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Resumen

Introduccion. Las bacterias halotolerantes mejoran la adaptabilidad de las plantas frente a altas concentraciones
de sal en los suelos, por lo que resulta esencial estudiar aislados residentes en agroecosistemas vulnerables. Objetivo.
Identificar bacterias halotolerantes aisladas de suelos de la Ciénaga de Zapata, Cuba, y caracterizarlas como
estimuladoras del crecimiento vegetal de plantas resistentes a altas concentraciones salinas. Materiales y métodos.
La investigacion se desarroll6 en los laboratorios del Instituto de Investigaciones Fundamentales en Agricultura
Tropical Alejandro de Humboldt, Cuba, y en el Centro Nacional de Recursos Genéticos, México. Se seleccionaron
cinco aislados capaces de tolerar 200 mM de NacCl, identificados filogenéticamente mediante la secuenciacién del gen
16S rRNA. Los experimentos de laboratorio se realizaron bajo un disefio completamente aleatorizado, con los cinco
aislados como tratamientos. Como variables de respuesta, se evaluaron la fijacién de nitrégeno, la solubilizacién de
fosfatos y la produccion de amonio, sideréforos, compuestos inddlicos y enzimas liticas. Los ensayos con plantas se
efectuaron entre junio y noviembre de 2023, bajo un disefio de bloques al azar con seis tratamientos (cinco cepas
bacterianas y un testigo sin inocular), con tres repeticiones, evaluando indicadores de crecimiento vegetal y tolerancia
a la salinidad. Los datos se sometieron a un andlisis de varianza de una via y a la prueba de Duncan al 5 % de
significancia. Resultados. Los aislados pertenecieron a los géneros Bacillus y Cupriavidus. Todos fijaron nitrégeno
atmosférico y solubilizaron fosfato de calcio; cuatro produjeron sideréforos; dos generaron amonio; dos solubilizaron
potasio; dos sintetizaron compuestos indélicos y enzimas liticas, y uno solubilizé aluminio. En los ensayos con plantas
destacaron las cepas CZ1 y CZ6, con diferencias significativas respecto a las demads cepas y al testigo. Conclusiones.
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Ortega-Garcfa et al.: Bacterias halotolerantes de la Ciénaga de Zapata

Las bacterias halotolerantes aisladas poseen caracteristicas que respaldan su uso como inoculantes microbianos en
ambientes salinos.

Palabras clave: inoculantes bacterianos, caracterizacion funcional, antagonismo microbiano, interaccién planta-

halobacterias, enzimas microbianas.

Abstract

Introduction. Halotolerant bacteria improve plant adaptability to high salt concentrations in soils, making it
essential to study isolates inhabiting vulnerable agroecosystems. Objective. To identify halotolerant bacteria isolated
from soils of the Ciénaga de Zapata, Cuba, and to characterize them as plant growth—promoting bacteria in plants
tolerant to high salinity levels. Materials and methods. The research was conducted in the laboratories of the Instituto
de Investigaciones Fundamentales en Agricultura Tropical Alejandro de Humboldt, Cuba, and the Centro Nacional
de Recursos Genéticos, Mexico. Five isolates capable of tolerating 200 mM NaCl were selected and phylogenetically
identified through 16S rRNA gene sequencing. Laboratory experiments were performed under a completely
randomized design, with the five isolates as treatments. Nitrogen fixation, phosphate solubilization, and the production
of ammonium, siderophores, indolic compounds, and lytic enzymes were evaluated as response variables. Plant
assays were conducted between June and November 2023 under a randomized block design with six treatments (five
bacterial strains and an uninoculated control), with three replicates, assessing plant growth and salinity tolerance
indicators. Data were subjected to one-way analysis of variance and Duncan’s test at 5 % significance. Results. The
isolates belonged to the genera Bacillus and Cupriavidus. All fixed atmospheric nitrogen and solubilized calcium
phosphate; four produced siderophores; two generated ammonium; two solubilized potassium; two synthesized
indolic compounds and lytic enzymes; and one solubilized aluminum. In plant assays, strains CZ1 and CZ6 stood out,
showing significant differences compared to the other strains and the control. Conclusions. The isolated halotolerant
bacteria possess traits that support their use as microbial inoculants in saline environments.

Keywords: bacterial inoculants, functional characterization, microbial antagonism, plant-halobacterial
interactions, microbial enzymes.

Introduccion

La biodiversidad del suelo a nivel mundial se encuentra amenazada por cambios antropogénicos, como la
intensificacion del uso de la tierra, la deforestacion y los fendmenos climdticos extremos (Santilldn et al., 2020).
Estos factores alteran su uso y provocan cambios en las comunidades microbianas que lo habitan, lo que tiene un
efecto directo en los procesos que en €l ocurren y su estabilidad (Zuluaga et al., 2020). Ademds, los suelos albergan
una cuarta parte de la biodiversidad del planeta, dentro de la cual se encuentran los microorganismos promotores
del crecimiento vegetal, que constituyen una valiosa herramienta para favorecer una agricultura sostenible y
respetuosa con el medioambiente (Rosabal Ayan et al., 2021).

Entre los microorganismos asociados a ambientes con altas concentraciones de sales se encuentran las
bacterias halotolerantes, las cuales favorecen la adaptabilidad de las plantas frente a condiciones estresantes
(Guerra-Camacho et al., 2024). La Ciénaga de Zapata es un ecosistema sensible a estos fendmenos, reconocido
como el mayor humedal de Cuba y ubicado al sur de la provincia de Matanzas (Moya et al., 2005). Es un hdbitat

Agron. Mesoam. 37: Articulo 7¢4st966, 2026
ISSN 2215-3608  https://doi.org/10.15517/7c4st966



Ortega-Garcia et al.: Bacterias halotolerantes de la Ciénaga de Zapata

vulnerable al cambio climdtico, en el que se esperan severas afectaciones por el incremento del nivel del mar, lo que
traerfa consigo dafios considerables a los cultivos por el aumento de la salinidad en los suelos (Planos et al., 2013).

La Ciénaga de Zapata constituye uno de los lugares mds significativos de Cuba por la cantidad y diversidad de
ecosistemas que alberga, asi como por la singularidad de su flora y vegetacién (Moya et al., 2005). Ha sido objeto de
estudios cientificos que abarcan desde la caracterizacion de su biodiversidad vegetal y faunistica hasta la evaluacion
del estado de conservacién de especies endémicas y amenazadas, asi como diagndsticos ecoldgicos integrales del
humedal (Oviedo Prieto, 2013). Otras investigaciones se han enfocado en la diversidad de grupos fiingicos, con
énfasis en los hongos micorrizogenos arbusculares (Torres-Arias et al., 2015). No obstante, persiste un vacio de
conocimiento sobre la diversidad filogenética y funcional de las bacterias que habitan en estos agroecosistemas, las
cuales pueden asociarse de manera eficiente con las plantas y favorecer su crecimiento vegetativo.

Estas comunidades microbianas del suelo ejercen un efecto positivo en la mitigacion de estos impactos
ambientales al aumentar la adaptabilidad de las plantas frente a diversos tipos de estrés (Ju et al., 2020), lo que
propicia la recuperacion de los suelos afectados por esta condicién (Montenegro Gémez et al., 2020). Diversos
microorganismos del suelo tienen la capacidad de sintetizar fitohormonas, que les permiten incrementar la
biodisponibilidad de nutrientes y mejorar la nutriciéon de las plantas (Ahluwalia et al., 2021). Dentro de esta
diversidad, sobresalen las bacterias halotolerantes, capaces de favorecer la adaptacion de las plantas a condiciones
de estrés salino (Guerra-Camacho et al., 2024), fendémeno que constituye una amenaza creciente para la
productividad agricola en estos ambientes.

En este contexto, el objetivo de este estudio fue identificar bacterias halotolerantes aisladas de suelos de la
Ciénaga de Zapata, Cuba, y caracterizarlas como estimuladoras del crecimiento vegetal de plantas resistentes a altas
concentraciones salinas.

Materiales y métodos

Las investigaciones se realizaron en suelos de la Ciénaga de Zapata, Matanzas, Cuba, con una extension de
3100 km? y una altitud de 5 m s. n. m., ubicados en 22°35’ de latitud norte y 81°09° de longitud oeste (Cuadrado
& Molina, 2005). Entre mayo y julio de 2023, se realizaron dieciocho colectas en sitios de muestreo de suelos del
municipio Ciénaga de Zapata con el fin de estudiar la diversidad microbiana de estos agroecosistemas (Ortega
Garcia et al., 2024). De ellas, diez se efectuaron en la localidad de Soplillar y ocho en Cayo Ramona.

En cada sitio de muestreo se tomaron cinco submuestras de suelo a una profundidad de 20 cm, siguiendo un
patrén en “w” o zigzag (Villalba-Martinez & Encina-Rojas, 2024). Los suelos correspondieron a Histosol e Histosol
mésico, de baja fertilidad y poca profundidad, con alta presencia de arcillas (1:1), medianamente salinizados, con
niveles de conductividad eléctrica entre 2,8 y 3,7 ds/m (Herndndez Jiménez et al., 2023). Estas submuestras se
homogenizaron para formar una muestra compuesta representativa de cada sitio (1 kg). Para ello, se tomaron 10 g
de suelo por triplicado de cada muestra compuesta, las cuales se procesaron segtin el método de diluciones seriadas
en medio de cultivo agar nutritivo (Rodriguez-Martinez & Zhurbenko, 2018), a una concentracién de 107 UFC
mL"!, con el propdsito de seleccionar la diversidad de morfotipos presentes (Ortega Garcia et al., 2024).

Se purificé un aislado representativo de cada morfotipo. Se obtuvieron dieciocho aislados de bacterias, los
cuales se cultivaron nuevamente en medio de cultivo agar nutritivo, suplementado con diferentes concentraciones
de NaCl (0, 50, 150 y 200 mM) y se incubaron a 30 °C durante 24 h para evaluar su tolerancia. A partir de estos
ensayos, se seleccionaron cinco bacterias por su tolerancia frente a la mayor concentracion de NaCl (200 mM) para
continuar los estudios. Todos los aislados se identificaron con el cédigo CZ en referencia a la Ciénaga de Zapata.
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Caracteristicas morfoldgicas de las bacterias seleccionadas

Las bacterias seleccionadas se clasificaron con base en sus caracteristicas morfolégicas a nivel macroscépico
(forma, color, borde, elevacién y superficie de las colonias). Por microscopia se observé su forma celular y
estructura de la pared celular bacteriana mediante la tincién de Gram, para lo cual se utilizaron cultivos frescos
de 24 h. Se realizaron, ademds, pruebas de DNAsa y coagulasa para evaluar posible patogenicidad y garantizar la
inocuidad de los aislados (Madigan et al., 2019).

Identificacion taxonémica de las bacterias seleccionadas

Para extraer el ADN gendmico, los aislados se cultivaron en medio triptona extracto de levadura durante 24 h,
a 30 °C. La extraccion se efectud segtn el protocolo de Wilson (2001). Para la amplificacion del gen 16S rRNA se
realizé una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) con los iniciadores 27f (secuencia
5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’) y 1492r (5’-CGG TTA CCT TGT TAC GAC TT-3’) (Bautista et
al., 2017). Se utiliz6 un ciclo de desnaturalizacion inicial (94 °C por 5 min), seguido de 30 ciclos de 1 min para
desnaturalizacion, alineamiento y extension (94, 57 y 72 °C, respectivamente), y un ciclo de amplificacion final a
72 °C durante 1 min. El producto de la amplificacidn se visualizé mediante corrimiento electroforético en gel de
agarosa al 1,5 %.

El producto de PCR se secuenci6 en la empresa Macrogen (Corea del Sur). Las secuencias se editaron en el
programa BioEdit versién 7.0.9.0, y se compararon con la biblioteca del GenBank a través de una busqueda BLAST
para obtener una coleccidn de secuencias relacionadas. Todas las secuencias se alinearon utilizando el programa
CLUSTAL X. El andlisis filogenético de cada aislado se realizé con el software MEGA V.7 con un soporte de 1000
repeticiones bootstrap.

Caracterizacion de las bacterias como promotoras del crecimiento vegetal

En cada una de las pruebas, las bacterias se sembraron por picadura en cuatro puntos equidistantes del borde
de la placa de Petri y se incubaron entre 24 y 48 h a 28 °C. En cada medio de cultivo se midid el didmetro de las
colonias y el halo generado cada 24 h. Para interpretar el indice de actividad (IA), se midié el tamafio del halo (TH)
y de la colonia (TC) en tres direcciones. A partir de los promedios se determiné el indice mediante la férmula IA
=TH/TC.

La capacidad para fijar el nitrégeno atmosférico se evalué mediante el crecimiento del microorganismo en
el medio de cultivo Winogradsky sin nitrégeno, segin Elbeltagy et al. (2001); para los nitrificantes, se utilizé el
medio NFb (Baldani et al., 2014). Para la solubilizacion se empleé el medio NBRIP sélido con fosfato de calcio
y de aluminio (Shekhar Nautiyal, 1999). EI cambio de color se consideré como positivo y, en la solubilizacion de
potasio, se utilizé el medio Alexandrov con KNO, (Sugumaran & Janarthanam, 2007) y la metodologia descrita
para el NBRIP. Para la produccién de indoles se usé el medio de cultivo agar triptona soya (TSA), se agregé el
reactivo de Salkowski y se incubé durante 30 min en oscuridad. La formacién de un halo se considerd positiva.

La produccion de sideréforos se evalué con el medio de cultivo agar cromoazurol sulfonato (CAS); un
cambio de color azul a naranja o amarillo indic6 una respuesta positiva. Para las peroxidasas, la efervescencia
por liberacién de oxigeno al entrar en contacto con la bacteria se consideré positiva. En las amilasas se utilizé el
medio de cultivo Castafieda-almiddn; se adiciond yodo al 1 % como indicador, y la formacién de un halo amarillo
se considerd positiva.
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Las proteasas se evaluaron en el medio Luria-Bertani (LB) con leche; la hidrdlisis alrededor de las colonias
se considero positiva. Para las lipasas se empled agar triptona soya con Tween 20 al 1 % y, para las esterasas, el
mismo medio con Tween 80 al 1 %; la generacion de halo alrededor de las colonias se consider6 positiva. En las
celulasas se utilizé el medio Rojo Congo con carboximetilcelulosa y CTAB al 1 % como indicador; la formacién
de halo se considerd positiva. Para las peptidasas se empled el medio Castafieda-Pectina y CTAB al 1 % como
indicador, el cual se adiciond durante 5 min; la formacion de un halo blanco alrededor de la colonia se considerd
positiva. Para las enzimas se midié el tamafio del halo (Th) y de la colonia (Tc), a partir de los cuales se calcul6 el
radio de hidrolisis (RH = Th/Tc) (Sanchez Castelblanco et al., 2020).

Efecto de la inoculacion de las cepas en cultivares de tomate (Solanum lycopersicum L.)

Los ensayos con plantas se realizaron entre junio y noviembre de 2023, en condiciones semicontroladas en un
invernadero. Para ello, se utilizaron los cultivares de tomate T-60 y FL-5, en macetas pldsticas de un volumen de
360 cm® en un suelo Vertisol salinizado con 8 ds/m (Herndndez Jiménez et al., 2023). Los indculos se prepararon
en medio caldo nutritivo en zaranda rotativa a 120 rpm durante 24 h a una temperatura de 30 °C, hasta obtener una
concentracion final de 108 UFC/mL para cada cepa, segtin la escala de McFarland (1907). Luego, se preparé una
mezcla indculo:agua en proporcion 1:10 (v:v). Se emplearon seis tratamientos (cinco cepas bacterianas y un testigo
absoluto), con 25 plantas por tratamiento y tres repeticiones, a los que se les determind a los 60 dias la altura de las
plantas (cm), la longitud de las raices (cm), el didmetro del tallo (cm), el nimero de hojas (u) y la masa seca (g).

Diseiio del experimento y analisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente aleatorizado para las evaluaciones en laboratorio, con los cinco aislados
seleccionados como factor de tratamiento. Se evaluaron como variables de respuesta la fijacién de nitrégeno, la
solubilizacion de fosfatos y la produccion de amonio, sideréforos, compuestos inddlicos y enzimas liticas. En los
ensayos con plantas se empled un disefio de bloques al azar con seis tratamientos (cinco cepas bacterianas y un
testigo), veinticinco plantas por tratamiento y tres repeticiones, y se consideraron como variables de respuesta los
indicadores de crecimiento vegetal y la tolerancia a la salinidad.

Se evalud la normalidad por medio de la prueba de Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de varianzas con
las pruebas de Cochran C, Hartley y Bartlett. Posteriormente, se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) de una
via y las medias se compararon mediante la prueba de rangos multiples de Duncan al 5 % de significancia. Todos
los andlisis se realizaron con el programa estadistico STATGRAPHICS Plus version 5.0.

Resultados
Caracteristicas morfologicas de las cepas

De las cinco cepas seleccionadas de la Ciénaga de Zapata por tolerar altos niveles de NaCl (200 mM),
solamente CZ1 pertenece a Soplillar y las otras cuatro cepas (CZ12, CZ13, CZ14 y CZ6) a Cayo Ramona. Se
observo diversidad entre ellas en cuanto a sus caracteristicas morfoldgicas (Figura 1; Cuadro 1). No obstante,
hubo mayor predominio de las formas bacilares grampositivas con formacion de colonias en medio de cultivo agar
nutritivo de color blanco. Las pruebas DNAsa y coagulasa resultaron negativas en todos los casos, lo que asegura
la inocuidad de las cepas para continuar los estudios.
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Figura 1. Imdgenes de las cinco cepas (CZ1, CZ12, CZ13, CZ14 y CZ6) procedentes de suelos salinos de la Ciénaga de Zapata, Cuba.
Centro Nacional de Recursos Genéticos (CNRG), Tepatitlan de Morelos, México. 2024.

Figure 1. Images of the five strains (CZ1, CZ12, CZ13, CZ14, and CZ6) from saline soils of the Ciénaga de Zapata, Cuba. National
Center for Genetic Resources (CNRG), Tepatitldn de Morelos, Mexico. 2024.

Cuadro 1. Caracteristicas morfoldgicas de las cinco cepas de suelos salinos procedentes de la Ciénaga de Zapata, Cuba. Centro
Nacional de Recursos Genéticos (CNRG), Tepatitlan de Morelos, México. 2024.

Table 1. Morphological characteristics of the five strains from saline soils of the Ciénaga de Zapata, Cuba. National Center for Genetic
Resources (CNRG), Tepatitlan de Morelos, Mexico. 2024.

Caracteristicas Cédigos de los aislados
morfolégicas CzZ1 Cz12 Ccz13 CZ14 CZ6
Morfologia celular Bacilos Bacilos cortos Bacilos Bacilos Bacilos largos
Tincion de Gram Gram + Gram - Gram + Gram + Gram -
Color de la colonia Blanco Amarillo Blanco Blanco Grisaceo

Morfologia de las
colonias

Circular con
bordes irregulares,
convexa, seca
algodonada, con
granulos y un
punto en el centro.

Circular con bordes
enteros, convexa
y de consistencia

mucosa.

Irregular con
bordes irregulares,
ligeramente
elevada, de
consistencia seca
con grdnulos.

Circular con
bordes enteros,
ligeramente
elevada, de
consistencia seca,
con rebordes,
similar a una
costra.

Irregular con
bordes enteros,
ligeramente
elevada, de
consistencia
mucosa.

Identificacion taxonémica de los aislados

El drbol filogenético del gen 16S rRNA indic6 que las cepas CZ1, CZ13 y CZ14 pertenecen al género Bacillus.
La cepa CZ1 mostré mayor cercania a la especie Bacillus thuringiensis, la cepa CZ13 a Bacillus albus y la cepa
CZ14 a Bacillus paramycoides. Los aislados CZ6 y CZ12 correspondieron al género Cupriavidus y, en ambos
casos, fueron cercanos a Cupriavidus cavae. Estos resultados se obtuvieron a partir de la Figura 2.

Caracterizacion de las cepas como promotoras del crecimiento vegetal

Las cinco cepas mostraron crecimiento en el medio de cultivo Winogradsky sin nitrégeno, lo que sugiere su
capacidad para fijar el nitrégeno atmosférico. No obstante, CZ12 y CZ6 destacaron con diferencias significativas
con respecto al resto. Se evalud también la respuesta como nitrificantes en el crecimiento en el medio NFb; en este
caso, sobresalid significativamente CZ13, aunque tanto esta como CZ1 manifestaron coloracién azul, lo cual indica
su capacidad para producir amonio. El resto de los aislados no mostraron cambios.
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cz1
44 |- CP021061 Bacillus thuringiensis
MNO029053 Bacillus dicomae
gg NR_152692 Bacillus wiedmannii
NR_157729 Bacillus albus
cz13
671|CZ 14
100|[' NR_157734 Bacillus paramycoides
|‘AM747226 Bacillus pseudomycoides
MH918154 Bacillus clarus

CP017755 Cupriavidus malaysiensis
’7 CU633749 Cupriavidus taiwanensis

NR_102851 Cupriavidus necator
NR_180770 Cupriavidus cauae

NR_109160 Cupriavidus plantarum
NR_116994 Cupriavidus pampae
NR_074704 Cupriavidus metallidurans
82— CP082863 Cupriavidus pauculus

51

0,020

Figura 2. Arbol filogenético de las secuencias del gen 16S rRNA de las cepas CZ1, CZ6, CZ12, CZ13 y CZ14, generado con el
programa MEGA 7, con el método de maxima verosimilitud y el modelo de sustitucién nucleotidica de K2P. Centro Nacional de
Recursos Genéticos (CNRG), Tepatitlan de Morelos, México. 2024.

Los nidmeros indican los valores de bootstrap con 1000 repeticiones.

Figure 2. Phylogenetic tree of the 16S rRNA gene sequences of strains CZ1, CZ6, CZ12, CZ13, and CZ14, generated with MEGA 7
software using the maximum likelihood method and the K2P nucleotide substitution model. National Center for Genetic Resources
(CNRG), Tepatitlan de Morelos, Mexico. 2024.

Numbers indicate bootstrap values with 1000 repetitions.

En la capacidad para solubilizar fosfatos, CZ13 destacé con diferencias significativas respecto al resto de
las cepas, ya que solubiliz6 fosfato de calcio, aluminio y potasio, ademds de producir sideréforos de hierro y
compuestos indolicos. La cepa CZ6 sobresalié en la produccion de compuestos inddlicos, solubilizé calcio y
potasio, y gener6 siderdforos de hierro. También destacé CZ1 en la produccién de sideréforos e incluso solubilizo
fosfato de calcio (Cuadro 2).

En cuanto a la produccién de enzimas, los resultados mostraron una gran versatilidad de las cepas (Cuadro
3). Las cepas CZ1, CZ6 y CZ14 se distinguieron por su capacidad de producir enzimas liticas, con siete enzimas
detectadas en cada caso, lo que resalta sus potencialidades frente a CZ12 y CZ13. De manera individual, la cepa
CZ1 sobresalié como la mayor productora de amilasas y esterasas, con diferencias significativas respecto a las
demds cepas.

En el caso de las proteasas, la cepa CZ13 mostréd la mayor actividad, mientras que CZ12 y CZ6 destacaron
como las principales productoras de lipasas. En cuanto a las esterasas, las cepas CZ1, CZ14 y CZ6 presentaron los
valores mds altos, y para las celulasas se destac especialmente la cepa CZ12. Respecto a la enzima peroxidasa,
todas las cepas mostraron una respuesta positiva, lo que sugiere que poseen una capacidad ampliamente distribuida
para su produccion. Por el contrario, ninguna de las cepas evaluadas evidencid produccion de peptidasas, lo que
indica una limitacién especifica en este tipo de actividad enzimatica.
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Cuadro 2. Caracteristicas de promocion de crecimiento de las cepas de suelos salinos procedentes de la Ciénaga de Zapata, Cuba.
Centro Nacional de Recursos Genéticos (CNRG), Tepatitlan de Morelos, México. 2024.

Table 2. Plant growth-promotion characteristics of strains from saline soils of the Ciénaga de Zapata, Cuba. National Center for Genetic
Resources (CNRG), Tepatitlan de Morelos, Mexico. 2024.

Cepas bacterianas

Pruebas
Cz71 CZ12 CZ13 CZ14 CZeo ESx
Fijacion biolégica del nitrégeno

Winogradsky 0,31 ¢ 0,48 a 0,34 bc 0,37 b 0,47 a 0,0115
NFb 293 b 0 3,07 a 0 0 0,0071

Indice de solubilizacién de nutrientes
Calcio 1,74 ¢ 2,06 b 324 a 1,77 ¢ 2,07b 0,0105
Aluminio 0 0 2,65a 0 0 0,0089
Potasio 0 0 1,86 a 0 1,55b 0,0049

Indice de produccién de sideréforos
Hierro 287a 1,06 d 2,12b 0 1.35¢ 0,0130

Indice de produccién de compuestos indélicos

Compuestos inddlicos 0 0 0,51b 0 0,63 a 0,0033

Letras iguales no difieren significativamente entre filas (rangos muiltiples de Duncan, a = 0,05; n = 10). ESx: Error estdndar / Identical
letters do not differ significantly within rows (Duncan’s multiple range test, o = 0.05; n = 10). ESx: Standard error.

Cuadro 3. Produccién de enzimas liticas de las cinco cepas de suelos salinos procedentes de la Ciénaga de Zapata, Cuba, en relacién con su
actividad como promotoras del crecimiento vegetal. Centro Nacional de Recursos Genéticos (CNRG), Tepatitlan de Morelos, México. 2024.

Table 3. Production of lytic enzymes by the five strains from saline soils of the Ciénaga de Zapata, Cuba, related to their activity as plant

growth promoters. National Center for Genetic Resources (CNRG), Tepatitldn de Morelos, Mexico. 2024.

Enzimas Cepas bacterianas
CZ1 CZ12 CZ13 CZ14 CZo6 ESx
Radio de hidrdélisis (RH)

Peroxidasas + + + + +

Amilasas 281 a 0 0 1,52b 0 0,0042
Proteasas 0 1,34 b 7,63 a 0 1,28 ¢ 0,0090
Lipasas 1,39 d 224 a 1,82 b 1,74 ¢ 225a 0,0069
Esterasas 1,13 a 0 0 1,11 a 1,12 a 0,0055
Celulasas 2,16 ¢ 8,88 a 2.86¢ 2,35d 394b 0,0102
Peptidasas 0 0 0 0 0

Letras iguales no difieren significativamente entre filas (rangos multiples de Duncan, o = 0,05; n = 10). ESx: Error estdndar. / Identical
letters do not differ significantly within rows (Duncan’s multiple range test, a = 0.05; n = 10). ESx: Standard error.
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Las cinco cepas fijaron nitrégeno atmosférico y dos de ellas produjeron amonio. Todas solubilizaron fosfato
de calcio, dos solubilizaron potasio y una solubilizé aluminio; cuatro produjeron sideréforos y dos produjeron
compuestos inddlicos. Ademads, todas generaron enzimas liticas.

Efecto de la inoculacion de las cepas en cultivares de tomate (Solanum lycopersicum L.)

Al evaluar el efecto de la inoculacién de las cinco cepas en un suelo Vertisol salinizado sobre los cultivares
de tomate T-60 y FL-5, se aprecié que sobresalieron las cepas CZ1 y CZ6 en la altura de las plantas, el nimero
de hojas y la masa seca, sin diferencias significativas entre ellas. Se destacé CZ6, que también mostré los mejores
resultados en la longitud de las raices, con diferencias estadisticas respecto al resto de los tratamientos en ambos
cultivares (Figura 3).

A @760 ESx:0,3726 B oOT-60  ESx: 00750
oOFL-5 ESx: 03114 oOFL-5 ESx: 0,0547
1,8 '
~ 97 a a 8
: 16 -
2 1 b
@ a be c ab ¢ = 144 bc gp g
3 74 c E e be be '— -
H n Y 1218 ] ¢ b ¢
2 6 c c ¢ ‘E ] 1 — __d
3 5] s !
]
3 4] 7. e
g 2 06
2 37 i
E -
5) 04 1
1 0,2
0 L 0
cz4  Cz42  CZ43  CZM4  CZ6 T Gl el eEls hel el T
Tratamientos Tratamientos
c
mT-60 ESx:0,3226 D
i @mT-60 ESx:0,0180
BFL5 ES:0,2449 0,18 1 oFL5 ESx: 00097
A5 8 0,16 =
4 a 5
ab % 014
35 i be a &
5 & 0121 be
= 3 be o s
8 b ¢ [ 01 4 o c
5 25 o b b 5 ab
T
2 g 00 be o be
E 15 50,06 - . R
(23
z S 0,041
0.5 0,02 1
0 o 4
cz4 Cz42  Cz43  CZ-M4 CZ6 T €z4  €z42 €z13  CZ14  CZ6 T
Tratamientos Tratamientos

Figura 3. Efecto de la inoculacién de las cinco cepas procedentes de suelos salinos de la Ciénaga de Zapata, Cuba, sobre la promocién
del crecimiento de dos cultivares de tomate (T-60 y FL-5) en condiciones semicontroladas. Cuba. 2023-2024.

Letras iguales no difieren significativamente entre si (rangos multiples de Duncan, a = 0,05; n = 25). ESx: Error estdndar.

Figure 3. Effect of inoculation with the five strains from saline soils of the Ciénaga de Zapata, Cuba, on the growth promotion of two
tomato cultivars (T-60 and FL-5) under semi-controlled conditions. Cuba. 2023-2024.

Identical letters do not differ significantly from each other (Duncan’s multiple range test, o = 0.05; n = 25). ESx: Standard error.
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Discusion

Los nuevos aislados de suelos salinos procedentes de la Ciénaga de Zapata presentaron caracteristicas
distintivas en cuanto a su morfologia, lo que denota la diversidad existente entre cepas, aspecto que se ha descrito
en otros estudios (Zuluaga et al., 2020). El andlisis filogenético mostré que tres de las cepas en estudio pertenecen
al género Bacillus, resultados que coinciden con Ibarra-Villarreal et al. (2021), quienes lo ubican como un género
dominante en suelos salinos. Estas caracteristicas distintivas se atribuyen a su reconocida plasticidad metabdlica,
que le permite sobrevivir bajo condiciones ambientales adversas, asi como a su facilidad para colonizar raices de
plantas y producir diversos metabolitos, aspectos que favorecen su actividad de control sobre especies patdgenas.

Se ha planteado que las especies de Bacillus muestran alta capacidad para producir dcido indol-3-acético (IAA)
y compuestos antimicrobianos, como los sideréforos y las enzimas hidroliticas asociadas (Mahmud et al., 2021),
caracteristicas de su gran versatilidad y sus posibilidades de uso en diferentes ambientes (Anees et al., 2020).
Estudios previos han demostrado que especies de este género, entre las que se encuentran B. thuringiensis, B. albus'y
B. paramycoides, poseen mecanismos de tolerancia a la salinidad y promueven el crecimiento vegetal en condiciones
de estrés salino (Ahluwalia et al., 2021). Esta capacidad les permite colonizar con éxito la rizosfera de las plantas en
suelos salinos, contribuyendo a la sostenibilidad de ecosistemas afectados por estas condiciones.

B. paramycoides, detectada en los aislados de este estudio, destaca por su habilidad para solubilizar fosfatos,
una funcidn esencial para mejorar la disponibilidad de este nutriente en suelos salinos, donde la fijacion y movilidad
del fésforo suelen estar limitadas (Sondang et al., 2019). Ademds, combinaciones de especies como B. albus y B.
cereus han mostrado sinergias que favorecen el vigor de las semillas y la concentracion de pigmentos en las plantas.
Estas caracteristicas potencian la fotosintesis y el crecimiento vegetal en condiciones adversas (Ashry et al., 2022;
Huang et al., 2020) y se relacionan con el aumento de la productividad de los cultivos.

El estudio reveld nuevas cepas con capacidad para estimular significativamente el crecimiento de cultivares
de tomate. Esto coincide con la funcién bien documentada de este género en la promocion del crecimiento vegetal.
La capacidad de Bacillus para disminuir el estrés hidrico (Moreno-Galvan et al., 2020), asi como la tolerancia a la
salinidad presente en el suelo del experimento, se aprecid en la efectividad observada en los cultivares en ambientes
semicontrolados y ratificé que estas cepas nuevas no solo promueven el crecimiento, sino que también mejoran la
resiliencia del cultivo frente a condiciones abidticas adversas, a la cual se asocia gran parte de los beneficios de la
aplicacion de las bacterias promotoras pertenecientes a este género (Saxena et al., 2020).

Ademds, se ha comprobado que Bacillus presenta mecanismos que favorecen el crecimiento vegetal, entre
ellos la fijacion de nitrégeno atmosférico mediante la produccién de la nitrogenasa (Masood et al., 2020), lo
que implica un mayor suministro de este elemento a la planta, favorece la fotosintesis y, por tanto, incrementa
la productividad de los cultivos. Otras especies como B. thuringiensis benefician el desarrollo de las raices y la
absorcidn de nutrientes como el manganeso (Huang et al., 2020), aspecto fundamental en el control de insectos en
varios cultivos (Moreno-Galvin et al., 2020). Estas y otras caracteristicas evidencian su versatilidad y les confieren
ventajas competitivas con respecto a otros géneros bacterianos, ya que, ademds, refuerzan la actividad enzimdtica
del suelo (Kumar et al., 2021), de ahi que su empleo resulte importante.

En cuanto a Cupriavidus, los resultados mostraron que las nuevas cepas de este género bacteriano presentaron
atributos en la promocién del crecimiento bajo condiciones de estrés salino. Cupriavidus se asocia a géneros
conocidos por su efectividad en la simbiosis y adaptabilidad (Chevallereau et al., 2022), debido a su capacidad
de interaccion planta-microorganismo, promoviendo un ambiente microbiano competitivo y benéfico para ambos
miembros de la asociacidn. Entre las funciones destacadas de este género se incluyen la fijacién de nitrégeno (Tang
& Capela, 2020), la solubilizacién de fosfatos (Linda et al., 2025) y la resistencia a metales pesados como cobre y
cadmio (Abd El-Daim et al., 2019; Shamim & Rehman, 2013), lo cual favorece la nutricién y tolerancia del tomate.
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En el estudio con los cultivares de tomate se demostrd la efectividad de la aplicacién de nuevas cepas de
Cupriavidus, lo cual sugiere la validez de su empleo en cultivos sometidos a condiciones de estrés salino. Esto
se alinea con estudios previos que reportan la eficacia de este género en otros sistemas como semihidropdnicos
y cultivos protegidos (Cervantes-Vdzquez et al., 2021; Zulueta-Rodriguez et al., 2020). Los hallazgos descritos
en la literatura respaldan la funcionalidad y las adaptaciones observadas en las nuevas cepas, como indicativo no
solo de su capacidad de sobrevivir en ambientes con alta salinidad, sino también de que pueden desempefiar roles
significativos en sistemas agricolas afectados por este tipo de estrés. Ambos géneros identificados en el estudio
permiten el disefio de nuevos consorcios bacterianos que se potencien mutuamente para el beneficio de los cultivos.

Conclusiones

Las cinco bacterias halotolerantes aisladas de suelos de la Ciénaga de Zapata pertenecen a los géneros Bacillus
y Cupriavidus. Todas mostraron caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal, aunque sobresalieron las cepas
CZ1 y CZ6 en la estimulacion de los dos cultivares de tomate estudiados. Estos resultados indican que los aislados
poseen atributos funcionales clave para su uso como inoculantes microbianos en ambientes salinos.
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