimiento de
plantulas inoculadas con determinados aislados bacterianos bajo
estrés salino. Asimismo, Kang et al. (2021) describieron mejoras en
la longitud de los brotes y otros atributos de crecimiento después
de inocular arroz con cepas bacterianas seleccionadas. No
obstante, estos estudios utilizaron microorganismos diferentes, por
lo que constituyen antecedentes de comparacion y no evidencia
directa sobre el mecanismo de accién de la cepa de B. velezensis

evaluada aqui.

Tabla 12.

ANOVA para la altura de plantula (ALT - cm)
Fuentes de Grados Suma de Cuadrados F . g .

i o de . Pr(>F) significancia
variacion . cuadrados medios value
libertad
Tratamientos 9 1190 132.22 183.4 <2e-16 e

Residuos 30 21.6 0.72

CV =526 %
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Tabla 13.

Comparacion de medias de la altura de planta— ALT (cm) entre
tratamientos en funcion de la inoculacion con Bacillus velezensis y
concentracion de NaCl.

Concentracion

Tratamiento ALT (cm) Error estandar grupos

NaCl (dS/m)
TOa no inoculado 0 20.66 0.55 bc
TOb  inoculado 0 24.86 0.34 a
T1 noinoculado 5 19.63 0.59 cd
T2  inoculado 5 22.02 0.71 b
T3 noinoculado 10 15.30 0.30 e
T4  inoculado 10 18.25 0.46 d
T5 no inoculado 15 10.74 0.33 fg
T6  inoculado 15 11.87 0.07 f
T7 noinoculado 20 8.80 0.17 g
T8  inoculado 20 9.21 0.29 g

* Resultados de la prueba de comparacion multiple HSD de Tukey (a = 0.05)

Figura 7.
Comparacion grafica de las medias de la altura de planta — ALT
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4.2.2.

LONGITUD RADICULAR - LONGR (cm)

El analisis de varianza mostré diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos para la longitud de raiz (LONGR)
(F =29.11; p = < 0.001), con un coeficiente de variacién de 9.81 %.
El mayor valor se registré en el tratamiento inoculado sin salinidad
(TOb), con 8.28 cm, seguido del tratamiento sin inoculacion y sin
salinidad (TOa), con 7.90 cm. En términos generales, la longitud
radicular presenté una tendencia descendente conforme aumenté la
salinidad. A 5 dS/m, se obtuvieron 6.96 cm en el tratamiento sin
inoculaciéon (T1) y 7.42 cm en el inoculado (T2). A 10 dS/m, los
valores fueron de 6.60 cm en T3y 7.83 cm en T4. A 15 dS/m, la
longitud de raiz disminuyé a 4.72 cm en T5 y 5.43 cm en T6.
Finalmente, a 20 dS/m, se registraron los menores valores, con 4.11
cm en el tratamiento sin inoculacién (T7) y 3.78 cm en el inoculado
(T8). La prueba de Tukey mostré diferencias entre algunos
tratamientos, aunque los grupos estadisticos compartidos indican
que no todas las comparaciones entre niveles de salinidad fueron

significativas.

La reduccion de la longitud radicular en las concentraciones salinas
mas elevadas sugiere que el estrés salino limitd el crecimiento de las
raices de las plantulas de arroz. Este resultado concuerda con
investigaciones que han documentado una disminucion del
desarrollo radicular bajo salinidad y han evaluado el potencial de
bacterias promotoras del crecimiento para atenuar dicha respuesta.
Por ejemplo, Kang et al. (2021) observaron que la salinidad redujo la
longitud de raiz del arroz, mientras que la inoculacion con
determinados aislados de Bacillus mejoré este atributo bajo
condiciones salinas. Asimismo, Ali et al. (2022) encontr6 que
algunas cepas de Bacillus mejoraron parametros morfologicos de las
raices de arroz tanto en condiciones normales como bajo estrés
salino. La disminucion del crecimiento radicular observada en el

presente ensayo puede relacionarse con las limitaciones en la
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absorcién de agua y los efectos del desequilibrio idnico asociados a
la salinidad. Sin embargo, dado que estos procesos fisiolégicos no
se midieron directamente, deben considerarse explicaciones
posibles y no mecanismos demostrados por los resultados

obtenidos.

En cuanto a la inoculaciéon con Bacillus velezensis, las raices de las
plantulas inoculadas presentaron longitudes numeéricamente
superiores a las de sus respectivos controles en las concentraciones
de 0, 5, 10 y 15 dS/m. Las diferencias fueron de 0.38, 0.46, 1.23 y
0.71 cm, respectivamente. En cambio, a 20 dS/m, la longitud
radicular fue 0.33 cm menor en el tratamiento inoculado que en el no
inoculado. No obstante, en todos los niveles de salinidad los
tratamientos inoculados y sus respectivos controles compartieron al
menos una letra en la prueba de Tukey. Por consiguiente, ninguna
de estas diferencias fue estadisticamente significativa y no se
encontré evidencia suficiente para afirmar que la inoculacién

modificd la longitud de raiz bajo las condiciones evaluadas.

Esta respuesta difiere parcialmente de estudios en los que
determinadas bacterias promotoras del crecimiento mejoraron
significativamente el desarrollo radicular del arroz bajo salinidad.
Kang et al. (2021), por ejemplo, reportaron incrementos en la
longitud de raiz con aislados bacterianos seleccionados, mientras
que Gupta et al. (2023) encontraron respuestas favorables en el
crecimiento radicular con bacterias especificas sometidas a estrés
salino. Sin embargo, estos estudios evaluaron cepas distintas de la
utilizada en la presente investigacion, por lo que sus resultados no
pueden extrapolarse directamente a B. velezensis. La ausencia de
diferencias significativas en este ensayo indica que los incrementos
numeéricos observados en cuatro niveles de salinidad no constituyen
evidencia estadistica de un efecto promotor sobre la longitud

radicular.
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Tabla 14.
Andlisis de varianza para longitud radicular (LONGR - cm)

Fuentes de Grados Suma de Cuadrados F . .
c . - Pr(>F) significancia
variacion . cuadrados medios value
libertad

Tratamientos 9 100.09 11.12 29.11 1.92e-12 ol

Residuos 30 11.46 0.38
CV=981%

Tabla 15.

Comparacion de medias de la longitud radicular— LONGR (cm) entre
tratamientos en funcién de la inoculacion con Bacillus velezensis
concentracion de NaCl.

Tratamiento

Concentracion | o\cp (cm) Error estandar grupos

NaCl (dS/m)
TOa no inoculado 0 7.90 0.26 ab
TOb inoculado 0 8.28 0.37 a
T1 no inoculado 5 6.96 0.34 ab
T2 inoculado 5 7.42 0.26 ab
T3 no inoculado 10 6.60 0.22 be
T4  inoculado 10 7.83 0.14 ab
T5 no inoculado 15 4.72 0.39 de
T6  inoculado 15 543 0.27 cd
T7 no inoculado 20 4.11 0.36 de
T8 inoculado 20 3.78 0.38 e

* Resultados de la prueba de comparacion multiple HSD de Tukey (a = 0.05)
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4.2.3.

Figura 8.
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INDICE DE VIGOR DE PLANTULAS (VIG)

El analisis de varianza evidenci6é diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos para el indice de vigor de
plantulas (VIG) (F = 38.25; < 0.001), con un coeficiente de variacion
de 13.81 %. El mayor valor se registré en el tratamiento inoculado
sin salinidad (TOb), con 27.45, seguido del tratamiento sin
inoculacion vy sin salinidad (TOa), con 24.74. Conforme aumento la
salinidad, el VIG present6 una tendencia descendente. A5 dS/m, los
valores fueron de 18.69 en el tratamiento sin inoculacion (T1) y 22.41
en el inoculado (T2). A 10 dS/m, se registraron 16.85 en T3y 18.87
en T4. En los tratamientos sometidos a 15 dS/m, el VIG disminuyé a
9.93 en T5y 10.81 en T6; mientras que, a 20 dS/m, se obtuvieron
valores de 8.09 en T7 y 8.01 en T8. La prueba de Tukey ubico a los
tratamientos sin salinidad en el grupo “a” y a los tratamientos de 15

y 20 dS/m en el grupo “d’, lo que evidencia una reduccidn
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significativa del vigor entre las condiciones sin salinidad y las de
mayor concentracion salina. No obstante, debido a que algunos
tratamientos de salinidad intermedia compartieron letras con otros
grupos, no todas las diferencias entre concentraciones fueron

estadisticamente significativas.

La disminucion del VIG a medida que aumentd la salinidad indica
que las condiciones salinas afectaron el desarrollo inicial de las
plantulas de arroz. Este resultado concuerda con Hussain et al.
(2022), quienes evaluaron diez cultivares de arroz bajo
concentraciones crecientes de NaCl y encontraron reducciones en
la germinacion, la longitud de brotes y raices, el peso seco y el indice
de vigor, con efectos mas intensos a 19.2 y 25.6 dS/m. Esta
correspondencia sugiere que el estrés salino puede limitar el vigor
mediante sus efectos combinados sobre la germinaciéon y el
crecimiento de las plantulas. Sin embargo, la magnitud de la
respuesta puede variar segun el material vegetal, la concentracion
salina y las condiciones experimentales. En el presente estudio, la
reduccion del VIG fue especialmente marcada a partir de 15 dS/m,
donde los valores descendieron aproximadamente a la mitad de los

registrados en los tratamientos sin salinidad.

Respecto a la inoculacion con Bacillus velezensis, los tratamientos
inoculados presentaron valores numeéricamente superiores a sus
controles a 0, 5, 10 y 15 dS/m. Las diferencias fueron de 2.71, 3.72,
2.02 y 0.88 unidades, respectivamente. En cambio, a 20 dS/m, el
VIG fue ligeramente menor en el tratamiento inoculado (8.01) que en
el no inoculado (8.09). Sin embargo, todas las parejas de
tratamientos inoculados y no inoculados compartieron al menos una
letra en la prueba de Tukey, por lo que ninguna diferencia fue
estadisticamente significativa. En consecuencia, aunque se
observaron incrementos numéricos del vigor en cuatro de los cinco
niveles evaluados, no se encontré evidencia estadistica suficiente

para atribuir dichos incrementos a la inoculacion.
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Otros estudios han reportado efectos favorables de determinadas
bacterias promotoras del crecimiento sobre el vigor del arroz bajo
estrés salino. Por ejemplo, la investigacion de Ali et al. (2022)
encontrd que algunas cepas de Bacillus aumentaron el indice de
vigor y mejoraron parametros de crecimiento radicular bajo
diferentes concentraciones salinas. De manera similar, Gupta et al.
(2023) observaron mejoras en el vigor de plantulas de arroz
mediante la inoculacion con determinados aislados bacterianos bajo
condiciones de salinidad elevada. No obstante, estos estudios
utilizaron cepas distintas de la evaluada en el presente ensayo, por
lo que sus resultados constituyen antecedentes comparativos y no

demuestran que B. velezensis produzca necesariamente la misma

respuesta.
Tabla 16.
Andlisis de varianza para el indice de vigor de plantulas (VIG)
Fuentes de Grados Suma de Cuadrados F - .
i . de . Pr(>F) significancia
variacion . cuadrados medios value
libertad
Tratamientos 9 1806.1 200.68 38.25 5.03e-14 e
Residuos 30 157.4 5.25
CV=1381%
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Tabla 17.
Comparacion de medias del indice de vigor entre tratamientos en
funcién de la inoculaciéon con Bacillus velezensis y concentracion de
NacCl.

Concentracion

Tratamiento NaCl (dS/m) VIG Error estandar grupos
TOa no inoculado 0 24.74 0.96 a
TOb inoculado 0 27.45 1.31 a
T1  no inoculado 5 18.69 1.54 bc
T2 inoculado 5 22.41 1.70 ab
T3  no inoculado 10 16.85 0.39 c
T4 inoculado 10 18.87 1.61 bc
T5 no inoculado 15 9.93 0.69 d
T6 inoculado 15 10.81 1.15 d
T7  no inoculado 20 8.09 0.71 d
T8 inoculado 20 8.01 0.42 d

* Resultados de la prueba de comparacion multiple HSD de Tukey (a = 0.05)

Figura 9.
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4.3. ANALISIS DE SUPERVIVENCIA DE PLANTULAS DE ARROZ (Oryza

sativa L.)

El analisis de supervivencia permitio evaluar la mortalidad de las plantulas
de arroz a lo largo del periodo de seguimiento bajo diferentes
concentraciones de salinidad, asi como comparar la respuesta de los
tratamientos inoculados y no inoculados con Bacillus velezensis. Los
resultados mostraron que la mortalidad acumulada aumenté con la
concentracion salina, mientras que la asociacion entre inoculacion y
supervivencia vario segun el nivel de estrés. A 5 dS/m, la mortalidad fue de
11.84 % en el tratamiento sin inoculacién (T1) y de 6.85 % en el inoculado
(T2), lo que correspondié a supervivencias de 88.16 % y 93.15 %,
respectivamente. ademas, el modelo de riesgos proporcionales de Cox no
proporcion6 una estimacion del hazard ratio (HR) en el analisis definitivo.
Por ello, no fue posible cuantificar mediante este modelo la magnitud
relativa del riesgo instantaneo de muerte entre el tratamiento inoculado (T2)
y el tratamiento sin inoculacién (T1), establecido como referencia. En este
nivel de salinidad, la interpretacion se basoé en la mortalidad observada y
en la comparacion de las curvas de supervivencia mediante la prueba de
Log-rank, que no evidencio diferencias estadisticamente significativas entre
ambos tratamientos (p=0.298). La ausencia de una estimacion del HR limita
la interpretacion de la magnitud de la asociacién entre inoculacion y riesgo

de muerte en este nivel de salinidad.

A 10 dS/m, la mortalidad aumenté a 69.14 % en el tratamiento sin
inoculacién (T3) y a 60.00 % en el inoculado (T4), equivalentes a
supervivencias de 30.86 % y 40.00 %, respectivamente. Aunque el
tratamiento inoculado presenté una mortalidad acumulada menor, la
comparacion mediante Log-rank no evidencié diferencias significativas
entre las curvas (x* = 2.8; p ajustado = 0.128). De manera concordante, el
modelo de riesgos proporcionales de Cox estimé una razon de riesgos (HR)
de 0.723, equivalente a una reduccion estimada del 27.7 % en el riesgo

instantaneo de muerte para el tratamiento inoculado respecto del control.
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No obstante, el intervalo de confianza del HR (0.49-1.07) incluyé el valor 1,

por lo que esta diferencia no fue estadisticamente concluyente.

En los niveles de salinidad mas elevados se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos. A 15 dS/m, la mortalidad fue de 73.13
% en el tratamiento sin inoculacién (T5) y de 52.31 % en el inoculado (T6),
con supervivencias de 26.87 % y 47.69 %, respectivamente. La prueba de
Log-rank identifico diferencias significativas entre las curvas de
supervivencia (x* = 8.1; p ajustado = 0.009). El modelo de Cox estimd un
HR de 0.531, correspondiente a una reduccion del 47.0 % en el riesgo
instantaneo de muerte asociado con la inoculacién. El intervalo de
confianza (0.34-0.82) no incluy¢ el valor 1, lo que respalda la significacion
estadistica de esta asociacion. De forma similar, a 20 dS/m, la mortalidad
alcanz6 83.08 % en el tratamiento sin inoculacion (T7) y 63.49 % en el
inoculado (T8), mientras que la supervivencia fue de 16.92 % y 36.51 %,
respectivamente. La prueba de Log-rank mostré diferencias significativas
entre ambas curvas (x> = 9.9; p ajustado = 0.006), y el modelo de Cox
estimé un HR de 0.514, equivalente a una reduccion del 48.6 % en el riesgo
instantdneo de muerte, con un intervalo de confianza de 0.34-0.78. Estos
resultados indican que, en las condiciones evaluadas, la inoculacién estuvo
asociada con una mayor supervivencia a 15y 20 dS/m, aunque no eliminé

el efecto adverso de la salinidad.

La tendencia al aumento de la mortalidad con la salinidad concuerda con
estudios que han documentado los efectos perjudiciales del estrés salino
sobre el crecimiento y la supervivencia del arroz. La exposicion a
concentraciones elevadas de sales puede afectar el equilibrio idnico, la
absorcion de agua y los procesos fisioldégicos necesarios para mantener el
crecimiento vegetal. Ademas, la duracién de la exposicion al estrés puede
influir en la magnitud del dafo. En el presente ensayo, la disminucion de la
supervivencia desde los niveles de 5 dS/m hasta los de 15 y 20 dS/m
muestra que la salinidad constituyé una condicion de estrés importante

durante el establecimiento de las plantulas.
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En cuanto a la inoculacién, los resultados son consistentes con
investigaciones que han demostrado que determinadas bacterias
promotoras del crecimiento vegetal pueden contribuir a mejorar la
respuesta del arroz bajo estrés salino. Por ejemplo, estudios con cepas
seleccionadas de rizobacterias halotolerantes han reportado una mayor
supervivencia de plantas inoculadas bajo salinidad, en comparacion con
plantas no inoculadas. Asimismo, Kang et al. (2021) encontraron que
determinadas cepas de Bacillus mejoraron el crecimiento y el indice de
vigor del arroz bajo diferentes concentraciones salinas, aunque estos
indicadores no equivalen directamente a la supervivencia evaluada en el
presente estudio. Estos antecedentes respaldan la posibilidad de que
algunos inoculantes bacterianos contribuyan a mitigar los efectos del estrés
salino, pero las respuestas dependen de la cepa y de las condiciones
experimentales. Por ello, los resultados de otras bacterias no demuestran

por si mismos el mecanismo de accion de B. velezensis en este ensayo.

Finalmente, la evaluaciéon del supuesto de riesgos proporcionales del
modelo de Cox no evidencio desviaciones estadisticamente significativas
para los niveles de 10, 15y 20 dS/m (p = 0.21, p = 0.33 y p = 0.13,
respectivamente). Por tanto, no se encontré evidencia suficiente para
rechazar el supuesto de riesgos proporcionales en estas comparaciones.
En el nivel de 5 dS/m no se obtuvo una estimacion del HR en el analisis
definitivo, por lo que la interpretacién se basa en la mortalidad observada y
en la prueba de Log-rank. En conjunto, los resultados indican que la
salinidad estuvo asociada con una reduccién de la supervivencia, mientras
que la inoculacidn con B. velezensis se relacion6 con una mayor
supervivencia a 15 y 20 dS/m. Esta asociacion no fue estadisticamente
significativa a 5 ni a 10 dS/m y debe interpretarse dentro de las condiciones

experimentales evaluadas.
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Figura 10.
Curvas de supervivencia de plantulas de arroz inoculadas y no inoculadas

con Bacillus velezensis bajo diferentes concentracion de NaCl.
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Nota: Las curvas de supervivencia se estimaron mediante el método de Kaplan—Meier. Las
diferencias entre tratamientos se evaluaron mediante la prueba de log-rank. (a) 5 dS/m; (b)
10 dS/m; (€¢) 15 dS/m; (d) 20 dS/m. NaCl = cloruro de sodio.
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Tabla 18.
Mortalidad observada de plantulas de arroz bajo diferentes
tratamientos de inoculacion y salinidad.

Tratamiento N Muertes % Mortalidad
observadas

T 76 9 11.84
T2 73 5 6.85
T3 81 56 69.14
T4 75 45 60

T5 67 49 7313
T6 65 34 52.31
7 65 54 83.08
T8 63 40 63.49

Tabla 19.
Resultados de la prueba de Log-Rank y Test de Cox para analisis de
Supervivencia.

Salinidad Comparacién Tratamiento Test Log - Rank Test Cox
(dS/m) P de referencia , Ppdelog- HR IC_HR PH Cox
X rank (p-valor)
T1 (sin No No No
5 T2vs. T1 inoculacién) 11 0.298 estimable estimable estimable
10 Tavs. T3 o Gin 28 0128 0723 049-107 021
inoculacion)
15 T6 vs. T5 . 7> (s'f‘, 8.1 0.009 0.531 0.34-0.82 0.33
inoculacion)
20 T8 vs. T7 . v (s'f‘, 9.9 0.006 0.514 0.34-0.78 0.13
inoculacion)

Nota: x* = estadistico chi-cuadrado de la prueba de Log-rank; p de Log-rank =
valor de significacién de la comparacién entre curvas de supervivencia; HR =
razon de riesgos instantaneos de muerte (hazard ratio); IC_HR = intervalo de
confianza del 95 % del HR; PH Cox (p-valor) = valor de significacién de la
prueba del supuesto de riesgos proporcionales. En cada comparacion, el
tratamiento sin inoculacién se establecié como referencia. Un HR inferior a 1
indica un menor riesgo instantaneo de muerte en el tratamiento inoculado
respecto al tratamiento de referencia. A 5 dS/m, el HR no fue estimable en el
analisis definitivo.
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1.

CAPITULO V

CONCLUSIONES

La inoculacibn con Bacillus velezensis no produjo diferencias
estadisticamente significativas en el porcentaje de germinacion, la velocidad
media de germinacion, el tiempo medio de germinacion ni el coeficiente de
uniformidad de germinacion entre los tratamientos inoculados y no
inoculados en ninguno de los niveles de salinidad evaluados. Por tanto, no
se encontr6 evidencia estadistica suficiente para atribuir al bioinoculante un
efecto sobre los indices de germinacion bajo las condiciones
experimentales.

El efecto de la inoculacion sobre el crecimiento inicial varié segun la variable
evaluada y la concentracion salina. La altura de las plantulas fue
significativamente mayor en los tratamientos inoculados a 0, 5 y 10 dS/m,
con valores de 24.86, 22.02 y 18.25 cm, respectivamente, frente a 20.66,
19.63 y 15.30 cm en sus controles. Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas en la altura a 15 y 20 dS/m, ni en la longitud
radicular y el indice de vigor en ninguno de los niveles salinos. En
consecuencia, la respuesta favorable de la inoculacion se limité a la altura
de las plantulas bajo condiciones de salinidad baja e intermedia.

El anadlisis de supervivencia evidencidé diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos inoculados y no inoculados a 15 y 20
dS/m, pero no a 5y 10 dS/m. El modelo de Cox estimé reducciones del
riesgo instantaneo de muerte del 46.9 % y 48.6 % en los tratamientos
inoculados a 15 y 20 dS/m, respectivamente. Estos resultados indican una
asociacion favorable entre la inoculacién con B. velezensis y la supervivencia
de las plantulas bajo salinidad elevada, en las condiciones controladas del

experimento
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CAPITULO VI

RECOMENDACIONES

Es necesario considerar que los ensayos fueron desarrollados bajo condiciones
controladas, empleando recipientes y un sustrato de arena estéril, lo que permitié
aislar el efecto de la inoculacion y la salinidad, pero no refleja totalmente la
complejidad de los sistemas agricolas reales. Factores como el microbioma nativo
del suelo, las propiedades fisico-quimicas del terreno, las variaciones ambientales
y el manejo del riego pueden modificar de manera importante la interaccion planta—
microorganismo y, por tanto, la respuesta del cultivo. Ademas, el estudio se centro
en una sola cepa de B. velezensis, sin evaluar la dinamica microbiana en la
rizosfera ni los mecanismos bioquimicos especificos implicados en la tolerancia al

estrés.

A partir de estas consideraciones, se plantean las siguientes recomendaciones para

investigaciones futuras:

1. Se recomienda repetir el ensayo bajo condiciones controladas similares, con
el fin de confirmar la reproducibilidad de los resultados obtenidos y fortalecer
la confiabilidad experimental del efecto observado de B. velezensis frente al
estrés salino.

2. Se recomienda evaluar la eficacia de Bacillus velezensis bajo distintos tipos
de estrés salino, incluyendo suelos salinos, sédicos y salino-sodicos, asi
como diferentes composiciones iénicas, con el fin de determinar la amplitud
de su efecto mitigador frente a condiciones mas representativas de los
sistemas agricolas.

3. Es necesario validar el desempeno de B. velezensis en condiciones de
campo, considerando diferentes tipos de suelo, variabilidad climatica y
practicas de manejo agrondmico. Asimismo, se sugiere incluir variables

fisicoquimicas del suelo, como pH, conductividad eléctrica, relacion de
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adsorcion de sodio (RAS) y porcentaje de sodio intercambiable (PSl), para
una mejor interpretacion de la respuesta del cultivo.

Se recomienda evaluar si el efecto promotor observado en etapas iniciales
del cultivo se mantiene durante fases posteriores del desarrollo, como
crecimiento vegetativo, floracién y rendimiento, a fin de determinar su
impacto sobre la productividad final.

Dado que el presente estudio evalud una unica estrategia de inoculacion, se
sugiere determinar la dosis 6ptima, frecuencia de aplicacion y método de
inoculacion mas eficiente de B. velezensis (tratamiento de semilla, aplicacion
al sustrato o fertirriego), con el propdsito de maximizar su efecto benéfico y
facilitar su aplicacion agronémica.

Es importante determinar la capacidad de colonizacién, supervivencia y
persistencia de B. velezensis en la rizosfera bajo condiciones salinas, con el
fin de comprender la estabilidad de su efecto y su relacion con la tolerancia
al estrés salino.

Se recomienda comparar el desempefio de B. velezensis con otras bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR), hongos micorricicos
arbusculares o consorcios microbianos, con el objetivo de identificar
alternativas mas eficientes o posibles efectos sinérgicos en la mitigacion del

estrés salino.
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ANEXOS

ANEXO 1. EVIDENCIAS BIBLIOGRAFICAS DEL POTENCIAL DE BACILLUS
VELEZENSIS EN CONDICIONES DE SALINIDAD.

Tabla 20.
Efectos de la inoculaciéon de Bacillus velezensis en diversos cultivos bajo
diferentes niveles de Salinidad.

Cepa de
Cultivo Bacillus
velezensis

Dosis de

NaCl Efectos de mejora bajo estrés salino Fuente

Incremento de la altura de brotes
Incremento de la longitud de Raices
Incremento de la biomasa de los brotes

Incremento de la actividad de enzimas

050,100y con funciones antioxidantes (Bai et al.,
150 (mM) 2023)

Reduccién de la peroxidacion lipidica

Lechuga JB0319

Incremento de azucares solubles

Incremento del contenido de prolina

Mejora del desarrollo, la estructura y
densidad de pelos radiculares

Mejora en el desarrollo de hojas y
crecimiento de tallos

Mejora de la tasa de crecimiento y

0,60,120 y emisién de hojas

171 (mM)

(Masmoudi et

Tomate FMH2 al., 2021)

Incremento de la longitud de brotes

Incremento del indice de sensibilidad (IS)
I1S>0

Incremento de la biomasa total y
contenido de agua

Incremento de la tasa de germinacion

Mejora en el desarrollo temprano de
plantulas

Incremento del indice de vigor

0y 400 Incremento de la longitud radicular y (Mahdi et al.,

Quinua QA2 (mM) longitud de brotes 2022)

Incremento de la biomasa de raiz y brotes

Incremento del area foliar

Incremento en el indice de contenido de
clorofila
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Aumento del contenido de P, Cay K en
tejidos

Reduccién del contenido de Na en tejidos

Trigo

JC-K3

No
especificad
o}

Incremento de la longitud de la planta
Incremento de la longitud de la raiz

Incremento de la biomasa de raiz y brotes

Aumento del contenido de Azucares
solubles

Aumento del contenido total de clorofila

Disminucién de la concentracion de sodio
en brotes y raices

Aumento del contenido de K en brotes y
raices

Incremento de la riqueza de la comunidad
microbiana benéfica en raices, brotes,
hoja y suelo rizosférico.

(Jietal.,
2021)

Arroz

FZB42

0, 100, 150
y 200
(mmol)

Incremento del indice de vigor

Incremento del diametro, longitud vy
superficie total de raices

Incremento de la longitud de brotes
Incremento de la biomasa de brotes
Incremento de la actividad de enzima
antioxidantes

Aumento en la expresion de genes
asociados con la respuesta de estrés
abidticos

Incremento de la riqueza de la comunidad
microbiana benéfica en suelo rizosférico

(Ali et al.,
2022)

Soja

HY23

No
especificad
o

Incremento de la longitud de brotes
Incremento de la biomasa de brotes
Incremento del area foliar
Incremento de la longitud de la Raiz
Incremento de la biomasa de la Raiz

Incremento de la cantidad y peso de
ndédulos radiculares

Aumento en la actividad de Ila
nitrogenasa, la glutamina sintetasa y el
glutamato deshidrogenasa

Aumento de la concentracion total de
nitrégeno en raices y brotes

(Zou et al.,
2024)

Maiz

LGMB12,
LGMB319,
LGMB426

75y 100
(mM)

Incremento del area de la raiz
Incremento del volumen total de la raiz
Incremento del diametro de Raiz
Incremento de la longitud de la Raiz
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Incremento de la biomasa de la parte
aérea

Aumento en el nimero de hojas
Incremento del diametro del tallo

ANEXO 2. PARAMETROS E iNDICES UTILIZADOS PARA CARACTERIZAR LA

GERMINACION Y EL DESARROLLO INICIAL DEL ARROZ.

Tabla 21.
Matriz de descripcion de variables a evaluarse
Cédigo Variable Dimensioén Formula Fuente
Porcentaje de o _Ng, (Aravind et
PGER germinacién & PGER = Nt 100 al., 2026)
Velocidad . ) .
X Semillas _ vk n (Aravind et
VMG GMed_la d?, germinadas/dia VMG = X, ti al., 2026)
erminacion
Tiempo medio - .
™G de dias TMG = Zn%u (Aravind et
G . L, ni al., 2026)
erminacion
Coeficiente
de Sni (Aravind et
CUG uniformidad adimensional CUG = ————
de Y (TMG—ti)2ni al., 2026)
germinacién
ALT aIt'ura de cm
plantulas
LONGR | longitud de cm
raices
indice de . . _ (Kalluru et
VIG Vigor adimensional VIG = PGER * (LONGR + ALT) al., 202)
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ANEXO 3. DESCRIPCION DE PROCEDIMIENTOS METODOLOGICOS

1. Calculo del volumen del recipiente de polipropileno
Diametro mayor D, = 11.5 cm — radio mayor R = 5.75 cm
Diametro menor D, = 9¢cm — radio menor r = 4.5 cm

Altura h =10 cm

Figura 11.
Dimensiones del recipiente de Polipropileno.

D;=11.5cm

A
v

h=10cm

Dy, =9cm

Formula del volumen de un tronco de cono
1
V= §7rh(R2 + Rr +1?)
Sustituyendo los valores

1
V =3m(10)(5.75° + 575 X 4.5 + 4.5%)

lV = 829.5 cm3 ~ 830 ml|
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2. Calculo del volumen de sustrato esterilizado por recipiente

Calculo de % de su volumen

3
V3/4 =12 X 830ml

V3/4 = 622.5ml =~ 623 ml

por cada recipiente se usara un volumen de 623 ml de sustrato estéril

Figura 12.

Calculo del volumen de solucion a usar

322 ml de agua

Saturacion inicial
&
-

623 ml de
sustrato estéril

122 ml de agua
drenada

623 ml de
sustrato esteéril

200 ml de agua

Saturacion del
sustrato con lamina
visible de agua

campo en sustrato

Tabla 22.
Volumen total de soluciones salinas por cada tratamiento.
Nivel de salinidad volumen de
(dS/m) solucién (ml)
0 800
5 800
10 800
15 800
20 800
Total 4000

95

Para lograr capacidad de




3. Calculo de las cantidades de NaCl para preparacion de las soluciones

NaCl(g/1)=CE (dS/m) x 0.64 (Moliner Aramendia & Masaguer
Rodriguez, 1996):

Donde;
NaCl (g/1) = Cantidad de Sal en gramos por litro
CE (dS/m) = Conductividad Electrica en decisiemens por metro

0.64 = Factor de conversion

3.1. 800 ml de solucién salina de CE 5 dS/m

NaCl(g/1) =5x0.64

[NaCl(g/1) = 3.2 gr de NaCl/|

3.2grdeNaCl - 1000ml

x grde NaCl — 800ml

|x = 2.56 gr de NaCl |

diluir 2.56 gr de NaCl en 800 ml de agua destilada para lograr una
solucion con conductividad de 5 dS/m

3.2. 800 ml de solucién salina de CE 10 dS/m

NaCl(g/1) = 10 x 0.64

INaCl(g/1) = 6.4 gr de NaCl/l|

6.4 gr de NaCl — 1000ml

x grde NaCl — 800ml

x =5.12 gr de NaCl

96



diluir 5.12 gr de NaCl en 800 ml de agua destilada para lograr una
solucién con conductividad de 10 dS/m

3.3. 800 ml de solucién salina de CE 15 dS/m

NaCl(g/1) = 15x 0.64

INaCl(g/1) = 9.6 gr de NaCl/l|

9.6 gr de NaCl - 1000ml

x grde NaCl — 800ml

|x = 7.68 gr de NaCl |

diluir 7.68 gr de NaCl en 800 ml de agua destilada para lograr una
solucion con conductividad de 15 dS/m

3.4. 800 ml de soluciéon salina de CE 20dS/m

NaCl(g/1) = 20 x 0.64

[NaCl(g/1) = 12.8 gr de NaCl/l|

12.8 grde NaCl — 1000 ml

x grde NaCl — 800ml

|x = 10.24 gr de NaCl |

diluir 10.24 gr de NaCl en 800 ml de agua destilada para lograr una
solucién con conductividad de 20 dS/m

4. Preparacion de la solucién de hipoclorito de sodio para desinfeccion
de semillas

Concentracion inicial (C4): 4 % (lejia comercial)
Concentracion final deseada (C,): 2 %
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Volumen final (V;): 350 ml

Volumen a calcular: V; (lejia al 4 %)

Formula de dilucién
C1 X V1 = CZ X VZ

4 x V; =2x350

700
Vl = T =175ml

|Vagua =350 — 175 = 175 ml|

Se prepard una solucion de hipoclorito de sodio al 2 % mediante la dilucién
de 175 ml de lejia comercial al 4 % con 175 ml de agua destilada,
obteniéndose un volumen final nominal de 350 ml. La solucién preparada se

utilizé inmediatamente para la desinfeccion de las semillas.

5. Preparacién de la suspension bacteriana por dilucion.
suspension madre de:
C;=1x%10" UFC/mlI
concentracion teorica de:
C,=1x10® UFC/mL

La relacion de dilucion es:

se necesitd diluir 1 ml de la suspensién madre 1 x 10" UFC/ml en 1000 mi
de agua destilada para lograr una dilucién de suspension bacteriana de 9.99
x 10" UFC/ml = 1 x 108 UFC/m.
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ANEXO 4. EQUIVALENCIAS

Tabla 23.
Equivalencias practicas para medir concentraciones de NaCl.

Unidad Equivalencia

aproximada
1dS/m 640 ppm
1dS/m 0.64 g/L NaCl
1dS/m 10-11 mM NaCl
1 mM NaCl =~ (0.09 dS/m
1 000 ppm = 1.56 dS/m
5dS/m =~ -0.18 Wo (MPa)

ANEXO 5. REGISTROS EXPERIMENTALES

Tabla 24.
Registros semanales de mediciones de Conductividad eléctrica
en solucion salina y saturacion del sustrato de los tratamientos.

sem 1 sem 2 sem 3 sem 4
C.E. C.E. del C.E. del C.E. del C.E. del
Tratamiento  gsojucion  extracto del extracto del extracto del extracto del
salina sustrato sustrato sustrato sustrato
(dS/m) (dS/m) (dS/m) (dS/m) (dS/m)
T0a 0.054 0.084 0.080 0.079 0.080
TOb 0.047 0.072 0.076 0.079 0.074
T1 5.142 6.432 5.512 5.576 5.476
T2 5.203 5.944 5.463 6.452 5.620
T3 9.867 10.285 11.462 10.384 10.570
T4 10.098 11.172 10.480 10.289 11.314
T5 15.918 16.671 15.730 15.670 16.371
T6 16.230 16.463 15.823 15.845 16.276
T7 19.999 19.999 19.999 19.999 19.999
T8 19.999 19.999 19.999 19.999 19.999

Nota: las mediciones se realizaron con Conductimetro digital modelo
EZ-9908; rango de C.E: 0 - 19990 us/cm; Exactitud de C.E: 2%,
Resolucién de C.E: 1us/cm
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ANEXO 6. REGISTROS FOTOGRAFICOS DEL PROCEDIMIENTO
EXPERIMENTAL

Figura 13.
Horno de esterilizacion por calor seco, para esterilizacion

de sustrato

Figura 14.
Sustrato esterilizado y almacenado
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Figura 15.

Desinfeccion de semillas de arroz con hipoclorito de sodio al 2% durante

15 min.

Figura 16.

Desinfeccion de semillas de arroz con alcohol al 70 % durante 30 min.
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Figura 17.

Secado de semillas de arroz posterior al proceso de desinfeccion

Figura 18.

Ordenacion de recipientes para prueba de germinacion
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Figura 19.
Dosificacion de NaCl para preparacion de soluciones

Figura 20.

Adicion de sustrato en los recipientes

|
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Figura 21.

Preparacion de la suspencion bacteriana.

Figura 22.

Dosificacion de la suspension bacteriana madre.
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Figura 23.

Inoculacion de semillas de arroz

Figura 24.

Siembra en recipientes

105



Figura 25.
Distribucion de semillas sobre la superficie del sustrato

Figura 26.
Monitoreo de la conductividad electrica del medio

Hotina
R

+ Compen

106



Figura 27.
Evaluacion final 26 dias despues de la siembra
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  0 . 64 = Factor   de   conversion
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  C U G =    ∑  n i   ∑  ( T M G − t i  ) 2 n i


  V I G = P G E R ∗  ( L O N G R + A L T )


    D 1 = 11 . 5   c m →


  R = 5 . 75   c m


    D 2 = 9 c m →


  r = 4 . 5   c m


  h = 10   c m


  V =  1 3 𝜋 h (   R 2 + R r +   r 2 )


  V =  1 3 𝜋  ( 10 )  (   5 . 75 2 + 5 . 75   X   4 . 5 +   4 . 5 2 )


   V = 829 . 5     c m 3   ≈ 830   m l


   V = 829 . 5     c m 3   ≈ 830   m l


    V   3 4 =  3 4   X   830   m l


     V   3 4 =   622 . 5   m l   ≈ 623   m l


     V   3 4 =   622 . 5   m l   ≈ 623   m l


  NaCl(  g  l)=CE (   dS  m) × 0.64


  NaCl    (  g l ) = Cantidad   de   Sal   en   gramos   por   litro


  CE    (  dS m ) = Conductividad   Electrica   en   decisiemens   por   metro


  CE    (  dS m ) = Conductividad   Electrica   en   decisiemens   por   metro


  0 . 64 = Factor   de   conversion


  0 . 64 = Factor   de   conversion


  NaCl(  g  l) = 5 x 0.64


   N a C l (   g  l ) = 3 . 2   g r   d e   N a C l / l


   N a C l (   g  l ) = 3 . 2   g r   d e   N a C l / l


  3 . 2   g r   d e   N a C l       →       1000   m l


  x   g r   d e   N a C l       →       800   m l


  x   g r   d e   N a C l       →       800   m l


   x = 2 . 56   g r   d e   N a C l  


   x = 2 . 56   g r   d e   N a C l  


  NaCl(  g  l) = 10 x 0.64


   N a C l (   g  l ) = 6 . 4   g r   d e   N a C l / l


   N a C l (   g  l ) = 6 . 4   g r   d e   N a C l / l


  6 . 4   g r   d e   N a C l       →       1000   m l


  x   g r   d e   N a C l       →       800   m l


  x   g r   d e   N a C l       →       800   m l


   x = 5 . 12   g r   d e   N a C l  


   x = 5 . 12   g r   d e   N a C l  


  NaCl(  g  l) = 15 x 0.64


   N a C l (   g  l ) = 9 . 6   g r   d e   N a C l / l


   N a C l (   g  l ) = 9 . 6   g r   d e   N a C l / l


  9 . 6   g r   d e   N a C l       →       1000   m l


  x   g r   d e   N a C l       →       800   m l


  x   g r   d e   N a C l       →       800   m l


   x = 7 . 68   g r   d e   N a C l  


   x = 7 . 68   g r   d e   N a C l  


  NaCl(  g  l) = 20 x 0.64


   N a C l (   g  l ) = 12 . 8   g r   d e   N a C l / l


   N a C l (   g  l ) = 12 . 8   g r   d e   N a C l / l


  12 . 8   g r   d e   N a C l       →       1000   m l


  x   g r   d e   N a C l       →       800   m l


  x   g r   d e   N a C l       →       800   m l


   x = 10 . 24   g r   d e   N a C l  


   x = 10 . 24   g r   d e   N a C l  


    C 1   ×     V 1 =   C 2 ×   V 2


  4   ×     V 1 = 2 × 350


  4   ×     V 1 = 2 × 350


    V 1 =  700 4 = 175   m l


    V 1 =  700 4 = 175   m l


     V  a g u a = 350 − 175 = 175   m l


     V  a g u a = 350 − 175 = 175   m l


     10 11   10 8 =  10 3

