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Resumen

El maiz criollo (Zea mays L.) es un cultivo clave en México por su impacto en la economia,
la cultura y la biodiversidad. La inoculacién con rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPR) es una alternativa sustentable a la fertilizaciébn quimica, especialmente
cuando se emplean microorganismos nativos, lo que optimiza su adaptacion y colonizacion
de la rizosfera, mejorando el rendimiento del cultivo. Este estudio -caracterizo
microorganismos nativos de la rizosfera del maiz criollo en parcelas de Ocampo, Michoacan,
con el objetivo de mejorar su calidad nutricional. Se aislaron 80 microorganismos de suelo
rizosférico y se realizaron pruebas de fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN) y solubilizacion
de fosfatos (SFos) y calcio (SCa), donde destacaron los aislados B10, B16, B44, B55, C17 y
M3. En la prueba de FBN, B10 sobresali6 con 30 pg NH4+/mL; mientras que en las otras
pruebas de solubilizacion, B44 mostré los mejores resultados con 85 pg KH2PO4/mL y 320
ng CaCOs/mL. Mediante identificacion molecular, se determin6 que los aislados
correspondian a diferentes géneros bacterianos: B10 (Streptomyces sp.), C17 (Paenibacillus),
M3 (Kitasatospora sp.), B16 (Bacillus subtilis), B44 (Lysinibacillus sp.) y BS5S5
(Exiguobacterium profundum). Se realiz6 una fase de experimentacion en invernadero, donde
la inoculacion con estos microorganismos mejord variables fenologicas en las primeras
etapas del maiz. B10, B16, B44 y C17 destacaron en peso fresco y seco, longitud de planta,
tallo y raiz, asi como en el numero de raices. Posteriormente, los microorganismos se
probaron en campo con distintos tratamientos para evaluar su impacto en el crecimiento y
calidad nutricional del maiz; B10 y B44 demostraron el mayor efecto positivo. Ademas, se
realizaron analisis de vitaminas y minerales de los granos de maiz obtenidos en cada
tratamiento, dando como resultado un aumento en el contenido nutricional por parte de los
tratamientos con aislados bacterianos, concluyendo que el uso de PGPRs nativas tiene un
potencial biotecnologico y ambientalmente amigable para su uso en maiz criollo mexicano

de la region.

Palabras clave: maiz criollo, PGPR, nativos, vitaminas, minerales.



Abstract

Native Maize (Zea mays L.) is a key crop in Mexico due to its economic, cultural, and
biodiversity impact. Inoculation with plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR)
represents a sustainable alternative to chemical fertilization, particularly when native
microorganisms are utilized, thereby enhancing their adaptation and colonization of the
rhizosphere and ultimately improving crop yield. This study characterized native
microorganisms from the rhizosphere of native maize in Ocampo, Michoacéan, with the aim
of enhancing its nutritional quality. A total of 80 microorganisms were isolated from
rhizospheric soil and subjected to biological nitrogen fixation (BNF) and phosphate (SFos)
and calcium (SCa) solubilization assays, where isolates B10, C17, M3, B16, B44, and B55
showed notable results. In the BNF test, B10 exhibited the highest performance with 30 ug
NH4/mL, whereas in the other solubilization assays, B44 demonstrated the best results with
85 ng KH2PO4/mL and 320 pg CaCOs/mL. Molecular identification revealed the isolates
belonged to different bacterial genera: B10 (Streptomyces sp.), B16 (Bacillus subtilis), B44
(Lysinibacillus sp.), B55 (Exiguobacterium profundum), C17 (Paenibacillus sp.), and M3
(Kitasatospora sp.). A greenhouse experiment was conducted, demonstrating that inoculation
with these microorganisms improved phenological variables in the early stages of maize
development. B10, B16, B44, and C17 notably increased fresh and dry weight, plant height,
stem and root length, and root number. Subsequently, field trials with different treatments
assessed their impact on maize growth and nutritional quality; B10 and B44 exhibited the
most significant positive effects. Additionally, vitamin and mineral analyses of maize grains
obtained from each treatment were performed, resulting in an increase in nutritional content
in the treatments with bacterial isolates. This suggests that native PGPRs present
biotechnological and environmentally friendly potential for use in native Mexican maize

from the region.

Key words: native maize, PGPR, native, vitamins, minerals.



1. Introduccion

El maiz (Zea mays L.) es una planta graminea originaria de Mesoamérica. Su domesticacion
se inicid hace aproximadamente doce mil afios en el eje neovolcénico de México. México,
pais identificado como centro de origen, diversidad y domesticacion del maiz (Matsuoka et
al., 2002; Kato et al., 2009; Diario Oficial de la Federacion, 2012). En América Latina existen
300 razas de maiz aproximadamente (Wellhausen et al., 1951; Vigouroux et al., 2008), de las
cuales en México se encuentran entre 59 y 62 (Ortega, 1985), esto como resultado de la
seleccion que realizaron poblaciones indigenas durante unos 10,000 afios y, recientemente,
grupos mestizos que las han domesticado adaptandolas a climas, suelos, plagas y a diferentes
usos dando como resultado lo que hoy conocemos como “maiz criollo” (Diario Oficial de la
Federacion, 2012). Se denomina maiz criollo o nativo a las variedades autdctonas que se han
desarrollado de manera “tradicional”, es decir, gracias a una continua seleccion de los
agricultores durante generaciones que se remonta hasta la época prehispanica (Mufioz, 2021).
Las razas criollas de maiz estan ligadas a lugares especificos, donde se han adaptado a un

terreno y clima particulares, y son mas comunes en areas rurales del pais (CONABIO, 2022).

En México, el maiz se consume en varias formas: en elote, tamales, bebidas fermentadas,
principalmente en forma de tortilla, con un consumo per capita de 100 kg de maiz al afo. La
tortilla es un alimento de forma circular aplanada de 10 a 30 cm de didmetro y 0.2 a 0.6 cm
de grosor, se elabora a partir de diferentes tipos de maiz cocido con hidroxido de calcio;
proceso conocido como nixtamalizacion que hace mas biodisponible los nutrientes
(Gonzalez-Cortés et al., 2016). Cruz y Verdelet (2007) indican que la tortilla se considera un
alimento de primera necesidad para el 94% de la poblacion mexicana, principalmente en las
zonas rurales, donde su consumo per cépita es de 328 g diarios y provee el 70% del total de

calorias, cerca del 50% de la proteina y 49% del calcio.

Nuestro pais se posiciona en el séptimo lugar como productor de maiz a nivel global
(SADER, 2024), pero en el tercero como importador del mismo cereal para cubrir la demanda
interna (SIAP, 2020). Segun datos de la Encuesta Nacional Agropecuaria (ENA) y de los
Censos Econdomicos 2019 del Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica
(INEGI), 61.8% de 69 mil 124 unidades de produccion muestreadas cultiva semillas criollas,

las cuales, ademas de estar adaptadas a las condiciones climaticas y tecnologicas de los
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productores, poseen caracteristicas que les permiten responder a los gustos alimenticios de
poblaciones y culturas muy especificas. La diversidad genética de los maices criollos se
mantiene principalmente con el uso de este cereal en la alimentacién bésica de las
comunidades rurales e indigenas; los cuales, a la vez, son promotores naturales de la
conservacion y generacion de estos. Sin embargo, Vidal-Martinez et al., (2010) mencionan
que los maices nativos como polos fitogenéticos de biodiversidad se ven amenazados de
forma creciente por factores socioecondmicos, politicos, comerciales, bidticos y abidticos.
En el afio 2009, la SAGARPA a través de la Subsecretaria de Desarrollo Rural de la Direccion
General de Apoyos para del Desarrollo Rural (SDRDGADS), establecié que la seleccion de
maices criollos permite desarrollar variedades adaptadas a las condiciones naturales y
socioeconomicas de los productores, practicamente con los mismos recursos de una
explotacion comercial, pero con la ventaja de obtener un rendimiento gradualmente mayor
en relacion a la variedad original, sin perder la diversidad genética en este importante cultivo,
basico para la seguridad y soberania alimentaria del pais. En areas de temporal en donde las
lluvias son insuficientes y mal distribuidas, como es el caso del estado de Michoacan, las
semillas de las variedades criollas normalmente son obtenidas por el productor después de la
cosecha, realizando la seleccion con base a caracteristicas morfologicas tales como: tamafio
y forma de la mazorca, color del grano, olote delgado, entre otros. Sin embargo, por falta de
conocimiento, no toman en cuenta uno de los criterios mas importantes como es la
composicion nutricional. La calidad del grano de maiz esta asociada tanto con su constitucion
fisica, que determina la textura y dureza, como con su composicion quimica, que define el
valor nutrimental y las propiedades tecnologicas. Los mercados son cada vez mas exigentes
y se interesan por el contenido de proteinas, aminoacidos, almidon, aceites y demas
componentes (Bavera, 2006); es por esto que las condiciones nutricionales de las plantas se
proporcionan a través de la aplicacion de soluciones nutritivas con los elementos quimicos
de forma equilibrada, si uno solo de los nutrientes es escaso, el crecimiento de la planta es

limitado, afectando el rendimiento (Lopez-Marin, 2017).

Para el ciclo otofio-invierno 2022-2023, la superficie sembrada de maiz blanco en México
fue de 1 millon 157 mil 911 hectareas. La produccion obtenida fue de ocho millones 575 mil
072 toneladas, destacan Sinaloa, Veracruz, Sonora y Tamaulipas con una participacion del

89.1% (SADER, 2024). En los ultimos 40 afios, la capacidad de produccion de maiz se ha
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incrementado debido al desarrollo e implementacion de tecnologias y al incremento de tierras
destinadas para cultivo, ya que las necesidades de abastecimiento paralelamente fueron en
aumento a causa del crecimiento exponencial de la poblacion y constante demanda de granos
por parte del sector pecuario, siendo este tltimo el mayor demandante de maiz (Ranum et al.,
2014; Molina, 2021). El proceso de tecnificaciéon se reflejo en el establecimiento de
monocultivos de maiz y el uso indiscriminado de insumos inorganicos, acelerando la
degradacion de los suelos y ocasionando la perturbacion de la rizosfera (Tofifio Rivera et al.,
2020). Lo anterior ha influido en el incremento de los costos de produccion, impactando
severamente en la economia de los productores (Olanrewaju & Babalola, 2019). El uso
irracional de estos productos se refleja en un incremento significativo (entre el 10 y 25 %) de
los costos de produccion (Salgado & Nufiez, 2012), aunado a problemas de contaminacion
de agua, suelo y de un desequilibrio en las funciones de los microorganismos rizosféricos
involucrados en el crecimiento, desarrollo y nutricion de las plantas, lo cual pone en riesgo
una productividad sostenible (Lenka et al., 2016). Este escenario ha propiciado la busqueda
de estrategias que permitan incrementar la produccion del maiz a bajo costo y con menor

impacto ambiental (Velasco-Jiménez et al., 2020).

Una alternativa para lograrlo, ha sido la aplicacion de microorganismos nativos benéficos,
como las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés “Plant
Growth Promoting Rhizobacteria™), las cuales constituyen del 2 al 5% de las bacterias
rizosféricas (Prasad et al., 2019) y tienen la capacidad de estimular el crecimiento de las
plantas a través de mecanismos como la fijacién bioldgica de nitrégeno atmosférico,
solubilizacion de minerales, produccion de compuestos reguladores del crecimiento y de la
inmunidad de las plantas, ademés de presentar actividad antagénica contra hongos y bacterias
fitopatogenas (Vejan et al., 2016; Haskett et al., 2021). Pueden colonizar la rizosfera o la
superficie de la raiz donde expresan sus propiedades benéficas, que incluyen aumentos en la
tasa de germinacion de las semillas y la productividad, el crecimiento de las raices y el area
foliar, el peso de brotes y raices, el contenido de clorofila y/o la tolerancia a las condiciones
climaticas adversas como la sequia, mediante diversos mecanismos directos e indirectos. Las
PGPR aplicadas como biofertilizantes pueden suplir, en cierta proporcion, el uso de

fertilizantes quimicos esenciales para el maiz, por lo que prometen ser una estrategia



sustentable para abastecer la demanda mundial de granos (Grageda-Cabrera et al., 2012;

Higdon et al., 2020; Haskett et al., 2021; Al-Tammar & Khalifa, 2022).

En funcion del lugar de aislamiento, es posible clasificar a las PGPR en dos grupos, las
bacterias exdgenas, es decir, microorganismos aislados de suelos o plantas diferentes a los
que posteriormente son aplicados de manera experimental o a nivel comercial; y las PGPR
nativas, es decir, las que se aislan del mismo suelo o planta en la que se aplican. Estas PGPR
nativas, presentan mejores respuestas de adaptacion y de colonizacion de la rizosfera, ya que
presentan los mecanismos de adaptacion particulares a las condiciones bidticas y abidticas
del lugar (Garcia et al., 2017; Pérez-Rodriguez et al., 2020; Amezquita-Aviles et al., 2021).
Al respecto, se ha descrito que las PGPR nativas, se asocian con las raices de las plantas y
con otros microorganismos, lo cual propicia una simbiosis que resulta exitosa para todos los
involucrados y se logra un efecto positivo a largo plazo (Schlemper et al., 2018; Armanda et
al., 2018; Thiergart et al., 2019). Por lo anterior, el objetivo del estudio fue aislar PGPR
nativas de suelos del municipio de Ocampo, Michoacan, México, que sean efectivas en la
promocion del crecimiento del maiz criollo, asi como para aumentar el rendimiento y el

contenido de vitaminas y minerales del grano.

2. Antecedentes

2.1 Importancia del cultivo de maiz

El maiz (Zea mays L.) es una planta con una alta tasa de actividad fotosintética, teniendo el
mas alto potencial para la produccion de carbohidratos por unidad de superficie por dia. Fue
el primer cereal sometido a rapidas e importantes transformaciones tecnologicas en su forma
de cultivo, tal como ha sucedido con la aparicion de los hibridos. El éxito en los avances
tecnologicos del cultivo de maiz estimul6 una revolucion agricola generalizada en muchas
partes del mundo. Es el primer cereal con mayor rendimiento de grano por hectarea y el
segundo, después del arroz, en produccion total. Es considerado de gran importancia
econdmica a nivel mundial, ya sea como alimento humano (uno de los granos alimenticios
mas antiguos que se conocen), como alimento para el ganado o como fuente de un gran

numero de productos industriales (Maizar, 2015).



En México, centro de origen, domesticacion y diversificacion del maiz, existen 59 razas de
acuerdo con la clasificacion mas reciente basada en caracteristicas morfologicas e
isoenzimaticas (Sanchez et al., 2000). Esta diversidad es producto de milenarias practicas
agricolas vinculadas al conocimiento tradicional de los pueblos indigenas de México,
principales custodios y mejoradores del germoplasma nativo (Mera-Ovando & Mapes-
Sanchez, 2009). Desde el punto de vista alimentario, politico, econdmico y social, el maiz es
el cultivo mas importante del pais (SIAP, 2020). Basta con decir que el consumo per capita
de maiz en México es aproximadamente 200% mayor que el de Estados Unidos de América
(Statista Research Department, 2022). El censo reporta que, en 2022, habia 4.6 millones de
unidades de produccion agropecuaria, la mayoria correspondid a pequenos(as)
productores(as), pues 56.0 % tenia una superficie sembrada de hasta dos hectareas. Del total
de superficie sembrada, 73.2 % fue de temporal y 26.8 % fue de riego. Entre octubre de 2021
y septiembre de 2022, 2.4 millones de unidades produjeron 21.9 millones de toneladas de
maiz grano blanco. De estas, cuatro millones de toneladas fueron para autoconsumo de la
familia, para semilla o para alimento de animales (INEGI, 2022). De la superficie total
sembrada con maiz, la mayor parte es de temporal (SIAP, 2020), fundamentalmente a cargo
de mas de 2 millones de productores a pequena escala, quienes lo siembran sobre todo para
autoconsumo (Mera-Ovando & Mapes-Sanchez, 2009). Mas de la mitad de la producciéon
nacional de maiz proviene de este sistema, el cual también es conocido como de subsistencia
porque contribuye significativamente a la seguridad alimentaria de los estratos rurales mas
pobres (Turrent et al., 2012). Es aqui en donde los maices nativos se seleccionan, producen,
conservan, diversifican y domestican de acuerdo con las necesidades de las poblaciones

locales (Turrent et al., 2010).

Por su parte, los maices mejorados (hibridos) son los que satisfacen en buena medida las
necesidades de la agroindustria mexicana, y ocupan tan solo 30 % de la superficie total
sembrada con maiz (SIAP, 2020). Se producen principalmente bajo sistemas de riego en el

noroeste de México, en donde se registra un uso notable de agroquimicos.

En términos de rendimiento, las variedades mejoradas han mostrado ser notablemente
superiores a las nativas, pero los pequeiios productores suelen preferir sus variedades locales.

Esto se debe a ciertas ventajas que se han identificado en las razas nativas, que en su mayoria



se siembran en los terrenos edafo-climaticamente mas limitativos (Turrent et al., 2012). De
hecho, se han reportado razas que pueden sobrevivir donde las variedades mejoradas no
tienen oportunidad (Vazquez-Carrillo et al., 2010). Entre las ventajas de estos maices
destacan las siguientes: mejor manejo del riesgo agricola, adaptacion a las condiciones
climéticas locales, estabilidad a la variabilidad climatica, costos mas bajos de los insumos
necesarios para su produccion, y muy importante, aptitud para la elaboracion de
preparaciones culinarias tradicionales (Guillén-Pérez et al., 2002; Turijan-Altamirano et al.,

2012; Turrent et al., 2012).

Por todo lo anterior, la proteccidn, caracterizacion y conservacion del germoplasma nativo,
asi como los saberes y conocimientos tradicionales asociados son acciones impostergables,
sobre todo ante las evidencias de que existen de pérdida y extincion de algunas poblaciones
(Lazos & Chauvet, 2011; Ortega-Paczka, 2003; Ortega-Corona et al., 2011), situaciéon que

podria agudizarse ante los efectos del cambio climatico (Bellon et al., 2011).

2.2 Aporte nutricional del maiz

El maiz es uno de los componentes mas importantes de la alimentacién de los mexicanos y
su variabilidad esta asociada con una gama de ambientes y grupos socioculturales que, en
conjunto, contribuyen al proceso evolutivo de la especie y a la integracion de razas o
poblaciones con caracteristicas especificas de adaptacion agroecoldgica, usos y composicion
de grano (Sanchez et al., 2015). En México se tienen reportadas 59 razas de maices criollos
con una diversidad extensa de recursos genéticos de maiz y que son cultivados en diferentes
regiones del pais (Uriarte-Aceves et al., 2018). Las poblaciones nativas de maiz, al ser
conservadas y seleccionadas continuamente por los agricultores, generan ventajas
adaptativas a micronichos ecologicos particulares, formas de cultivo y consumo, estas
poblaciones nativas son importantes reservorios de genes de resistencia a plagas y
enfermedades, tolerancia a estrés hidrico, salinidad y altas temperaturas.
Ademas, se han detectado areas potenciales para la introduccion de maices biofortificados
de acuerdo con los Indices de Priorizacion para Biofortificacion (IPB) para combatir la
deficiencia de micronutrientes en nifilos y mujeres embarazadas en distintos estados del
territorio nacional como Chiapas, Oaxaca, Guerrero, Michoacéan, Puebla e Hidalgo (Ramirez-

Jaspeado et al., 2018).



Las poblaciones nativas de maiz son una fuente importante de carbohidratos, proteina,
minerales, fibra y compuestos antioxidantes (carotenoides, antocianinas, flavonoides y
polifenoles) de gran importancia para la nutricion y salud humana. Los granos de maiz se
caracterizan por contener vitaminas (A, B1, B2, B5, B6, C, E y K1) y aminoacidos esenciales
(triptéfano, treonina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina, valina e histidina) (Edelma y
Colt, 2016), antioxidantes (luteina y zeaxantina), carbohidratos, proteinas, grasa (Zandi et
al., 2017), almidoén, aceite, celulosa y lignina, azucar soluble, entre otros compuestos (Yang
et al., 2018). Ademas, contienen diferentes minerales esenciales como Ca (calcio), Co
(cobalto), Se (selenio), Zn (zinc), Cu (cobre), Fe (hierro), Mn (manganeso), Mo (molibdeno),
Mg (magnesio), K (potasio), Na (sodio), Ba (bario) y Al (aluminio) (Jaradat y Goldstein,
2018) y, se sabe que el contenido nutrimental constituye una parte importante en la calidad

de la semilla.

En un estudio realizado por Chi-Sanchez et al., (2021) se obtuvo el contenido mineral de
distintos maices criollos usados principalmente en el estado de Yucatan, en donde obtuvieron
resultados del contenido de minerales como el fosforo (6.95-56.66 mg/kg), siendo éste un
resultado desfavorable comparado con lo que obtuvieron Jaradat y Goldstein (2018), los
cuales estudiaron 13 genotipos de maices comerciales de EUA y criollos de Centro américa
y Sudamérica en las cuales el contenido de fosforo fue en un rango de 4505.7 a 2556 mg/kg.
El potasio presentd valores que van en un rango desde 982.72 hasta 3693.36 mg/kg, la
concentracion de calcio tuvo valores que fueron desde 38 a 127.68 mg/kg. Respecto al
contenido de magnesio, sodio y manganeso se obtuvieron valores que iban desde 253.58-
831.94 mg/kg, 619.79-1831.12 mg/kg y 1.7-9.35 mg/kg. Por otro lado, en 2015, Sanchez y
colaboradores realizaron una caracterizacion quimica y nutricional de variedades de maiz de
alta calidad de proteina desarrolladas en Yucatan, asi como la comparaciéon con sus
predecesores criollos, en el cual llegaron a la conclusion de que, para algunos minerales, los
predecesores criollos tienen una mayor concentracion y que, a pesar de que los hibridos
tienen un mayor contenido de proteina (ya que para eso estaban destinados), tienen igual o,
incluso, menor concentracion de algunos de estos minerales estudiados, tal como se observa

en el Cuadro 1.



Cuadro 1. Contenido de minerales (mg/kg) de las variedades de maiz hibrido Chichén Itza y Sac Béh y sus

predecesores criollos.

Muestra Ca Fe K Mg Na P
Predecesor 2,557.4+81  1,009.9+40 3,375.6+80
Chichén 88+5.12 36.5+.0.3° ’ 2'a ’ 7'a 350.6+16° ’ 43
Itza ’ ’ '
+
Predece’sor 99.6424.9° 5154512 2,993.5429  1,062+16.1  545.5+£31.3 3,527.243.
Sac Béh 1.72 a a 42
Hibrido
+ + 1+ O+
Chichén 102.9+£25.2 40,4435 2,616.1+£88  1,081.1+£36 415, 14645 3,370.9+15
; a 58 .8 9.6*
Itza
Hibrido b 2,687.8427  1,039.4+33  372.2+40.2  3,349+123.
4 a 4 s ’ s
SacBel | O4SESS 428467 470 s . o

2.3 Papel de las PGPR en el aumento del contenido nutricional de granos

Aunque los cultivos de cereales pueden servir como constituyentes de una dieta nutritiva, la
desnutriciéon es un fenémeno generalizado entre la poblacion rural de muchas zonas de
Meéxico. Actualmente, la desnutricion y las bajas tallas son el principal problema, sobretodo
en los estados del sur de México; aproximadamente a los 12 afios los nifios se estancan en
una desnutricién crénica, razén por la cual es importante realizar distintas estrategias para
aumentar el contenido de vitaminas y minerales en granos consumidos por la poblacion en
zonas y grupos mas vulnerables (Martinez-Mendoza et al., 2023). Las principales
problemadticas son la deficiencia de energia, la falta de proteinas y la escasez de suministro
de micronutrientes por parte de estos cultivos; esto implica una urgente necesidad de
descubrir nuevas tecnologias agricolas para obtener rendimientos suficientes con cultivos de
buena calidad y que no comprometan los recursos naturales globalmente limitados, como los

fertilizantes (Kumar et al., 2014).

El maiz aporta vitaminas, almidon, fibra, proteinas y azucar; 100 g de granos de maiz
contienen 361 calorias (Ahmad et al., 2022). Sin embargo, la utilizaciéon desequilibrada de

fertilizantes quimicos, el minimo uso de fertilizantes organicos y abonos naturales, la menor



incorporacion de residuos vegetales y el rendimiento exhaustivo del maiz en la década
anterior han causado insuficiencias de micronutrientes en el suelo (Bashir et al., 2021). Los
microorganismos, en combinacion con fertilizantes quimicos y organicos, estin aumentando
la absorcion de micronutrientes, lo que resulta en una mayor concentracion de
micronutrientes en granos y frutos. Las necesidades de nitrogeno del maiz estan aumentando
con el fin de obtener mayores rendimientos de maiz. La aplicacion equilibrada de nitrogeno
junto con otros macro y micronutrientes es importante para lograr un rendimiento y calidad
eficientes del grano (Ahmad et al., 2022). El uso de PGPR con mecanismos de
bioaumentacion y disponibilizacion de nutrientes en el suelo ha sido de gran ayuda para
aumentar los nutrientes en los granos de algunos cultivos; la calidad de la avena, por ejemplo,
respecto al rendimiento de grano, la clorofila y el contenido de proteinas, mejoraron cuando
se asociaron PGPR con raices (Tawfiq y Ahmad, 2014). Las PGPR pueden mejorar la
absorcion y la biofortificacion de macro (N y P) y micronutrientes (Fe, Zn y Cu) en los granos
de cereales, mediante la solubilizacién de nutrientes, produccién de sideréforos y de
exopolisacaridos (Jalal et al., 2021; Shahane y Shivay, 2022). La biofortificacién mediante
PGPR ha ganado popularidad para mejorar el contenido de distintos micronutrientes en los
cultivos de cereales. Por ejemplo, Gopalakrishnan et al. (2016) revelaron las especies de los
géneros Pseudomonas, Brevibacterium, Bacillus, Enterobacter y Acinetobacter como
candidatos potenciales para la biofortificacion y el biocontrol en plantas. Estos
microorganismos también pueden incorporar micronutrientes dentro de tejidos vegetales
comestibles mediante la solubilizacion de sus fuentes autoctonas insolubles presentes en el

suelo (Khalid et al., 2015; Gopalakrishnan et al., 2016).

La utilizacion de PGPR para la biofortificacion no solo nos ayuda a gestionar el problema de
la desnutricion entre la poblacion, sino que también mejora el rendimiento de los cereales, la
fertilidad del suelo y la biodiversidad (Jalal et al., 2022). La comunidad microbiana del suelo
es un polo solido para evaluar la riqueza del suelo y dirige la accesibilidad de nutrientes para
las plantas cosechadas. Cualquier cambio en la comunidad microbiana puede influir en la
absorcion de nutrientes por parte de estas (Nuttall et al., 2017). Es por eso que, en 2022,
Ahmad y colaboradores realizaron un estudio con el fin de observar el papel de las PGPR en
la biofortificacion de granos de maiz en tratamientos con inoculaciones bacterianas solas, en

co-inoculacién y en consorcio, tanto en experimento en maceta como en campo; ellos
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descubrieron que la aplicacion del consorcio microbiano triple (ZM27+ZM63+S10) con
bacterias de los géneros Bacillus subtilis ZM63, Bacillus aryabhattai. ZM31 vy Bacillus
aryabhattai. S10, se establece como la estrategia mas eficaz, generando las mejoras
significativas y maximas en la bioacumulacion de tres macronutrientes esenciales, nitrégeno,
fosforo y potasio, en los granos del maiz. Este resultado sugiere la existencia de efectos
sinérgicos o complementarios entre las cepas que potencian la nutricion vegetal. Ademas,
este consorcio se confirma como la estrategia de inoculacion mas eficaz para la
biofortificacion de micronutrientes, generando las mejoras méaximas tanto en hierro (18%)
como en zinc (15%) en los granos de maiz. Los resultados demuestran una tendencia
consistente donde las aplicaciones microbianas combinadas, particularmente el consorcio,

superan en eficacia a los tratamientos individuales en la mejora de la nutricién vegetal.

En el afio 2014, Kumar y colaboradores realizaron un estudio donde obtuvieron PGPR de
distintos cultivos en donde el objetivo fue aumentar el crecimiento, rendimiento y contenido
de micronutrientes en granos de trigo; realizaron un consorcio con cepas de bacterias de los
géneros A. chlorophenolicus, Enterobacter sp. y B. megaterium, estas cepas fijadoras de
nitrégeno, solubilizadoras de fosfato y, a su vez, producen acido indolacético (AIA) lograron
que aumentaran parametros vegetales y de rendimiento, al mismo tiempo que estos
tratamientos mostraron un maximo de absorcion de nutrientes y contenido de
macronutrientes en condiciones de invernadero como el nitrégeno (N) y el fosforo (P) del
127% y del 155%, respectivamente, respecto al control sin inocular; y micronutrientes como
cobre (Cu), zinc (Zn), manganeso (Mn) y hierro (Fe) en los granos de trigo de los cuales
absorbieron respectivamente el 83%, 59%, 104% y 50%, respecto al control sin inocular;
mientras que en el experimento en campo la adquisicion de N fue de un 60% mayor que el
control sin inocular y para el P fue de casi el 70%, respecto a todos los demas micronutrientes
mencionados anteriormente la adquisicion fue del 99%, 63%, 95% y 43%, respectivamente.
Sin embargo, también los tratamientos inoculados con 1 o 2 cepas bacterianas tuvieron

mejores resultados que los no inoculados.

Por otro lado, dada la gran importancia de las vitaminas para la salud y la dieta humana y
animal, numerosas revisiones en la ultima década han resumido con gran detalle muchas de

sus caracteristicas, vias metabolicas de biosintesis y de degradacion, y mecanismos
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moleculares implicados con ellas (Palacios et al., 2014). Las vitaminas son micronutrientes
esenciales sintetizados por numerosas plantas y bacterias fotosintéticas, pero no por los
animales (Survase et al., 2006). Debido a que las vitaminas son cofactores necesarios en
diversas rutas metabdlicas y sirven como antioxidantes, necesitan ser provistas a aquellos
organismos que no las producen. En las interacciones entre planta-microbio, especificamente,
las vitaminas pueden influenciar la proliferacion de PGPR dentro y alrededor del sistema de
raices, son provenientes de los exudados radiculares o provenientes de las bacterias u hongos
rizosféricos. Algunas de las vitaminas exudadas por las raices de las plantas no son
enteramente sintetizadas por ellas, pero si producidas por los microbios, las cuales las plantas
absorbieron y tiempo después fueron exudadas. Debido a la ocurrencia comtin de produccion
microbiana de vitaminas en la rizosfera y la asimilacion de vitaminas sintetizadas por
microbios por las plantas, parece que las vitaminas tienen un papel en el desarrollo de las
plantas y en las interacciones de la rizosfera (Baya et al., 1981). Existen algunas especies de
plantas que no pueden producir algunas vitaminas que son esenciales para su metabolismo,
por lo tanto, una solucion teoérica para que estas plantas obtengan estas vitaminas es
manteniendo interacciones con PGPR en un ambiente rizosférico que pueda hacer de estas
vitaminas disponibles, estableciendo una interaccion mutua. La hipotesis que lidera todos los
estudios sobre la participacion de las vitaminas en la interaccion planta-PGPR se basa en el
supuesto de que vitaminas tan complicadas y, a veces, dificiles de producir no se habrian
sintetizado a menos que participaran en importantes mecanismos celulares, ya sea en cada
uno de los socios (planta o PGPR) o durante su interacciéon. Al menos se conocen 11
vitaminas que son producidas por PGPR en relacion con sus interacciones con las plantas,
donde el grupo de vitaminas B es el mas estudiado (Burgess et al., 2009). A continuacion, se
presenta el Cuadro 2 con los posibles mecanismos propuestos para cada una de estas

vitaminas.

Cuadro 2. Posibles roles sugeridos de las vitaminas en la relaciéon mutualista entre plantas y PGPR.

Vitamina Funcion
Acido ascorbico Reaccion de defensa de la planta
Antioxidante
Tiamina Cofactor en metabolismo celular

Sintesis de fitohormonas
Reaccion de defensa de la planta
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Antioxidante
Promocion del crecimiento vegetal

Riboflavina Cofactor en metabolismo celular
Reaccion de defensa de la planta
Antioxidante
Promocion del crecimiento vegetal
Quorum sensing
Moléculas de senalizacion
Mitigacion del estrés salino

Niacina Reaccion de defensa de la planta
Antioxidante
Mitigacion del estrés salino

Piridoxina Cofactor en metabolismo celular
Reaccion de defensa de la planta
Antioxidante

Ademas, existen diferentes estudios que indican que, en cultivos in vitro, la composicion del
medio (N, P o microelementos), combinada con parametros ambientales (como el pH y la
temperatura) determina qué vitaminas son producidas y en qué cantidades. Debido a que las
vitaminas desempefian un papel importante en la fisiologia de las plantas y algas
fotosintéticas y a que la biosintesis de algunas vitaminas es muy compleja, es una gran
ventaja para plantas para asociarse con microorganismos que pueden producir vitaminas para

ellas (Palacios et al., 2014).

Casi todos los organismos fotosintéticos producen sus propias vitaminas, sin embargo,
muchas especies tienen estrategias que les permiten sobrevivir sin sintetizar vitaminas.
Debido a que las vitaminas desempenan un papel importante en la fisiologia de las plantas y
que la biosintesis.de algunas vitaminas es muy compleja, es una gran ventaja para las plantas
el asociarse con microorganismos que pueden producir vitaminas para ellas. Los efectos de
las fitohormonas combinados con las vitaminas estdn relacionados con la influencia
beneficiosa de las PGPR en funcion de las interacciones PGPR-planta. Por ejemplo, Revillas
et al., (2000) propusieron que, debido a que las aplicaciones exdgenas de vitaminas B afectan
las funciones celulares de las plantas, la produccidén de estas vitaminas por PGPB, como

Azotobacter spp., €s un mecanismo que explica los efectos positivos de estas bacterias en las
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plantas y sus interacciones con otros microorganismos de la rizosfera. En otro estudio, se
observé que agregar vitaminas al medio vegetal aument6 la fijacion bioldgica de nitrogeno

en trébol por la cepa 267 de Pseudomonas sp. (Deryto y Skorupska 1993).

Se ha observado también que los plaguicidas utilizados en la agricultura afectan la
produccion de vitaminas por parte de las PGPR. Por ejemplo, el efecto del diazindn en las
células de Azospirillum brasilense cultivadas en un medio quimicamente definido no tuvo
ningun impacto negativo en A. brasilense, pero el profenofos redujo significativamente la
fijacion de nitrogeno, los niveles intracelulares de ATP, produccion de acido pantoténico,
tiamina, niacina y el crecimiento de las células (Gomez et al. 1999). Un estudio anterior
demostro6 la existencia de una posible relacion entre la liberacion de vitaminas y la capacidad
de solubilizar fosfatos por las PGPR. Entre los aislados de la rizosfera y el rizoplano que
producen cobalamina, riboflavina y/o niacina, los aislados solubilizaron fosfato; por lo tanto,
la produccion de estas vitaminas por aislados de la rizosfera se correlacionoé con su capacidad

de solubilizar fosfatos (Baya et al., 1981).

2.4 Maiz de temporal

El conocimiento local de los campesinos sobre su ambiente ha sido reconocido como un
recurso valioso, que puede contribuir a la agricultura moderna en la configuracion de
sistemas mas resilientes y sostenibles (Siimane et al., 2018). La interaccion compleja entre
las comunidades locales y su ambiente ha dado como resultado un conocimiento
etnoecologico local, que ha permitido a los grupos originarios subsistir y adaptarse a una
gama de climas. El maiz, en México, mas que un cultivo que alimenta al pueblo es un
elemento central que nutre la cultura de cientos de generaciones; su importancia no sélo
radica en que es la base de su dieta, sino el manifiesto de sus mitos, leyendas e, incluso, la
génesis de la humanidad (Hellin et al., 2013). Las practicas de manejo de los campesinos,
ademas de la polinizacidn cruzada entre parcelas contiguas, han contribuido a la adaptacién
local del maiz, cuya siembra abarca desde el clima tropical a nivel del mar, las zonas
montafiosas con altitudes de 3000 msnm (metros sobre el nivel del mar) y hasta el semiarido
(Perales & Golicher, 2014). En la seleccion de semillas, los campesinos se basan en factores
cuantitativos y cualitativos, como el tamafio de la mazorca y el grano, la altura de la planta,

el rendimiento, la resistencia a heladas, al viento, al déficit hidrico (Bennetzen & Hake,
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2009), la facilidad al desgrane, el color, el sabor y la consistencia. Estas practicas han
permitido que las razas locales evolucionen a lo largo del tiempo, adaptandose a su entorno

y manejo local (Mercer & Perales, 2019).

El conocimiento de los campesinos acerca del funciuonamiento del sistema milpa, permite
definir un plan con respecto a qué tipo de grano, donde y cuanto sembrar, con el fin de reducir
o dispersar los riesgos de una mala cosecha. En este sentido, la milpa es el agrosistema mas
extendido y arraigado en Mesoameérica, en el que se busca ahorrar, a través de la agricultura,
tanta agua y energia como sea posible (Murray-Tortarolo et al., 2018). En este sistema
predominan los productores a pequefia escala (superficie menor a 5 ha), donde siembran
principalmente razas locales y aproximadamente el 25% de la produccién de maiz es para

autoconsumo (SIAP, 2018).

Si bien se ha destacado el conocimiento de los campesinos sobre el cultivo de maiz, se debe
resaltar que el clima, al igual que otros factores, se encuentra en un cambio constante, por lo
que el conocimiento debe considerar esta dinamica. El clima no es un factor estatico; de
manera ciclica ocurren anomalias y sus impactos pueden ser imperceptibles, moderados o
catastroficos. Las fluctuaciones que generan estas anomalias se denominan variabilidad
climatica y, aunque es inevitable, es posible mitigar los impactos. Conocer el clima y su
variaciéon es el primer mecanismo de adaptacion, especialmente en la agricultura de

subsistencia (Romero-Contreras et al., 2023).

2.5 Etapas fenologicas del maiz

La fenologia es el estudio de los fendmenos bioldgicos recurrentes en el ciclo de vida de un
organismo, que estan influenciados por factores climaticos, como la temperatura, la luz, la
humedad y otros elementos ambientales. En el caso del maiz, la fenologia se refiere a las
distintas etapas de su ciclo de vida, que van desde la germinacién hasta la cosecha.
Comprender la fenologia del maiz es crucial para la planificacion y el manejo adecuado del
cultivo, ya que cada fase tiene necesidades especificas de agua, nutrientes, temperatura y

manejo agronomico (Martinez et al., 2021).
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2.5.1 Germinacion

La germinacion marca el inicio del ciclo del maiz. En esta etapa la semilla absorbe agua, lo
que activa su crecimiento. El embrion dentro de la semilla comienza a desarrollarse,
emergiendo la radicula, que se convierte en la raiz principal. Luego, el coledptilo emerge del
suelo, protegiendo las primeras hojas verdaderas del maiz. Este proceso es fundamental para

establecer un sistema radicular fuerte y saludable (Martinez et al., 2021).
2.5.2 Desarrollo de la plantula

Después de la germinacion el maiz entra en la etapa de plantula. Aqui las primeras hojas
verdaderas aparecen y la planta comienza a fotosintetizar. En esta fase el crecimiento inicial
del sistema radicular continua, lo que es esencial para la absorcion de nutrientes y agua. El
manejo adecuado de nutrientes y la proteccion contra plagas y enfermedades es crucial en

este punto para asegurar un desarrollo saludable (Martinez et al., 2021).
2.5.3 Crecimiento vegetativo

Durante el crecimiento vegetativo, el maiz experimenta un rapido aumento en altura y masa
foliar. Las plantas desarrollan mas hojas, incrementando su capacidad fotosintética. Esta fase
establece la estructura de la planta, incluyendo el tallo y las raices secundarias. El manejo de
nutrientes, riego y control de malezas son esenciales para evitar limitaciones en el

crecimiento y asegurar una planta robusta (Martinez et al., 2021).
2.5.4 Desarrollo reproductivo

El desarrollo reproductivo comienza con la aparicion de la panoja, seguida de la emision de
los estigmas o “pelos” de las mazorcas. La polinizacion ocurre cuando el polen de la panoja
fecunda los estigmas, lo que es crucial para el llenado de los granos. Las condiciones
ambientales, como la temperatura y la humedad, son fundamentales para el éxito de la

polinizacion y la fecundacion de los granos (Martinez et al., 2021).
2.5.5 Llenado de granos

Después de la polinizacion el maiz entra en la fase de llenado de granos. Durante esta etapa
los nutrientes y azucares se trasladan desde las hojas y el tallo hacia los granos en desarrollo.

Es esencial manejar adecuadamente el riego y los fertilizantes para asegurar un buen llenado

15



de los granos. Esta fase determina en gran medida el rendimiento final del cultivo (Martinez

etal., 2021).
2.5.6 Madurez fisiologica

La madurez fisioldgica indica que los granos han alcanzado su maximo desarrollo y
contenido de humedad optimo para la cosecha. En esta etapa los granos se endurecen y su
color cambia, sefalando que estan listos para ser cosechados. Conocer esta fase permite
planificar la cosecha en el momento adecuado, minimizando pérdidas y optimizando la

calidad del grano (Martinez et al., 2021).
2.5.7 Escala extendida BBCH para el maiz

Las siglas BBCH de la escala extendida del maiz (y otros cultivos) provienen de los nombres
de las instituciones alemanas y la industria que participaron en su desarrollo: Biologische

Bundesanstalt, Bundessortenamt y CHemische Industrie.

La escala en si misma es un sistema de codificacion decimal que describe las etapas
fenoldgicas o estadios de crecimiento de las plantas de manera estandarizada y precisa. Es
una herramienta esencial para describir de manera detallada las etapas de desarrollo del maiz.
Esta escala permite a los agricultores y técnicos agrondmicos identificar con precision el

estado fenolodgico del cultivo y tomar decisiones informadas sobre el manejo agronémico.

e 0: Germinacion

o 00: Grano seco

o 01: Comienzo de la imbibicion del grano

o 03: Fin de la imbibicion del grano

o 05: Radicula fuera del grano

o 07: Coleoptilo fuera del grano

o 09: Emergencia: Coleoptilo sale de la superficie del suelo
e 1: Desarrollo de las hojas

o 10: Primera hoja verdadera desplegada

o 11: Primera hoja verdadera con la ligula visible

o 12: Segunda hoja verdadera con la ligula visible

o 13: Tercera hoja verdadera con la ligula visible

16



o
o 19: Novena o mas hojas verdaderas con la ligula visible
e 2: Formacion de brotes laterales
o 21: Primer brote lateral visible
o 22: Segundo brote lateral visible
o
o 29: Noveno brote lateral visible
¢ 3: Elongacion del tallo (desarrollo de hojas en la roseta)
o 30: Comienzo del alargamiento del tallo
o 31: Primer nudo detectable
o 32: Segundo nudo detectable
o 33: Tercer nudo detectable
o
o 39: Nueve o mas nudos detectables
e 4: Desarrollo de 6rganos reproductivos
o 41: Formacion de la panoja: inicio
o 45: Formacion de la panoja: mitad
o 49: Formacioén de la panoja: fin
e 5: Aparicion de la inflorescencia (panoja visible)
o 51: Panoja visible fuera de las hojas superiores
o 55: Panoja completamente visible
o 59: Panoja completamente desplegada y visible
e 6: Floracion (antesis)
o 61: Comienzo de la antesis: los primeros estigmas son visibles en la mazorca
o 65: Floracion intermedia: 50% de las plantas muestran estigmas
o 69: Fin de la floracion: estigmas secos
e 7: Desarrollo del fruto
o 71: Comienzo del llenado de grano: granos acuosos
o 73: Lechoso temprano: granos lechosos
o 75: Lechoso intermedio: granos lechosos

o 77: Lechoso tardio: granos pastosos
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©)

79: Pasta temprana: granos pastosos con contenido de agua decreciente

e 8: Maduracion del fruto

o 81: Pasta intermedia: contenido de agua decreciente en los granos

o 83: Pasta tardia: granos pastosos duros

o 85: Maduracion fisioldgica: granos duros con contenido de agua decreciente
o 87: Maduracion final: granos duros con bajo contenido de agua

e O: Senescencia

o 91: Comienzo de la senescencia: hojas inferiores comienzan a amarillear
o 93: Senescencia intermedia: hojas amarillas en la mayor parte de la planta
o 95: Senescencia avanzada: hojas muertas en la mayor parte de la planta

o 97: Planta completamente seca

o 99: Granos secos, aptos para cosecha

Conocer las etapas de desarrollo del maiz segin la escala BBCH permite un manejo preciso
y eficiente del cultivo, facilitando la toma de decisiones en cada fase especifica (Guzman,

2017).
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Figura 1. Etapas fenologicas del maiz (Kogut, 2024).

2.6 Comercializacion de fertilizantes inorganicos

La aplicacion de fertilizantes es indispensable para compensar la disminucion de la

productividad del suelo y obtener altos rendimientos en la produccion de alimentos. Es asi,
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que, en 1950, se origino la llamada Revolucion Verde, un modelo tecnologico de agricultura
basado en el alto uso de fertilizantes de sintesis quimica, como solucion a la pérdida de
fertilidad de suelos explotados y se adopt6 en los campos agricolas como una propuesta para
erradicar la hambruna mundial que se pronosticaba (Martinez-Centeno & Huerta-Sobalvarro,
2018). La revolucion verde dio lugar a lo que conocemos como agricultura convencional.
Las técnicas agricolas convencionales, sobre todo en campo abierto y los sistemas de
agricultura protegida con suelo natural, implican el uso intensivo de fertilizantes inorganicos
para incrementar la produccion por unidad de superficie (Khan et al., 2018). La divisién
estadistica de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
[FAOSTAT] (2024), reporta una tendencia creciente del uso de fertilizantes nitrogenados y
fosfatados en México desde el 2000 al 2022, con 50 millones de toneladas, es decir, con un
aumento del 37% (Fig. 2). Para el afio 2022, se estimd la aplicaciéon de 108 millones de
toneladas de fertilizantes nitrogenados (58% del total de fertilizantes inorganicos) y 42

millones de toneladas de fertilizantes fosfatados (23% del total de fertilizantes inorganicos).

Million tonnes

2000 2005 2010 2015 2020 2022

M Asia [ Americas Europe M Africa M Oceania

Figura 2. Utilizacion de fertilizantes inorganicos por region desde el afio 2000 hasta el afio 2022 (FAO,

2023).

El uso de fertilizantes inorganicos en México ha cambiado a lo largo de los tltimos 20 afios:
para el afio 2000, se usaron 1 342 000 toneladas de fertilizante nitrogenado, mientras que en

el 2022 se usaron 994 300 toneladas; por su parte, los fertilizantes fosfatados se usaron 315
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000 toneladas en el 2000 y 372 700 en el afio 2022. Por otro lado, en México, el deterioro de
la superficie va en aumento y el dafio por los fertilizantes inorganicos es uno de los factores
de mayor importancia en la pérdida del espesor de los suelos cultivables; los efectos de los
fertilizantes acumulados irdn cambiando las caracteristicas del terreno y, a la larga, puede
producir una disminucion de la calidad o capacidad del suelo para soportar un ecosistema
(Montero, 2024); para el afio 2000, la superficie de suelo cultivable por persona era de 0.26
ha, para finales del afio 2022 este numero disminuy6 a 0.17 ha (FAOSTAT, 2024). La
agricultura global enfrenta un méaximo historico en los precios de fertilizantes. Por un lado,
la pandemia del COVID-19 origind el cierre de fabricas y la disminucion en la produccion
de fertilizantes; ademas, provoc6 aumentos en los costos de transporte internacional a lo que
se suma el incremento en el precio de gas natural como energético para su produccion (FAO,
2022%). Para octubre de 2021, se report6 un incremento del 79%, 74% y 48% en los precios
de urea, fosfato diamonico y fosfato monoamonico, respectivamente, en el mercado nacional,
segun datos del Grupo Consultor de Mercados Agricolas [GCMA] (2021) y, para el 2022, el
incremento fue de hasta 300% para la urea y 200% para fertilizantes fosfatados, poniendo en

riesgo las cosechas futuras a nivel mundial (FAO, 2022°).

2.7 Impacto ecologico de la agricultura convencional

Los fertilizantes, principalmente fosfatados y nitrogenados, son esenciales para el sistema
alimentario mundial. Sin embargo, el ecosistema global esté recibiendo niveles elevados de
fertilizantes debido al arrastre por agua o volatilizacion cuando superan la tasa de absorcion
de los cultivos (FAO, 2002). En el afio 2023, Aguirre Calero y colaboradores estudiaron
lixiviados de fertilizaciones sencillas N-P-K, los cuales representan un riesgo al generar
impactos negativos sobre el medio, afectando directamente al suelo y a aguas subterraneas;
ellos lograron identificar que el nitrdgeno se encontraba en un rango de 15 — 56% del total
contenido del lixiviado, mientras que para el fosforo se encontraron rangos desde 0.154 —
6.376 mg/kg de lixiviado. La lixiviacion del suelo puede causar pérdidas significativas de
fertilizante, especialmente el nitrogeno. Segiin la FAQO, la eficiencia de uso del nitrogeno
global promedio es solo del 50 %, lo que significa que la mitad del fertilizante aplicado se
pierde y ponen en riesgo una productividad sostenible al generar problemas graves, no solo
a la salud humana, sino también a la base de su propio futuro a través de la degradacion del

suelo, limitando su potencial agricola, asi como ejerciendo presion sobre los recursos
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naturales (Basu et al., 2021). La agricultura es una de las principales causas del cambio
climatico y, al mismo tiempo, se vuelve vulnerable a su impacto (Anderson, 2019). Produce
alteraciones en el suelo como erosion, acidificacion, acumulacion de metales pesados,
compactacion, pérdida de materia orgénica, salinizacion, encharcamiento, etc. (Savci, 2012).
Ademas, es considerada una fuente importante de emisiones de gases que contribuyen al
efecto invernadero como 6xido nitroso, amoniaco, metano y diéxido de carbono, aportando
alrededor del 10-12% del total de estos gases (Lenka et al.,, 2016), asi como el principal

productor de aguas residuales que se descargan en los mantos acuiferos (FAO, 2018).

2.8 Agricultura sostenible

En los ultimos afios, la produccion agricola ha disminuido (Hakim et al., 2021) y ha colocado
a la agricultura moderna frente a un gran desafio para garantizar la seguridad alimentaria bajo
la presion del crecimiento poblacional, aunado a un clima global cambiante y a la
disponibilidad limitada de tierras para uso agricola (Busby et al., 2017). Dado que los
recursos naturales son limitados, el uso continuo de fertilizantes y agua necesarios para cubrir
los requerimientos nutricionales futuros, no son sostenibles (Ray, 2020). Por tanto, existe la
necesidad de adoptar practicas agricolas enfocadas en el uso eficiente de recursos y el uso
minimo de fertilizantes para mantener la sostenibilidad ambiental y el equilibrio ecoldgico
(Kalyanasundaram et al,, 2021). Esta modalidad agricola hace referencia a la llamada
agricultura sostenible, la cual propone un modo de producciéon que asegure el manejo
responsable, la preservacion de la biodiversidad, asi como la disponibilidad de los recursos
a largo plazo, no solo garantizando la seguridad alimentaria, sino también proporcionando
alimentos de alta calidad nutricional e inocua (Abubakar & Attanda, 2013). En este respecto,
la integracion de bacterias que habitan la rizosfera a los sistemas agricolas representa una
estrategia efectiva para mejorar la eficiencia en el uso de nutrientes aplicados en los cultivos

en una produccion agricola sostenible (Hakim et al., 2021).

2.9 Uso de microorganismos como estrategia para la agricultura sostenible

Hiltner, en 2004, introdujo el término “rizésfera” para describir la parte del suelo adyacente
a las raices en una distancia de 1-3 mm (Zhang et al., 2015), donde los diversos compuestos
liberados por el sistema radicular de las plantas desencadenan una serie de reacciones fisicas

y quimicas relacionadas directamente con la densidad microbiana (Yadav et al., 2015). La
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cantidad y la composicion de los exudados radiculares dependen de factores como la especie,
el estado fisiologico y/o del desarrollo de la planta, asi como de las caracteristicas
fisicoquimicas del suelo (Dessaux et al., 2016), creando un entorno bioquimico caracteristico
del huésped y dando lugar al establecimiento de comunidades microbianas especificas
(Kumar & Dubey, 2020). Por consiguiente, la composicion funcional de las comunidades
rizobacterianas cambia con la diversidad de las plantas y, a su vez, la actividad microbiana
puede generar cambios en su perfil metabdlico de secrecion, afectando nuevamente la
estructura microbiana (Eisenhauer et al., 2017). Por tanto, el papel de la rizosfera es
fundamental y tiene un gran impacto en la productividad de los suelos y en la salud de las
plantas (Yadav et al., 2015) al proporcionar un nicho donde tienen lugar interacciones planta-
microorganismo importantes para el ecosistema (Hassan et al., 2019). La rizosfera alberga
hasta 10! células microbianas por gramo de raiz y alrededor de 30,000 especies en general
(Bhattarai et al., 2015) que establecen interacciones tanto positivas o negativas con las plantas
(Sharma et al., 2021). Las bacterias son el grupo de mayor densidad, se les encuentra en un
rango aproximado de 9x107 células por gramo de suelo (Santoyo et al., 2021). La porcion de
bacterias del microbioma rizosférico y con un efecto positivo sobre el crecimiento y
desarrollo de las plantas, son referidas como Rizobacterias Promotoras del Crecimiento

Vegetal o PGPR (Subrahmanyam et al., 2020).

2.10 Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR)

El término PGPR se utilizé por primera vez por Kloepper & Schroth (1978). El mismo autor
argumenta que, para que una bacteria sea considerada PGPR, debe cumplir tres
caracteristicas (1) debe ser capaz de colonizar la superficie de la raiz (i) debe sobrevivir y
multiplicarse en microhabitats en competencia eficaz y (iii) debe estimular el crecimiento
vegetal. La presencia de PGPR en la rizosfera mejora el porcentaje de germinacion y el vigor
de las semillas (Rudolph et al., 2015), influyen en el desarrollo de las raices (Verbon &
Liberman, 2016), restauran la calidad y la fertilidad de suelos contaminados (Kaur, 2021),
brindan proteccion contra microorganismos fitopatogenos y frente a condiciones de estrés
ambiental (Kumar et al., 2019), ademas de ayudar a disminuir la dependencia global de

quimicos agricolas que desestabilizan los agroecosistemas (Laslo & Mara, 2019).
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Gran parte de los nutrientes aplicados en la agricultura no son aprovechados por la planta,
generando un exceso acumulado en el suelo en formas minimamente biodisponibles (Jacoby
et al., 2017), lo cual demuestra la necesidad de hacer eficiente el uso de fertilizantes. En este
proceso, las comunidades bacterianas del suelo juegan un papel fundamental en el
mantenimiento de la fertilidad (Kumar et al., 2017), ya sea participando en las
transformaciones de nutrientes en formas bioldgicamente asimilables o estimulando el
desarrollo del sistema radicular, lo cual conduce a una mayor superficie y a un aumento de
pelos radiculares, mejorando asi la adquisicion de nutrientes (Calvo et al., 2016). En este
contexto, existe una investigacion extensa en torno a los mecanismos que emplean las
bacterias para promover el crecimiento, tales como la fijacion de nitrogeno (FBN), la

solubilizacion de calcio (SCa) y la solubilizacion de fosfatos (SFos) acumulados en el suelo.

En un estudio realizado por Di Salvo et al., (2018), donde se utilizaron dos cepas de PGPR
(Azospirillum brasilense y Pseudomonas fluorescens) ademas de 3 distintos régimenes de
nitrogeno (0, 90 y 180 kg/ha) aplicados al suelo se observo que la utilizacion de PGPR dio
como resultado un aumento en el rendimiento de granos de maiz; la inoculacion por si sola
unicamente modificd el nimero de microorganismos microaerdfilos fijadores de nitrogeno
en la etapa reproductiva del cultivo, mientras que la fertilizacién inorganica por si sola
modifico la cantidad de €stos, ademds de microorganismos celuloliticos y nitrificadores. Se
observaron también distintos cambios fisiologicos en el tallo, hojas, raices y mazorca del
maiz. Los tratamientos de 90N y 180N aumentaron el rendimiento de grano en un 26 y 38%,
respectivamente, en comparacion con el control sin inocular. Respecto a los efectos de la
inoculacion éstos dependieron del tipo de inoculacidon, aunque la inoculacion aument6 el
rendimiento de grano en comparacion con las plantas control, tal como se muestra en el

cuadro 3.

Cuadro 3. Respuesta agronomica del maiz a la fertilizacion con nitrogeno y la inoculaciéon con PGPR.

Dosis de nitrogeno (kg/ha) Rendimiento de grano (kg/ha)
0 8700+ 414 ¢

90 10941 +£324b

180 12048 £513 a
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Tratamientos con inoculacion

Control 10051 £ 1438 ¢
Comercial 10588+ 1379 b
40 M 10 540 + 1452 b
42 M 10603 £ 1482 b
40M+42M 11033 +£1549a

En 2021, Zulueta-Rodriguez et al., realizaron un experimento en campo con el cultivo de
maiz utilizando la inoculacién o coinoculacioén de hongos micorrizicos arbusculares (HMA),
rizobacterias (Azospirillum brasilense, Ab) y dosis reducida de fertilizante inorgénico (FI)
donde los tratamientos fueron T1: (Manejo tradicional del productor, MT), T2: (inoculacién
de los HMA), T3: (inoculacion de Ab), T4: (coinoculacion de HMA + Ab), T5: (inoculacion
de HMA + 50% FI), T6: (inoculacion de Ab+50% FI y T7: (coinoculacion de HMA + Ab +
50% FI). Las variables registradas fueron altura de la planta (cm), largo y ancho de la hoja
bandera (cm), didmetro del tallo (mm), porcentaje de colonizacidon micorrizica arbuscular,
unidades formadoras de colonias (UFC) y produccion total de granos de maiz (kg). En
resultados se observo que hubo diferencias significativas para las variables altura, largo y
ancho de la hoja bandera, con incrementos de 75.59, 75.43 y 28.68% en el tratamiento HMA
+ Ab + 50% FI respecto a las plantas-testigo. En didmetro del tallo y peso del grano el
tratamiento que promovio incrementos de 44.73%, 74.21% y una mayor presencia de UFC
mL-1 fue Ab+50% FI. La interaccion entre HMA y Ab presentd un mayor porcentaje de
colonizacidén micorrizica (62.7%) en forma comparativa entre los demas tratamientos. Los
mejores resultados se presentaron en la mayoria de las variables evaluadas donde estos
microorganismos interactuaron en dosis reducida de fertilizacion (HMA + Ab + 50% FI). Si
bien, en este estudio no se trabajo con HMA, es una referencia del efecto que tienen las
bacterias junto con un régimen establecido de fertilizacion inorganica sobre el cultivo de

maiz.

2.10.1 Fijacion Biolégica de Nitrogeno

El nitrégeno es considerado el nutriente mas importante para lograr altos rendimientos en la

agricultura (Erisman et al., 2013). El aire de la atmésfera estd constituido en un 78% de Na,
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sin embargo, esta forma no es asimilable para las especies vegetales, puesto que los
organismos eucariotas tienen la capacidad de asimilar unicamente especies de nitrogeno
oxidado o reducido, como nitratos, nitritos, amonio o amoniaco (Burén & Rubio, 2017). La
presencia de estas formas en los campos de produccion agricola procede de la materia
organica: nitratos aportados por la lluvia, abonos verdes o de fertilizantes comerciales
(Navarro & Navarro, 2003). Sin embargo, los cultivos absorben en promedio el 50% del
nitrégeno aplicado mientras que el resto se pierde en procesos de desnitrificacion, lixiviacion
o volatilizacion, asi como su fijacion sobre las arcillas (Zhang et al., 2015). El N> atmosférico
puede ser convertido a formas utilizables para las plantas mediante el proceso de Fijacion
Biologica de Nitrégeno (FBN) (Jacoby et al.,, 2017), donde es reducido a amonio en una
reaccion catalizada por un complejo enzimatico de nitrogenasa presente en bacterias

denominadas diazotroficas (Bhat et al., 2015).

El complejo de nitrogenasa contiene molibdeno unido al cofactor del sitio activo, por lo que
puede ser referida como Molibdeno (Mo) nitrogenasa (Burén et al., 2017). Esta compuesta
por dos subunidades de metaloproteinas: el Componente I o dinitrogenasa y el Componente
IT o dinitrogenasa reductasa. La dinitrogenasa estd formada por los productos génicos nifD y
nifK, consiste en un tetrdmero formado por dos copias de dos subunidades distintas, que
contiene hierro y molibdeno, por lo que también se denomina Fe-Mo proteina. Por su parte,
la dinitrogenasa reductasa est4 codificada por el gen nifH, el cual es un homodimero formado
por dos subunidades idénticas con un unico centro redox del tipo 4Fe-4S, por lo que también
es llamado Fe-proteina (Mahmud et al., 2020; Sharma et al., 2021). La Fe-proteina se reduce
al recibir los electrones procedentes de los glucidos, que luego son transferidos a la Fe-Mo
proteina, quien interacciona con el N2 como sustrato reducible generando amoniaco que sera
rapidamente protonado a amonio y serd incorporado, en primer lugar, en los aminoécidos,
principalmente glutamato y glutamina, y posteriormente en otras biomoléculas que contienen
nitrogeno (Bhat et al., 2015) (Fig. 3). La energia de activacion de la fijacion de nitrogeno es
extremadamente alta, debido a la estabilidad del triple enlace del nitrégeno molecular, por lo
cual, requiere de energia suministrada por el ATP producido en la fosforilacion oxidativa
acoplada a la cadena transportadora de electrones (Nelson & Cox, 2009). El resultado de la
reduccion neta de nitrégeno molecular a amoniaco se explica generalmente por la siguiente

ecuacion:
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N> +8H" + 8¢+ 16ATP — 2NH3 + Hy + 16ADP + 16P

Ademas, la Fe-proteina es extremadamente sensible al oxigeno, de tal manera que los
organismos fijadores poseen mecanismos que les permite bajar las concentraciones de éste a

fin de mantener la funcionalidad enzimatica (Burén & Rubio, 2017; Wang et al., 2017).

Fe-proteina Feho-protaina
4 Pinmao (Froducs]
4 2 NH; Hy
4 Acetil-Cond
+ Sustratos
oo, N B

Figura 3. Esquema de la enzima nitrogenasa y el proceso de fijacion bioldgica de nitrégeno (Bahaguna and
Singh, 2011).

La fijacion bioldgica de nitrogeno ocurre cuando la dinitrogenasa recuctasa o Fe-proteina se
reduce al recibir electrones procedentes de la oxidacion de la ferredoxina, quien, a su vez,
recibe electrones del piruvato. Por cada electron procedente del piruvato, son necesarios
2ATP. La Fe-Mo proteina del complejo nitrogenasa se reduce por transferencia de electrones
procedentes de la Fe-proteina y se combina con los sustratos reducibles, es decir, N2 y otros
sustratos para, finalmente, producir dos moléculas de NH3 que son liberados por la enzima e

incorporados a los aminoacidos (Taiz & Zeiger, 2003).

2.10.2 Solubilizacion de fosfatos

El fosfato es el segundo elemento mas importante en la nutricion vegetal (Navarro &
Navarro, 2003). Es un constituyente importante de los acidos nucleicos, las enzimas y los
fosfolipidos. Ademads, participa en procesos como la fotosintesis, la biosintesis
macromolecular y la respiracion, influyendo en el desarrollo radicular, el crecimiento y
fortalecimiento del tallo, la formacion de flores y semillas y en la resistencia de las plantas
contra enfermedades (Sharma et al., 2013). Un suministro adecuado de fésforo en las
primeras fases de desarrollo vegetal, ayuda al establecimiento de primordios de las partes
reproductivas (Satyaprakash et al., 2017).
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El suelo contiene aproximadamente 0.05% de fosforo distribuido como fosforo soluble,
fosforo organico y fosforo asociado a particulas minerales (Restrepo-Franco et al., 2015).
Unicamente el fosforo soluble es considerado disponible para las plantas, quienes lo absorben
como ortofosfatos, cuyas formas ionicas son dependientes del pH (Kalayu, 2019). Las plantas
absorben principalmente el fosfato cuando se encuentra como H>PO4, este ion es
predominante cuando el suelo tiene un pH entre 4.0 y 6.0; a pH entre 6.5 y 7.5, el fosforo
esta presente como H,PO4~ y HPO4*, también puede ser absorbido por la planta, pero en
menor proporcion. Cuando el pH se encuentra entre 8.0 y 10.0, el ion HPO4>" es dominante,
pero es rapidamente fijado en forma de fosfatos de calcio o magnesio, altamente insolubles,
mientras que a pH mayor a 10.0 solamente el fosfato de sodio esta disponible para la planta.
Por otro lado, cuando el pH es inferior a 3.0, el fosforo esta presente como H3PO4, una forma
extremadamente reactiva propensa a la fijacion por 6xidos e hidroxidos libres de hierro y
aluminio (Arai, & Sparks, 2007; Khan et al., 2009b; Patifio-Torres et al., 2014). Ademas, las
superficies cargadas positivamente de las arcillas por la presencia de minerales como hierro
(Fe*"), aluminio (AI’") y calcio (Ca®"), atraen los iones ortofosfato de la disolucién, que se
adsorben a grupos funcionales superficiales, intercambidndose con grupos hidronio e
hidréxido (Restrepo-Franco et al., 2015). Debido a la reactividad de las formas asimilables,
el fosforo disponible representa el 0.1% del contenido de fosforo total en el suelo (Alori et
al., 2017), haciendo necesaria la aplicacion de fertilizantes quimicos para complementar los
niveles requeridos (Sharma et al., 2013). Sin embargo, se estima que del 10 —20% del fosforo
exogeno es aprovechado por las plantas, el resto se convierte rapidamente en compuestos
insolubles (Zineb et al., 2019) pudiendo ser transformados a formas solubles por accioén

microbiana (Chuang et al., 2007).

Las bacterias solubilizadoras de fosfato constituyen entre el 1 y el 50% de la comunidad
microbiana del suelo (Khan et al., 2009a). Llevan a cabo la solubilizacion de fosfato
adoptando distintas estrategias para su transformacion y movilizacion, principalmente la
produccion de acidos organicos de bajo peso molecular y la extrusion de protones (Khan et

al., 2009b).

Los grupos carboxilo e hidroxilo de los acidos orgéanicos secretados por las bacterias quelan

los cationes Ca", Fe*" y AI*" unidos al fosfato, convirtiéndolo en formas solubles y compiten
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con el fosfato por los sitios de adsorcion en el suelo (Kalayu, 2019). Por otro lado, en suelos
alcalinos, la liberacion de 4cidos organicos conduce a la disminucioén del pH (Mohamed et
al., 2018), dando como resultado la acidificacion de las células microbianas y el entorno, por
lo que los iones fosfato se liberan mediante la sustitucién de H por Ca** (Alori et al., 2017;

Khan et al., 2014) y pueden ser absorbidos por las plantas.

2.10.3 Solubilizacion de calcio

El calcio es un nutriente vegetal absorbido por las plantas como cation divalente Ca*". Juega
un papel importante como componente de la pared celular y en el desarrollo de nuevas raices,
pelos radiculares y meristemos apicales. Ademas, estimula el vigor de las plantas, la
viabilidad del polen, asi como el contenido proteico de granos y semillas (Castellanos, 2011).
Se encuentra formando parte de compuestos como el sulfato de calcio, el fosfato de calcio y
el carbonato de calcio, procedentes de rocas, minerales y fertilizantes afiadidos por el hombre.
Todos estos compuestos van liberando calcio lentamente por efecto de la meteorizacion y son
transformados a formas mas solubles. El calcio liberado tiene varios destinos: la pérdida por
lixiviacion, ser absorbido por los organismos del suelo, ser adsorbido por el complejo
coloidal o precipitando nuevamente como compuestos calcicos, razones por las cuales
disminuyen las cantidades de calcio disponible (Navarro & Navarro, 2003). Los iones de
hidrégeno y, probablemente también los agentes quelantes en el suelo pueden dar lugar a la
meteorizacion de los minerales que contienen calcio al intercambiarse en los sitios de union
a los coloides (Mengel et al., 2001). Esto fue comprobado por Rana y colaboradores en 2015,
quienes observaron que los compuestos acidos secretados por las bacterias, especificamente
acido oxalico y acido citrico, pudieron solubilizar el carbonato de calcio en condiciones in
vitro. Ademas, mostraron una gran correlacion entre la solubilizacion del mineral con la
produccion del pigmento piocianina, producido por especies de Pseudomonas spp., al
mantener el equilibrio entre los iones de Ca*" solubles y los iones de Ca*" insolubles como

se muestra en la Fig. 4.
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CO. aire

Bacteria calcinogénica presente
en suelo y agua
lon Ca®* + CO, (Solucién CaCO, insoluble en suelo
del suelo o agua) _ _ 0 agua
Pigmento producido por cepas
aisladas

Figura 4. Equilibrio entre los iones de calcio en la solucién del agua o del suelo ejercido por bacterias.

Las bacterias calcinogénicas presentes en suelo y agua pueden convertir el CO2 en CaCOs3

insoluble en presencia del ion Ca*. El 4tomo de nitrogeno que contiene la piocinanina, tiene
. 2+ . .

un efecto quelante para los iones Ca~", actuando como agente amortiguador manteniendo la

condicién de equilibrio en la reaccion (Rana et al., 2015).

2.11 Uso de PGPR en maiz

El maiz (Zea mays L.), que es miembro de la familia Poaceae, es una de las especies de
cereales mas importantes del mundo y sirve como alimento basico para muchas poblaciones
(Rouf Shah et al., 2016). El maiz es una de las tres especies de cultivos mas importantes del
mundo, ya que proporciona casi la mitad de la energia diaria a los organismos de Africa y
América (FAOSTAT Food Balancesheets, 2020). La demanda de maiz en respuesta al
crecimiento de la poblacion requerird aumentos marcados en la produccion, la sustentabilidad

y la resiliencia de los sistemas agricolas basados en el maiz (Shiferaw et al., 2011).

Para mantener los aumentos en la productividad del maiz, serd necesario un aumento en la
cantidad de fertilizantes, lo que resultard tanto en un aumento en los costos de produccion
como en un mayor impacto negativo en el medio ambiente. Muchos efectos beneficiosos de
las rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas en el crecimiento y el rendimiento
de los cultivos han sido bien documentados. En 2017, Breedt y algunos colaboradores
encontraron un aumento en el rendimiento que oscild entre el 24 y el 34% utilizando
Paenibacillus alvei, B. safensis, B. pumilus y Brevundimonas vesicularis. Cassan y
colaboradores evaluaron el efecto de la mezcla de A. brasilense con Bradyrhizobium
Jjaponicum y verificaron el aumento de la tasa de germinacién de las semillas y el desarrollo
temprano. Kuan et al. (2016) informaron que las PGPR pueden proporcionar una alternativa

biologica para fijar el N» atmosférico y retrasar la removilizacion del N en la planta de maiz
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para aumentar el rendimiento de los cultivos, basandose en el entendimiento de que la
removilizacion del N de la planta estd directamente relacionada con su senescencia,
promoviendo una espiga alta de hasta el 30.9% con un aporte reducido de N de fertilizante.
Las respuestas de los cultivos a la inoculacion son complejas debido a que estan definidas
por las interacciones planta-microorganismo, muchas de ellas aun desconocidas. Por lo tanto,
es necesario mejorar el conocimiento sobre la ecologia microbiana de la rizosfera de los

cultivos bajo diferentes practicas agricolas.

El uso de PGPR es una forma potencial de disminuir el impacto ambiental negativo resultante
del uso continuo de fertilizantes, pesticidas y herbicidas quimicos (dos Santos et al., 2020).
El uso de los fertilizantes quimicos en la produccion de cultivos proporciona un aumento
promedio del rendimiento de aproximadamente el 50% en comparacion con la produccion
sin su uso; sin embargo, las précticas de fertilizacion quimica ignoran el potencial biologico
de las raices o la rizosfera al aumentar la movilizacion y adquisicion de nutrientes y aumentar
las interacciones entre las plantas y los microorganismos rizosféricos (Meena et al., 2017).
Muchos estudios han demostrado la capacidad de los microorganismos promotores del
crecimiento de las plantas para aumentar el estado nutricional de las plantas y reducir el uso

de plaguicidas (Aloo et al., 2019).

Hay dos tipos de mecanismo utilizados por las PGPR para promover el crecimiento de las
plantas. Cada mecanismo contiene varios parametros relacionados con el crecimiento de las
plantas. El mecanismo directo contiene los pardmetros de produccion de fitohormonas
(Cassan et al., 2009) como las auxinas (Khalid et al., 2004°); sider6foros (Yu et al., 2019);
solubilizacion de fosforo (Krey et al., 2013), o fijacion bioldgica de nitrogeno (Riggs et al.,
2001). El mecanismo indirecto estd relacionado con el biocontrol, mediante actividad
antagdnica frente a microorganismos fitopatogenos induciendo respuestas de resistencia
sistémica de las plantas, interfiriendo en los sistemas de deteccion de quorum bacteriano

(QS), etc. (Bashan y Holguin, 1997; Ahmad et al.,, 2016).

Varias bacterias tienen la capacidad de producir AIA, teniendo efectos positivos sobre el peso
de los brotes y de las raices, y la absorcion de nutrientes en las plantas de maiz. Ademas,
presentan actividades como la solubilizacion de fosfato, o incluso otros rasgos de PGPR no

evaluados que estimulan el crecimiento de las plantas (Lobo et al., 2019); también se ha
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estudiado el papel bioprotector de las PGPR en los cultivos de maiz. El hongo toxigénico
Fusarium spp. es uno de los géneros importantes asociados con el maiz, algunas PGPR como
Bacillus amyloliquefaciens y Microbacterium oleovorans lograron proteger al maiz contra
Fusarium verticillioides cuando se aplicaron en forma de recubrimientos de semillas (Pereira
et al., 2011). Curiosamente, algunas especies de PGPR parecen promover el crecimiento de
las plantas al actuar como biofertilizantes y como agentes de control bioldgico. Por ejemplo,
se han observado cepas de B. cepacia con caracteristicas de biocontrol frente a Fusarium spp.
Al mismo tiempo, también pueden estimular el crecimiento del maiz en condiciones pobres
en hierro a través de la produccion de sidero6foros (Bevivino et al., 1998). Algunos informes
muestran que las PGPR pueden utilizar mas de uno de estos mecanismos para mejorar el

crecimiento de las plantas (Bashan y Holguin, 1997; Ahmad et al., 2016).

A su vez, la absorcion de nutrientes por la planta es un proceso altamente regulado y, a
menudo, dependiente de energia. Por ejemplo, el transporte de nutrientes a través de las
membranas celulares, como la membrana plasmatica de las células de la raiz, es un proceso
que va en contra de un gradiente de concentracion y requiere de adenosin trifosfato (ATP) u
otros compuestos fosforilados de alta energia (Malhotra et al., 2018). La H'-ATPasa es la
principal bomba de protones ligada a la membrana plasmatica en las plantas, esta enzima
utiliza la energia del ATP para exportar protones (H") fuera de la célula, creando un gradiente
electroquimico, el cual es crucial porque luego se utiliza para importar nutrientes a la célula
(Malhotra et al., 2018). Una vez que el nutriente ha cruzado la membrana celular, puede
moverse hacia otras cé€lulas a través de la via simplastica (a través de los plasmodesmos,
dentro del citoplasma) o la via apoplastica (a través de los espacios intercelulares y paredes

celulares) (Malhotra et al., 2018).

2.12 Uso y comercializacion de inoculantes

Los inoculantes microbianos han ganado mayor atencion y han escalado en el mercado
agricola (Santos et al., 2019). El mercado global de inoculantes est4 creciendo en una tasa
del 10% anual (Nosheen, 2021), siendo América del Norte el mayor productor y consumidor
con una participacion aproximada del 28% en el mercado mundial en 2017 (Mordor
Intelligence, 2021). Sin embargo, el uso de la mayoria de inoculantes microbianos se limita

a cultivos de cereales y granos, entre ellos trigo, maiz, cebada y arroz, de los cuales, el 79%
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pertenecen a rizobios (fijadores simbidticos de nitrogeno), mientras los microorganismos
solubilizadores de fosfato constituyen aproximadamente el 15% y el resto a productos
micorrizicos (Owen et al., 2015). Actualmente, el Instituto de Revision de Materiales
Organicos (OMRI, por sus siglas en inglés), encargado de determinar los insumos permitidos
para su uso en la produccion agricola y procesamiento de alimentos organicos, enumera 241
productos en la categoria de 'inoculantes microbianos' y 245 productos en la categoria
'productos microbianos', como fertilizantes para cultivos que ayudan a la produccion y para
enmiendas del suelo (OMRI, 2021). En México, la produccién actual de biofertilizantes se
realiza por pequefias empresas, instituciones de educacion e investigacion y por el Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), apoyada por el
gobierno federal y/o por gobiernos estatales (Grageda-Cabrera et al., 2012). Los productos a
base de bacterias pertenecen principalmente al género Bacillus spp. y Azospirillum spp.,
segun el Listado de Materias publicado en Agroquimicos de México por la revista Terralia,
en 2017. En 2020, el mercado enfocado a la agricultura sostenible representd inicamente el

3% aproximado del mercado de agricultura convencional.

No obstante, la comercializacion y aplicacion a gran escala ha tenido serias dificultades,
principalmente por problemas de promocion y distribucion (Grageda-Cabrera et al., 2012).
En primer lugar, es dificil comprobar la eficacia de los biofertilizantes comerciales, ya que,
aunque afirman incrementos en los rendimientos, en la mayoria de los casos se desconocen
los mecanismos de accion responsables de dichos efectos (Owen et al., 2015). Por otro lado,
existe una evidente falta de pruebas de campo, ya que la mayoria de las investigaciones se
establecen en ensayos de macetas en laboratorio en condiciones alejadas de las practicas
agrondmicas reales, generando resultados inconsistentes cuando se escalan, debido a la
complejidad del agroecosistema (Emmanuel & Babalola, 2020; Gamalero et al., 2022).
Consecuentemente, la transferencia exitosa de inoculantes microbianos del laboratorio al
campo sigue siendo un desafio (Saad et al., 2020) y, aun cuando se ha determinado el
potencial de los microorganismos en ensayos in vitro, es necesario evaluar su desempefio e
identificar sus beneficios sobre la productividad de los cultivos para promover su utilizacion

en la préctica agricola.
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3. Justificacion

El maiz (Zea mays L.) es un cultivo clave para la seguridad alimentaria y biodiversidad en
México, cuyas variedades criollas aportan distintas vitaminas y minerales esenciales para
combatir deficiencias nutricionales en las comunidades rurales con vulnerabilidad por

deficiencia de nutrientes.

Estudios demuestran que la inoculaciéon con PGPR incrementa significativamente el
rendimiento, el peso de grano y el contenido nutricional del mismo, al tiempo que reduce la
dependencia de fertilizantes quimicos, cuya aplicacion excesiva ha degradado los suelos y

afectado la sostenibilidad agricola.

Por ello, el uso de PGPRs nativas, adaptadas a las condiciones locales capaces de solubilizar
o fijar nutrientes, constituye una estrategia clave para mejorar la calidad nutricional del maiz
de autoconsumo y contribuir al bienestar ambiental, social y econdémico de comunidades

rurales.

4. Hipotesis

El uso de rizobacterias nativas mejora el rendimiento y el contenido de vitaminas y minerales
del grano de maiz criollo en condiciones de temporal en el municipio de Ocampo,

Michoacan.

5. Objetivos

General

Evaluar la inoculacion de rizobacterias nativas en el municipio de Ocampo, en el rendimiento

y contenido de vitaminas y minerales del grano de maiz criollo.
Particulares

e C(Caracterizar el potencial de aislados bacterianos como solubilizadores de calcio,
fosfatos y fijadores de nitrogeno.
e Evaluar en campo el efecto de los aislados bacterianos en el rendimiento y contenido

de vitaminas y minerales del grano de maiz criollo.
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6. Materiales y métodos

6.1 Localizacion del experimento en campo

La estrategia experimental consistio en dos etapas, la primera se llevd a cabo en el laboratorio
de Nutricion Vegetal del Centro de Innovacion y Desarrollo Agroalimentario de Michoacén
(CIDAM), ubicado en Antigua Carretera a Patzcuaro km. 8, s/n, C. P. 58341 Morelia,
Michoacan, donde se aislaron, caracterizaron y seleccionaron rizobacterias con potencial
para promover el crecimiento vegetal provenientes de un cultivo de maiz criollo de Ocampo,
Michoacén. En la segunda etapa, se realizd un ensayo in vivo con el fin de evaluar las
caracteristicas de las bacterias asociadas con la promocion del crecimiento sobre el
rendimiento y calidad nutricional del cultivo de maiz criollo establecido en una parcela

perteneciente a un productor de este cultivo (Figura 5).

Figura 5. Parcela a cargo de productor (Sr. Efrain Garcia) originario de Ocampo, Michoacan.
6.2 Aislamiento, caracterizacion y seleccion de bacterias promotoras del

crecimiento

6.2.1 Aislamiento de rizobacterias

Las bacterias se aislaron a partir de muestras de suelo rizosférico de un cultivo de maiz criollo

proveniente de la localidad de Ocampo, Michoacan. Para el muestreo, se tomo 1 kg de suelo
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del area de la rizésfera, se colocaron en bolsas herméticas de plastico y se trasladaron al
laboratorio para su procesamiento. Se pesaron 10 g de la muestra y se colocaron en 90 mL
de solucién amortiguadora de fosfatos estéril (Gerhardt, 1994) (Anexo 2) con agitacion
constante a 150 rpm durante 30 minutos. Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas
hasta la dilucion 10, se tomaron 50 pL de las diluciones 107 y 10 y se sembraron por
triplicado en Agar nutritivo (Anexo 3) y Agar Soya Tripticaseina (Anexo 4) mediante la
técnica de extension superficial en placa. Se incubaron a 35 + 2°C por 48 h revisando
constantemente, se seleccionaron las colonias que presentaron diferencias en su morfologia
y, finalmente, se sembraron por separado en placas de agar nutritivo para obtener un cultivo

puro de los aislados bacterianos.

6.2.2 Conservacion de aislados

Las bacterias aisladas se conservaron por congelacion como parte de la coleccion de cepas
del laboratorio y para su uso posterior. Para ello, se utilizaron 1.5 mL de caldo nutritivo con
glicerol al 20% como agente crioprotector, se colocaron en tubos plasticos de microcentrifuga
Eppendorf® de 2.0 mL y se llevaron a esterilizacion. Posteriormente, se recolecto la biomasa
bacteriana de placas con 24 h de crecimiento, se mezclaron suavemente y se llevaron a una
temperatura de -20°C. Para la reactivacion de los aislados, se siguid el protocolo empleado
por Corrales-Ramirez & Sanchez-Leal (2005), en el cual los microorganismos se reactivan
en medio liquido previo a realizar la siembra en el medio solido seleccionado para el
microorganismo, con el fin de recuperar su integridad celular y su actividad enzimatica

(Mukamolova et al., 2003).

6.2.3 Identificacion de caracteristicas asociadas a la promocion del

crecimiento vegetal

Los aislados utilizados, con claves B10, C17, M3, B16, B44 y B55 se enviaron para su
identificacion mediante técnicas de biologia molecular al Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo para le extraccion y purificacion de ADN y su posterior envio a Macrogen en
donde resultaron ser de los géneros Streptomyces sp., Paenibacillus sp., Streptomyces sp.,
Bacillus subtilis, Lysinibacillus sp. y Exiguobacterium profundum, respectivamente (Anexo
5). Estas cepas se seleccionaron con base en sus caracteristicas de promocion del crecimiento,

tales como la fijacion de nitroégeno, y la solubilizacion de fosfato y calcio.
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Para la identificacion molecular se realizé la extraccion del ADN genomico total de las cepas
bacterianas puras utilizando un kit de extraccion (DNeasy Blood and Tissue Kit), se amplifico
la region del gen 16S rRNA utilizando cebadores universales (forward 27F y reward 1492R)
para amplificar el gen. La amplificacion del ADN se realizé mediante un termociclador con
un programa especifico de desnaturalizacion, hibridacion y elongacion. El producto de PCR
amplificado y purificado se someti6 a secuenciacion automatizada utilizando el kit BigDye
Terminator. Las secuencias crudas obtenidas se depositaron en un archivo PDF y se realizd

la comparacion con distintas secuencias al subirlas al NCBI Sequence Read Archive (SRA).

Para la realizacion de los arboles filogenéticoslLas secuencias parciales o completas (segun
haya sido el caso) del 16S rRNA obtenidas se compararon con bases de datos de nucleotidos
en GenBank en NCBI utilizando el programa BLAST, permitiéndonos identificar la especie
mas cercana basdndonos en el porcentaje de identidad (similitud). Se seleccionan las
secuencias de referencia de especies estrechamente relacionadas. Se realiz6 el alineamiento
de multiples secuencias utilizando el programa ClustalX, con el fin de identificar regiones
homologas y calcular las distancias evolutivas entre las cepas. El arbol filogenético se
construyd basandonos en las secuencias del 16S rRNA con el método de neighbor-joining
con el software bioinformatico especializado MEGA version 6.0. Finalmente, la construccion
del arbol filogenético nos ayud6 a confirmar si las cepas identificadas pertenecen a los

géneros esperados.

6.2.4 Evaluacion de la fijacion biologica de nitrogeno

La capacidad de las bacterias para fijar el nitrogeno atmosférico se evalué utilizando el medio
semisolido libre de nitrogeno NFb (Dobereiner et al., 1976) modificado por Cassan et al.
(2010) (Anexo 6). Para ello se tomo un indculo bacteriano de una placa de Petri con 24 h de
crecimiento y se sembrd por puncion en tubos de microcentrifuga Eppendorf® de 1.5 mL
que contenian 1 mL del medio NFb. Finalmente se llevaron a incubacion a 35 + 2°C por siete

dias.

La cuantificacion del nitrogeno se realizé tomando como base la metodologia propuesta por
Lara-Mantilla (2007): se inocularon por triplicado 200 pL de una suspension bacteriana
previamente ajustada a 0.7 de D.O. (aproximadamente 1x10° UFC/mL) en tubos que

contenian 3 mL de Caldo Extracto de Suelo al 10% (Anexo 7) y se llevaron a incubacion con
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agitacion constante de 100 rpm durante 72 h. Posteriormente, las muestras se centrifugaron
a 6000 rpm durante 15 min y se agregaron 10 mL de KC1 2M. Se llevaron a agitacion durante
una hora y se dejé en reposo por una hora adicional. Seguido, se tomo el sobrenadante y se
centrifugd a 6000 rpm durante 10 min. La cuantificacién del nitrogeno se llevéd a cabo de
forma indirecta al determinar la concentracion del ion amonio con la técnica colorimétrica
de Berthelot (Weatherburn, 1967). Para ello, se adicionaron 0.4 mL de solucién alcohdlica
de fenol al 10%, 0.4 mL de nitroprusiato de sodio al 0.5% y 1 mL de soluciéon oxidante (20.0
g citrato de sodio, 1.0 g de hidroxido de sodio y 1.0 mL de hipoclorito de sodio 1.5 N en 100
mL de H2O) a 10 mL de muestra. Los tubos se agitaron por un minuto y se dejaron en reposo
por una hora. La cuantificacion se llevé a cabo midiendo la absorbancia en espectrofotometro
de luz visible a 632,9 nm. Como blancos, se utilizaron muestras de Caldo Extracto de Suelo
sin inocular, a las cuales se les determino la concentracion del ion amonio siguiendo la misma
metodologia. Las concentraciones de nitrogeno fijado como amonio se calcularon en una

curva estandar de diluciones sucesivas de una solucion de cloruro de amonio (Anexo 8).

6.2.5 Determinacion de la actividad solubilizadora de fosfatos y calcio

La actividad solubilizadora de fosfatos por parte de las bacterias se determin6 utilizando el
medio de crecimiento de fosfato del Instituto Nacional de Investigacion Botanica (NBRIP,
por sus siglas en inglés) (Nautiyal, 1999), el cual contiene fosfato tricalcico insoluble como
fuente de fosforo (Anexo 9), mientras que para la actividad solubilizadora de calcio se empled
el medio Pikovskaya modificado por Paguay & Vasco (2013), que contiene carbonato de
calcio insoluble (Anexo 10). Las bacterias se sembraron por puncion sobre el medio s6lido y
se incubaron a 28°C durante 14 dias. La solubilizacion efectuada por las bacterias se
manifestd por la aparicion de un halo claro alrededor de la colonia, el cual se describid
mediante el indice de solubilizacion (IS) empleando la siguiente ecuacion (Edi-Premono et

al., 1996):

Area de la colonia + Area del halo

Indice de solubilizacién (IS) = — -
Area de la colonia

La cuantificacion del fosforo solubilizado por las bacterias en forma de ortofosfatos se llevo

a cabo siguiendo la metodologia de Rodriguez-Gamez et al., (2013): se inocularon 200 uL
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de la suspension bacteriana ajustada a 0.7 de D.O. en 50 mL del medio de cultivo NBRIP
contenido en un matraz Erlenmeyer de 250 mL y se agitaron a 150 rpm durante 7 dias.
Después de este tiempo, la muestra se centrifug6d a 5000 rpm durante 15 min para separar la
biomasa; el sobrenadante se utilizé para determinar la cuantificacion mediante el método azul
de fosfomolibdeno (Murphy & Riley, 1962), para lo cual, se tomaron 4 mL del sobrenadante
y se adicion6 1 mL de la mezcla de reactivos que se describen en el Anexo 11. Los tubos con
el analito se incubaron a temperatura ambiente durante 10 min y la cuantificacion se
determind midiendo la absorbancia a 882 nm del color azul desarrollado. Los célculos se
realizaron mediante una curva estdndar con diluciones sucesivas de una solucién de

Ca3(PO4)2 (Anexo 12).

La cuantificacion de calcio solubilizado por actividad bacteriana a partir de carbonato de
calcio se determind mediante espectroscopia de absorcion atomica. Para la preparacion de
las muestras, la suspension bacteriana se ajusté a 0.7 de D.O. y se inocularon 200 pL en 50
mL de medio liquido Pikovskaya modificado y se incubaron por 7 dias. Posteriormente se
filtraron al vacio con membrana de 0.4 um y se efectuaron las diluciones correspondientes
para el analisis. Las concentraciones de calcio libre se calcularon mediante una curva
estandar con diluciones sucesivas de carbonato de calcio establecida por el Laboratorio de

Suelos del CIDAM A.C.

6.2.6 Evaluacion de las rizobacterias en el desarrollo de parametros

vegetales en maiz criollo en la etapa inicial del crecimiento (V3)

Las semillas se desinfectaron realizando cinco lavados consecutivos con agua destilada
estéril, seguidos por inmersion en hipoclorito de sodio al 3% por 15 min e inmersién en una
solucion de etanol al 70% durante 3 min. Finalmente, se realizaron cinco lavados con agua
destilada estéril y se dejaron escurrir en condiciones de esterilidad. Las semillas se inocularon
colocandolas en un matraz Erlenmeyer con 100 mL de medio YES (Anexo 13) con un indculo
de 10 mL de una solucién bacteriana previamente ajustada a 0.7 de D.O. (1x10° UFC/mL,
aproximadamente) y se pusieron en agitacion constante a 100 rpm durante 1 h, mientras que
los testigos se colocaron en agitacion en medio YES estéril. Posteriormente, las semillas se
depositaron en charolas de germinacion de 21 cavidades con peat-moss durante 15 dias (etapa

vegetativa V3) con riego cada tercer dia; una vez pasado este tiempo se retiraron de la
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charola, se lavo el excedente de sustrato y se midieron las siguientes variables fenoldgicas:
peso fresco (g), longitud de raiz (cm), longitud del tallo (cm), longitud de la planta (cm),
numero de raices y peso seco (g). El experimento se realizé en tres semilleros y se repitio dos

VEcCes.

6.3 Evaluacion del potencial de las rizobacterias sobre el rendimiento y
contenido de vitaminas y minerales del grano del maiz criollo en

condiciones de temporal

Para determinar el potencial de las rizobacterias, se establecid un ensayo en campo, en el cual
se midieron variables fenologicas durante un ciclo del cultivo. Al finalizar se cosecharon las

mazorcas para determinar la calidad nutricional (vitaminas y minerales) del grano.

6.3.1 Establecimiento de parcela

La parcepa experimental se estableci6 en la comunidad de El Zacatonal en Ocampo,

Michoacan, México, con coordenadas 19.605, -100.387, propiedad del C. Efrain Garcia.

6.3.1.1 Preparacion del terreno

Antes de la siembra se realizé un barbecho con tractor, seguido de un rastreo para mullir el

suelo y dejarlo en condiciones para la siembra.

En el mes de mayo de 2024 se sembro la parcela experimental, donde previamente se hicieron
surcos con un tractor a una distancia de 80 cm y se colocaron dos semillas de maiz por cada

mata a 50 cm. La semilla se depositd directamente en el suelo y se cubrié con el pie.

6.3.2 Disefio experimental

El arreglo experimental consistié en un disefio experimental en bloques al azar debido a que
el terreno tiene una pendiente no mayor al 10%. Se estudiaron 14 tratamientos (Cuadro 4) de
3 repeticiones con 5 plantas cada una. Como parte de los tratamientos, se empled una
fertilizacion calculada con respecto a los andlisis fisicoquimicos del suelo al 50% (A.F.Q.
50), a excepcidn del testigo absoluto (sin inoculacion y sin fertilizacion), del testigo regional
(fertilizacion de los productores) y del testigo fertilizado respecto a los andlisis

fisicoquimicos del suelo al 100% (A.F.Q. 100) (Anexo 14).
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Cuadro 4. Tratamientos en parcela

TRATAMIENTO | FUNDAMENTO CODIGO
_ Maiz sin inoculacidn y sin ningun tipo de fertilizacién ABS
2 Maiz + fertilizacidon quimica de productores REG
_ Maiz + fertilizacion quimica de analisis fisicoquimicos al 100% A.F.Q. 100%
4 Maiz + fertilizacion quimica de analisis fisicoquimicos al 50% AF.Q.50%
5 Maiz + bioinoculante comercial (Azotobacter sp.) AZOTO
6 Maiz + cepa B10 + fertilizacion quimica de A.F.Q. 50% B10 + AFQ
7 Maiz + cepa C17 + fertilizacion quimica de A.F.Q. 50% C17 + AFQ
8 Maiz + cepa M3 + fertilizacion quimica de A.F.Q. 50% M3 + AFQ
— Maiz + cepa B16 + fertilizacion quimica de A.F.Q. 50% B16 + AFQ
Maiz + cepa B44 + fertilizacion quimica de A.F.Q. 50% B44 + AFQ
Maiz + cepa B55 + fertilizacion quimica de A.F.Q. 50% B55 + AFQ
12 Maiz + REG + cepa B10 REG + B10
_ Maiz + fertilizacion organica (excremento de caballo) ORG
14 Maiz + fertilizacion organica (excremento de caballo) + cepa B10 ORG + B10
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Diseno de Blogues al Azar

@ 7. Absoluto (1) O Biof. Comercial (5) @® B16 +A.F.Q.50% (9) @ Organico (13)
T. Positivo (2) B10 +A.F.Q.50% (6) @ B44+A.F.Q.50% (10) Orgénico + B10 (14)
® T.AF.Q.100% (3) C17 +A.F.Q.50% (7) B55 + A.F.Q. 50% (11)
T.A.F.Q.50% (4) M3 +A.F.Q. 50% (8) T. Positivo + B10 (12) b

Figura 6. Diseiio de bloques al azar. Ejemplificacion grafica de la manera en la que fueron distribuidos los

tratamientos en la parcela en Ocampo, Michoacan.

6.3.3 Manejo de cultivo en campo

Se desinfectaron las semillas de maiz criollo adquiridas del ciclo anterior en el mismo lugar
de la siembra. Posteriormente se sembraron en surcos previamente establecidos en la parcela
a lo largo de la misma, asegurandose de que las semillas estuvieran completamente cubiertas

por el suelo para su germinacion.

Cada planta se inoculd en tres ocasiones a lo largo del ciclo del cultivo con 10 mL de la
suspension bacteriana correspondiente a cada tratamiento ajustada a 1x10° UFC/mL,
aproximadamente, distribuyendo el indculo alrededor de la base del tallo hacia la zona
radicular. Las plantas correspondientes al testigo absoluto no se inocularon, asi como
tampoco se les aplico fertilizante ni el medio de cultivo en el que se inocularon las bacterias.
La primera inoculacion se llevo a cabo 45 dias después de la siembra (dds), que corresponden
a la fase de crecimiento inicial y crecimiento vegetativo (aproximadamente 6 hojas). La
segunda se realizé a los 120 dds, cuando aparecieron los estigmas y la panoja; la tercera

inoculacion se realiz6 a los 200 dds, en etapa de RO (maduracion del grano de maiz).

41



6.3.4 Medicion de variables fenolégicas en planta

Posterior a la 2. Y 3% Inoculacion se midio la altura de la planta, el nimero de hojas y la
circunferencia del tallo. La altura se midié con un flexometro desde la base del tallo hasta la
panoja del elote, mientras que el diametro del tallo se midi6 en la base del tallo, utilizando el

mismo flexéometro.

Todo esto fue realizado en campo, sin embargo, una vez cosechadas las plantas
(aproximadamente 6 meses y medio después de la siembra) se depositaron en bolsas de
polietileno y se trasladaron al laboratorio de Nutricion Vegetal en el CIDAM. Las bolsas
fueron organizadas por tratamiento y se llevd a cabo la medicion de las siguientes variables:
peso fresco de la planta (g), peso de la mazorca (g), peso del grano (g), peso del olote (g),
nimero de granos, peso de la raiz (g) y el peso de 100 granos (g). Asimismo, se realizaron
analisis del grano para evaluar el contenido de vitaminas y minerales a través de los distintos

tratamientos.
6.4 Analisis de vitaminas y minerales en muestras de maiz criollo

6.4.1 Analisis de vitaminas

La cuantificacion del contenido de vitaminas hidrosolubles (Tiamina — B1, Riboflavina — B2,
Niacina — B3, Piridoxina — B6, Acido Félico — B9 y Acido Ascorbico — Vitamina C) en las
muestras de maiz se realiz6 mediante Cromatografia de liquidos (HPLC-DAD-FLD).

Debido a la diferente naturaleza y estabilidad de estas vitaminas, se llevaron a cabo dos

protocolos de extraccion y deteccion ya estandarizados:

6.4.1.1 Extraccion y cuantificacion de vitaminas del complejo B (B1, B2, B3, B6
y B9)

Para cuantificar las vitaminas hidrosolubles B1 (tiamina), B2 (riboflavina), B3 (niacina), B6
(piridoxina) y B9 (4cido folico) en alimentos se utilizaron el detector FLD (Detector de

fluorescencia) para B2 y B6, y el detector DAD (Diode Array Detector o Detector de Matriz
de Diodos) para B1, B3, B5 y B9.

Se empled una extraccidn enzimatica secuencial para liberar las diferentes formas de
vitaminas de la matriz del alimento. La separacion se realiz6 mediante HPLC en fase reversa

con un gradiente de elucion. La deteccion se llevo a cabo con detectores en serie: FLD para
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vitaminas fluorescentes y DAD para las que presentan absorbancia UV. Los equipos usados
en esta extraccion fueron: 1. HPLC-DAD: Sistema con bomba de gradiente, inyector
automatico, horno de columnas y detector de arreglo de diodos de la marca Agilent y 2.
Columna Cromatografica: Columna de fase reversa C18 (ej., 250 mm x 4.6 mm, 5 um). Se

recomienda una columna de guarda del mismo material de la marca Agilent.

La metodologia para las vitaminas B1 y B6 se realizdo tomando una muestra representativa
de las muestras de maiz, se molieron hasta obtener una harina o textura homogénea y fina
para asegurar una superficie de extraccion uniforme, se pes6 aproximadamente 1.0 g (=0.001
g) de muestra en un tubo de centrifuga de fondo conico y para realizar la hidrdlisis acida
(libera la niacina y mejora la extraccion general) se afiadieron 20 mL de HCI1 0.1 N, se llevo
a homogeneizar en vortex y se calentd en bafio Maria a 100°C durante 15-20 minutos (tiempo
reducido para minimizar la degradacion de B1 y B6), se dej6 enfriar a temperatura ambiente.
Para la hidrolisis enzimatica (libera formas fosforiladas de B1 y B6) se ajusto el pH de la
mezcla a 4.5-5.0 (6ptimo para Takadiastasa) usando NaOH 2.5 M y una solucion de Acetato
de Sodio 2.5 M, se afiadieron ~50 mg de enzima Takadiastasa y se incubaron en bafio Maria
a 45-50°C durante 2-3 horas, para desnaturalizar las enzimas se calenté a 100°C durante 5
minutos y se dejo enfriar. Posteriormente, se ajustd el volumen a 50 mL con agua ultrapura
y se centrifugo a 8,000 rpm durante 10 minutos. Se filtr6 el sobrenadante a través de un filtro
de jeringa de 0.45 um (de Nylon) directamente a un vial para HPLC y se inyect6é un volumen

de 10 pL de la solucién en el sistema HPLC.

Para la extraccion del 4acido folico (B9) se pesaron y transfirieron 2.0 g de muestra a un tubo
de centrifuga de polipropileno de 50 mL, posteriormente se afadieron 40 mL de una solucion
de acetato de amonio 75 mmol L™ (pH = 7) y se sonico la mezcla durante 10 minutos para
después ser agitada en una plataforma orbital durante 60 minutos. Se centrifugaron las
muestras durante 15 minutos a 8,000 rpm y se filtro aprox. 1 mL del sobrenadante a través
de un filtro de jeringa de 0.45 um directamente a un vial para HPLC y se inyectd un volumen

de 10 pL de la solucién en el sistema HPLC.

Las condiciones cromatograficas de la fase mévil fueron: A: Agua con 0.1% acido fosforico

(para control de pH y supresion de silanoles) y B: Acetonitrilo o metanol (Sasaki et al., 2020).
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6.4.1.2 Extraccion y cuantificacién del Acido ascérbico (Vitamina C)

Para cuantificar especificamente el acido ascorbico (forma reducida de la vitamina C) en
alimentos se utiliz6 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con Detector de Arreglo de
Diodos (HPLC-DAD). El 4cido ascorbico se extrajo de la matriz del alimento utilizando una
solucion acidificada con metabisulfito, que estabilizo la vitamina previniendo su oxidacion a
acido dehidroascorbico. El extracto se clarificd y se inyectd en el sistema HPLC en fase
reversa. La separacion se logro con una fase mévil tamponada a pH bajo, y la deteccion se
realizo en el rango UV, donde el acido ascorbico presenta una absorbancia caracteristica.

Los equipos utilizados fueron un HPLC-DAD sistema con bomba, inyector automatico y
detector de arreglo de diodos de la marca Agilent y una columna cromatografica: columna
de fase reversa C18 (250 mm x 4.6 mm, 3.5 um) de la misma marca.

Para la preparacion de la muestra se inicid6 pesando 1 g de la muestra, previamente
homogeneizada, y se agregaron 20 mL de acido metafosforico al 3% frio (4°C). Se agitd
inmediatamente en vortex durante 2 minutos para suspender completamente la muestra.
Posteriormente, se llevo a sonicar en bafio de ultrasonido durante 15 min a 4°C. Enseguida
la mezcla se centrifugo a 8,000 rpm durante 10 min a 4 °C, se recuper6 el sobrenadante y se
transfiri6 a un matraz aforado de 25 mL, se afor6 con acido metafosforico al 3% frio. Se filtro
una alicuota del extracto a través de un filtro de jeringa de Nylon de 0.45 pum directamente a
un vial d&mbar para HPLC. Por ultimo, se analizaron las muestras INMEDIATAMENTE
después de la preparacion (Mazurek y Jamroz, 2015). Cabe destacar que las condiciones
cromatograficas fueron:

Fase movil: 10 mM K2HPO4, pH 2.6

Flujo: 0.6 mL/min

Inyeccion: 10 uL

Columna: Ascentis C18 250 x 4.6 mm, a 30 °C
Detector: DAD a 245 nm

Tiempo de corrida: 15 min.

6.4.2 Analisis de minerales

La digestion acida es un paso crucial en la deteccion de minerales segun las Normas Oficiales
Mexicanas (NOM) en México. Este proceso implico la disolucién de una muestra en acidos
fuertes para liberar los minerales que se midieron posteriormente. Las NOM que establecen
métodos de prueba para la determinaciéon de metales, como la NOM-117-SSA1-1994, la
NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 y la NMX-AA-051-SCFI-2001, hacen referencia a la
digestion acida como parte del procedimiento. El andlisis de minerales se realizo por el

Laboratorio de Suelos del CIDAM A.C. Lo primero que se realizd fue la preparacion de la
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muestra, los granos fueron triturados y pulverizados para aumentar la superficie de contacto
con el acido nitrico (que es el que se uso en este caso); posteriormente la muestra se sometio
al acido a una temperatura de 200°C aproximadamente para que éste reaccione con los
minerales y los disuelva. Luego de esto, la solucidn resultante se filtro y se analizaron los
minerales en un espectrometro de absorcion atomica para determinar la concentracion de los

minerales de interés.

6.5 Analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante andalisis de varianza de una sola via, ademas, una prueba
post hoc de Tukey de comparacion de medias para determinar diferencia significativa entre
tratamientos, con un nivel de significancia a = 0,05. Los calculos se realizaran con el paquete

estadistico de SAS, 2012 (Statistical Analysis Systerm).

7. Resultados y discusion

7.1 Resultados del aislamiento

Con el fin de conocer la poblacion microbiana presente en el suelo rizosférico del maiz criollo
de la localidad de El Zacatonal, Ocampo, Michoacan, se recolectaron muestras de suelo del
mismo cultivo. Como se mencioné en el apartado de materiales y métodos, se realizaron
diluciones seriadas en una solucion amortiguadora de fosfatos estéril hasta llegar a una

dilucion de 107 (Figura 7).

Figura 7. Diluciones seriadas de suelo rizosférico de plantas de maiz de El Zacatonal de concentraciones 1072
al0”.

45



Posteriormente, 50 pL de las diluciones 10 y 10 se sembraron por triplicado en cajas Petri
con Agar ST. Las cajas se llevaron a incubacion durante 48 h para la obtencion de

microorganismos y formacién de colonias (Figura 8).

Figura 8. (A) Crecimiento de aislados por triplicado de la dilucién 10”. (B) Crecimiento de aislados por
triplicado de la dilucion 107, En las imagenes se puede observar que hay un crecimiento abundante de colonias

bacterianas en la rizosfera del maiz criollo.

Posteriormente, se purificaron algunos de los aislados seleccionados con morfologias
macroscopicamente diferentes en cajas de Petri nuevas con Agar ST para, de este cultivo,

realizar las pruebas competentes a los mecanismos de promocion del crecimiento vegetal.
7.2 Caracterizacion de los aislados

7.2.1 Tincion de Gram

Con el fin de visualizar de forma microscopica los aislados bacterianos obtenidos a partir de
muestras de suelo rizosférico de maiz criollo, para su seleccion y confirmar que se

encontraban puros, es decir, una sola colonia bacteriana por caja Petri, se realizd una tincién
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Gram de todos y cada uno de los 80 aislados obtenidos, los cuales tenian caracteristicas

macroscopicas distintas (color, forma, bordes, entre otras) (Figura 9).

A B c

Figura 9. Vista microscopica de aislados obtenidos en el laboratorio con una tincion de Gram. (A) Aislado

B10, (B) Aislado B16, (C) Aislado B44, (D) Aislado B55, (E) Aislado C17, (F) Aislado M3.

En la Figura 9, se muestran las caracteristicas morfologicas microscopicas de los aislados
obtenidos, con un total de seis que mostraron al menos un pardmetro morfologico diferente.
Todos los aislados tuvieron un crecimiento moderado, en gran parte debido al medio de

cultivo utilizado (Agar ST) muy enriquecido en nutrientes.

7.2.2 Evaluacion de los mecanismos de promocion del crecimiento vegetal

Posteriormente, se le realizaron pruebas bioquimicas a los 80 aislados obtenidos, de los
cuales Unicamente 18 aislados presentaron una respuesta positiva en al menos una de las
pruebas realizadas. En el Cuadro 5 se muestra la anotacion funcional de los mecanismos que

realiza cada uno de los aislados probado en este apartado.
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Cuadro 5. Anotacion funcional de los mecanismos de accion y morfologia de los aislados nativos de maiz

criollo.

Aislado FBN SFos SCa Morfologia Gram
B10 + - - Actinos +
B12 - + + Bacilos -
B13 - + + Bacilos +
Bl14 + - - Bacilos +
B16 + + + Bacilos +
B22 - + + Cocos -
B24 - - + Cocos +
B43 + + - Bacilos -
B44 + + + Bacilos +
B45 + + - Cocos +
B52 + - - Cocos -
B53 - - + Bacilos -
B54 + - - Bacilos +
B55 + - - Bacilos +
B56 + + - Cocos +
B60 + + - Bacilos -
B64 + + - Cocos -
C17 - + + Bacilos +
M3 + - - Actinos +

FBN: Fijacion bioldgica de nitrégeno, SFos: Solubilizacion de fosfatos, SCa: Solubilizacion de calcio y

Gram: Tincion de gram



7.2.3 Fijacion Biolégica de Nitrogeno

Para determinar la capacidad de las bacterias de fijar nitrégeno atmosférico, y debido a la
importancia en el desarrollo de los cultivos, los microorganismos con potencial efecto
promotor se inocularon en tubos con medio de cultivo NfB (Anexo 4) libre de nitrogeno. Las
siembras se realizaron por triplicado y una respuesta positiva a la fijacién bioldgica de

nitrogeno fue el cambio de color del medio de verde a azul.

De los 18 aislados a los que se les realizo la prueba, 13 dieron positivo para fijacion bioldgica
de nitrégeno atmosférico (Cuadro 5). Los aislados fueron capaces de crecer en el medio
semisolido libre de nitrogeno (Figura 10A), el cual se coloco en tubos de microcentrifuga a
un 75% de su capacidad para generar el ambiente reducido de oxigeno. En un principio, la
consistencia semisolida del medio permite a las bacterias el comienzo de su multiplicacion
y, cuando se limita la concentracion de oxigeno disuelto en el medio, se establecen en la
superficie donde encuentran el oxigeno en concentracion necesaria para llevar a cabo la
respiracion sin comprometer la estabilidad de la enzima nitrogenasa sensible a oxigeno
(Baldani et al., 2014). Se observé el establecimiento de las colonias bacterianas en la
superficie del medio, ademas del cambio de coloracion de este (Figura 10). Este viraje de
color se debe a la presencia del indicador de pH azul de bromotimol, el cual es amarillo en
condiciones acidas y cambia a azul por el incremento de pH generado por los productos del
proceso de fijacion, por tanto, este cambio es considerado positivo a la fijacion de nitrégeno

(Kuan et al., 2016).

La cuantificacion del nitrogeno fijado en forma del ion amonio se llevo a cabo mediante la
reaccion de Berthelot, en la cual el amonio de la muestra reacciona con el hipoclorito en
condiciones alcalinas debido a la adicion de hidroxido de sodio para formar monocloramina,
quien, a su vez, reacciona con el fenol dando lugar al indofenol, en una reaccion catalizada
por nitroprusiato de sodio (Kimble et al., 2006). El indofenol confiere una coloraciéon azul,
la cual es medida espectrofotométricamente y cuya absorbancia es proporcional a la
concentracion de amonio. En la Figura 11 se presentan los valores promedio de tres
repeticiones obtenidos de la reaccion de Berthelot de las bacterias evaluadas, calculadas a
partir de una curva de calibracioén de cloruro de amonio. Se utilizd Azospirillum baldanorium

Az39 como control positivo a la reaccion, puesto que se ha descrito como uno de los
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principales géneros fijadores de nitrogeno (Zaidi et al., 2017). A partir de 4. baldanorium
Az39 se cuantificaron 12.94 pg/mL de amonio, valor que, de los 13 aislados probados, cinco
lo superaron ya que el aislado B10 fij6 un total de 29.76 pg/mL de amonio, siendo éste el
que mayor concentracion tuvo, seguido de M3 que 1ij6 22.16 pg/mL, B44 1ij6 19.96 pg/mL,
B55 fij6 18.59 ug/mL y B16 fij6 14.65 pg/mL, lo que demostrd la presencia del complejo
enzimatico nitrogenasa en estos microorganismos. Ademas del género Azospirillum spp.
como fijador de nitrégeno, se han reportado otros géneros de bacterias rizosféricas con el
mecanismo para llevar a cabo el proceso de fijacion. Se ha destacado la importancia de
especies de Azotobacter spp. (Aasfar et al.,, 2021), principalmente 4. chroococum, A.
beijerinckii, A. vinelandii y A. lipoferum (Sharma, 2021). Asi como Burkholderia spp.
(Bahulikar et al., 2014), Acetobacter spp. y Gluconacetobacter spp. (Gupta et al., 2015).

E F G

Figura 10. Fijacion bioldgica de nitrogeno in vitro por aislados nativos. Prueba cualitativa en medio NfB
semisolido libre de nitrégeno. (A) Medio sin inocular, (B) Control positivo: Azospirillum baldanorium, (C)

Aislado B10, (D) Aislado B16, (E) Aislado B44, (F) Aislado B55 y (G) Aislado M3.
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Figura 11. Fijacion biologica de nitrogeno por aislados nativos. Cuantificacion del ion amonio por la reaccion
de Berthelot. Cada tratamiento se realizo por triplicado. Las barras representan la media + del error estandar.

Las letras corresponden a las medias con diferencias significativas (p<0.05). Test de Tukey.

Estos datos concuerdan con nuestros resultados de fijacion biologica de nitrogeno, al
determinar la efectividad en el proceso de fijacion bioldgica de nitrogeno por bacterias
aisladas de maiz criollo, por lo tanto, su uso puede representar una fuente segura y sostenible
de este elemento, contribuyendo a la disminucion de la dependencia de nitrégeno inorgénico,
asi como la disminucion de energia necesaria para su produccion (Mahmud et al., 2020), ya
que se estima un aporte de hasta el 65% de este elemento a los sistemas de cultivo a través

de la fijacion bioldgica de nitrogeno (Kuan et al., 2016).

7.2.4 Solubilizacion de fosfatos y calcio

Por otro lado, los aislados mostraron capacidad para solubilizar fosfato y calcio de una fuente
insoluble, de los 18 aislados que presentaron mecanismos de promocion del crecimiento
vegetal, once dieron positivo a la prueba de solubilizacion de fosfatos y unicamente ocho
para la prueba de solubilizacion de calcio (Cuadro 5). Cualitativamente, la actividad
solubilizadora de fosfato de las bacterias evaluadas se observo por la aparicion de una zona
clara alrededor de la colonia (Fig. 12). En este caso, presentaron un indice de solubilizacién
de fosfato entre 3.97 y 7.11 (Fig. 13). En 2017, Pande et al., reportaron ocho cepas con un

indice de solubilizacion que oscil6 de 1.77 a 4.88, identificadas como Burhkolderia cepacea,
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una de las principales bacterias caracterizadas como solubilizadoras de fosfato y en un
estudio en macetas y en campo, indujeron un aumento significativo en el crecimiento del
maiz dulce, asi como la productividad del grano, con lo cual, al obtener indices de
solubilizacion similares e incluso mayores, respalda nuestro propdsito para ser probadas en
planta. Se cuantifico una concentracion de fosfato solubilizado en forma de ortofosfatos en
un rango de 55.3 a 84.5 pg/mL (Fig. 14). El aislado C17 fue el que presentd el menor valor
de solubilizacion con 55.3 pg/mL, mientras que los aislados B16 y B44 presentaron valores

de 66.3 y 84.5 ug/mL, respectivamente.

Figura 12. Solubilizacién de fosfatos in vitro por los aislados nativos de maiz criollo. (A) Control negativo:

E. Coli, (B) Control positivo: Burkholderia sp., (C) Aislado B16, (D) Aislado B44 y (E) Aislado C17.
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Figura 13. Indices de solubilizaciéon de fosfato por los aislados nativos de maiz criollo. Cada prueba se
realizo por triplicado. Las barras representan la media + del error estandar. Las letras corresponden a las

medias con diferencias significativas (p<0.05). Test de Tukey.
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Figura 14. Cuantificacion de fosfato como ortofosfatos por el método de azul de fosfomolibdeno. Cada
prueba se realizé por triplicado. Las barras representan la media = del error estandar. Las letras corresponden

a las medias con diferencias significativas (p<0.05). Test de Tukey.

Respecto a la solubilizacion de calcio y, como se mencion6 anteriormente, ocho de los 18
aislados presentaron halos de solubilizacion (Fig. 15) y se determinaron indices entre 3.53 y
6.59, el indice mayor correspondiente al aislado B44 (Fig. 16). El andlisis cuantitativo fue
consistente a estos resultados, dado que el mismo aislado present6 el mayor valor, con 319.22
ng/mL de calcio solubilizado (Fig. 17). Para el caso de calcio no se encuentran reportes en la
literatura de la solubilizacion empleando la fuente de carbonato de calcio, puesto que los
ensayos realizados emplean como compuesto insoluble los fosfatos de calcio y no los

carbonatos.
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Figura 15. Solubilizacion de calcio in vitro por los aislados nativos de maiz criollo. (A) Control negativo: E.

Coli, (B) Control positivo: Burkholderia sp., (C) Aislado B16, (D) Aislado B44 y (E) Aislado C17.
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Figura 16. Indices de solubilizacion de calcio por los aislados nativos de maiz criollo. Cada prueba se realizd
por triplicado. Las barras representan la media + del error estandar. Las letras corresponden a las medias con

diferencias significativas (p<0.05). Test de Tukey.
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Figura 17. Cuantificacion de calcio solubilizado calculado por espectrometria de masa atdmica. Cada prueba
se realiz6 por triplicado. Las barras representan la media + del error estandar. Las letras corresponden a las

medias con diferencias significativas (p<0.05). Test de Tukey.

El fosforo es uno de los elementos mas importantes para lograr altos rendimientos en los
cultivos. Sin embargo, el fosforo inorganico en suelo representa una fraccion minima debido
a la formacion de compuestos insolubles (Alori et al., 2017). Por otro lado, la deficiencia de
calcio es rara en la naturaleza, sin embargo, se pueden producir limitaciones de este elemento
debido a la capacidad de reaccion con los iones fosfato del suelo, formando precipitados
generalmente insolubles (White & Broadley, 2003), representando uno de los principales
problemas en los suelos alcalinos. La solubilizacion de fosfato a través de la produccion de
acidos organicos es uno de los mecanismos mas importantes de las bacterias promotoras del
crecimiento (Khan et al., 2014). Ademas, se ha catalogado a las PGPR como los principales
productores de acidos organicos responsables de la solubilizacién de fosfato tricalcico y
fosfatos de roca (Vyas et al., 2009), por lo tanto, su aplicacion mejora la disponibilidad de

fosfato y calcio para la planta, como una practica agricola sostenible.

7.3 Efecto de la inoculacion de PGPR nativas en semillas de maiz criollo en

etapa vegetativa V3 (invernadero)

Desde hace algunos afos, se han adaptado métodos de crecimiento in vitro para estudiar la
interaccion ente plantas y microorganismos, caracterizados por realizarse a microescala en

condiciones estériles y en condiciones ambientales optimizadas con respecto a factores tanto
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fisicos como nutricionales, con el fin de conocer a detalle los mecanismos de funcionamiento
y respuestas adaptativas (Pierik, 1990). Sin embargo, para una aplicacion exitosa, también se
deben considerar diversos aspectos del ambiente cuando la planta estd en condiciones
naturales (Wu et al., 2009). Por esta razon, se llevé a cabo un analisis preliminar del efecto
de las bacterias sobre el sistema radicular y aéreo de pléntulas en las condiciones
comunmente utilizadas en el proceso de germinacion, el cual incluye la siembra de la semilla
desinfectada en sustrato no estéril en una bandeja de germinacién, su exposicion a luz solar
natural y riego intermitente. Previo a esto se realizaron pruebas de germinacion con semillas
en cajas Petri con algodon vy, al no observar efectos inhibitorios por la inoculacion de las
bacterias sobre la germinacion de semilla de maiz, se realizd su inmersion en suspension
bacteriana previa a la siembra en Peat moss. Pasados 15 dias correspondientes a la etapa
vegetativa V3 de desarrollo inicial del ciclo de maiz, se retiraron las plantas del sustrato, se
lavaron las raices y se cuantificaron los pardmetros vegetativos: peso fresco (g), longitud de
raiz principal (cm), longitud de planta (cm), longitud de tallo (cm), nimero de raices y peso
seco (g). A continuacion, en la Figura 18, se observa una fotografia de los resultados en
planta, donde se puede apreciar visiblemente que los tratamientos con inoculacion bacteriana
tuvieron una mejora en longitud de raices, nimero de raices laterales y tamaio del tallo.
Previo a esto, se muestra el Cuadro 6 con los tratamientos utilizados en este experimento para

un mejor entendimiento de las figuras posteriormente mostradas.

Cuadro 6. Tratamientos en invernadero.

Tratamiento Descripcion Etiqueta

T1 Control sin inoculacidon Control

Biofertilizante comercial
T (Azotobacter sp.) Azoto

T3 Aislado B10 B10
T4 Aislado B16 B16
T5 Aislado B44 B44
T6 Aislado B55 B55
T7 Aislado C17 Cl17
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Figura 19. Evaluacion de los parametros vegetativos en plantas de maiz criollo con los tratamientos control y
con in6culos bacterianos. (A) Peso fresco, (B) peso seco, (C) longitud de planta, (D) longitud de tallo, (E)
longitud de raiz y (F) nimero de raices. n=22. r=3. Las barras representan la media + del error estandar. Las

letras corresponden a las medias con diferencias significativas (p<0.05). Test de Tukey.

Los resultados, en todas las graficas, demuestran diferencias significativas (p<0.05, ANOVA
+ Tukey) entre tratamientos, evidenciando que ciertas intervenciones (en este caso,
inoculacidon bacteriana) promueven un mayor crecimiento vegetal. En la Figura 19A, se

observan los resultados del parametro vegetativo “peso fresco”, en donde el tratamiento

57



CONTROL (no inoculacién) tuvo el menor valor con un promedio de 2.022 g, en
comparacion con B44 que tuvo el mejor resultado con un valor de 5.735 g, teniendo
diferencia significativa entre ambos valores, se puede observar también que AZOTO mejora
el peso fresco de la planta al menos el doble que el control, sin embargo, el uso de aislados
nativos tuvo mejor respuesta con las plantulas jovenes en general que un biofertilizante
comercial; ademads, en la Figura 19B, en donde se muestran los resultados del parametro
vegetativo “peso seco”, si bien nuevamente existe una diferencia significativa entre el
tratamiento Control (0.34 g) y algunos de los aislados destacados como B16, B44 y C17, con
valores de 0.512, 0.508 y 0.477 g, respectivamente; estas dos figuras estan relacionadas, ya
que, si un tratamiento aumenta el peso fresco pero no el seco, esto podria indicar una mayor
acumulacion de agua en lugar de un aumento en la biomasa estructural. En cambio,
correlaciones positivas en ambos parametros sugieren un verdadero efecto promotor del
crecimiento, lo cual es interesante y se observa en estas graficas, todos y cada uno de los
tratamientos con inoculacion bacteriana tuvieron una mejor respuesta en ambos parametros

en comparacion con los respectivos controles.

En las Figuras 19C y 19D, se aprecian los resultados graficos de los pardmetros longitud de
planta y longitud de tallo, respectivamente; lo que se presenta en la primera figura
mencionada es que el tratamiento con el valor promedio mas bajo fue el CONTROL con
apenas 8.85 cm de longitud de la planta completa (desde la semilla hasta la ultima hoja
naciente), en comparacion con los mejores tratamientos que fueron los inoculados con los
aislados B16 y C17, con valores promedio de 21.38 y 21.91 cm, respectivamente; respecto a
los demaés tratamientos se percibe que el tratamiento con el biofertilizante comercial AZOTO
tuvo una mejoria respecto al control, ademas de diferencia significativa incluso con el
tratamiento inoculado con el valor promedio de longitud de planta mas bajo, cabe mencionar,
que entre estos tratamientos no hubo diferencia significativa. En la segunda figura
mencionada se observa que los tratamientos con mejor resultado de longitud de tallo fueron
B16 y B55 con valores promedio de 4.07 y 4.17 cm, teniendo diferencia significativa con
ambos controles (CONTROL sin inocular y biofertilizante comercial AZOTO), cuyos valores
promedio fueron 3.28 y 3.27 cm, respectivamente; en lo que abarca a los demas tratamientos

con inoculacion tuvieron diferencia significativa iinicamente con el tratamiento B55, con el
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tratamiento B16 no hubo diferencia significativa, asi como tampoco entre ellos, sin embargo,

tuvieron mejores resultados con diferencia significativa con los controles también.

Por ultimo, en las Figuras 19E y 19F se presentan los resultados de los parametros longitud
de raiz y nimero de raices, respectivamente; en la primer figura mencionada se observa que
los tratamientos B16, C17 y M3 tuvieron los mejores valores promedio: 41.58, 44.28 y 40.58
cm de raiz principal, respectivamente; por otro lado, el tratamiento con el menor valor fue el
CONTROL sin inocular con un promedio de 13.12 cm de raiz principal, el tratamiento
AZOTO mejoro6 este resultado aumentandolo a un valor de 27.8, sin embargo, tuvo diferencia
significativa con los tratamientos inoculados mencionados anteriormente; respecto a los
demas tratamientos (B10, B44 y B55) no tuvieron diferencia significativa entre ellos,
respecto a los mejores tratamientos inoculados ni respecto al control comercial, pero si con
el control sin inocular. En el caso del nimero de raices, B10 fue el tratamiento con mayor
numero con 12.36, seguido de B44 con 12 raices, CONTROL y AZOTO fueron los de menor
numero de raices con 7 y 7.8, respectivamente, los demas tratamientos mejoraron respecto a

los controles, pero no hubo diferencia significativa entre ellos.

Cabe recordar que los aislados realizan por lo menos uno de los tres mecanismos de
promocion probados en este experimento (FBN, SFos y SCa), es sabido que el nitrogeno (N)
es uno de los elementos mas importantes para el crecimiento de las plantas y es indispensable
para la sintesis de distintas moléculas esenciales (4cidos nucleicos, aminoéacidos, proteinas,
etc.) dentro de la planta; alrededor del 1-5% de la materia seca total de la planta esta
compuesta por N (Hawkesford et al., 2012), las funciones de éste elemento son de tipo
estructural y osmotico, su funcidon como agente osmotico permite retener el agua en las
vacuolas (proceso de osmorregulacion) (Mclntyre, 1997), dado que el N es uno de los
elementos mayormente absorbidos, desempefia un papel esencial en la asimilacion y
transferencia a érganos en crecimiento (Fathi y Zeidali, 2021). La presencia de este elemento
siempre incrementa el crecimiento y desarrollo al proveer el agua requerida; ademas, la
abundancia de este estimula la produccion de nuevas hojas desde el meristemo terminal del
tallo y las yemas laterales de las hojas mas viejas; en tiltima instancia, aumenta el rendimiento
de las partes aéreas (Fathi, 2020). Por otro lado, el fosforo (P) es también vital para el

crecimiento vegetal y la productividad de la planta; su concentracion en planta va del 0.05 —
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0.5% del total del peso seco; desempefia un papel importante en una serie de procesos
celulares incluido el mantenimiento de las estructuras de membrana, la sintesis de
biomoléculas y la formacién de moléculas de alta energia, también ayuda en la division
celular, activacion o inactivacion de enzimas y metabolismo de carbohidratos (Razaq et al.,
2017). A nivel planta, estimula la germinacion de las semillas, desarrollo de raices, fortalece
el tallo, favorece la formacion de flores y semillas, aumenta el rendimiento de los cultivos,
asi como también la calidad de estos, ademas, la disponibilidad de P incrementa la capacidad
de fijacion de N. Y, por ultimo, el Calcio (Ca) es un macronutriente esencial en las plantas,
el cual se encuentra en concentraciones de 0.1 a 5% en la materia seca de la planta (White
and Broadley, 2003), exhibe entonces una doble funcion, tanto como un componente
estructural de paredes celulares y membranas y como segundo mensajero intracelular, por lo
cual, su absorcion, distribucion y almacenamiento en la planta entonces deben ser
estrictamente regulados con el fin de completar ambas tareas, es un componente esencial de
la pared celular, el cual contribuye a su estabilidad y rigidez, tiene un papel importante en la
division y elongacion celular ya que influye en el movimiento del agua en las células; se ha
observado que interviene también en la permeabilidad de las membranas celulares, regulando
el transporte de otros nutrientes y activando ciertas enzimas vegetales, ademds de que es
crucial para el desarrollo del sistema radicular, tallos, hojas y frutos. En conjunto, estos
nutrientes mejoran la capacidad fotosintética, la absorcion de recursos y la resistencia
estructural, lo que incrementa la biomasa total de la planta (Gonzélez et al., 2020, Juérez-

Rossette et al., 2019).

7.4 Efecto de la inoculacion de PGPR nativas en parametros vegetales en

plantas de maiz criollo hasta cosecha

El consumo equilibrado de nutrientes es importante en todas las etapas de crecimiento
vegetal. En el caso del maiz, el rendimiento esta determinado principalmente por el nimero
de granos logrados por unidad de superficie, el cual se da en funcion de la tasa de crecimiento
del cultivo alrededor del periodo de floracion. Por lo tanto, para alcanzar altos rendimientos,
el cultivo debe lograr un 6ptimo estado fisioldgico en floracion: cobertura total del suelo y
alta eficiencia de conversion de radiacion interceptada en biomasa. La adecuada
disponibilidad de nutrientes, especialmente a partir del momento en que los nutrientes son
requeridos en mayores cantidades (aproximadamente 5-6 hojas desarrolladas, es decir 30
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dds), asegura un buen desarrollo y crecimiento foliar y una alta eficiencia de conversion de
la radiacion interceptada. Los nutrientes disponibles en el suelo generalmente limitan la
produccion de maiz, siendo necesario conocer los requerimientos del cultivo y la oferta del
suelo para determinar las necesidades de fertilizacion. En el Cuadro 7, se presenta el
requerimiento (cantidad total de nutriente absorbida por el cultivo) y la extraccion (cantidad
total de nutriente que remueve el sistema agricola (grano, raiz, fruto)) de los nutrientes
esenciales para producir una tonelada de grano de maiz. Debe tenerse en cuenta que esta
informacion resulta de numerosas referencias nacionales e internacionales y que existe una
marcada variabilidad seglin el ambiente y manejo del cultivo (Chindicue et al., 2019). Un
cultivo de maiz de 12000 kg/ha de rendimiento necesita absorber aproximadamente 264, 48

y 48 kg/ha de nitrégeno (N), fosforo (P) y azufre (S), respectivamente (Garcia, 2005).

Cuadro 7. Requerimientos y extraccion en grano de nutrientes para producir una tonelada de grano de maiz.

Nutriente Requerimiento Extraccion
kg/t
Nitrogeno 22 14.5
Fosforo 4 3.0
Potasio 19 4.0
Calcio 3 0.2
Magnesio 3 0.8
Azufre 4 1.8
g/t
Boro 20 5
Cloro 444 27
Cobre 13 4
Hierro 125 45
Manganeso 189 32
Molibdeno 1 1
Zinc 53 27

En el caso del maiz, la mayor acumulacion de biomasa y nutrientes se da en las etapas (segin
la BBCH) de floracion (1-16 a 2) y de Reproduccion (7-71 a 8-83), siendo los picos mas altos
en V10-V14 y R2-R4; lo anterior cobra relevancia debido a que se ha identificado, que los
maximos consumos nutrimentales coinciden con estos periodos. Sin embargo, la tasa de

asimilacion depende del impacto del riego, las fuentes de fertilizantes y los niveles de
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fertilidad en el suelo (Bender, 2012). Asi pues, si uno s6lo de los nutrientes es escaso, el
crecimiento de la planta es limitado y se reduce el rendimiento del cultivo, lo cual propicia a
la aplicacion excesiva de fertilizantes para evitar la disminucidon en la produccién por

deficiencia (Lopez-Marin, 2017).

En este contexto, uno de los principales objetivos de este estudio es lograr la reduccion en la
aplicacion de fertilizantes quimicos (especificamente nitrogenados y fosfatados) mediante el
uso de bacterias promotoras del crecimiento vegetal. Al determinar actividades relacionadas
con el aumento en la disponibilidad de nutrientes por parte de las bacterias aisladas, la
cantidad de fertilizantes N, Py Ca se redujo en un 50%. La nutricion reducida se aplicd con
y sin las cepas bacterianas. Posteriormente, se evaluaron la altura, la circunferencia del tallo
y el niimero de hojas para el monitoreo del crecimiento. Las diferencias significativas se
observaron incluso al momento de la cosecha de las plantas, posterior al periodo critico de
consumo de nutrientes segun Bodale et al., (2020), por tanto, unicamente se presentan los

datos correspondientes a la etapa R6.

Es por esto por lo que se realizé la aplicacion de fertilizantes quimicos en los tratamientos
correspondientes de la siguiente manera, observando que los fertilizantes reducidos en los
tratamientos con el 50% fueron el nitrogeno, el fosforo y el calcio, quedando todos los demas
respecto a los analisis fisicoquimicos con la fertilizacion al 100% vy, en el regional, manejado
por los productores de la regidon, se aplicé Unicamente nitrogeno y foésforo, ningln

micronutriente.

Cuadro 8. Fundamento de tratamientos con fertilizacion quimica.

Fertilizacion Formula Fundamento

Regional 122N-66P Fertilizacion realizada

por productores de la

region

A.F.Q. 100 ISON-80P-10K-2Mg—-26Ca—-87Zn—8B Requerimiento del
cultivo (Rend. Meta =
5 t/ha)
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AF.Q.50 ION-40P-10K-2Mg—-13Ca-8Zn—-8B Ahorro  del  50%,
observar que el efecto
es por los

microorganismos

El testigo absoluto (ABS) registré la menor altura (Fig. 20A), el menor didmetro de tallo
(Fig. 20B) y el menor numero de hojas (Fig. 20C) respecto a los demds tratamientos con
valores de 253.53 cm, 2.18 cm y 11.06 hojas, en comparacion con el testigo regional (REG,
fertilizado por los productores) y los testigos A.F.Q. 100 y A.F.Q. 50, cuyos parametros
medidos dieron resultados de 265.67, 263.6 cm y 254.5 cm de altura, 2.36 cm, 2.37 cm y
2.30 cm de circunferencia del tallo y 12.53, 12.4 y 11.87 hojas, respectivamente;
demostrando la reduccion del 50% de la fertilizacion quimica y, a su vez, la aplicacion de
macro y micronutrientes respecto a los andlisis fisicoquimicos. La inoculaciéon con las
bacterias en plantas fertilizadas con el 50% de N, P y Ca influy6 positivamente sobre todos
los parametros medidos observandose su efecto desde la etapa reproductiva principalmente
por los aislados B10 (Streptomyces sp.) y B44 (Lysinibacillus sp.). La inoculacion con el
aislado B10, indujo el mayor estimulo sobre la altura, con un promedio de 273.67,
correspondiente a un 3.5% superior a REG. Ademas, en el parametro de diametro del tallo
tuvo un valor promedio de 2.68 cm, aumentando el grosor en un 8.06%, lo cual es congruente
puesto que esta cepa es fijadora de nitrégeno, siendo éste de gran importancia para el
desarrollo y crecimiento del tallo. Por otra parte, el nimero de hojas aument6 gracias a la
inoculacion con los aislados B10 y B44 con un valor promedio de 12.65 hojas. Es importante
mencionar que A.F.Q. 50 presentd niveles inferiores en gran parte de los pardmetros,
indicando una afectacion sobre la absorcion de nutrientes dada por la reduccion de la
fertilizacion quimica pero favorecida por la inoculacion de la mayoria de los aislados al
observar un crecimiento general en la planta y una mejora en los parametros de rendimiento.
Los datos obtenidos en todos los parametros medidos tuvieron diferencias significativas con
el testigo absoluto e, incluso, superaron a REG y A.F.Q. 100 (testigos con fertilizacion al
100%), indicando una compensacion nutricional en plantas de maiz con fertilizacion reducida
generada por la inoculacion y participacion de los aislados nativos, en donde se podria decir

que muy probablemente su presencia haya facilitado la disponibilidad de macronutrientes
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Altura (crm)

importantes en estas etapas debido a su capacidad para fijar nitrogeno y solubilizar minerales
que estimularon la elongacion del tallo de la planta, ayudaron a mejorar la arquitectura de la
raiz y, por tanto, aument6 la superficie de adquisicion de nutrientes. Consistentemente, las
bacterias con mayor capacidad para realizar las actividades mencionadas anteriormente

presentaron un efecto mejorado sobre el crecimiento de la planta del maiz y su rendimiento.
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Figura 20. Resultados graficos de parametros vegetativos en plantas de maiz criollo. (A) Altura de la planta,
(B) Circunferencia del tallo, (C) Numero de hojas. Las barras representan la media del error estandar. Las letras

corresponden a las medidas con diferencias significativas (p<0.05). Test de Tukey.

7.5 Efecto de la inoculacion de PGPR nativas sobre el sistema radicular de
las plantas de maiz criollo hasta cosecha

Al final del ciclo de cultivo se evalud el efecto de los aislados sobre el sistema de raices
cuantificando el peso seco de este (Fig. 21). La disminucion en la concentracion de nutrientes
afect6 de forma significativa el peso de la raiz y, ademads, la inoculacion con los aislados dio

lugar a una mejora en la misma.
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Un valor alto de peso radicular significa una mayor absorcion de agua y nutrientes ya que,
entre mas grande sea el sistema de raices, mayor superficie tendra la planta para captar agua
y nutrientes del suelo favoreciendo su crecimiento, tiene también un mejor anclaje y una
mayor estabilidad debido a que le brinda firmeza a la planta en terrenos con mucho viento,
proporciona una mayor tolerancia al estrés hidrico ya que llegan a superficies mas profundas
y puede acceder a reservas de agua que no estan disponibles para raices mas superficiales
ayudandola a sobrevivir en condiciones de sequia y, por ultimo, mejora la simbiosis con mas
microorganismos beneficiosos mejorando su nutricion (Freschet et al., 2021); los
tratamientos destacados fueron B10+A.F.Q.50 con un valor de 79.3 g y B44+A.F.Q.50 con
107.33 g, estando muy por encima de los controles con fertilizacion quimica REG y A.F.Q.
100 que obtuvieron valores de 74.66 g y 65.33 g, respectivamente, los tratamientos
destacados tienen la capacidad de fijar nitrégeno el cual tiene un papel importante en
elongacion de tallo y raiz. Ademas, los demds tratamientos inoculados de igual forma
tuvieron una mejora estadisticamente significativa por sobre los tratamientos control.
Trabajos previos han informado que la deficiencia nutricional bajo ciertas condiciones
impulsa el crecimiento de raices como mecanismo de defensa, con el fin de lograr una mayor
absorcion (De Bang, et al., 2020). De este modo, se explica el peso similar entre los
tratamientos ABS y A.F.Q. 50 y, a su vez, permite atribuir la mejora observada en el sistema
radicular a la efectividad de las bacterias. Tal es el caso de Mahwish et al., (2015), quienes
evaluaron el efecto de PGPR del género Bacillus spp. en maiz, en combinacion con dosis
reducidas de fertilizante; los tratamientos incluyeron un control sin inocular ni fertilizar,
fertilizante NP a la mitad de la dosis recomendada (1/2NP), fertilizante NP a dosis completa
(full NP), y diferentes cepas de Bacillus spp. inoculadas junto con la dosis 1/2NP, se midieron
varios parametros de crecimiento, incluyendo la longitud de la raiz y el peso seco de la raiz:
los resultados mostraron que la inoculacion con cepas de Bacillus spp. mas la dosis 1/2NP
del fertilizante resultd en caracteristicas de crecimiento significativamente mayores en
comparacion con el tratamiento de solo 1/2NP y, mas importante aun, el tratamiento que
combind la cepa HIR3 de Bacillus sp. con 1/2NP del fertilizante logro parametros de
crecimiento de la planta (incluyendo la longitud y el peso seco de la raiz) equivalentes al
tratamiento de fertilizante NP a dosis completa. Esto demuestra que la combinacion del

bioinoculante con una dosis reducida de fertilizante quimico puede ser tan efectiva o incluso
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superior para el crecimiento de la raiz del maiz que la fertilizaciébn quimica sola a dosis

completa.

Por su parte, en las Figuras 21 y 22 se observa la comparacioén estadistica y real de los
sistemas radiculares de las plantas en diferentes tratamientos.
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Figura 21. Efecto de la inoculacion de los aislados sobre la raiz del maiz criollo al final del ciclo de cultivo.
Las barras representan la media del error estandar. Las letras corresponden a las medias con diferencia

significativa (p<0.05). Test de Tukey.
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Figura 22. Efecto de la inoculacion de PGPR sobre el sistema radicular de plantas de maiz criollo (cosecha).

Las PGPR son importantes promotoras del crecimiento vegetal, dadas sus habilidades para
colonizar la rizosfera, fijar nitrégeno, solubilizar minerales, entre otros mecanismos de
promocion (Roquigny et al., 2017). Su uso se ha evaluado exitosamente en cultivos como
jitomate, trigo, sorgo, etc. (Rodriguez et al., 2020). No obstante, la capacidad de una especie
para promover el crecimiento de las plantas depende ampliamente de factores especificos,
tanto de la especie vegetal como de las condiciones del cultivo porque afectan la diversidad
y actividades de la comunidad microbiana (Tabassum et al., 2017). En lo que a esto respecta,
autores como Shameer y Prasad (2018), sefalan esta especificidad como una limitante para
la aplicacién de bioinoculantes, es decir, no pueden ser aplicados de forma generalizada.
Ademas, estudios previos demuestran la existencia de una amplia variabilidad genética y, por
tanto, funcional entre cepas dentro de una misma especie bacteriana (Loper et al., 2012). Por
tal motivo, es importante su evaluacion directa en algin cultivo de interés para poder ser

utilizadas.

7.6 Efecto de la inoculacion de PGPR nativas en biomasa fresca y seca en

plantas de maiz criollo hasta cosecha

En la Figura 23A, se presentan los resultados para el parametro vegetal peso fresco, el cual
se mide principalmente para evaluar el contenido de agua presente en la planta; y es util para
evaluar los resultados de rendimiento del producto; por otra parte, en la Figura 23B se
muestran los resultados del pardmetro vegetal peso seco, el cual se encuentra en estrecha
correlacion con el pardmetro mencionado anteriormente debido a que €stos proporcionan una
medida precisa de biomasa eliminando las fluctuaciones causadas por el contenido de agua
y, como se ha mencionado anteriormente, la biomasa completa de la planta puede estar
relacionada directamente con el desempefio de la misma como respuesta a la capacidad

fotosintética, nutricién, condiciones ambientales y mas. Destacan en peso fresco los
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tratamientos B10+A.F.Q.50, B44+A.F.Q.50 y REG+B10 sus valores promedio fueron 444.67
g, 415.67 gy 382.67 g, respectivamente, estando por encima de REG y A.F.Q. 100 que
tuvieron valores de apenas 323.33 gy 245 g, lo cual significa que las plantas inoculadas
tuvieron mejor hidratacion y captacion de agua; en comparacion con los resultados de peso
seco donde destacaron B10+A.F.Q.50, B44+A.F.Q.50 y B55+A.F.Q.50 con resultados
promedio de 390.06 g, 323.67 g y 304 g , respectivamente; como se observa, los tres
tratamientos mencionados sobrepasan los niveles de biomasa de REG y A.F.Q. 100 (218 y
166.67 g) con una diferencia significativa, ademas, todos los demas tratamientos inoculados
mejoraron dichos valores que, aunque no fue con diferencia significativa, siguen siendo una

buena alternativa como bioinoculantes para aumentar la biomasa vegetal.
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Figura 23. Efecto de la inoculacion de los aislados sobre el peso fresco y peso seco de las plantas de maiz
criollo al final del ciclo de cultivo. (A) Peso fresco, (B) Peso seco. Las barras representan la media del error

estandar. Las letras corresponden a las medidas con diferencias significativas (p<0.05). Test de Tukey.
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Las PGPR actian de diversas maneras para aumentar la biomasa de la planta, tanto fresca
como seca, a través de mecanismos directos e indirectos; el efecto en la biomasa es el
resultado de multiples mecanismos que pueden funcionar simultdnea o secuencialmente
(Martinez-Viveros et al., 2010); una de ellas es la mejora en la adquisicidon y disponibilidad
de nutrientes, al hacer a los nutrientes mas disponibles o facilitar su absorcion las plantas
tienen los elementos necesarios para construir mas tejido vegetal, lo que se traduce en un
mayor contenido de biomasa, el nitrégeno, un macronutriente esencial, es esencial para la
sintesis de proteinas y clorofila, los cuales son componentes clave de la biomasa y el cual
permite un mayor crecimiento aéreo y radicular; el fosforo se ha relacionado también con el
incremento en la biomasa. La mejora de la absorcion de agua esta también directamente
relacionada con el contenido de biomasa (especialmente fresca); una mejor hidratacion es
fundamental para la expansion celular y la turgencia, componentes clave del peso fresco de
la biomasa y, por tltimo, la estimulacidn de la germinacion y el vigor temprano; un inicio de
crecimiento mas rapido y robusto permite a la planta establecerse mejor y acumular biomasa
mas eficazmente desde las primeras etapas. Tal es el caso de Criollo et al., 2012, cuya
investigacion evaluo el efecto de la inoculacion con PGPR del género Stenotrophomonas sp.
(cepa 4K) y Pseudomonas sp. (cepa 5B) en pasto kikuyo (Pennisetum clandestinum), en
combinacion con una dosis reducida de nitrogeno. Los tratamientos incluyeron un control
quimico (TQ) con una dosis completa de nitrogeno (100 kg ha™ en forma de urea) y
fertilizacion segun andlisis de suelo, y tratamientos bacterianos (TB1 y TB2) con inoculacion
de cepas 4K o 5B, respectivamente, mas la dosis reducida de nitrégeno (50% N) y se midieron
variables como peso fresco y seco de la parte aérea y radicular en diferentes momentos (100
y 130 dds); los tratamientos TB1 y TB2 presentaron diferencias significativas con respecto
al control no inoculado (TA). Mas relevante aun, a los 100 dds, los tratamientos TB1 y TB2
mostraron valores similares en el peso fresco de la parte aérea al tratamiento quimico (TQ),
y superaron al testigo absoluto (sin fertilizante ni inoculante) en mas del 80%. En cuanto al
peso seco radicular y la longitud de la parte aérea, la respuesta se vio favorecida cuando se
inocularon las cepas 4K y 5B, aumentando los valores en mas del 50% y 25%

respectivamente en comparacion con los tratamientos TQ (control quimico) y TA.
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7.7 Efecto de la inoculacion de PGPR nativas en la mazorca y grano del
maiz criollo

La nutricion correcta es esencial para el desarrollo de una planta durante todo el ciclo de vida,
de modo que un desequilibrio puede afectar tanto el crecimiento vegetativo como el
reproductivo, en términos de rendimiento y calidad (Bodale et al., 2021). La calidad de una
mazorca en maiz criollo se determina por una combinacion de caracteristicas morfoldgicas y
componentes nutricionales del grano que contiene; los productores tradicionales y algunos
estudios cientificos realizados en maiz criollo han considerado diferentes aspectos
histéricamente y aun en la actualidad al seleccionar su semilla basandose en criterios como:
1) tamafio de la mazorca, 2) forma de la mazorca, 3) color del grano (pueden variar e incluir
blanco, amarillo, rojo, morado, anaranjado con rojo, vino, anaranjado, blanco con amarillo,
azul, entre otros, la coloracidn se asocia con la presencia de compuestos como flavonoides,
carotenoides y antocianinas), 4) olote delgado, 5) tamafio del grano. A menudo, los
productores tradicionales no toman en cuenta la composiciéon nutricional o distintos
parametros fisicos al seleccionar las semillas es por esto que los estudios cientificos
complementan los criterios tradicionales con mediciones mas detalladas y andlisis de
laboratorio para evaluar la calidad de la mazorca criolla (principalmente enfocandose en el
grano que contiene): 1) peso de la mazorca, 2) peso del olote, 3) peso de grano, 4) peso de
100 granos y, por otro lado, 1) contenido de minerales o 2) contenido de vitaminas (los cuales
varian entre regiones y razas de maiz). Y, por ultimo, aunque no es un componente inherente
de una mazorca individual, el rendimiento por hectarea es el factor clave para evaluar la
productividad y el valor de una variedad de maiz criollo, y los estudios suelen medirlo para
comparar el desempefio de diferentes razas o tratamientos. La capacidad de las variedades
criollas para mantener rendimientos estables en condiciones edaficas y climaticas limitadas

también es una ventaja reconocida (Gonzalez-Cortés et al., 2016, Chi-Sanchez et al., 2021).

A lo largo de los anos, se ha estudiado ampliamente el papel de los microorganismos sobre
el crecimiento vegetal, realizando investigaciones en modelos vegetales in vitro o evaluando
su efecto sobre el crecimiento de las plantas, no obstante, cuando el objetivo es la
optimizacion en la aplicacion de fertilizantes, es necesario realizar un analisis que muestre
los efectos directos sobre la produccion, ya que, en algunos casos, las deficiencias

nutricionales se manifiestan en el estado fisiologico de los frutos o en la productividad. En
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esta investigacion se evalud el peso de mazorca, el peso del olote, el peso de, inicamente,
los granos de cada mazorca, el peso de 100 granos y su rendimiento final en toneladas por
hectéarea para determinar los efectos directos de la inoculacion bacteriana sobre las mazorcas
de maiz criollo a diferentes dosis de fertilizacion con diferentes tratamientos biologicos y

organicos (Chi-Sanchez et al., 2021).

Los parametros mencionados anteriormente son criterios tradicionales de seleccion y
evaluarlos permite cuantificar y comparar sus caracteristicas; ademas, estan directamente
relacionados con el rendimiento y la productividad, medir estos parametros puede estimar el
potencial de produccion de una raza o genotipo bajo cierto tipo de condiciones (Gonzalez-
Cortés et al., 2016) y ayudan a evaluar el desempefio bajo diferentes manejos agronémicos

(como la aplicacion de bioinoculantes y fertilizantes quimicos).

A continuacidn, se presentan las figuras con las mediciones de cada uno de los parametros:
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Figura 24. Efecto de las bacterias nativas en la mazorca del maiz criollo. (A) Peso de mazorca, (B) Peso del
olote, (C) Peso de grano y (D) Peso de 100 granos. Las barras representan la media del error estandar. Las letras

corresponden a las medidas con diferencias significativas (p<0.05). Test de Tukey.

En la Figura 24 A, se observan los promedios del peso de mazorca por tratamiento, en donde
los tratamientos destacados fueron BI10+A.F.Q.50, B44+A.F.Q.50, B55+A.F.Q.50 y
REG+B10 con pesos promedio de 200.06, 192.93, 186.73 y 187.6 g, respectivamente, de los
cuales Unicamente B10+A.F.Q.50 presentd una diferencia significativa respecto a los
controles REG y A.F.Q. 100 (164.86 y 167.67 g), sin embargo, todos los demas tratamientos
superaron el peso promedio de los mismos, lo cual se considera bueno en términos de
reduccioén de fertilizacion quimica, ademas de que B10+A.F.Q.50 aumentd en un 50% el peso
respecto al control ABS con un peso promedio de 132.6 g. En el caso del peso del olote (Fig.
24B) el cual ayuda a estimar (junto con los parametros de peso de mazorca y grano) como se
reparte la biomasa entre las partes estructurales y productivas de la mazorca; esto se considera

util para verificar si un tratamiento favorece la eficiencia de asignacion de recursos hacia la
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produccion de grano (que es lo mas deseable) debido a que el tener granos grandes y pesados
significa un mayor rendimiento productivo y, por lo tanto, un mayor valor comercial y,
directamente proporcional, un olote delgado o ligero evidencia que hubo un menor gasto de
recursos en estructura y mayor eficiencia en la conversion de biomasa al grano (Lopez-
Montafiez et al., 2024). Es por esto que el estudio de peso de mazorca y peso de olote estan
directamente relacionados y, como ejemplo, en el caso de ABS, el cual es el menor promedio
de mazorca, tiene un peso muy alto de olote, dando a entender que la asignacion de recursos
fue mayor para el soporte que para el fruto y sucedid a la inversa para B16, el cual fue el
tratamiento menor promedio de peso de olote, tratamiento en el que se evidencia una buena
reparticion de biomasa; los tratamientos destacados fueron B16+A.F.Q.50 (inoculado con la
bacteria (Bacillus subtilis B16)) y ORG con promedios de 16.2 y 17.46 g, los cuales tuvieron
menores resultados (que, en este caso, es mejor) respecto a los tratamientos control ABS con
32.46 g, REG con 23.26 g, A.F.Q. 100 con 21.8 g, A.F.Q. 50 con 19.93 e, incluso, a pesar de
que el bioinoculante comercial (AZOTO+A.F.Q.50) mejor6 respecto a ABS, los tratamientos
con las bacterias nativas fueron iguales o mejores que éstos. Otro de los parametros medidos
que se relaciona bastante con los dos anteriores es el peso de grano, podria decirse que es el
indicador mas importante cuando se busca evaluar el efecto de varios tratamientos sobre el
rendimiento de un cultivo, como lo es en este caso; el peso de grano refleja directamente
cuanto producto Util se obtiene por cada mazorca y es lo que mas interesa debido a que es la
parte comestible, base de productos procesados y la fuente de semillas para la siguiente
generacion de plantas. En este caso, evaluamos el peso del grano para poder identificar cuél
tratamiento promueve una mayor acumulacion de biomasa en los granos y entender la
respuesta fisiologica del maiz a los distintos manejos agronomicos utilizados. En la figura
24C se observa que, nuevamente, los tratamientos B10+A.F.Q.50, B16+A.F.Q.50 y
B44+A.F.Q.50 fueron los mas destacados con promedios que van desde los 165 hasta los 180
g, siendo mejores que REG, con un promedio de 141.6 que, el tratamiento comparativo
directo es REG+B10 el cual mejor6 en un 17% el peso respecto al regional, concluyendo asi
que las bacterias nativas tienen una mejora en parametros de rendimiento en comparacion
con la fertilizacion quimica individual. Y, por Gltimo, se midi6 el peso de 100 granos, el cual
es indicador del tamafo y la densidad de los granos (granos mas llenos = granos mas

pesados), esto indica qué tan bien se nutrieron los granos y evidencia una mayor eficiencia
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fisioldgica y una mejor asimilacion de nutrientes durante la etapa de llenado de grano (PGPR
mejoraron absorcion de N y P) por lo que va directamente relacionado también a los
parametros de rendimiento y mazorca ya mencionados; en este caso, no hay muchas
diferencias significativas entre los tratamientos inoculados y los tratamientos de fertilizacién
quimica al 100% a excepcion de B10+A.F.Q.50, B16+A.F.Q.50 y B44+A.F.Q.50 que
tuvieron promedios de 37.53, 36.5 y 36.86 g, respectivamente, los cuales tuvieron diferencia
significativa con REG (32.5 g) pero no con A.F.Q. 100 (33.36 g), asi como tampoco la
tuvieron los tratamientos C17+A.F.Q.50, M3+A.F.Q.50, B55+A.F.Q.50 y REG+B10 sin
embargo, si hubo una mejoria (34.36, 33.53 34.66 y 35.5 g, respectivamente). Estos
resultados fueron similares a los obtenidos por Singh ef al., en el afio de 2024, quienes
estudiaron los efectos de PGPR como Pseudomona fluorescens, P. putida, Azospirillum
lipoferum y Bacillus subtilis en tres genotipos diferentes de maiz sin ningin tipo de
fertilizacidon y cuyo trabajo destaca que el objetivo final en todos los cultivos de grano es la
productividad; ellos observaron resultados de un incremento de hasta 53% en el peso de la
mazorca en los tres genotipos inoculados respecto al control y lo mismo sucedié para el peso

de granos y peso de 100 granos.

A continuacion, se presentan figuras con la evidencia de las mazorcas (representativas)
obtenidas en cada uno de los tratamientos,
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Figura 25. Efecto de la inoculacion de PGPR sobre las mazorcas de maiz criollo (cosecha).

La Figura 25 ilustra las diferencias encontradas entre los tratamientos. El tratamiento con
mazorcas mas pequeias y dafiadas (granos incompletos hasta la punta, ligeramente deformes
y desordenados) es el Testigo absoluto, lo cual se debe principalmente a la nutricion
insuficiente que afecto el crecimiento reproductivo, asi como la calidad del fruto y granos;
se percibe una diferencia con el Testigo regional, que se encuentra al costado derecho del
primero mencionado; el cual es bastante parecido a A.F.Q. 100, sin embargo, el tamafio de
las mazorcas disminuye en el tratamiento A.F.Q. 50, esto debido a la reduccién en la
fertilizacion. A continuacién se observa una mejora con el bioinoculante comercial
AZOTO+A.F.Q.50 y todos los tratamientos que siguen de este son los bioinoculantes
obtenidos en el laboratorio, entre los que destacan B10+A.F.Q.50, M3+A.F.Q.50 y
B44+A.F.Q.50 aumentando la longitud y el grosor (a simple vista) de la mazorca presentada;
por otra parte, el tratamiento de fertilizacion regional + B10 (REG + B10) presentd mejoras
respecto al testigo regional, evidenciando el trabajo realizado por la PGPR inoculada en este
tratamiento y, por ultimo, se presentan los tratamientos de ORG (fertilizacion organica) y
ORG + B10 (fertilizacion organica + B10) en donde se presenta una clara mejora con respecto

al tratamiento sin la bacteria evidenciando, nuevamente, el trabajo realizado por esta.

7.8 Respuesta de la inoculacion de PGPR nativas en el rendimiento del cultivo
de maiz criollo

Acorde a los resultados obtenidos en la medicion de parametros vegetales, la inoculacion de
las PGPR nativas aumento los parametros morfoldgicos en las plantas fertilizadas respecto a

A.F.Q. 50, confirmando su capacidad para promover el crecimiento vegetal. Ademas, las
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mazorcas cosechadas incrementaron su longitud y grosor, asi como también el peso de esta,

del grano y de 100 granos.

En la practica agricola, obtener un buen rendimiento es el objetivo principal de los
productores. Autores como Aini et al., (2019), sefalan una relacion directamente
proporcional entre la concentracion de nutrientes durante el desarrollo vegetativo y el
rendimiento del cultivo. Sin embargo, la concentracion de estos nutrientes debe ser
equilibrada, ya que las dosis excesivas provocan repercusiones en la produccion, asi como
Ciampitti et al., (2010), quienes estudiaron los cambios en el maiz a través de distintas dosis
nulas, reducidas o completas de fertilizantes quimicos (sin el uso de bioinoculantes),
evaluando un tratamiento testigo, NP (nitrogeno y fosforo), NS (nitrégeno y azufre), PS
(fosforo y azufre) y NPS (nitrégeno, fosforo y azufre). Ellos observaron que la aplicacion
balanceada de NPS incrementaba los rendimientos del cultivo en comparacion con las
aplicaciones desbalanceadas o sin nutrientes, deduciendo que la planta destin6 la energia en
el crecimiento vegetativo, haciendo menor el crecimiento reproductivo. De manera que, para
lograr la reduccion en la aplicacion de fertilizantes en un sistema agricola, es necesario
analizar las variables durante todo el ciclo de cultivo para descartar alguna afectacion

relacionada con la deficiencia de nutrientes.

El requerimiento de nutrientes del cultivo de maiz es un factor crucial para su desarrollo y
rendimiento, y varia segun distintos factores como el genotipo, el ambiente y las practicas de
manejo agricola. Los nutrientes se clasifican en macronutrientes (requeridos en grandes
cantidades) y micronutrientes (requeridos en menores cantidades) (Martinez, 2022). El
nitrégeno es el nutriente més demandado y de mayor importancia; el fésforo es el segundo
macronutriente mas importante; el potasio es el segundo nutriente de mayor extraccion por
el cultivo de maiz; el azufre es esencial para optimizar el rendimiento del maiz y la deficiencia
de cualquiera de estos nutrientes afecta severamente su crecimiento y rendimiento (Zaidi et
al., 2017), tal y como se observd en el testigo absoluto y A.F.Q. 50, puesto que la nula o
media aplicacion de los nutrientes se manifesto en la produccion de mazorcas, produciendo
30 y 20%, respectivamente, menos fruto que REG y A.F.Q. 100 (los tratamientos con
fertilizacion completa). De igual forma, la deficiencia se compensod con la actividad de las

bacterias debido a que en este proyecto la inoculacion con las PGPR gener6 un incremento
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en el rendimiento del maiz en condiciones reducidas de fertilizante quimico e, incluso,
superaron la produccion generada por los tratamientos convencionales de fertilizacion. La
inoculacion con los aislados B10+A.F.Q.50 y B44+A.F.Q.50 presentd un incremento
comparado con el testigo regional del 27 y 21%, respectivamente. Es importante destacar que
estas pruebas mostraron gran actividad en las pruebas de laboratorio e invernadero. En
general, todos los tratamientos inoculados tuvieron una mejora (aunque no en todos fue
significativa), a excepcion de ORG+B10. En el caso de ABS, el rendimiento calculado fue
de 3.85 t/h; siendo éste el de menor promedio, en seguida se encuentran los tratamientos
A.F.Q. 50, ORG y ORG+BI10 con rendimientos promedio de 4.62, 4.72 y 5.46 t/ha,
respectivamente, esto podria estar asociado a la reduccion del fertilizante en el caso de A.F.Q.
100, aunado a esto, la fertilizacion organica pudo no haber hecho mucho efecto en la planta
en ORGYy, en el caso de ORG+B10 la bacteria pudo hacer un buen papel al aumentar respecto
a ORG e, incluso, llegar a tener el mismo rendimiento que una fertilizacion quimica al 100%
aunque no superd a los tratamientos inoculados y con fertilizacion reducida. A continuacion,
se centran los tratamientos REG, A.F.Q. 100 y AZOTO+A.F.Q.50 con valores promedio de
5.45, 5.61 y 5.57 t/ha en los cuales el efecto de REG fue completamente del fertilizante
quimico, sin embargo, sabemos que muchas veces es contraproducente el exceso de
fertilizantes y la tasa de absorcidon de nutrientes del maiz lleg6 hasta un punto critico en donde
ya no pudo absorber mas; en el caso de A.F.Q. 100, si bien hubo una mejora respecto a REG
gracias a los micronutrientes aplicados respecto a las necesidades del suelo, nuevamente no
hubo mejora respecto a los tratamientos inoculados y, a pesar de que AZOTO+A.F.Q.50 sea
un bioinoculante comercial, la bacteria en este caso pudo no haber sobrevivido o haberse
adaptado a las condiciones del lugar. Por ultimo, se presentan los tratamientos inoculados (ya
sea con fertilizacion quimica reducida o completa) en donde tenemos M3+A.F.Q.50 con 5.65
t/ha, C17+A.F.Q.50 con 5.81 t/ha, B55+A.F.Q.50 con 6.37 t/ha, REG+B10 con 6.42 t/ha,
B16+A.F.Q.50 con 6.18 t/ha, B44+A.F.Q.50 con 6.62 t/hay, en primer lugar, BI0O+A.F.Q.50
con 6.93 t/ha el cual, respecto a ABS aument6 un 80% el rendimiento. Las plantas inoculadas
con esta y la cepa B44+A.F.Q.50 mostraron un crecimiento mejorado desde las condiciones
de invernadero, ademas de que generaron el mayor volumen radicular en ambas condiciones

lo cual fue evidenciado en términos de rendimiento y calidad de la mazorca.
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Segun el estudio realizado por Oteino et al., (2015), este proyecto y sus resultados sugieren
que la inoculacién con bacterias solubilizadoras de fosfatos permite la reduccion hasta del
50% en la aplicaciéon de este elemento sin generar una reduccion significativa en el
rendimiento. Se demostd que las PGPR nativas con caracteristicas asociadas a la promocion
del crecimiento de plantas, incluidos los mecanismos estudiados, permite la disminucion del
50% en la tasa de aplicacion, no s6lo de foésforo, sino también de nitrégeno y calcio,

generando un notable incremento en el rendimiento del maiz criollo.
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Figura 26. Efecto de la inoculacién de PGPR nativas sobre el rendimiento de maiz criollo bajo distintos tipos
de fertilizacion. Se representa la media de 15 repeticiones. Las barras representan la media del error estandar.

Las letras corresponden a las medias con diferencias significativas (p<0.05). Test de Tukey.

Cuadro 9. Efecto de la inoculacion de PGPR nativas sobre el rendimiento de maiz criollo bajo distintos tipos
de fertilizacion.

TRATAMIENTO t/ha
ABS 3.8

REG 5.4
A.F.Q. 100 5.6
AFQ.50 4.6
AZOTO 5.5
B10 + A.F.Q. 50 6.9
C17 +A.F.Q. 50 5.8
M3 +A.F.Q. 50 5.6

80



B16 + A.F.Q. 50 6.1

B44 + A.F.Q. 50 6.6
B55 +A.F.Q. 50 6.3
REG + B10 6.4
ORG 47
ORG + B10 5.4

*Se consider6 una humedad del grano del 12%, una sola mazorca por planta, una densidad poblacional de

50,000 plantas/ha, espacio entre surcos de 80 cm y entre mata de 50 cm, dos plantas por mata.

Tal es el caso de un estudio publicado por Galindo et al., (2024), el cual proyecta que es
posible reducir las tasas de aplicacion en nitrégeno y fosforo en, al menos, un 30% usando
consorcios microbianos con Azospirillum brasilense y Bacillus subtilis aumentando el
rendimiento del maiz en un 5.2%. O, de igual forma, el estudio realizado por Breedt et al.,
(2017) donde realizaron un experimento durante 3 afios en campo en diferentes tipos de suelo
con inoculaciones con bacterias como Lysinibacillus sphaericus, Paenibacillus alvei y
Bacillus safensis, las cuales aumentaron significativamente el rendimiento del maiz en el
campo entre un 24 a un 34%. En el mismo contexto, esta investigacion mostrd resultados
destacables, puesto que la inoculacion con PGPR nativas permiti6 la reduccion del 50% de
macronutrientes (nitrégeno, fosforo y calcio) sin afectar el rendimiento. También se reportd
la capacidad de las distintas bacterias aqui presentadas para promover el crecimiento de la
planta, junto con un mayor peso de raiz, atribuyéndolo a la capacidad de algunas para fijar

nitrégeno y solubilizar minerales.

La participacion de las bacterias en el incremento del rendimiento ha sido relacionada con
varias actividades diferentes; Narendra et al,; (2015), mencionan que los efectos positivos de
las PGPR se deben a una mayor captacion de nutrientes al momento de facilitar su
disponibilidad a través de la solubilizacion de minerales y fijacion biologica de nitrogeno.
Especificamente, se ha relacionado la absorcion mejorada de fosforo y su participacion en el
proceso de floracion, lo que podria proporcionar un mayor niimero de frutos por planta o,
probablemente, por su papel en el desarrollo radicular (Coutinho-Edson et al., 2014).
Narendra et al., (2015) también mencionan que el crecimiento y productividad de las plantas

podria atribuirse a la capacidad de las PGPR de colonizar y sobrevivir en las raices.
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En este caso, la promocion del crecimiento y el rendimiento mejorado gracias a la inoculaciéon
con las PGPR nativas en plantas de maiz fertilizadas bajo una dosis reducida de nutrientes,
se le podria atribuir a una mayor absorcion de nutrientes y un mejor estado nutrimental en la
planta, debido a la capacidad de las bacterias para fijar nitrogeno, solubilizar fosfatos y
solubilizar calcio, tal como se observo en las variables medidas anteriormente. Ademas, y
aparentemente, las bacterias lograron sobrevivir hasta por 30 dias en la rizosfera de las
plantas de maiz, brindandoles ventaja en la competencia contra otros microorganismos del

suelo.

Los altos precios de fertilizantes quimicos que enfrenta la agricultura a nivel mundial reflejan
el impacto de su escasez y, a la vez, se prevé un aumento en la demanda de estos debido a la
adopcion de nuevas técnicas para minimizar el costo en los sistemas de produccion. Pese al
gran potencial que los microorganismos del suelo han demostrado en la agricultura, atn falta
demasiado para lograr el éxito deseado respecto a ellos y ain se requieren esfuerzos de parte
de la comunidad cientifica para explorar e identificar cepas especificas para los efectos
requeridos (Nosheen, 2021). Debido a la variabilidad funcional de las PGPR es necesario una
valoracion exhaustiva de las cepas para determinar su efecto en un sistema en especifico ya
que, gran parte de la diversidad de estas permanece aun sin explorar (Verma et al., 2018). El
desarrollo de los bioinoculantes generalmente empieza con la deteccion y seleccion in vitro
de una coleccion de cepas aisladas con base en sus funciones microbianas especificas
relacionadas con la promocion del crecimiento de las plantas (Finkel et al., 2017); es decir,
identificando las caracteristicas fisiologicas que emplean para realizar la promocion de
crecimiento, tales como la capacidad de fijar nitrégeno, solubilizar fosfatos o producir
hormonas, entre otras (Vivanco-Calixto et al., 2016), seguido de pruebas en invernadero vy,
finalmente, pruebas en campo (Compant et al., 2019). Por lo tanto, esta investigacion
proporciona informacion directa sobre la ventaja de la inoculacion con PGPR nativas aisladas
de cultivos de maiz criollo en Ocampo, Michoacén sobre el mismo cultivo de maiz criollo.
Segtin Biel et al., (2021), los inoculantes microbianos no pueden reemplazar a los fertilizantes
quimicos, pero se pueden utilizar para complementar y reducir, en cierta proporcion, su tasa
de aplicacion. En este caso, fue posible optimizar la concentracion de nitrégeno, fosforo y
calcio hasta en un 50% manteniendo, e incluso superando el rendimiento y parametros de

calidad.

82



7.9 Analisis de la calidad y contenido de vitaminas y minerales de los granos
de maiz criollo tras la inoculacion con PGPR nativa

La buena calidad nutricional en los frutos del maiz criollo es de gran importancia por distintas
razones que abarcan la salud humana, la seguridad alimentaria, la economia rural y la
conservacion de la biodiversidad (Gonzélez-Cortés et al., 2017). El maiz es un cereal central
en la alimentacion y cultura de Centroamérica y México, siendo la base de la dieta mexicana
y un elemento estratégico para la soberania y seguridad alimentaria. Se consume
principalmente en forma de tortilla, la cual es un alimento de primera necesidad para el 94%
de la poblacion, aportando hasta el 70% de calorias, cerca del 50% de las proteinas y el 49%
del calcio diarios en zonas rurales (Gonzéalez-Cortés et al., 2017). Una buena calidad
nutricional asegura que este alimento basico satisfaga los requerimientos dietéticos (Chi-
Sanchez et al., 2021). Ademads, los programas de gobierno en México buscan la
autosuficiencia alimentaria y aumentar la produccion interna de granos basicos como el maiz.
Aumentar la oferta de maiz con buena calidad contribuye a generar empleos e ingresos para
las comunidades rurales y a impulsar la seguridad alimentaria del pais (Reyes-Santiago et al.,

2007; Espinoza, 2023).

El maiz criollo aporta importantes macronutrientes como almidon, proteinas y grasas, asi
como nutrientes vitales; contiene vitaminas (A, B1, B2, BS, B6, C, E, K1), aminoacidos
esenciales (triptofano, treonina, isoleucina, metionina, fenilalanina, valina e histidina) y es
fuente de minerales importantes como foésforo (P), potasio (K), azufre (S), calcio (Ca),
magnesio (Mg), sodio (Na), manganeso (Mn), hierro (Fe), entre otros (Gonzalez-Cortés et

al., 2017, Chi-Sanchez et al., 2021, Jaradat & Goldstein, 2018).

Es por esto que se realizaron analisis para observar el contenido de vitaminas y minerales en
las semillas del maiz criollo para cada uno de los tratamientos; las muestras fueron
procesadas en el Laboratorio de Alimentos del CIDAM A.C. para el andlisis de vitaminas y
en el Laboratorio de Suelos para el analisis de minerales, los resultados presentados a

continuacion fueron los obtenidos.
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Cuadro 10. Valores obtenidos del analisis de vitaminas de los tratamientos realizados en campo en semillas de

maiz criollo.

mg/100g
Muestra Vita’m.ina C Vitamina Vitamina B2 Vitamina Vitamina Vi,tamiflz.l B9
(Acido  BL (Riboflavina) B3 . B6 (Ac. Félico)
ascérbico) (Tiamina) (Niacina) (Piridoxina) pg/100g
ABS 0.241 1.193 0.316 3.386 0.022 20
REG 0.25 0.865 0.171 3.593 0.021 20.2
A.F.Q. 100 0.248 0.791 0.206 3.272 0.017 22
A.F.Q.50 0.216 1.261 0.223 3.57 0.018 21.3
AZOTO 0.27 1.352 0.241 3.646 0.017 23.9
B10 + A.F.Q. 50 0.24 1.772 0.265 3.639 0.013 212
C17 + A.F.Q. 50 0.204 1.237 0.291 3.88 0.017 22.4
M3 + A.F.Q. 50 0.233 1.125 0.323 3.826 0.015 21.5
B16 + A.F.Q. 50 0.199 1.027 0.384 3.929 0.014 21.5
B44 + A.F.Q. 50 0.242 1.05 0.357 3.681 0.03 21.6
B55 + A.F.Q. 50 0.189 1.269 0.413 3.956 0.034 22.3
REG + B10 0.19 2.365 0.621 4.657 0.109 26.4
ORG 0.192 1.29 0.511 3.85 0.024 23.2
ORG + B10 0.2 1.497 0.473 4.456 0.019 22.1

De acuerdo con los resultados de los andlisis, se aprecian las concentraciones de vitamina C,
vitamina B1, B2, B3, B6 y B9 (Cuadro 10). La vitamina C es importante principalmente por
su funcion antioxidante, no mejora en general con PGPR nativas, incluso, la concentracion
baja en todos los tratamientos en comparacion con los controles, tnicamente AZOTO fue
capaz de mejorar esta concentracion yendo de 0.25 y 0.248 mg/100g (en REG y A.F.Q. 100)
a 0.27. Siguiendo con la vitamina B1 (tiamina), la cual es importante por su funcion clave en
el metabolismo energético; todos los tratamientos con PGPR tienen valores mas altos que
REG (0.865), incluso ABS tuvo una mejor respuesta, sin embargo, REG+BI10 y
B10+A.F.Q.50 destacan con valores de 2.365 y 1.772 mg/100g. En el caso de la vitamina B2
(riboflavina), la cual tiene un papel clave en el proceso de respiracion celular y cuyos valores
fueron mejores con la inoculacion principalmente en los tratamientos BS5+A.F.Q.50 (0.413),
REG+B10 (0.621) y ORG+B10 (0.473 mg/100g). Por su parte, la vitamina B3 (niacina), que

tiene funciones celulares y digestivas, mejord con todos los tratamientos inoculados con
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PGPR (B10+A.F.Q.50 — REG + B10 y ORG+B10); REG+B10 y ORG+B10 lideran la lista
con valores de 4.657 y 4.456 mg/100g. La vitamina B6, importante en el metabolismo de
aminoacidos, tuvo una ligera mejora en los tratamientos B44+A.F.Q.50 — REG+B10,
destacando B55+A.F.Q.50 (0.034 mg/100 g) y REG+B10 (0.109 mg/100 g) en comparacioén
con ABS-AZOTO+A.F.Q.50 que presentaron valores de entre 0.017 a 0.022 mg/100g. Por
ultimo, se analiz6 la cantidad de vitamina B9 (4acido f6lico), la cual se ha observado que
emplea un papel importante en la formacion del ADN y division celular, mejora en todos los
tratamientos con PGPR en comparacion con REG (20.2 png/100g), siendo C17+A.F.Q.50
(22.4 pg/100g) y REG+B10 (26.4 ng/100g) los mas sobresalientes.

Los tratamientos con inoculacién con PGPR (B10+A.F.Q.50 - REG+B10 y ORG + B10)
muestran una mejora significativa en el contenido de vitaminas del complejo B (B1, B2, B3,
B6 y B9) en comparacion con los tratamientos sin inoculacion (ABS — A.F.Q. 50) y, en
algunos casos, que la inoculacion con el bioinoculante comercial Azotobacter sp. y el manejo
organico combinado (ORG). La inoculacion, especialmente en combinacién con manejo
tradicional (REG+B10) u organico (ORG+B10), mejora significativamente la calidad

nutricional del grano.

Por otra parte, se presentan los valores obtenidos en el andlisis de contenido de minerales e

granos de maiz criollo.

Cuadro 11. Valores obtenidos del analisis de minerales de los tratamientos realizados en campo en semillas de maiz criollo.

melke (me/ie)
Muestra
Sodio  Potasio Calcio Magnesio Hierro Zinc Cobre Manganeso Fosforo
ABS 9136 1,87791 61.74  457.62 5.67 27.22 1.3 0.09 19.42
REG 71.8  1,489.49 91.06  362.81 5.82 28.42 1.92 0.23 13.92
A.F.Q. 100 12437 2,888.39 106.52  701.13 3.71 21.36 1.74 0.39 24.67
A.F.Q. 50 100.54 3,274.36 99.34 686.94 5.39 19.96 2.38 1.21 23.26
AZOTO 81.72  2,853.93 110.97 617.64 3.63 16.76 1.55 0.78 26.46
B10 + A.F.Q.50%  181.08 3,425.84 177.57 991.54 15.29 4.02 1.93 2.07 23.36
C17+AF.Q.50% 187.05 3,353.64 16547 1,010.53 1229 1229 17.55 0.87 21.69
M3+ AF.Q.50% 20231 3,064.27 181.33  780.18 5.45 23.19 2.14 0.64 21.21
B16 + A.F.Q. 50% 143.89 2,700.29 94.8 726.06 11.8 13 1.76 0.34 21.21
B44 + A.F.Q.50%  230.03 3,361.51 145.82 945.2 3.74 13.73 1.82 0.37 28.97
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B55 + A.F.Q.50%  287.48 3,255.17 174.66 84247 15.8 1.91 22.61 0.43 26.94

REG + B10 285.54 2,486.39 138.66  701.78 1452  12.98 1.73 2.14 28.97
ORG 41.53 3,059.16 83.78 689.46 15.54  21.38 1.84 0.12 23.12
ORG + B10 2425  3,261.82 160.06  793.09 2252 21.61 1.88 0.19 23.48

Como se mencion6 anteriormente, en el Cuadro 11, se presentan los resultados de los valores
de minerales obtenidos en las semillas de maiz criollo de los distintos tratamientos;
comenzando con el sodio el cual tiene un papel clave en la regulacién osmotica y el equilibrio
i6nico, podemos observar que todos los tratamientos con inoculacion (B10+A.F.Q.50 —
REG+B10 y ORG+B10) superan a los 5 controles (ABS - AZOTO+A.F.Q.50), a excepcion
de T13 que se quedd muy por debajo de estos valores; los valores mas altos fueron para B55
y REG+B10 con 287.48 y 285.54 mg/kg. El potasio, importante en fotosintesis y transporte
de nutrientes, tuvo valores altos en todos los tratamientos con PGPR, especialmente
B10+A.F.Q.50 (3,425.84) y B44+A.F.Q.50 (3,361.51 mg/kg). En el caso del calcio, cuyo
papel se centra en la integridad y rigidez de las paredes celulares, se observo una mejora
importante en B10+A.F.Q.50 (177.57), C17+A.F.Q.50 (165.47), M3+A.F.Q.50 (181.33) y
B55+A.F.Q.50 (174.66 mg/kg) respecto a controles, sin embargo, en el caso de
B16+A.F.Q.50 fue mas bajo que REG y A.F.Q. 100. Para el magnesio, de gran importancia
debido a su parte en la clorofila y el metabolismo enzimatico, todos los tratamientos con
PGPR superan al control REG (362.81 mg/kg), especificamente B10+A.F.Q.50 y
C17+A.F.Q.50 son los mas altos con valores de 991.54 y 1010.53 mg/kg, respectivamente.
El hierro, es de suma importancia en el transporte de electrones y oxigeno, se observa que
los controles ABS - AZOTO+A.F.Q.50 tienen valores bajos de 3.6 a 5.8 mg/kg, por lo que
B10+A.F.Q.50 — REG+B10 y ORG+B10 muestran incrementos fuertes donde ORG+B10
tiene el mayor valor con 22.52 mg//kg. El zinc, presente en algunos activadores enzimaticos,
tiende a reducirse con algunos tratamientos de inoculacion, salvo M3+A.F.Q.50 y ORG+B10,
aunque en general los valores fueron bajos y realmente ninguno mejora respecto a los
controles. Se sabe que el cobre, es un cofactor enzimatico y se observo que los tratamientos
con inoculacion bacteriana tuvieron valores similares o ligeramente mayores que los
controles; sin embargo, C17+A.F.Q.50 con un valor de 17.55 y B5S5+A.F.Q.50 con un valor
de 22.61 mg/kg sobresalen de entre los demas. El manganeso entra en el proceso de la

fotosintesis y cubre papeles de actividad enzimadtica, en general y para este mineral, ABS,
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REG y A.F.Q. 100 tienen niveles muy bajos (0.09-0.39 mg/kg), B10+A.F.Q.50 — REG+B10
superaron estos valores, siendo B10 (2.07) y REG+B10 (2.14 mg/kg) los mas altos, se
observo una mejora clara con la inoculacion. Por Gltimo, sabemos que el fosforo es de gran
importancia para la energia (ATP) y la elongacion de raices, B44+A.F.Q.50 y REG+B10
tuvieron los valores mas altos (28.97 mg/kg en ambos), siendo el control REG (13.92 mg/kg)
el tratamiento mas bajo. Los tratamientos con inoculacion de semillas (B10+A.F.Q.50 —
REG+B10 y ORG+B10) mejoran de manera significativa el contenido mineral del grano en
comparacion con los controles sin inoculacion o con inoculacion comercial (ABS -

AZOTO+A.F.Q.50 y ORG).

Dentro de la bibliografia existe evidencia clara de que las PGPR pueden aumentar el
contenido nutricional (vitaminas, minerales y otros compuestos) en las semillas de maiz y
algunos otros frutos después de la inoculacion en campo y al final del ciclo de cultivo o
después de la cosecha. Un estudio realizado en el afo 2024 por Ahmed et al., demostré un
aumento sustancial en el contenido de hierro y zinc en respuesta a la inoculacion de especies
de Bacillus spp. y Paenibacillus spp. en maiz. Otro estudio realizado por de la Osa et al.,
(2021) menciona también que la inoculaciéon con una cepa de Pseudomonas sp. mejord
notablemente el estado nutricional de las plantas de tomate. Se observaron aumentos
significativos en el contenido de potasio, fosforo y magnesio en los tejidos de la planta, lo
que indudablemente se refleja en la calidad del fruto. Castillo-Aguilar et al., (2021) llevo a
cabo un estudio con pimientos (Capsicum annuum L.) en donde demostraron que diferentes
cepas de PGPR (Bacillus megaterium, etc.) aumentaron el contenido de nitrégeno, fosforo,
potasio, hierro y zinc en los frutos de pimiento, mejorando la calidad nutricional del cultivo.
Respecto al aumento de vitaminas, esta area de investigacion es relativamente mas novedosa
y, hasta el momento, se ha observado que los efectos no son siempre directos, sino que
frecuentemente son resultado de un mejor estado fisiologico de la planta y de la estimulacion
de distintas rutas metabolicas; tal es el caso de Pii et al., (2018), que estudiaron la inoculacién
de Azotobacter spp. y Azospirilum spp. y se dieron cuenta de que, ademas de mejorar el
rendimiento, también incrementd significativamente el contenido de &acido ascérbico
(Vitamina C) y compuestos fendlicos antioxidantes en los frutos de fresa. Y, también, el
estudio realizado por Dasgan et al., (2023), que descubrieron que la aplicacion de PGPR en

cultivos de lechuga resultd6 en un aumento en el contenido de carotenoides totales
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(precursores de la Vitamina A) y tocoferoles (Vitamina E) en las hojas de esta. El rol de las
vitaminas en las interacciones planta-PGPR es un area menos conocida que otros
mecanismos (como la fijacion de nitrogeno o la produccion de auxinas). Sin embargo, se
postula que la participacion de las vitaminas en estas interacciones es un componente crucial
de la relacion mutualista. La hipdtesis central se basa en que, debido a que algunas especies
de plantas no pueden producir todas las vitaminas esenciales para su metabolismo, la solucion
teodrica es mantener interacciones con PGPR en la rizosfera que puedan hacer que estas
vitaminas estén disponibles. Las vitaminas producidas por los microorganismos son
asimiladas por las plantas. De hecho, algunas vitaminas exudadas por las raices de las plantas
no son enteramente sintetizadas por la planta, sino que son vitaminas producidas por
microbios, absorbidas y luego exudadas por las raices. Se ha reportado la produccion de
vitaminas del grupo B (tiamina, riboflavina, piridoxina, cobalamina, biotina, &cido
pantoténico, niacina) por diversos géneros de PGPR, incluyendo Pseudomonas fluorescens
y Azotobacter spp.; un estudio propuso que la promocién del crecimiento de trébol nodulado
se atribuy¢ a la secrecion de vitaminas B por P. fluorescens, en las leguminosas (Phaseolus
mungo), se encontrd que los nodulos radicales contienen altas cantidades de acido ascérbico
(Vitamina C), y el Rhizobium asociado podia producir 4cido ascorbico in vitro en altas
cantidades, lo que sugiere que la planta hospedera podria inducir al simbionte a producir
exceso de acido ascorbico cuando es necesario para su propio beneficio (Palacios et al.,

2014).

Las PGPR tienen la capacidad de incrementar la absorcion de nutrientes como Ca, K, Fe, Cu,
Mn y Zn a través de mecanismos como la bomba de protones ATPasa y la produccion de
acidos organicos que disminuyen el pH del suelo en la rizdsfera, facilitando la disponibilidad
de nutrientes (Orona & Leos, 2020), lo que sugiere un potencial de acumulacion de estos
minerales en las partes comestibles. Estas bacterias mejoran el contenido nutricional en frutos
y semillas através de mecanismos directos e indirectos que ayudan a optimizar la fisiologia
de la planta y la disponibilidad de nutrientes en la rizésfera; es importante destacar que
muchas PGPR actian mediante multiples mecanismos de accion de manera simultdnea o
secuencial, lo cual contribuye a la consistencia y robustez de sus efectos beneficiosos
(Martinez-Viveros et al., 2010). En la fijacion biologica de nitrégeno, el nitrogeno

atmosférico (N2) es convertido en amonio (NH4"), una forma de nitrogeno asimilable por las
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plantas, el cual es un componente esencial en proteinas y acidos nucleicos; las PGPR
contribuyen directamente a un mayor contenido de proteinas en granos y frutos (Adesemoye
et al., 2008). En el caso del fosforo, gran parte del mismo se encuentra en formas insolubles
para las plantas y las bacterias pueden transformarlo en formas asimilables (H2PO4™ 0 HPO4
%), esto se logra principalmente a través de la produccion de 4cidos organicos (citrico, lactico,
gluconico, succinico, oxalico, malico), que acidifican la rizoésfera y liberan fosfatos y cationes
asociados, o enzimas como la fitasa (Orona & Leos, 2020), el P es vital para la fotosintesis,
la transferencia de energia y la division celular y su mayor biodisponibilidad se correlaciona
con el incremento de biomasa en la planta. Al producir siferoforos (compuestos de bajo peso
molecular (PM) con alta afinidad por el hierro férrico (Fes"), estos lo quelan y lo reducen a
Fe>", una forma mas soluble para las plantas y un mejor suministro de éste se traduce en un
mayor contenido mineral en granos. La produccion de hormonas como auxinas ayudan a
elongar y aumentar el nimero de raices laterales y pelos radiculares; con un sistema radicular
mas extenso mejora la absorcion de agua y nutrientes, lo que se refleja directamente en el
contenido mineral del fruto; o las giberelinas que contribuyen a la elongacion del tallo, altura
de planta, floracion y, especificamente, la formacion de frutos, lo que se vincula con la

produccion y el contenido nutricional de estos (Orona & Leos, 2020).

Es bien sabido que la inoculacion con PGPR nativas influye positivamente en los cultivos de
diversas maneras tanto directas como indirectas, a menudo a través de la modificacion y el
enriquecimiento de la comunidad microbiana rizosférica (Singh et al., 2024), regula la
cantidad y la estructura de la comunidad bacteriana (en este caso, en la rizésfera del maiz),
lo que podria ser un mecanismo indirecto adicional para mejorar el crecimiento y el

rendimiento del maiz (Chen et al., 2021?).

Lo ideal es utilizar PGPR nativas del suelo y/o cultivo donde se pretenden aplicar, ya que
esto asegura la adaptacion de estas y garantiza la colonizacion de la rizosfera, mejorando
rendimiento (Sanchez-Ceja et al., 2023); estas bacterias muestran mejores respuestas de
adaptacion y colonizacion de la rizésfera porque poseen mecanismos de adaptacion
especificos a las condiciones bidticas y abidticas del lugar (Mawish et al., 2015) y su
utilizacion en la elaboracion de bioinoculantes tiene mayor posibilidad de efectividad en el

campo, por estar adaptadas a las condiciones del suelo de cada region.
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De igual forma, los fertilizantes quimicos también cambian el microbioma del suelo y, de
hecho, su uso excesivo y continuo tiene un impacto negativo significativo en la composicion
y las funciones de la microbiota del suelo (Grageda-Cabrera et al., 2012). Pueden afectar la
estructura de la comunidad bacteriana del suelo y reducir su diversidad y riqueza,
destruyendo la microflora y fauna natural del suelo incluyendo bacterias, hongos y otros
microorganismos beneficiosos, asi como limitar las interacciones biodticas entre
microorganismos o reducir sus funciones enzimaticas, las cuales son importantes para los
ciclos biogeoquimicos; muchos de ellos conducen a alteraciones del pH y la CE
(conductividad eléctrica) del suelo, especialmente cuando la aplicacion es excesiva o a largo

plazo y sin una guia adecuada (Martinez, 2022).

En este caso, la promocion del crecimiento y el rendimiento mejorado por medio de la
inoculacidén con bacterias nativas en plantas de maiz criollo fertilizadas bajo un régimen
reducido de nutrientes se podria atribuir a una mayor absorcion de nutrientes y un mejor
estado nutrimental, debido a su capacidad mostrada para fijar nitrégeno, solubilizar fosfato
y solubilizar calcio tal como se observé en el desarrollo del sistema radicular mejorado y

distintos parametros de rendimiento.

Los altos precios de insumos agricolas que enfrenta la agricultura global reflejan el impacto
de su escasez y, al mismo tiempo, se prevé un aumento en la demanda de inoculantes debido
a la adopcidn de nuevas técnicas para minimizar el costo en los sistemas de produccion. Pese
al potencial demostrado de los microorganismos en la agricultura, aun falta por lograr el éxito
deseado y aun se requieren esfuerzos en la investigacion para explorar e identificar cepas
especificas para tales efectos (Nosheen, 2021). Debido a la variabilidad funcional de las cepas
nativas es necesario una valoracion exhaustiva de estas para determinar su efecto en este
sistema en particular. Existe una gran diversidad de bacterias nativas que permanecen sin
explorar (Loper et al., 2012). Esta investigacion brinda informacion directa sobre la ventaja
de la inoculacién con cepas nativas del maiz criollo en campo. Se sabe que los inoculantes
microbianos no pueden reemplazar a los fertilizantes quimicos, sin embargo, se pueden
utilizar para complementar y reducir considerablemente la tasa de aplicacion. En este caso,
fue posible optimizar la concentracion de N, P y Ca hasta en un 50%, manteniendo e, incluso,

superando el rendimiento y distintos pardmetros.
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8. Resumen de resultados

Con base en los resultados analizados anteriormente y el hallazgo general de este estudio,
podemos decir que los microorganismos aislados de la rizosfera del maiz criollo son capaces
de fijar nitrégeno, solubilizar fosfatos y calcio, dentro de los cuales el mejor fijador de
nitrogeno fue la cepa B10 con casi 30 ug/mL de NH4 en el medio, mientras que el mejor
solubilizador de fosfatos y calcio fue la cepa B44 con 84.5 ng/mL de fosfato solubilizado en
forma de ortofosfatos y 319.223 pg/mL de calcio solubilizado, respectivamente. En la fase
de invernadero hasta etapa V3 (escala BBCH de 1-13), la cepa B16 mejor6 4/6 pardmetros
siendo estos a) peso seco (0.5 g), b) longitud de planta (21 cm), ¢) longitud de tallo (4 cm) y
d) longitud de raiz (42 cm), mientras que la cepa B44 mejord 3/6, a) peso fresco (6 g), b)
peso seco (0.5 g) y ¢) nimero de raices (12 por planta). En el experimento en campo, el
tratamiento B10+A.F.Q.50 fue la mas destacada mejorando parametros como a) peso fresco
(445 g), b) peso seco (390 g), c) peso de mazorca (200 g), d) peso de grano (180 g) y e) un
rendimiento de 6.9 t/ha; por otro lado, el tratamiento B44+A.F.Q.50 logré una mejora
también en parametros como a) peso fresco (416 g), b) peso seco (323 g), ¢) peso de mazorca
(193 g), d) peso de grano (172 g) y un rendimiento de 6.6 t/ha. Por ultimo, en el estudio del
contenido de vitaminas y minerales el tratamiento B44+A.F.Q.50 aument6 en todas las
vitaminas y el tratamiento REG+B10 destac6 en vitamina B1, B3, B6 (aumentd 5 veces) y
B9 (aument? el 30%); respecto a los minerales, el tratamiento M3+A.F.Q.50 mejor6 todos
los minerales y el B10+A.F.Q.50 al menos 7/9 minerales con al menos el doble del valor

control (REG).

9. Conclusiones
La inoculacién con cepas nativas aisladas del cultivo de maiz criollo de la localidad de
Ocampo, Michoacan, permitio reducir en un 50% la aplicacion de nitrogeno, fosforo y calcio
en campo en condiciones de temporal, incrementando el rendimiento de grano hasta en un
40% y manteniendo e, incluso, superando los parametros vegetales y demds parametros de
rendimiento que las plantas fertilizadas con la dosis usada convencionalmente y respecto a
los andlisis fisicoquimicos, con lo cual se demostré su capacidad para usarse como una
herramienta alternativa factible en la optimizacion de fertilizantes quimicos, representando

un ahorro en el costo total de los fertilizantes quimicos, ademds de una reduccidén
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considerable de elementos quimicos perjudiciales para el ambiente. También, se demuestra
que las PGPR pueden aumentar el contenido de minerales en el grano de maiz ademas de

compuestos nutricionales cruciales como las vitaminas.
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Anexos

Anexo 1. Arbol filogenético B10 (Streptomyces sp.

B10)

Streptomyces sp. FY4
Kitasatospora kifunensis 3TP358 3
Streptomyces sp. HS- HY-170
Kitasatospora sp. NBC_01300
Kitasatospora aburaviensis RCS252
|: Kitasatospora herbaricolor NBRC 128
Kitasatospora herbaricolor NBRC 333
Streptomyces sp. TOHG-0348
Streptomyces novaecaesareae G2NS
Streptomyces sp. C520
— Streptomyces sp. M3
Uncultured Streptomyces sp. clone 324
Uncultured Streptomyces sp. clone C1
Kitasatospora purpeofusca NBC_ 0001
Streptomyces sp. SLF24
Kitasatospora sp. S023
Streptomyces sp. TOHO-0682
Streptomyces sp. B10

Streptomyces sp. ARC12
Kitasatospora papulosa NBC 01552
Streptomyces anulatus NBC 01654
Streptomyces anulatus NBC 015765

Streptomyces sp. SXY 111
Streptomyces sp. SXYS5

| Escherichia coli K12

Arbol filogenético C17 (Paenibacillus sp. C17)

=
=

Paenibacillus sp. KART1
Paenibacillus sp. C17
Paenibacillus sp. PK14R
Paenibacillus amylotyticus ARQO2
Paenibacillus sp. FSL R5-0623
Paenibacillus xylanexedens BH4
Paenibacillus sp. FSL R5-0341
Paenibacillus xylanexedens PAMC 22703
Paenibacillus amylolyticus SQR-21
Paenibacillus sp. IHB B 3095
Paenibacillus marchantiag BMpBG1
Paenibacillus sp. 37

Paenibacillus sp. FSL H8-0280
Paenibacillus sp. FSL H3-0280
Paenibacillus sp. M2
Paenibacillus sp. FSL HB8-0280
Paenibacillus sp. FSL R5-0701
Paenibacillus amylolyticus SQR-21
Paenibacillus sp. FSL R5-0436
Paenibacillus sp. FSL R5-0480
Paenibacillus sp. FSL R5-0480
Paenibacillus sp. FSL P4-0178
Paenibacillus sp. FSL H7-0542
Paenibacillus sp. FSL R5-04580
Paenibacillus sp. FSL H7-0940
Paenibacillus sp. FSL H7-0942
Paenibacillus sp. FSL H7-0840
Paenibacillus xylanexedens BH4
Paenibacillus sp. FSL R5-0486
Paenibacillus amylotyticus Y5S-7
Paenibacillus sp. FSL R5-0488
Escherichia coli K12
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Arbol filogenético M3 (Kitasatospora sp. M3)

Streptomyces sp. FY4

Kitasatospora kifunensis STP858.3

Streptomyces sp. HS-HY-170

Kitasatospora sp. NBC_01300

Kitasatospora aburaviensis RCS5252
— Kitasatospora herbaricolor NBRC 128

L Kitasatospora herbaricolor NBRC 383
Streptomyces sp. TOHO-0348
4|—£ Streptomyces novaecaesareae C2NS
Streptomyces sp. C820
Streptomyces sp. M3
|: Uncultured Streptomyces sp. clone 32!
Uncultured Streptomyces sp. clone C1
Kitasatospora purpecfusca NBC_0001
] Streptomyces sp. SLF24
4'_? Kitasatospora sp. S023
Streptomyces sp. TOHO-0882

Streptomyces sp. B10

Streptomyces sp. ARC12

B Kitasatospora papulosa NBC 01552
4'_? Streptomyces anulatus NBC 01654

Streptomyces anulatus NBC 01576

Streptomyces sp. SXY111

Streptomyces sp. SXY99

Escherichia coli K12

Arbol filogenético B16 (Bacillus subtilis B16)

Bacillus anthracis HYUO1
4|£ Bacillus anthracis BF
Bacillus anthracis SWA11

Bacillus cereus BC-01

Bacillus cereus GUCC 3
4; Bacillus anthracis PCr
Bacillus thuringiensis serovar sumiyoshiensis 4401

I: Bacillus thuringiensis B13
Bacillus thuringiensis serovar fukuckaensis 4AP1

Bacillus thuringiensis BVS
_: Bacillus anthracis BF5

Bacillus thuringiensis HER 1410

Bacillus bombysepticus Wang
_|: Bacillus cereus SEM-15

Bacillus anthracis BA1035
— Bacillus anthracis SAD20

Bacillus anthracis AFD3%2
Bacillus anthracis Tyrol 3520
Bacillus anthracis BF1
Bacillus subtilis B16

Escherichia coli K12

Bacillus subtilis subsp. natto BN-P15-11-1
Bacillus subtilis GUCCA43
Mutant Bacillus subtilis subsp. subtilis MGP234

Mutant Bacillus subtilis subsp. subtilis MGP053
Mutant Bacillus subtilis subsp. subtilis MGP0O33
Mutant Bacillus subtilis subsp. subtilis MGP0O13
Mutant Bacillus subtilis subsp. subtilis MGP 135

Bacillus subtilis MBS_B4
£ Bacillus subtilis MBS_B1
Bacillus subtilis NRS6G186
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Arbol filogenético B44 (Lysinibacillus sp. B44)

Bacterium OSF
Lystnibacikss macroides MO20

IE {ysinibacikss capsici CKJ 1000 1.1
Baciks sp. W12

Bacibs fusifoms |LLP

Lysinibacikus sp. FSL P4-0201

Lysinibacifiss sp. 4058RRY

Lysinibaciikes capsia CKJ 1000 1.1

Lystnibacilus sp. SNF36

Lysinibacikes sp. ACHW1.5

Lysinibacilks macroides MLN19

Lysinibaciks sp. Y511
(— Lysinibacikss sp. BS3

L Lysinibacikus sp. B44
—— Lysinibacifus capsici 5a.1

L— Lysinibaciks sp. FSL KE4013

Lysinibacles capsici TSBLM
— Lystnibacitss capsica Lm01
L Lysinibacikes capsici Lys24

Lysinibacitus sp. FSL P4-0201
’_i_: Lysinibacikes sp. JK80
Lysinibacikes capsici CKJ 1000 1.1

‘ Lysiribacikes sp. S3

Lysinibacikus sp. Y511

Lysinibaciks capsid Lm01

Lysinibacikes capsici 5a-1

— Lysinibacidus capsia FNO
Lysinibacifs capsic NEB65S

Lystnibacikes sp. FSL P2-0086
—E Lysinibacitus sp. BS3
Lysinibaciiis sp. ACHW1.5

Escherichia coli K12

Arbol filogenético B55 (Exiguobacterium profundum B55)

Exiguobacterium sp. 9X/A01/159
Exiguobacternum sp. MDSp2
Exiguobacterium profundum SSA-25
Exiguobacterium sp. AT1b

Exiguobacterium profundum Bac3aet7

Exiguobacterium profundum ab14

Exiguobacterium profundum APBSDSB 143

Exiguobacterium sp. MFB3

Exiguobacterium profundum Marseille-AADD26S

Exiguobacterium aestuarn BDNA-EG3

|

Exiguobacterium profundum GN31a
Uncultured Exiguobacterium sp. clone XT32
Exiguobacterium profundum TSS-3
Exiguobacterium profundum N4
Exiguobacterium profundum B55

Exiguobacterium profundum P&
— Exiguobacterium sp. PFWT01

——— Exiguobacterium sp. EP18

Exiguobacterium sp. AT1b
— Exiguobacterium sp. AT1b

— Exiguobacterium sp. AT1b
— Exiguobacterium profundum TSS-3

L—— Exiguobacterium sp. PEWT01
— Exiguobacterium profundum TSS-3

L Exiguobacterium profundum TSS-3

Exiguobacterium profundum TSS-3

Exiguobacterium profundum 8ac3aeg7

Exiguobacterium profundum Sac3aeg?
Exiguobacterium marinum a-1
Exiguobacterium marinum a-1
Exiguobacterium marnum a-1

E. Coli K12
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Anexo 2. Solucion amortiguadora de fosfatos

Componente

Extracto de levadura
Triptona
D — glucosa

Agar bacteriologico

pH final: 7.0 £ 0.1

Anexo 3. Agar Nutritivo

Componente
Peptona

Extracto de carne

Agar bacterioldgico

pH final: 6.8 + 0.2

Anexo 4. Agar Soya Tripticaseina

Componente
Peptona de caseina
Peptona de soya

Cloruro de sodio

Agar bacteriologico

pH final: 7.3 +0.2

Cantidad / L

Cantidad / L
50¢g

30¢g

150¢g

Cantidad / L

150¢g

113



Anexo 5. Medio semisolido Nfb
Componente
Acido malico
Fosfato de potasio dibasico
Sulfato de magnesio
Cloruro de sodio
Hidréxido de potasio

Sulfato de hierro

Azul de bromotimol al 0.5% en KOH IN

*Solucidon de micronutrientes

Agar bacterioldgico

*Solucion de micronutrientes
Acido bérico
Sulfato de manganeso
Sulfato de zinc
Sulfato de cobre

Molibdato de sodio

Anexo 6. Caldo Extracto Suelo

Componente
Fosfato de potasio dibasico
Cloruro de magnesio

Sulfato de magnesio

pH final: 7.0 £ 0.2

Cantidad / L

2.0 mL
2.0 mL

20¢g

Cantidad / 200 mL
0.286 g
0.235¢g
0.024 ¢
0.008 g

02¢g

Cantidad / L
04¢g
0.1g

0.05¢g
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Cloruro de hierro
Cloruro de calcio
Triptona
Extracto de levadura
*Extracto de suelo al 10%

pH final: 7

*Extracto de suelo al 10%

0.0lg

0.1g

lg

250 mL

3+0.2

Mezclar 250.0 g de suelo rizosférico con 500.0 mL de agua destilada y hervir por dos horas.
Posteriormente, completar a 500.0 mL con agua destilada, dejar sedimentar el suelo y filtrar el
sobrenadante. Tomar 25.0 mL del filtrado y aforar a 500.0 mL con agua destilada.

Anexo 7. Curva de calibracion de cloruro de amonioa (NH4Cl).

3
y=0.05x +0.75 g
2.5 R*=0.9954 .7
e
c 2 o
S
c | e .
215 .
? T
o | e
< 1 o
0.5
0
0 10 20 30 40 50
g/ mL NH4Cl

Anexo 8. Medio del Instituto Nacional de Investigacion Botanica (NBRIP).

Componente
Dextrosa anhidra

Fosfato tricalcico

Cantidad / L

10g

5¢
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Cloruro de magnesio
Sulfato de magnesio
Cloruro de potasio
Sulfato de amonio

Agar bacteriologico

S8
025¢g
02¢g
0.1g

140¢g

Anexo 9. Medio Pikovskaya modificado para solubilizacion de calcio.

Componente Cantidad / L
Dextrosa anhidra 10g
Carbonato de calcio S5¢g
Sulfato de amonio 05¢g
Cloruro de sodio 02¢g
Sulfato de magnesio 0.1g
Cloruro de potasio 02¢g
Extracto de levadura 05¢g
Sulfato de manganeso 0.1g
Agar bacterioldgico 150¢g

Anexo 10. Reactivos del método azul de fosfomolibdeno
Componente Preparacion

70 mL de H>SO4 a una pureza de 98.08% en 500 mL de

Acido sulfurico (5 N) agua destilada

Molibdato de amonio (1% Disolver 20 g de molibdato en 500 mL de agua destilada.
p/v) Almacenar en frasco de vidrio &mbar.

Disolver 1.32 g de acido ascérbico en 75 mL de agua

Acido ascorbico (0.1 M) destilada. Mantener en oscuridad y a 4°C.
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Tartrato de antimonioy  Disolver 0.2743 g de tartrato de antimonio y potasio en
potasio (1 mg/mL) 100 mL de agua estilada.

Mezclar 125 mL de H2SO4 5 N, 37.5 mL de molibdato
Mezcla de reactivos de amonio, 75 mL de acido ascoérbico y 12.5 mL de la
solucion de tartrato de antimonio y potasio

Anexo 11. Curva de calibracion de fosfato monopotasico (KH;POy)

3
y =0.0868x - 0.0444
2.5 R*=0.9913 ..='®
s 2
© .
515
2 »”
o} .
< 1
.".‘.
0.5 e
-0
e
0
0 5 10 15 20 25 30 35

pg/mL KH2PO4

Anexo 12. Medio de cultivo YES

Componente Cantidad / L
Extracto de levadura 20g
Sacarosa 100 g

Anexo 13. Preparacion de la fertilizacion al 100% y al 50%
A.F.Q. 100 ISON-80P-10K-2Mg-26Ca—8Zn—8B Requerimiento del cultivo
(Rend. Meta = 5 t/ha)

A.F.Q.50 9ON-40P-10K-2Mg-13Ca-8Zn-8B Ahorro del 50%, observar
que el efecto es por los
microorganismos
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