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RESUMEN

En México el maiz es un cultivo de suma importancia alimentaria y
socioecon6mica, segun el atlas agroalimentario en la Gltima década México
produjo en promedio 13,937 millones de toneladas anuales de maiz forrajero,
siendo Durango en la region Noreste el segundo lugar en volumen de toneladas
producidas con 1,942,154 ton., para 2019 (SIAP, 2020). La produccion de maiz
forrajero en la Comarca Lagunera en los ultimos afios ha aumentado de manera
intensiva, por lo que el suelo no tiene tiempo de recuperarse. El cultivo de maiz
ocupa el segundo lugar en importancia de cultivos, por lo que es necesario buscar
opciones que puedan ayudar a mejorar la productividad del suelo sin que el
rendimiento se vea afectado. El uso de fertilizantes biolégicos que permitan
mejorar la produccion de grano de maiz es una de las opciones mas factibles (De
la cruz et al., 2018). Por lo que el uso de RPCV (rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal) se percibe como una de las herramientas mas importantes
para una agricultura sostenible, asi como para la recuperacion de ecosistemas
degradados. En el presente estudio se determind el efecto de diferentes
tratamientos con RPCV sobre el rendimiento y las propiedades quimicas del
suelo rizosférico en cultivo de maiz. Se evaluaron 12 tratamientos en un disefio
experimental de bloques al azar. El andlisis de varianza y comparacion de medias
se efectud haciendo uso del procedimiento GLM del Software Statistical Analysis
System (SAS, 2010). Los tratamientos con bacterias se aplicaron en las semillas
en concentracion1X10°. Los tratamientos que se evaluaron fueron los siguientes:
T1=Azospirillum brasilense, T2=Bacillus subtilis, T3=Bacillus atrophaeus,
T4=Bacillus velezensis, T5=Bacillus sp., T6= Producto comercial Micorroot, T7=
Blanco, T8=Azospirillum brasilense + Bacillus subtilis, T9=Azospirillum brasilense
+ Bacillus atrophaeus, T10=Azospirillum brasilense + Bacillus velezensis,
T11=Azospirillum brasilense + Bacillus sp. y T12=Azospirillum brasilense +
Micorroot. Se midieron distintas variables fenologicas de la planta para evaluar el
efecto de los tratamientos. Ademas de estimar el rendimiento del cultivo y las

propiedades quimicas de suelo. Se observo que los tratamientos bioldgicos (T1=
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Azospirillum brasilenses y T2= Bacillus subtilis) mejoraron significativamente el
volumen de la raiz (V raiz) y el peso seco de raiz (PS raiz) de plantas de maiz.
Sin embargo, no hubo diferencias estadisticamente significativas en las
estimaciones de rendimiento verde ni seco. Se observaron cambios en las
propiedades quimicas del suelo rizosférico del cultivo, por lo que se puede
considerar su uso como una alternativa de fertilizacion viable, siempre y cuando
se establezca una metodologia que se involucre desde la inoculacion,

establecimiento, proliferacion y sobrevivencia de las RPCV.



SUMMARY

In Mexico, corn is a crop of great food and socioeconomic importance,
according to the agri-food atlas, in the last decade Mexico produced an
average of 13,937 million tons of feed corn per year, with Durango in the
Northeast region being second in volume of tons produced with 1,942,154
tons., for 2019 (SIAP, 2020). Fodder corn production in the Comarca Lagunera
in recent years has increased intensively, so the soil does not have time to
recover. Maize is the second most important crop, so it is necessary to look
for options that can help improve soil productivity without affecting yield. The
use of biological fertilizers that allow improving the production of corn grain is
one of the most feasible options (De la Cruz et al., 2018). Therefore, the use
of RPCV (plant growth promoting rhizobacteria) is perceived as one of the
most important tools for sustainable agriculture, as well as for the recovery of
degraded ecosystems. In the present study, the effect of different treatments
with RPCV on the yield and chemical properties of rhizospheric soil in maize
cultivation was determined. 12 treatments were evaluated in a randomized
block experimental design. The analysis of variance and comparison of means
was carried out using the GLM procedure of the Software Statistical Analysis
System (SAS, 2010). The treatments with bacteria were applied to the seeds

in concentration [1X10] 79. The treatments that were evaluated were the

following: T1=Azospirillum brasilense, T2=Bacillus subtilis, T3=Bacillus
atrophaeus, T4=Bacillus velezensis, T5=Bacillus sp., T6=Microot commercial
product, T7=White, T8=Azospirillum brasilense + Bacillus subtilis,
T9=Azospirilum brasilense + Bacillus atrophaeus, T10=Azospirillum
brasilense + Bacillus velezensis, T11=Azospirillum brasilense + Bacillus sp.
and T12=Azospirillum brasilense + Microot. Different phenological variables of
the plant were measured to evaluate the effect of the treatments. In addition
to estimating crop yield and soil chemical properties. It was observed that the
biological treatments (T1= Azospirillum brasilense and T2= Bacillus subtilis)



significantly improved root volume (V root) and root dry weight (root PS) of
maize plants. However, there were no statistically significant differences in the
estimates of green or dry yield. Changes in the chemical properties of the
rhizospheric soil of the crop were observed, so its use can be considered as a
viable fertilization alternative, as long as a methodology is established that is
involved from the inoculation, establishment, proliferation and survival of the
RPCV.

Xi



I. INTRODUCCION

En México el maiz es un cultivo de suma importancia alimentaria y
socioeconémica, segun el atlas agroalimentario en la Gltima década México
produjo en promedio 13,937 millones de toneladas anuales de maiz forrajero,
siendo Durango en la region Noreste el segundo lugar en volumen de toneladas
producidas con 1,942,154 ton., para 2019 (SIAP, 2020). A pesar de su
importancia socio-cultural a escala nacional, el proceso de producciéon
fundamentado en los principios de la agricultura convencional, atraviesa desde
hace algunas décadas una dificil situacién, debido fundamentalmente al
incremento del costo de los insumos, principalmente el de los fertilizantes
quimicos, los cuales representan un alto porcentaje de los costos totales de
produccion (Carcafio-Montiel et al., 2006). La produccion de maiz forrajero en la
Comarca Lagunera en los ultimos afios ha aumentado de manera intensiva, por
lo que el suelo no tiene tiempo de recuperarse. Ocupa el segundo lugar en
importancia de cultivos, por lo que es necesario buscar opciones que puedan
ayudar a mejorar la productividad del suelo sin que el rendimiento se vea
afectado. El uso de fertilizantes biolégicos que permitan mejorar la produccién de
grano de maiz es una de las opciones mas factibles (Carvajal-Mufioz y Mera-

Benavides, 2010; Chesti et al., 2013).

La biofertilizacion constituye un componente tecnoldgico importante que

coadyuva a que la produccion agricola sea mas sostenible, promueve la sanidad



y la nutricién de los cultivos y reduce el uso de fertilizantes quimicos (Ferrera y
Alarcon, 2008; Olalde y Serratos, 2008; Holguin et al., 2003). Ademas de mejorar

las condiciones edaficas, evitando la degradacién y contaminacion del suelo.

El suelo es considerado un espacio heterogéneo definido por sus
propiedades fisicas, quimicas y biolégicas. El microbiota del suelo esta
conformado principalmente por bacterias y hongos, misma que juega un papel
sumamente importante en la fertilidad (Adeboye et al., 2006). La densidad y
diversidad de microorganismos son susceptibles a variar dependiendo de la
especie vegetal, edad y estado nutricional de la planta, de las caracteristicas
fisico quimicas del suelo, de su manejo y de las condiciones ambientales.
Ademas, muchas de las relaciones que establecen los microorganismos del suelo
pudieran beneficiar a la planta cuando ocurren en la zona proxima a sus raices
(rizosfera) que se caracteriza por poseer una gran cantidad de compuestos que
son exudados por la planta. La presencia de microorganismos benéficos
alrededor de la raiz establece y acelera procesos bioquimicos que influyen sobre
el crecimiento y desarrollo de las plantas, lo que esta asociado con un incremento
de elementos quimicos disponibles y la produccion de sustancias de crecimiento
o de control de patdgenos. Sin embargo, debido al mal uso de fertilizantes y
plaguicidas, la diversidad de microorganismos benéficos en el suelo, ha
disminuido considerablemente en los ultimos afios. Por lo que el uso de RPCV
(rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal) se percibe como una de las

herramientas mas importantes para la consecucién de una agricultura sostenible,



asi como para la recuperacion de ecosistemas degradados. Las rizobacterias
promotoras de crecimiento en plantas conocidas por sus siglas RPCV son un
grupo de diferentes géneros de bacterias que pueden incrementar el crecimiento

y la productividad vegetal (Pefia y Reyes, 2007).



1.1.OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto de diferentes tratamientos con RPCV sobre el
rendimiento y las propiedades quimicas del suelo rizosférico en cultivo de maiz

forrajero.

1.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar las propiedades quimicas del suelo rizosférico tratado con RPCV.

Detectar molecularmente en el sistema radicular del cultivo de maiz la

presencia de las diferentes RPCV inoculadas.

1.3.HIPOTESIS NULA
No existira diferencia entre los tratamientos con RPCV, en el rendimiento

y las propiedades quimicas del suelo rizosférico.

1.4.HIPOTESIS ALTERNA
Al menos uno de los tratamientos con RPCV mostrara diferencia sobre el

rendimiento y las propiedades quimicas del suelo rizosférico.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1.Importancia nutricional y econémica.

El maiz es uno de los cultivos més importantes en el mundo desde el punto
de vista de la alimentacién humana y animal, ocupa el tercer lugar entre los
cereales cultivados; su contenido de proteina es de 10-12%, del cual solo el 50%
es metabolizable, debido a los altos contenidos de aminoacidos, que reduce la
calidad de la proteina; 70% son carbohidratos, de 2-4% aceites, y 2% fibra.
Ademas, el maiz fortalece la produccion animal, al utilizarse como base para

elaborar concentrados, o la planta para forraje o ensilaje (MAGFOR, 2008).

En términos econdmicos, segun datos oficiales del SIAP, el precio medio
de una tonelada de maiz para forraje en 2021 fue de 708.71 pesos. De esta
manera, la produccidén nacional en ese afio arrojé una cifra de 12,225,326.84
pesos anuales. Para el estado de Durango el precio promedio por tonelada de
maiz para forraje fue de 649.68 pesos y la produccion total arrojo 1,854,335.12
pesos. En lo respecta al producto, este cultivo incluye toda la planta,
aprovechandose el tallo, las hojas y demas partes del vegetal, aunque con los
granos en estado pastoso, es el mas adecuado para usar como forraje, ya que
contiene mas materia seca y elementos digestibles que cualquier otro cultivo

(SIAP, 2021).

2.2.Condiciones climatoldgicas 6ptimas para el cultivo
Con respecto al clima, el maiz se desarrolla mejor en regiones con

temperaturas entre 25y 30 °C. Dependiendo de la variedad y del clima, el maiz



requiere de 500 a 800 mm de agua. Los periodos criticos de humedad son la
germinacion, las primeras tres semanas de desarrollo y dos semanas antes y
después de la floracién que corresponden a la formacidn de espiga y mazorcay

llenado de grano (Jurado Guerra et al., 2014).

Requiere mucha incidencia de luz solar y en climas humedos su
rendimiento es mas bajo. Para que se produzca la germinacion en la semilla la
temperatura debe estar entre los 15 a 20°C. El maiz llega a soportar temperaturas
minimas de hasta 8°C y a después de los 30°C pueden aparecer problemas
graves debido a mala absorcion de nutrientes minerales y agua. Para la

fructificacion se requieren temperaturas de 20 a 32°C (INIFAP 2014).

2.3.Riego subsuperficial (RGS) con cintilla

El aprovechamiento del agua en La Comarca Lagunera es considerado
deficiente debido, a la falta de conocimiento por parte de los agricultores a las
nuevas tecnologias de riego, ya que no dimensionan la problemética que
representa la escasez de agua en esta region, lo que hace que no tengan interés

por el ahorro y uso eficiente del agua (Fortis et al., 2002).

El sistema de riego por goteo subsuperficial (RGS) se proyecta como una
solucion a este problema. EI RGS consiste en una serie de tuberias, principales
y secundarias, que conduce el agua desde la fuente de abastecimiento hasta el
lugar del cultivo. La conduccién del agua a la planta se realiza mediante
mangueras colocadas en hileras, a una profundidad promedio de 20 a 40 cm

(Charles et al., 1999). El agua llega a las raices en forma subsuperficial, de



manera que se evitan las pérdidas directas por la evaporacion de la superficie del
suelo. Cuando los emisores se colocan en forma subsuperficial, la

evapotranspiracion es menor de 81 mm (Delphine et al., 2005).

2.4.Requerimientos del cultivo
El maiz es una planta con capacidad de crecimiento rapido y alta

produccién que requiere cantidades considerables de nutrientes.

Esta graminea requiere para su desarrollo cantidades importantes de
nitrégeno (N), fésforo (P), potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg), azufre (S) y en

menor cantidad otros conocidos como elementos menores 0 micronutrientes.

En latabla 1 se presentan las necesidades de algunos elementos nutritivos
para el maiz hibrido de alta produccion segun Deras Flores en su guia técnica

“El cultivo de maiz” (Deras Flores, 2015).

Cuadro 1. Requerimientos nutritivos para el cultivo de maiz hibrido de alta

produccién.

Elemento Kg/ha Elemento Kg/ha
Nitr6geno 187 Cobre 0.1
Fosforo 38 Zinc 0.3
Potasio 192 Boro 0.2
Calcio 38 Hierro 1.9
Magnesio 44 Manganeso 0.3
Azufre 22 Molibdeno 0.01




2.5.Fertilizacion del maiz

El maiz es muy exigente en elementos nutritivos, comparado con otros
cultivos, por lo que en un plan de fertilizacion se debe tomar en cuenta los
resultados del analisis quimico del suelo y su recomendacion, esto le garantiza
suplir de los elementos nutritivos necesarios a la planta y evitar gastos
innecesarios. Segun Deras Flores en su guia técnica “El cultivo de maiz”, el
método de aplicacion del fertilizante mas recomendable es por postura e
incorporado (Deras Flores, 2015), Si la aplicacion de fertilizantes se realiza de
manera tradicional, es decir siguiendo una dosis de fertilizacién base, 15 se
recomienda utilizar 180 kg de nitrogeno + 90 kg de fosforo (180-90-00). Se
sugiere aplicar la mitad del nitrégeno (90 kg) y todo el fésforo (90 kg) en
presiembra o bien al momento de la siembra; el resto del nitrégeno debera

aplicarse en el primer riego de auxilio (Jurado Guerra et al., 2014).

2.6.Requerimientos edéficos del cultivo de maiz forrajero

2.6.1. Subsoleo

El subsuelo se recomienda en suelos compactados principalmente por el
paso de maquinaria. Esta practica tiene como funcién romper la capa endurecida
del suelo para permitir la aireacion del suelo, la infiltracion y retencion de

humedad y el desarrollo de raices (INIFAP, 2014).



2.6.2. Barbecho

El barbecho se recomienda para incorporar los residuos de cosecha del
cultivo anterior y disminuir plagas en desarrollo exponiéndolas a la intemperie.
Generalmente se realiza con arados de reja o de discos. Se debe barbechar el
terreno y, ademas, efectuar uno o dos pasos de rastra, de acuerdo a la condicion

del terreno (INIFAP, 2014).

2.6.3. Rastreo

El rastreo tiene como finalidad despedazar los terrones de tierra que se
generaron al realizar la labor del barbecho y permite una cama de siembra
adecuada para la germinacion de la semilla y establecimiento de la plantula

(INIFAP, 2014).

2.7. El suelo

El sistema suelo, esta constituido por tres fases; solida, liquida y gaseosa,
la fase sélida es dominante y consiste en particulas de diferentes tamarfos
rodeadas por agua y gases, cuyas cantidades y composicion fluctian en el
espacio y en el tiempo. En términos de peso, los componentes del sistema suelo
estan divididos de la siguiente forma: materia inorganica (45%), agua (20-30%)),
aire (20-30%) y materia organica (5%). Hay un intercambio continuo de moléculas
y iones entre estas fases, mediados por procesos fisicos, quimicos y biolégicos

(Moreno Caselles et al., Porta Casanellas et al., 2003).



De acuerdo con el INEGI (2007), en México existen 26 de los 32 grupos
de suelo reconocidos por el Sistema Internacional Base Referencial Mundial del
Recurso Suelo (IUSS, 2007). Dominan los Leptosoles (28.3% del territorio),
Regosoles (13.7%), Phaeozems (11.7%), Calcisoles (10.4%), Luvisoles (9%) y

Vertisoles (8.6%) que, en conjunto, ocupan 81.7% de la superficie nacional.

La alteracion de las condiciones del suelo por el manejo puede afectar la
produccion de los cultivos debido a que influye en la distribucion de la materia
organica y dinadmica de nutrientes; como asi también sobre la agregacion y

porosidad del suelo (Ferreras et al., 2007).

2.7.1. Calidad del suelo

La calidad del suelo se puede definir brevemente como la "adecuacién
para un uso". Esto significa que la calidad de un suelo dependera no solamente
de su naturaleza dinamica sino ademas del uso y manejo que se le dé (Larsony

Pierce, 1994; Doran y Safley, 1997)

La calidad del suelo ha declinado por el proceso de agriculturizacion
creciente, en muchas situaciones desmedido, sumado al manejo inadecuado de
las tierras, lo que ha conducido al deterioro de la estructura del suelo y a la
consecuente reduccién en el nivel de materia organica, con una marcada
disminucién de la fertilidad quimica y fisica del suelo. La alteraciéon de las
condiciones del suelo por las practicas de manejo puede afectar la produccion de

los cultivos, por un lado, a través de su influencia en la distribucion de la materia
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organica, actividad microbiana y dinamica de nutrientes; y, por otro lado,
modificando propiedades fisicas del suelo como agregacion y porosidad (Martens
y Frankenberger, 1992; Salinas et al., 1997; Diaz et al., 2002; citados por Ferreras

et al., 2007).

2.8.Degradacion quimica del suelo

La disminucion de la fertilidad del suelo, entendida como el decremento
neto de nutrimentos y materia organica disponibles en el suelo, se debe a un
balance negativo entre las entradas de nutrimentos y materia organica (via la
fertilizacion, conservaciéon de los residuos de las cosechas y los depdésitos de
sedimentos fértiles) y las salidas (representadas por los productos de las
cosechas, las quemas o la lixiviacién), todo ello con importantes repercusiones
en la productividad del suelo. La disminucion de la fertilidad es el tipo de
degradacion quimica mas importante en el pais. La salinizacién y alcalinizacion,
por su parte, estan representadas por un incremento en el contenido de sales en
el suelo superficial que provoca, entre otras cosas, la disminucién del rendimiento
de los cultivos. La salinizacion o alcalinizacion se presenta principalmente en las
regiones aridas, en las cuencas cerradas y en las zonas costeras que tienen

suelos naturalmente salinos (SEMARNAT y CP, 2003).

2.9.Larizosfera
La rizésfera es la regién de suelo que esta inmediatamente cerca de la
superficie de la raiz (Kennedy, 1999). Generalmente los microorganismos

utilizados como biofertilizantes se establecen en la rizosfera. Hay diferentes tipos
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de sustancias que se difunden desde las raices y que estimulan la actividad
microbiana, como los carbohidratos (azlUcares y oligosacaridos), acidos
organicos, vitaminas, nucleotidos, flavonoides, enzimas, hormonas y compuestos
volatiles (Prescott, Harley y Klein, 1999). En la rizésfera se llevan a cabo aspectos
importantes de la interaccion suelo-planta, como la toma de nutrientes, la
colonizacion de las raices por los microorganismos y la degradacion de la materia
organica (INIFAP, 2007). Por otra parte, ocurren diversas interacciones como, la
competencia, el mutualismo, depredacion y parasitismo (Barea y Azcon-Aguilar,
1982). Y dependiendo del tipo de relacién que se establezca los microorganismos
pueden ser benéficos o nocivos. El efecto de la rizésfera es mayor para las
bacterias seguidas de los hongos e incluso mayor para algunos grupos
funcionales de bacterias (por ejemplo, amonificantes, desnitrificantes). En el caso
de los microorganismos benéficos la relacion es mutualista y se le conoce como

simbiosis (INIFAP, 2007).

La rizosfera se extiende desde la superficie de la raiz hasta 2 mm. donde
ya el efecto es minimo y esta comprendida por tres zonas. La Ectorizésfera que
es la rizosfera externa o suelo rizosférico, es decir la zona que rodea el sistema
radicular en intimo contacto con ella y los microorganismos que ahi crecen. La
otra zona es el rizoplano que es la zona compuesta por la superficie de la raiz y
los microorganismos y por ultimo la zona de la endorizdsfera, formada por el
tejido cortical de la raiz invadido y colonizado por los microorganismos (INIFAP,

2007).
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2.10. Biofertilizante
La biofertilizacion es la inoculacion de microorganismos promotores del
crecimiento vegetal los cuales principalmente son bacterias promotoras del

crecimiento vegetal y hongos micorricicos (Alarcon y Ferrera-Cerrato, 2000).

Para el caso de los microorganismos promotores del crecimiento vegetal,
cuando un indculo se aplica en partes especificas de la planta como en la semilla,
la raiz, el tallo o las hojas, se le puede llamar bioinoculante, es decir, un producto
biolégico hecho a base de microorganismos que ayudaran a promover el
crecimiento vegetal de la planta y de esta manera reducir el uso de agroquimicos
y las consecuencias que traen estos consigo. Cuando se utilizan RPCV
(rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal) el in6culo proviene de un
cultivo puro de una cepa de interés previamente aislada. Posteriormente la
bacteria es multiplicada en un medio especifico y de ahi transferido a un sustrato
acarreador a través de diluciones que permitan cumplir con la concentracion

requerida (INIFAP, 2007).

2.11. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (RPCV)

En respuesta a la necesidad de generar cultivos limpios, con trazas
minimas o nulas de agroquimicos que afectan la salud humana a largo plazo, se
ha venido implementado el uso de los microorganismos benéficos del suelo, que
pueden promover el crecimiento de las plantas y también evitar la infeccion del
tejido vegetal por patégenos, estos son denominados RPCV (rizobacterias

promotoras del crecimiento vegetal). Estos microorganismos pueden encontrarse
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en asociaciones simbidticas o de vida libre. Estos ultimos estan asociados a las
particulas del suelo generando interacciones con las raices de las plantas, en la
zona de la rizosfera (Pefia y Reyes, 2007). A finales de la década de los 70,
Kloepper et al. (1989) fueron los pioneros en introducir el término RPCV para
referirse a las rizobacterias capaces de provocar un efecto benéfico en las
plantas. Recientemente, la denominacion se ha extendido a microorganismos
PCV para incluir hongos y cualquier organismo afin (Vessey, 2003).
Inoculaciones de RPCV en cultivos de interés agrondmico han demostrado el
aumento del nitrégeno, fosforo y los niveles de algunos minerales menores que
se hacen disponibles para la planta (Bashan y Holguin, 1997; Egamberdieva et
al., 2004). Una amplia variedad se ha encontrado que estimula mediante diversos

mecanismos el desarrollo de numerosas gramineas

2.11.1. Género Azospirillum brasilense

El género Azospirillum fue descubierto en el afio de 1925 en suelo
holandés, inicialmente fue nombrado Azotobacter spirillum, posteriormente se le
denomind Spirillum lipoferum hasta que en 1978 después de varios aislamientos
se tomoO la decision de agrupar dichos organismos en un nuevo género
denominado Azospirillum en el que inicialmente lo conformaron dos especies,

Azospirillum lipoferum y Azospirillum brasilense (Cuevas, 2002).

El nombre Azospirillum proviene del francés Azote, que significa nitrogeno
y del grupo Spirillum, pequefia espiral. Las bacterias pertenecientes a este

género son organismos fijadores de nitrégeno, se describen como gram
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negativas (Pazos, M. 2000) La morfologia de las células depende de la nutricion
y edad de la planta. Contienen granulos de poli-Bhidroxibutirato (PHB) como
material de reserva y un sistema muy eficiente de adquisicion de hierro a través
de sideréforos, que le permite secuestrarlo en la rizosfera, haciéndolo no

utilizable por otros microorganismos (Steenhoudt y Vanderleyden, 2002).

Azospirillum es uno de los géneros de bacterias PCV mas estudiados a
nivel mundial (Bashan et al., 2004). Este género posee caracteristicas que le
permiten competir en la rizosfera de varias especies de plantas entre ellas el
maiz, a pesar de la presencia de la poblacién de bacterias nativas. La inoculacion
de esta bacteria en las plantas puede llegar a provocar cambios en varios
parametros de su crecimiento, tales como peso seco total, altura de la planta,
peso, tamafio del grano, volumen del sistema radical, entre otros, los cuales
pueden beneficiar el rendimiento del cultivo. Su mecanismo de accion es la
fijacion de nitrogeno. El efecto de la inoculacion de Azospirillum sobre el
rendimiento del cultivo en experimentos de campo generalmente esta entre 10-

30% (Cuevas, 2002).

2.11.2. Género Bacillus

El género Bacillus esta formado por un grupo de especies filogenética y
fenotipicamente heterogéneas e incluye un total de mas de 100 especies. Este
género se ha subdividido en cuatro grupos. El primero, Bacillus senso stricto (B.
subtilis y otras 27 especies mas), el segundo sensu lato incluye bacilos

formadores de esporas redondeadas (B. cereus, B. thuringiensis y B. anthracis),
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el tercero esta formado por 10 especies dentro de los cuales esta, B. polymyxa y
B. macerans, en el cuarto grupo se han reclasificado en dos nuevos géneros

(Aneuribacillus y Brevibacillus) (Tejera-Hernandez et al., 2011).

Este género comprende una amplia variedad de tipos fisiol6gicos, en los
cuales se presentan caracteristicas como la degradacion de sustratos derivados
de plantas y animales, la produccién de antibiéticos, la nitrificacion y
desnitrificacion, la fijacion de nitrégeno, el parasitismo, entre otras (Tejera-

Hernandez et al., 2011).

2.11.2.1. Principales especies presentes en el suelo
Los géneros mas comunes encontrados en ecosistemas terrestres son

Pseudomonas, Burkholderia, Acinetobacter, Arthrobacter, Azospirullum vy
Bacillus, entre otros. Podemos encontrar una gran diversidad de especies que se
asocian a las plantas ejerciendo un efecto positivo para las mismas sobre el
crecimiento a través de sus mecanismos de accion que promueven el crecimiento
vegetal y el control biolégico de patdégenos. Se han aislado de cultivos de interés
tales como, el algoddn, el trigo, el maiz, la papa y el arroz (Hernandez et al.,

2003).

2.11.2.2. Mecanismos de accion del género Bacillus
La promocion del crecimiento por parte de este género puede suceder de
forma directa e indirecta. Una forma directa es la capacidad que tienen de llevar
a cabo la fijacion del nitrogeno, la solubilizacion de minerales como el fésforo y

produccion de hormonas reguladoras del crecimiento vegetal. De forma indirecta
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se habla de la promocién del crecimiento con la produccion de sustancias que
actian como antagonistas de patdégenos o proporcionando resistencia en las
plantas (Muleta et al., 2007). Existen distintos tipos de mecanismos tales como;
2.11.2.2.1. Reguladores del crecimiento vegetal
Dentro de estos se encuentran las fitohormonas, formadas por un grupo
de sustancias con actividad biolégica que actian sobre una parte de la planta,
causando un efecto de crecimiento especifico, entre ellas se encuentran las
auxinas, giberelinas y citoquininas.
2.11.2.2.2. Solubilizacion de fosfatos
El fésforo es uno de los nutrientes limitantes del crecimiento de las plantas.
Dentro de las funciones que se le han atribuido, se encuentran la captacion,
almacenamiento y transferencia de energia, entre otros. La mayor cantidad de
los fosfatos inorganicos aplicados al suelo son inmovilizados, por lo que los
microorganismos que colonicen el sistema radicular y tengan la capacidad de
solubilizar el fosforo y hacerlo disponible para la planta son considerados
promotores del crecimiento vegetal y entre estos principalmente se encuentran
los del género Bacillus y dentro de él se destacan las especies B. megaterium y
B. Subtilis (Tejera-Hernandez et al., 2011).
2.11.2.2.3. Fijacién de nitrogeno
La fijacion biologica del nitrdgeno es un proceso microbiano en el que el
nitrogeno atmosfeérico se reduce a amonio y se incorpora a la biomasa, con lo
gue pasa a constituir la fuente principal de nitrégeno para las plantas (Marot-

Gaudry, 2011). El género Bacillus presenta una gran versatilidad metabdlica y se
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ha demostrado su capacidad de llevar a cabo el proceso de fijacion biologica de
nitrogeno. Multiples especies de Bacillus se han detectado en el estudio respecto
a la fijacion biologica del nitrégeno por miembros de este género, los cuales
desempeiian un papel importante desde el punto de vista ecoldgico (Tejera-

Hernandez et al., 2011).

2.12. Colonizacién de laraiz y distribucién de las BPCV en la rizésfera.
Ademas de las caracteristicas del cultivo, la disponibilidad de nutrientes en

la rizosfera esta controlada por los efectos que ejercen las propiedades del suelo

sobre las interacciones de las raices con los microorganismos (Loredo-Osti et al.,

2004).

La colonizacion de la raiz es el proceso por el cual las bacterias que
sobreviven a la inoculacién en las semillas se multiplican en la espermdésfera en
respuesta a los exudados de la semilla, se transfieren al sistema radical en vias

de desarrollo y logran multiplicarse en las raices (Loredo-Osti et al., 2004).

2.13. Competencia de bacterias inoculadas con nativas del suelo

Cuando las bacterias se inoculan en condiciones asépticas, no tienen
competencia, por lo cual la densidad de su poblacibn en la rizosfera
probablemente estd determinada sélo por la disponibilidad de carbono de los
exudados. Sin embargo, en condiciones naturales, la competencia por los
exudados entre los microorganismos es intensa. Si una determinada poblacion

bacteriana es alta, las bacterias estaran presentes en un mayor niamero de raices
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vecinas y tendran mayor disponibilidad de exudados que aquéllas con baja

densidad (Hatzinger y Alexander, 1994).

La incapacidad de diversos inoculantes para mejorar el rendimiento de los
cultivos, con frecuencia, se atribuye a la ineficiencia de estas bacterias para

colonizar consistentemente la rizésfera (Hatzinger y Alexander, 1994).

El éxito en la promocion del crecimiento de las plantas, cuando se
introducen bacterias benéficas depende, en gran medida, de un establecimiento
oportuno y de su persistencia a lo largo de la estacion de crecimiento de la raiz

(Schippers et al., 1987).

2.14. Gen 16S

El ARNr 16S es un polirribonucle6tido de aproximadamente 1500 nucledétidos
codificado por el genrrs, también denominado ADN ribosomal 16S. Esta
molécula ha sido reconocida como un poderoso marcador universal debido a que

se encuentra en todos los organismos conocidos (Rodicio y Mendoza, 2004).

Esté& considerado como una herramienta estandarizada para la identificacion de
diversos organismos, llamado codigo de barras de ADN. A partir de esto se
generé una metodologia, que se basa en la amplificacibn de una region en
especifico del ADN por medio de la reaccion en cadena de polimerasa (PCR). y
la region propuesta fue un fragmento de 600 pares de bases del ADN
mitocondrial, que codifica para la subunidad | del citocromo c oxidasa (COl). El

uso de la region COI fue excelente herramienta para la clasificacion taxonomica
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de muchos animales, incluso para distinguir entre especies; sin embargo, su
utilidad para estudios taxondémicos y/o filogenéticos en plantas, hongos y
microorganismos estuvo limitada (Blaxter 2004, Lebonah et al., 2014) y fue
necesario buscar otras secuencias o genes candidatos que pudieran usarse
como marcadores. Lo anterior ha permitido que las secuencias del ARNr 16S
sean utilizadas como una herramienta importante en la reconstruccion de

relaciones filogenéticas.
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1.Localizacién geografica

La Comarca Lagunera se encuentra ubicada en el norte-centro de México
y esta conformada por los estados de Coahuila y Durango. Se localiza en las
coordenadas geograficas 103° 25’ 55” longitud oeste del meridiano de Greenwich

y 24° 22’ 00” de latitud norte, con una altura de 1120 msnm

3.2.Localizacion del sitio experimental

El experimento se llevé a cabo en el ciclo de primavera-verano 2020 en
el campo experimental de la Universidad Juarez del Estado de Durango;
Facultad de Agricultura y Zootecnia ubicada en la localidad de Venecia
localizada en el Municipio de Gémez Palacio del Estado de Durango, México.
Carretera Gomez Palacio — Tlahualilo, km 35y se encuentra en las
coordenadas GPS: a 25° 46' 56" LN y 103° 21' 02" LO.

La localidad se encuentra a una mediana altura de 1100 metros sobre
el nivel del mar. Forma parte de la comarca lagunera, por lo que es una zona
caracterizada por la escasez de recursos hidricos y con un clima semidesértico,
ademas de un suelo pobre en materia organica y el subsuelo es rico en arcilla

o carbonatos, con baja susceptibilidad a la erosion.

3.3.Preparacion del terreno
La preparacién del terreno consisti inicialmente en meter subsuelo para
romper el suelo a profundidades por debajo de la capa arable, eso con la

finalidad de aumentar la infiltraciébn de aire y las raices, posteriormente se
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realizo el barbecho para romper, aflojar y voltear la capa de suelo, enterrar los
residuos y maleza para su descomposicion y aumentar de esta manera el
contenido de materia organica del suelo. Se llevé a cabo el rastreo para
desmoronar los terrones, dejando el suelo con una textura adecuada para

realizar las demas labores.

3.4. Diseflo experimental
Se realizaron 12 tratamientos en un disefio de bloques al azar con tres
repeticiones, se trazaron 36 unidades experimentales las cuales constan de 17.5

m2, teniendo una distancia de 0.7 m entre surcos.

Cuadro 2. Disefio experimental

Bl B2 B3
T7 T12 T1
T4 T11 T2
T5 T10 T3
T3 T7 T4
T2 T9 T5
Tratamientos Tl 1 1o
T6 T1 T7
T11 T2 T8
T8 T3 T9
T12 T4 T10
T9 T5 T11
T10 T6 T12

T=Tratamiento B=Bloques
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Los tratamientos fueron los siguientes:

Cuadro 3. Tratamientos aplicados

TRATAMIENTO concentracion 1x10°

Azospirillum brasilense

Bacillus subtilis

Bacillus atrophaeus

Bacillus velezensis

Bacillus sp.

Producto comercial Micorroot

Blanco

Azospirillum brasilense + Bacillus subtilis

© 00 N OO 0o M W N P

Azospirillum brasilense + Bacillus atrophaeus

[ERN
o

Azospirillum brasilense + Bacillus velezensis

[EEN
=

Azospirillum brasilense + Bacillus sp.

[EEN
N

Azospirillum brasilense + Micorroot

3.5. Riego
El cultivo se regd mediante un sistema de riego por goteo con una lamina

de riego de 1.5 I/s.

3.6. Siembra de cultivo
El cultivo de maiz se sembré el 22 de agosto del 2020, por medio de una

siembra manual, para un ciclo intermedio.

3.7. Material genético
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Fue una variedad de hibrido 4082W de 120 dias, desarrollada por casa

semillera Pionner.

3.8. Inoculacién de las PGPR en las semillas

Las cepas fueron donadas por la Universidad Autonoma de Coahuila. Las
bacterias se multiplicaron masivamente en el laboratorio de biotecnologia de la
Facultad de Agricultura Y Zootecnia. El crecimiento de los microorganismos en
estudio, se realiz6 en medio de cultivo liquido YPG y se dej6 incubar durante 24
h. Se aplicaron las bacterias en concentracion 1x10° en las semillas, se inoculd

su tratamiento correspondiente por un tiempo de reposo de 30 min.

3.9. Cosecha
La cosecha se llevd a cabo el 09 de noviembre de 2020 se tomd como indicador
gue el grano estuviera a 2/3 de la linea de leche, para tomar los datos de las

variables a evaluar.

3.10. Variables agronémicas a evaluar

3.10.1. Altura de la planta

La variable fue medida al momento de cosechar, con el apoyo de una cinta
métrica se midieron desde la base de la cafa hasta el dltimo entrenudo. Se
midieron las plantas contenidas en 2 metros lineas de 2 surcos, por cada unidad

experimental. Los resultados fueron expresados en centimetros (cm).
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3.10.2. Diametro del tallo

La variable fue medida al momento de cosechar, con el apoyo de un
vernier de la marca Truper se midi0 el didmetro ecuatorial entre el primer y
segundo entrenudo de la cafia. Se midieron las plantas contenidas en 2 metros
lineas de 2 surcos, por cada unidad experimental. Los resultados fueron

expresados en centimetros (cm).

3.10.3. Volumen de raiz

El volumen de cada sistema radicular se estimé mediante el método de
desplazamiento de volumen de agua. Consistidé en colocar el sistema radicular
dentro de un vaso de precipitado con capacidad de 2 litros, posteriormente con
la ayuda de una probeta graduada con capacidad de 1 litro se agregé agua al
vaso de precipitado con el sistema radicular en su interior, hasta alcanzar la
marca de 2 litros. El volumen de agua que sobro en la probeta con capacidad de
1 litro, se midi6 con otra probeta con capacidad de 100 ml, para calcular la
cantidad de centimetros cubicos de raiz, en funcion de los centimetros cubicos

de agua restante.

3.10.4. Peso fresco y seco de la planta (g)

Para determinar el peso fresco de la planta se tomaron muestras de
distintos surcos durante la madurez fisiologica de la planta, las plantas fueron

cortadas a nivel de suelo y se pesaron. Posteriormente las plantas se cortaron
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en pedazos y se secaron a 80° en una estufa durante 24 h, retirando las mazorcas

y pesando solamente el resto de la planta.

3.11. Recoleccion de suelo rizosférico

En primer paso se extrajo el sistema radicular de las plantas, con apoyo
de una pala de pico. Posteriormente el sistema radicular se golpea suavemente
para permitir que el suelo més cercano a las raices se desprenda, y poder tomar
la muestra de suelo rizosférico de aproximadamente 2 kilogramos, en bolsas de
plastico estériles. Las muestras de suelo rizosférico se tomaron de cada unidad

experimental.

3.12. Propiedades quimicas del suelo a evaluar

3.12.1. Materia organica

La determinacion de la materia organica del suelo, se realizé a partir del
suelo mas préximo a las raices de las plantas de maiz. Los andlisis se realizaron
en el laboratorio de suelo de la Facultad de Agricultura y Zootecnia. Se utilizo el

método de Walkley y Black.

3.12.2. Conductividad eléctrica

La determinacion de la conductividad eléctrica, se realizé a partir del suelo
mas proximo a las raices de las plantas de maiz. Los analisis se realizaron en el
laboratorio de suelo de la Facultad de Agricultura y Zootecnia utilizando el método
AS-18 establecido en la NOM-021-SEMARNAT-2000, por medicién electrolitica

y una celda de conductividad como sensor.
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3.12.3. pH

La determinacion del pH, se realizé a partir del suelo mas proximo a las
raices de las plantas de maiz. Los andlisis se realizaron en el laboratorio de suelo
de la Facultad de Agricultura y Zootecnia utilizando el método AS-02 establecido

en la NOM-021-SEMARNAT-2000.

3.12.4. Nitrégeno mineral

La determinacién de Nitrégeno inorgénico, se realiz6 a partir del suelo méas
proximo a las raices de las plantas de maiz. Los andlisis se realizaron en el
laboratorio de suelo de la Facultad de Agricultura y Zootecnia utilizando el método

AS-08 establecido en la NOM-021-SEMARNAT-2000.

3.12.5. Fosforo

La determinacion de fésforo aprovechable, se realizé a partir del suelo méas
proximo a las raices de las plantas de maiz. Los andlisis se realizaron en el
laboratorio de suelo de la Facultad de Agricultura y Zootecnia, por el método As-

10 establecido en la NOM-021-SEMARNAT-2000.

3.13. Aislamiento y seleccion de colonias del género Bacillus sp.

Se realizaron cortes transversales de raiz (3 cm de largo) en cada una de
las muestras obtenidas de las plantas, se colocaron en tubos de ensaye y se
lavaron con agua corriente para eliminar el suelo adherido, posteriormente se
llenaron con agua destilada hasta cubrir el total de raices, después se llevaron a

una temperatura de 80°C en placa de calentamiento durante 20 min, con el fin de
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separar las bacterias del género Bacillus, las que tienen la capacidad de producir
esporas en diversas condiciones de estrés (Cortés-Sanchez et al., 2017).
Después se elimind el agua contenida y se colocaron tres cortes de raices
en agar nutritivo (BD Bioxon), y se incubaron a 37°C durante 48h. Sucedida la
incubacion se seleccionaron colonias con forma irregular, color crema, apariencia
ondulada, ademas se consideré las caracteristicas digitiforme, lobulada o

aserrada en los bordes y de consistencia cremosa (Calvo y Zaiiga, 2010).

3.14. Aislamiento y selecciéon de cepas de Bacillus fijadoras de nitrégeno
La seleccion de cepas de Bacillus, con capacidad de fijar nitrdgeno se hizo
de las colonias previamente aisladas. Se purificaron utilizando agar nutritivo a
37°C por 48h; posteriormente se pasaron al medio NFb (MgSO4-7H20 0.1 gL,
acido malico 5 g/L, KOH 4 g¢g/L, K2HPO4 0.5 g/L, FeSO47H20 0.05 g/L,
MnSOa4-H20 0.01 g/L, NaCl 0.02 g/L, CaClz-2H20 0.01 g/L, Na2MoO-2H20 0.002
g/L, azul de bromotimol al 0.5% -en etanol-, agar bacteriol6gico 16 g/L), a 33°C
(Stanier et al., 1996). Una vez obtenido el crecimiento, se evalu6 la morfologia
colonial en medio de cultivo solido. Posteriormente se realizo la tincion de Gram
(Madigan et al., 2004). Una vez seleccionadas las cepas de Bacillus, con
capacidad de fijar N2, fueron colocadas en glicerol (Jalmek) al 50% a una
temperatura de -20°C, para su conservacion. Del proceso de aislamiento de
colonias, se recuperaron cinco aislados del género Bacillus, con capacidad de

fijar N2.
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3.15. Extraccion de DNA para la identificacion de cepas aplicadas

Se reactivaron las bacterias seleccionadas en medio YPG (extracto de
levadura-peptona-glucosa) [extracto de levadura 10 g/L, peptona 10 g/L, glucosa
10 g/L] liquido y se colocaron en un agitador (LUZEREN) a 30°C a 150 rpm por

18h.

La extraccion se llevé a cabo de acuerdo al protocolo del método de
bromuro de cetil-trimetil amonio (CTAB) que fue elaborado por Murray y
Thompson en 1980 (Murray y Thompson, 1980) el cual esta especialmente
indicado para eliminar los polisacaridos y los compuestos polifendlicos. Segun
Lipp et al. (2001) el método es adecuado para extraer y purificar ADN de

vegetales y alimentos derivados de vegetales.

3.16. Identificacion molecular por secuenciacion del gen 16S rDNA

Se realiz6 PCR en punto final con iniciadores universales para bacterias
16S rRNA. Se realiz6 una mezcla de amplificacién en un volumen final de 25 pl,
compuesto por 13.37 ul de agua MQ, 5 pl de buffer PCR (10X), 4 pl de MgCl2
(25mM), 0.50 ul de dntp’s (10 mM), 0.50 pl de cada iniciador (27F
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG y 1492R GGTTACCTTGTTACGACTT), 0.13 pl
de ADN Tag-polimerasa y 1 pl de ADN muestra. Todos los reactivos pertenecen
a un kit de la marca PROMEGA, a excepcion de los iniciadores, estos son de
marca SIGMA, sintetizados de acuerdo al programa térmico establecido. Las
reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador de punto final

(marca ThermoFisher Scientific “MiniAmp Plus”), con un programa térmico de 1x
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(0:05:00 94°C), 35x (94°C-0:00:30), (55°C- 0:00:30), (72°C-0:01:30) y ciclo 1/1
(72°C-0:05:00). Las bandas amplificadas se observaron en un gel de agarosa al
1.5% y se utilizo el marcador de peso molecular marca PROMEGA (100-1500
pb). Los productos de amplificacion fueron analizados en una electroforesis en
geles de agarosa al 1.5% tefiidos con gel red (2.5 pl gel red/ 3 pl muestra) a 80

V durante 45 min. Las bandas de DNA fueron visualizadas por iluminacion UV.

Los productos de amplificacién para el gen 16S rDNA fueron enviados a
purificar y secuenciar en ambas direcciones (con los partidores 27F y 1492R) se

realizaron en la empresa Macrogen en Maryland U.S.A.

Las secuencias obtenidas fueron comparadas con las secuencias
individuales del gen 16S rDNA publicadas en el Genbank con su servidor BLAST

del National Centre for Biotechnology information (NCBI).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.Variables fenoldgicas

El analisis de ANOVA para las diferentes variables evaluadas muestra que

existe diferencia significativa para las variables de didmetro de tallo (Diam),

volumen de raiz (V raiz) y peso seco de raiz (PS raiz). Para las demas variables

no hubo diferencias significativas.

Cuadro 4. ANOVA Cuadrados medios para cada variable evaluada en el cultivo

de Maiz forrajero bajo fertilizacion bioldgica, y su nivel de significancia.

FV Diam PV PS

Repeticibn 0.02ns 0.02ns 65.5ns

Tratamiento 0.01* 0.28ns 315.6 ns

Diam= diametro basal del tallo; PV= peso verde; PS= peso seco; ns=no significativo; *=
significativo al 0.05.

31



(Continuacion) Cuadro 4. ANOVA Cuadrados medios para cada variable
evaluada en el cultivo de Maiz forrajero bajo fertilizacion bioldgica, y su nivel de
significancia.

FV RV RS V raiz P Sraiz

Repeticion 5.2ns 3.0ns 1972.3ns 382.8ns
Tratamiento 51.0ns 6.4ns 2381.8* 160.7*

Error 76.9ns 10.2ns 1055.2ns 85.0ns

RV=rendimiento verde; RS= rendimiento seco; V raiz= volumen de raiz; PS raiz=peso seco de
raiz; ns=no significativo; *= significativo al 0.05.
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Cuadro 5. Prueba de medias DMS (P<0.05) de las variables fenoldgicas que
resultaron significativas en el ANOVA, y los rendimientos de maiz forrajero bajo

tratamientos biolégicos.

Tratamiento Diam RV RS V raiz PS raiz
(cm) tonha? tonhal! (cm?3) (9)
1 1.46 B 75.7A 16.8A 2138A 42.6 B
2 154 A 755A 19.3A 1816A 53.1A
3 157A 83.8A 19.2A 138.8B 40.8B
4 1.50B 76.5A 20.7A 1428B 429B
5 1,50B 70.0A 194A 126.1C 26.4C
6 1.49B 77.0A 158A 132.7B 32.3B
7 1.62 A 823A 165A 127.0B 446 B
8 1.72 A 770A 17.2A 121.8C 404 B
9 1.46 B 79.3A 169A 17268B 35.6B
10 1.58 A 72.8A 17.1A 166.1B 36.4B
11 1.69 A 748A 18.1A 131.1B 38.2B

12 1.60 A 709A 175A 137.2B 28.7C

Diam= diametro; RV= rendimiento verde; RS= rendimiento seco; V raiz= volumen de raiz; PS
raiz=peso seco de raiz

4.1.1. Didmetro del tallo

El diametro del tallo es un parametro de gran importancia en las
plantaciones de maiz, ya que influye sobre el doblamiento de los tallos cuando
son afectados por fuertes vientos (Vasquez y Ruiz, 1993). Para la variable
diametro del tallo (Diam), se observa que el T2 (Bacillus subtilis), el T3 (Bacillus
atrophaeus), el T7 (Blanco), el T8 (Azospirillum brasilense + Bacillus subtilis), el
T10 (Azospirillum brasilense + Bacillus velezensis), el T11 (Azospirillum

brasilense + Bacillus sp.) y el T12 (Azospirillum brasilense + Micorroot) fueron
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los que presentaron los valores mas altos (Cuadro 5). Sin embargo, el T8
demostré el mayor didmetro de tallo (1.72 cm), lo cual indica que el T1
(Azospirillum brasilense), el T4 (Bacillus velezensis), el T5 (Bacillus sp.), el T6
(Producto comercial Micorroot) y el T9 (Azospirillum brasilense + Bacillus
atrophaeus), mostraron valores desfavorables para la planta, debido a la
inestabilidad que puede presentar segun un estudio hecho por Rodriguez et al.,
2016. Por otra parte, las altas densidades de siembra y la competencia por luz
con las malezas provocan una elongacién de los tallos y plantas mas altas,
reduciendo el grosor de los tallos. Los tallos delgados es un simbolo de

raquitismo por deficiencia nutricional del vegetal (Blessing y Hernandez ,2009).

4.1.2. Rendimiento verde

En el rendimiento verde segun el analisis de varianza realizado (Cuadro 4)
no existe diferencia significativa. Aun asi, el T3 (Bacillus atrophaeus) fue el que
obtuvo el valor més alto (83.8 ton ha!), como ya se menciond y se observa en el
Cuadro 2 no hubo diferencia significativa entre tratamientos, sin embargo, todos
los tratamientos incluido el testigo mostraron valores superiores a la media para
el rendimiento verde, SIAP (2020) para la comarca lagunera (41.1 ton ha). Por
lo que la similitud entre los datos obtenidos los podemos atribuir a las
propiedades fisicoquimicas del suelo inicial, ya que contaba con valores muy
altos de materia organica (3.16%) asi como de Nitrégeno (216.32 ppm), Fésforo

(40.35 ppm) y Potasio (2103.88 ppm) lo que trae como resultado la proliferacion
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optima de las BPCV y por consiguiente una mayor promocion del crecimiento tal

como lo menciona Aslantas et al., 2007.

4.1.3. Rendimiento Seco

En el rendimiento seco el T4 (Bacillus velezensis) demostré el mayor
rendimiento (20.7 ton hat) y el rendimiento promedio de materia seca obtenido
en este experimento oscilé entre los 15 y 21 ton ha' lo que coincide con el
promedio registrado en la region de Durango, donde la produccion de MS
promedio de maiz forrajero es de 20 t MS hal, similar a la que obtuvieron (NUfez
et al., 2006). Reis et al. (2000) mencionan que la inoculacion de BPCV en
gramineas favorece la produccién de materia seca en las raices y parte aérea, lo
cual se ve reflejado en un mejor rendimiento. Sin embargo, no existiendo
diferencia estadistica significativa se obtuvieron diferencias huméricas como en
el caso de T4 (Bacillus velezensis) que obtuvo el mejor rendimiento, siendo hasta
un 20% mayor gue el testigo, dato que coincide con lo mencionado por Ayoub et
al. (2022).Trasladando dichas diferencias numéricas a un panorama real,
representan una mejora en el rendimiento de derivados animales, tales como la
leche, lo cual esta relacionado con el suministro de fibra fermentable, el aporte
energético del forraje de maiz para lactacion-engorde y otros nutrientes
digestibles, que influyen en el consumo de toda la racion e incrementan el

rendimiento lechero de los animales (Granzin 2004).
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4.1.4. Volumen de raizy peso seco de raiz

Las variables de volumen de raiz (V raiz) y peso seco de raiz (PS raiz)
mostraron diferencia significativa y los datos medios obtenidos para el peso seco
de raiz estad dentro de un rango favorable segun estudios realizados por De
Araujo et al., 2012. En la variable volumen de raiz (V raiz), fue el T1 (Azospirillum
brasilense) y el T2 (Bacillus subtilis) los que mostraron los valores mas altos,
213.8 cm3y 181.6 cm? respectivamente, en la variable peso seco de raiz (PS
raiz) fue el T2 (Bacillus subtilis) el que presento el mayor valor (53.1 Q).
Coincidiendo con lo mencionado por Sanchez et al., 2012 en un estudio donde
inocularon plantas de tomate con diferentes RPCV, Bacillus mostré respuesta
positiva en cuanto a la elongacién de la raiz y al aumento del peso seco de la
planta. La aplicacion de biofertilizantes que incluyen B. subtilis mejoran el

crecimiento de las raices (Bo et al., 2020; Fangying et al., 2021).

4.2.Andlisis inicial de suelo

En el siguiente cuadro muestra los resultados obtenidos en el analisis del
suelo de la muestra inicial. Como se puede observar los valores de MO, N-NO® y
P se encuentran clasificados en muy alto segun la Norma oficial mexicana (NOM-
021-SEMARNAT-2000). El nivel de pH es medianamente alcalino en un rango de
8.37, siendo este un valor relativamente dentro de los estandares para cultivar
maiz forrajero (5-8), siendo entre 5.5-7.5 sus valores 6ptimos (Ruiz et al., 2013)
y en la conductividad eléctrica (CE) esta clasificada como suelo Salino con un

valor de 6.17, siendo este un valor critico que disminuye hasta en un 50% el
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rendimiento del cultivo (Doorenbos y Kassam, 1979, Ayers y Westcot 1985;

citados por Ruiz et al., 2013).

Cuadro 6. Andlisis inicial de suelo antes de la aplicacion de tratamientos

biolégicos en el cultivo de maiz forrajero.

Parametros Unidades Resultado Clasificacion Rango
Materia Organica 0
(MO) Yo 3.16 Muy alto 0.50-2.00
Nitrégeno (N-NO3) ppm 216.32 Muy alto 6.7-66.8
Fosforo (‘:__',';’pon'b'e ppm 40.35 Muy alto  4.00-36.00
oH 8.37 Medlanqmente
alcalino
CE dS/m 6.17 Suelo salino

4.3. Andlisis Final de suelo
En cuadro 7 muestra los valores obtenidos en los diferentes analisis

practicados al suelo para cada una de las muestras de suelo final por tratamiento.

Como se puede observar en el cuadro 6 el suelo inicial contaba con altos
niveles de MO, NO3 y P y de acuerdo con Chotte et al., 2002 las reservas de N
estan constituidas por la materia organica (MO) de descomposicion rapida en
medios biolégicamente activos, quedando disponible para las plantas a través del
proceso de mineralizacién (conversion de N organico a inorganico), en el cual

participan activamente los microorganismos como las RPCV.
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En el presente trabajo no se utilizé ningan otro tipo de fertilizacion por lo
cual, la disminucion de MO, Ny P, que se observa numéricamente en el Cuadro
7, la podemos atribuir a la estimulacion bacteria-planta para ser mas eficiente y
promover la recuperacion de nutrientes del suelo (Pii et al., 2015). Ademas de
corroborar el trabajo de las RPCV en el suelo, las cuales incrementan la
disponibilidad de los nutrientes en la rizésfera, influyendo en el metabolismo de
la planta, mejorando su nutricién con los distintos mecanismos de accion de las

RPCV (Glick 1995; Dobbelaere et al., 2003).

Los valores de pH se mantuvieron estables rondando entre (8.0-8.4)
coincidiendo con los valores correspondientes a suelos de La Comarca Lagunera
aledafos a el sitio experimental, los cuales de igual manera rondan entre 8.0-8.5
segun un estudio acerca de la relacion de dieldrin y propiedades del suelo en la

Comarca Lagunera, México., hecho por Garcia et al., 2017.

Para la conductividad eléctrica (CE) existio un descenso, lo cual implica
una disminucion de las sales solubles en el suelo, y por lo tanto una alternativa
viable para la adecuacion del suelo (Bohn, Hinrich y otros, 1985). Por lo que el
aumento del microbiota se ve representado en una reduccién de la cantidad de

sales disueltas en el suelo (Martinez Reyes et al., 2018).

4.4. Amplificacion de las muestras
En la Figura 1 se puede observar el gel de agarosa donde se visualizé la

amplificacion del ADN. Carril 9 marcador de peso molecular, carril 2 y 6 vacios,
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carril 1, 3, 4, 5, 8, 10, 11,12 y 13 muestras amplificadas correctamente, carril 14

y 15 controles positivo (+) y negativo (-).

Cuadro 7. Analisis final de suelo rizosférico después de la aplicacion de

tratamientos biolégicos en el cultivo de maiz forrajero.

Tratamiento

10

11

12

N M.O
pH Clase ppm | Clase | % Clase
Moderadament _
8.41 _ 4.52 | Muy bajo [0.71 Pobre
e alcalino
Extremada
83|  -—--- 2.11 0.24 mente
pobre
83| - 1.66 2.02| Mediana
Medianame
832 - 2.11 2.74 _
nte rico
826 |  --—--- 256 | --—--- 381 Rico
Medianame
82 | = - 347 | - 1.67
nte pobre
812 | - 256 | ---- 1.19 Pobre
826  --—--- 271 ----- 1.90f Mediana
823  --—--- 226 | ---- 3.33 Rico
Medianame
805  ---- 498 | ----- 1.67
nte pobre
814 |  ---- 332 - 1.90f Mediana
818 | W ---- 286 | ----- 2.14( Mediana
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(continuacién) Cuadro 7. Analisis final de suelo rizosférico después de

aplicacion de tratamientos biolégicos en el cultivo de maiz forrajero.

Tratamiento | P ppm Clase CE mS/cm Clase
| |

1 0.05 Bajo 0.73 Suelo no salino

2 0.19 | Muy Alto 1.23

3 0.07 Bajo 0.57

4 0.02 | Muy Bajo 087 | -

5 0.12 Alto 1.7 | -

6 0.14 | Muy Alto 19 | 0 -

7 0.17 Muy Alto 2.1 Ligeramente Salino
8 0.16 | Muy Alto 068 | -

9 0.10 Alto 081 | 0 -

10 0.19 Muy Alto 188 | 0 -

11 0.10 Alto 123 | -

12 0.10 Medio 09% | @ -
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TOTIOTII T2 4 =

Figura 1 Gel de agarosa con las muestras amplificadas

La electroforesis en gel de agarosa permite observar y valorar la integridad de la
muestra de ADN. Por lo que segun el CIT (Carte d’ldentité de Tumeurs) y JGI
(Joint Genome Insitute) se considera que una muestra de ADN es integra cuando
su perfil en una electroforesis en gel de agarosa corresponde a una banda
discreta. El nivel de degradacion de una muestra esta determinado por la pérdida
de definicion de la banda predominante y el acompafiamiento de una estela o
smear a lo largo del gel. Tal como el caso de la muestra 2 y 6, asumiendo asi que

dichas muestras se encontraban degradadas, esto pudo haberse dado debido a
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diversas situaciones, tales como los ciclos de descongelamiento por bajas de

energia o tiempo de almacenamiento.

4.5.Secuenciacion del gen 16S rDNA

Cuadro 8. Tratamientos con porcentaje de identidad y su relativo mas cercano.

Tratamiento Origen  Relativo mas % de
cercano ident.

1 Azospirillum brasilense Raiz Pseudomonas sp. 98%

3 Bacillus atrophaeus Raiz Bacillus sp. 97%

4 Bacillus velezensis Raiz Bacillus sp. 89.17%
5 Bacillus sp. Raiz Bacillus sp. 98.65%
8 T1 + Bacillus subtilis Raiz Bacillus subtilis 74.67%
9T1+T3 Raiz Enterobacter sp. 86.03%
10T1+T4 Raiz Bacillus sp. 97.43%
11 T1+T5 Raiz Enterobacter sp 89.31%
12 T1 + Micorroot Raiz Enterobacter sp 99.24%

Para la secuencia obtenida de la muestra del T1, el cual corresponde a
Azospirillum brasiliense, segun datos obtenidos y comparados en el Genbank no
existe coincidencia. Sin embargo, existe una relacion del 98% con Pseudomonas
sp. Las bacterias del género Pseudomonas habitan una amplia variedad de
ambientes y estan consideradas como RPCV, siendo una excelente opcion como
inoculante de plantas, para mejorar el crecimiento vegetal y el manejo de sus

enfermedades gracias a los metabolitos que son capaces de producir, lo cual las
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hace iddéneas para ser utilizadas como biofertilizantes en el ambito agricola

(Sanchez y Guerra 2022).

Las secuencias para las cuales hubo relacién en comparacion con los
datos obtenidos del Genbank, fueron los tratamientos 3, 4, 5, 6 y 10 tratados con
distintas especies de Bacillus pertenecientes al grupo sensu stricto (Ash et al.,
1991). Debido a que es uno de los géneros mas comunes encontrados en
ecosistemas terrestres, cuando se encuentran dos 0 mas especies de ellos en un
mismo microambiente se generan consorcios microbianos, que traen como
resultado mayor competitividad en la rizosfera y por consecuencia mayor
densidad de poblacién (Olanrewaju et al., 2019). A esto podemos atribuir la

prevalencia de este género en los diferentes tratamientos antes mencionados.

Para los tratamientos 9, 11 y 12 no existe coincidencia con los tratamientos
aplicados, estos presentan una relacion con Enterobacter spp. Dicho género es
de vida libre y esté presente en la mayoria de los suelos y aguas (Hernandez et
al., 2011). Sin embargo, esta clasificada como RPCV (Loredo et al., 2004). Se
relaciona con el incremento en la germinacion, biomasa radical, rendimiento,

entre otros (Hernandez et al., 2015).

Por otra parte, para todas aquellas bacterias que no prevalecieron en el
sistema radical de la plata, se ha descrito que la rizosfera es un ambiente
altamente competitivo para los microorganismos por la necesidad de obtener
nutrientes (Raaijmakers et al., 2002), Por lo tanto, aquellos organismos que sean

altamente competitivos para colonizar y obtener nutrientes van a proliferar v,
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posiblemente, ejercer un efecto en pro o en contra de la planta (Haas y Keel,
2003). Desafortunadamente, muchos de los estudios que pretenden emplear
RPCV como bioinoculantes no resultan como se desearia, ya que dichas cepas
no son competentes en la rizosfera o existe cierto antagonismo entre ellas,
llegando a producir resultados no consistentes en campo (Kang et al., 2014). Sin
embargo, pocos trabajos dan seguimiento a experimentos de inoculacion

bacteriana en el analisis de sobrevivencia y competencia por colonizar espacios.
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V. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente investigacion se
puede concluir que la biofertilizacion a partir de RPCV trae consigo beneficios
para los cultivos, en este caso el maiz forrajero, no solo a nivel fenoldgico sino
también en el rendimiento, coadyuva a una mejor absorcion de nutrientes a nivel
suelo-planta, ya que se observo una disminucion en los niveles de los elementos
esenciales (propiedades quimicas) con los que contaba el suelo inicialmente, por
lo que se puede deducir que las RPCV pusieron a disponibilidad de la planta los

nutrientes ya presentes en el suelo.

Se acepta la hipétesis alterna ya que se detecté molecularmente en
algunas de las muestras las bacterias inoculadas, y existio diferencia significativa
entre los tratamientos con RPCV y su efecto en las propiedades fenologicas del
cultivo. Ademas, existieron cambios en las propiedades quimicas del suelo
rizosférico. Aunque para el caso del rendimiento no se encontraron diferencias

estadisticas significativas, numéricamente se obtuvieron buenos resultados

Sin embargo, es necesario implementar metodologias y un constante
seguimiento, que aseguren la 6ptima proliferacion de las RPCV con las que se
pretende tratar o biofertilizar el cultivo. Esto para asegurar que los beneficios
provienen directamente de los mecanismos de accién de las RPCV inoculadas,
ya que debido a la gran cantidad de RPCV nativas presentes en el suelo, existen
grandes posibilidades de que se vean desplazadas por la poca capacidad de

competencia que estas pudieran llegar a tener en condiciones de campo.
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En la Comarca Lagunera existen empresas que ofrecen productos de
biofertilizacion a base de diferentes RPCV a bajos costos, sin embargo, es
necesario seguir generando investigacion para poder introducir de manera
segura la aplicacion de RPCV como alternativa de fertilizacion, esto para
demostrar y convencer a los agricultores de los beneficios que trae consigo la

biofertilizacién con RPCV.
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