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RESUMEN

En el mundo, el maiz (Zea mays L.) es uno de los cultivos mas importantes. Mas aun,
México representa el punto de origen, domesticacién y diversificaciébn. En el presente
estudio se evalud el efecto de tres inoculantes bacterianos (BUAP, UJED, UAAAN), asi
como un testigo sin inocular, sobre el rendimiento de tres razas de maiz criollo (C1, C2, C3)
en grano como fue el peso fresco y seco a los 51 y 145 dias después de siembra (dds); asi
como la caracterizacién molecular y bioinformatica del microbioma rizosférico bacteriano
asociada al maiz (C2) en el Campo Experimental de la UAAAN el Retiro, ubicado en
Francisco |I. Madero, Coahuila de Zaragoza, México. De acuerdo a los resultados no se
obtuvo rendimiento en grano por las altas temperaturas que se presentaron en todo el ciclo
de cultivo; en relacién a la biomasa solo en el peso seco a los 51 dias el Criollo 2 con el
inoculante UJED present6 diferencias significativas. Los resultados metagenémicos
mostraron la mayor abundancia relativa a nivel Phyla, Proteobacteria (33%), Actinobacteria
(27%) y Acidobacteria (9%) y a nivel Género: Sphingomonas (4%), Microvirga (4%) vy
Bacillus (3%). En relacion a la diversidad alfa en el indice de Shannon y Simpson utilizando
la prueba estadistica no paramétrica Kruskal-Wallis (KW valor de significancia p<0.05) y en
la diversidad beta empleando el indice de Bray-Curtis mediante una prueba PERMANOVA

(valor de significancia p<0.05) no se present6 diferencias significativas.

Palabras clave: Metagendmica, diversidad, OTUs, Sphingomonas, Microvirga, Bacillus



ABSTRACT

In the world, maize (Zea mays L.) is one of the most important crops. Moreover, Mexico
represents the point of origin, domestication, and diversification. In the present study, the
effect of three bacterial inoculants (BUAP, UJED, UAAAN), as well as an uninoculated
control, on the yield of three breeds of native maize (C1, C2, C3) in grain was evaluated,
such as fresh and dry weight at 51 and 145 days after sowing (dds); as well as the molecular
and bioinformatic characterization of the bacterial rhizospheric microbiome associated with
maize (C2) at the Experimental Field of the UAAAN el Retiro, located in Francisco |. Madero,
Coahuila de Zaragoza, Mexico. According to the results, no grain yield was obtained due to
the high temperatures that occurred throughout the crop cycle; In relation to biomass, only
in the dry weight at 51 days, Criollo 2 with the UJED inoculant presented significant
differences. The metagenomic results showed the highest relative abundance at the Phyla,
Proteobacteria (33%), Actinobacteria (27%) and Acidobacteria (9%) levels and at the Genus
level: Sphingomonas (4%), Microvirga (4%) and Bacillus (3%). In relation to alpha diversity
in the Shannon and Simpson index using the Kruskal-Wallis non-parametric statistical test
(KW, significance value p<0.05) and in beta diversity using the Bray-Curtis index using a

PERMANOVA test (significance value p<0.05), there were no significant differences.

Keywords: Metagenomics, diversity, OTUs, Sphingomonas, Microvirga, Bacillus
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CAPITULO |
INTRODUCCION
El maiz es uno de los cultivos més producidos para la nutricion humana y animal a
nivel mundial (FAOSTAT,2021). México, representa el punto de origen,

domesticacién y riqueza en la diversidad del maiz (Fernandez -Suarez et al., 2013).

La produccién se divide en: blanco y amarillo. EI maiz blanco se utiliza para
consumo humano, y por otro lado el maiz amarillo se dirige a la industria y a la
produccion pecuaria (SAGARPA, 2017), donde el 75 % de la produccion nacional
es generada por pequefios y medianos productores, alcanzando el 91 % de la
superficie cultivada (SADER, 2020). De acuerdo al SIAP (2024), en 2023, a nivel
nacional se produjeron 22 millones de toneladas maiz grano y 14 millones de maiz
forrajero. Al respecto, en La Comarca Lagunera se obtuvo una produccion de maiz

para grano de 133 toneladas y para forraje de 762,732 toneladas.

El maiz se siembra en diversos lugares de nuestro pais: en regiones calidas,
hamedas, tropicales con diferentes precipitaciones y condiciones climaticas,
incluyendo en distintas altitudes; utilizando diferentes sistemas de manejo vy
desarrollo tecnologico. Gracias a esta diversidad, los agricultores o campesinos, a
través del cosmos y praxis han logrado adaptar y conservar una amplia diversidad
de maices nativos. De acuerdo con (CONABIO, 2022), en nuestro pais se tiene un
registro de 64 razas de maiz donde 59 son consideradas nativas y 5 fueron descritas

en otras regiones.

El aumento de la poblacion mundial nos llevé al desarrollo de nuevas tecnologias,
buscando incrementar la produccion de alimentos y con ello se propuso una
agricultura moderna e intensiva denominada revolucién verde, donde el reto fue
incrementar el rendimiento de granos por unidad de area para satisfacer las
necesidades de alimentos (Li et al., 2017). Por lo tanto, la agricultura moderna se

basa en el monocultivo, una mayor densidad y la globalizacién (Tilman et al., 2011).



Por otro lado, el manejo de maices criollos asociado con otros cultivos, la aplicacion
de labranza minima y el uso nulo de agroquimicos, se logra tener una mayor
diversidad de animales, plantas y microorganismos en el suelo del ecosistema
(Rebollar et al., 2017).

El suelo es uno de los ecosistemas complejos mas estudiados, gracias a la amplia
diversidad de microorganismos estableciendo interacciones benéficas con las
plantas como: la promocion del crecimiento vegetal a través de rizobacterias, el
aumento de tolerancia al estrés biotico o abidtico y en el proceso de los ciclos

biogeoquimicos (Berendsen et al., 2012; Bulgarelli et al., 2013).

En la naturaleza, los microorganismos se encuentran en comunidades mixtas
complejas y para lograr un conocimiento preciso de cada especie microbiana, es
necesario realizar estudios de las cepas aisladas y en cultivos axénicos o puros en
laboratorio para la elaboracion de inoculantes comerciales (Gastélum & Rocha,
2020).

De acuerdo (Cano, 2011; Grageda et al., 2012); los inoculantes se definen como
preparados que llevan dentro células vivas o latentes de cepas microbianas que son
eficientes en la fijacion de nitrégeno, solubilizacion de fésforo y potencializadoras

de diversos nutrientes.

En Meéxico, a través de la Secretaria de Agricultura; mediante el programa
Produccion para el Bienestar (PpB) y su Estrategia de Acompafiamiento Técnico
(EAT), se impulsa la produccion y la aplicacion de bioinsumos que va encaminada
hacia la autosuficiencia alimentaria con transicion agroecolégica (SADER, 2022).
Sin embargo, a pesar del desarrollo biotecnolégico y comercializacion de los

microorganismos su aplicacion aun representa un gran reto (Mitter et al., 2019).



Por otra parte, los estudios de identificaciéon de los microbiomas asociados a los
maices criollos son escasos. Sin embargo, para tener un mayor entendimiento de
esta complejidad hay numerosos estudios metagenomicos actuales que se
fundamenta en la extraccion del DNA de la muestra ambiental y su secuenciacion
con plataformas de secuenciacién masiva o Next Generation Sequencing (Gastélum
& Rocha, 2020).

OBJETIVO GENERAL
Identificar la influencia de la aplicacion de diversos bioinoculantes en la calidad
biologica de suelos agricolas y el rendimiento de los cultivos en agroecosistemas

de maiz criollo en el Noreste de México.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1.- Evaluar la influencia de la aplicacién de bioinoculantes en cultivos de maiz criollo
para grano sobre la estructura y composicidén de las comunidades bacterianas del

suelo.

2.- Determinar el efecto de los bioinoculantes sobre el rendimiento de razas criollas

de maiz para grano.

HIPOTESIS
Ho= La aplicacion de inoculantes influye en el rendimiento de los maices criollos y

en las comunidades bacterianas del suelo.

Ha= La aplicacion de inoculantes no influye en el rendimiento de los maices criollos

y en las comunidades bacterianas del suelo.



CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA

2.1 Agroecologia: un camino para la produccion de alimentos sostenibles

La agroecologia es uno de los temas mas empleados en debates a nivel mundial,

como una alternativa para ayudar a la humanidad en el camino dirigido a la

sostenibilidad (Avila Romero et al., 2019).

De acuerdo a (Wezel et al., 2009) la agroecologia se entiende como la ciencia que

estudia e intenta explicar el funcionamiento de los agroecosistemas, como un

conjunto de practicas para cultivar de manera méas sostenible sin el uso de

productos quimicos peligrosos, como un movimiento que pretende que la agricultura

sea sostenible ecoldgicamente y mas justa socialmente (Figura 1) (Wezel et al.,

2009).

Agroecologia

Disciplina cientifica

e

Parcela/campo

enfoque

v

N\

Ecologia de

agroecosistemas

Ambienta

Ecologia de sistemas

alimentarios

Movimiento Practica
lismo Desarrollo Técnica
rural
\ 4
Agricultura

sostenible

Figura 1. Diversidad de los actuales significados de la agroecologia (Wezel et al., 2009)

La agroecologia se origind en la década de 1930 y hasta la década de 1960 fue la

fase inicial de la misma. En 1970 y 1980, la agroecologia como ciencia se expandio

y en 1990 se institucionalizé y se consolidé. A partir de los 2000, surgieron



definiciones mas amplias como base de nuevas dimensiones de la agroecologia
(Wezel & Soldat, 2009).

En la década de los 70s, surgi6 la agroecologia en México, por las comunidades
campesinas e indigenas (Astier et al., 2017). Efraim Hernandez- Xolocotzi (1913-
1991), es considerado como el padre de la Agroecologia. Durante las proximas
décadas, la agroecologia se dispar6 en todas las primeras planas desde
investigaciones de calidad, reflexiones y discusiones colectivas; fueron notables,
incluyendo cinco grandes congresos: cuatro Encuentros Internacionales sobre
Economia Campesina y Agroecologia organizados por ANEC; y en mayo de 2019
en San Cristobal de las Casas, Chiapas; se celebr6 el primer Congreso Mexicano
de Agroecologia, dando lugar al nacimiento formal de la Sociedad Mexicana de
Agroecologia (Toledo, 2022). Estos dieron lugar al Movimiento Agroecologico
Mexicano (Suarez- Carrera, 2016), incluyendo la Conferencia Internacional
Autosuficiencia Alimentaria y Agroecologia en un mundo multipolar, realizado en
Oaxaca a nivel mundial en 2023 (CONABIO,2023).

Principalmente en México, la agroecologia es un tema politico, reconociendo la
relevancia de los saberes ancestrales (memoria biocultural), el tema de mercados
organicos, ademas de plantear y efectuar alternativas cientificas y técnicas al
modelo agroindustrial (Toledo y Barrera-Bassols, 2016). Un logro ha sido la defensa
del maiz nativo y de las semillas en general en contra de los cultivos transgénicos
(Toledo, 2022).

En el presente sexenio (2018-2024), el gobierno ha adoptado politicas dirigidos
hacia una soberania alimentaria, con una transicion agroecoldgica enfocado los
campesinos. Donde destaca: Produccion para el Bienestar, de la Secretaria de
Agricultura (AGRICULTURA) https://www.gob.mx/agricultura#341 y Sembrando
Vida, de la Secretaria del Bienestar. En el ambito de la educacion, la agroecologia
se integré6 como cursos y carreras en las Universidades Benito Juarez y en las

Universidades Interculturales. Por lo tanto, nuestro pais se dirige hacia una



alternativa agroecologica, si continua en este camino de integracion cientifica,

técnica y movimientos sociales (Toledo, 2022).

2.2 El agroecosistema

El agroecosistema (AES) es una representacion muestral de un corte de la realidad
agricola compleja, definida por el interés interdisciplinario del observador de
segundo orden (El Agroecosistémico). Los agricultores o campesinos, disefian y
dirigen los elementos agroecosistémicos, con el propdsito de: Diagnosticar, Operar
y Evaluar la intervencion en el Recorte de la Realidad Compleja Definida y con base
en ello lograr Optimos Dindmicos: Econémicos, Ecoldgicos y Sociales. Finalmente,
en el agroecosistema se obtiene alimentos, materias primas y beneficios

ambientales que la poblacion demanda (Palacios y Davila, 2023).

Por otro lado, Blanco y Saenz (2015) de acuerdo con Garcia, y col., (1988) que
sefalaron el deterioro ambiental y pobreza en la abundancia productiva, en el caso
de la Comarca Lagunera; y de un cambio curricular de formacion de agronomos
sustentada en Altieri y Francis (1992) la definicion surge de tres esferas: la esfera
fisica (suelo, agua, clima), esfera biologica (plantas, animales y desintegradores) y
finalmente por la esfera socioecondmica humana (visiébn, conocimiento,

transformaciones) (Figura 2).



Figura 2. Logo del Programa Docente de Ingeniero en Agroecologia UAAAN, que integra
al ser humano (esfera superior) en su ecosistema (esferas inferiores abidticas y biotica)
(Blanco y Saenz, 2015).

La compresion de la complejidad de los agroecosistemas debe ser entendido a partir
de la Teoria de Sistemas para concebir que las propiedades de un sistema no
dependen solo de sus componentes, sino de la interrelacion existente entre ellos
(Sarandon, 2014). En nuestro caso, tomaremos como modelo del agroecosistema
al maiz y de manera especifica las razas nativas con doble propdsito para alimento

humano y forraje al consumo animal o para incorporar M.O. al suelo.

2.3 ¢Lahistoria del maiz nos lleva al maiz criollo?

Se considera que el maiz tuvo sus inicios en Mesoamérica como uno de los sitios
de domesticacion de plantas de gran relevancia;, donde se establecieron y
desarrollaron diferentes sociedades a lo largo de la historia. Los primeros
agricultores de esta regiéon provenian de aquellos grupos de cazadores-recolectores
gue estuvieron en el planeta hace 35 mil afios; que recolectaban una gran cantidad
de tubérculos, semillas, frutas y otras partes de plantas, al igual cazaban animales
pequefios y pescaban, utilizando sus instrumentos que elaboraban. Su relacion con
el mundo vegetal no solo se limitaba con la observacion, exploraciony la recoleccion
de especies, sino también la intervencion directa sobre estas, logrando un
conocimiento mas conectado con los procesos ecoldgicos. Con estas practicas y el
gran conocimiento llevé a la domesticacion de las primeras plantas. Se han

encontrado restos mas antiguos de domesticacion de plantas en Mesoameérica,



aproximadamente 8 000 a.C., principalmente en sitios secos como Tehuacan, el
valle de Oaxaca y la Sierra de Tamaulipas. Después de dos mil afios el maiz hace
su aparicion en los sitios descritos (Carrillo Trueba, 2009), en donde los habitantes
de Mesoamérica lo domesticaron a partir de los “teocintles”, que parte de
Centroamérica y principalmente México crecen de manera natural (CONABIO,
2022). Sin embargo, aun no es posible precisar donde y cuando se domestico y
transformé con el tiempo el teosintle (Zea mexicana), por medio de la seleccion y
cruzamiento, en el maiz que hoy conocemos (Zea mays) (Vargas, 2014).

Una de las caracteristicas importantes del maiz es su variabilidad, ya que las flores
de una planta pueden polinizar las de otras, asi como que cada inflorescencia da
origen a una mazorca. Esto proporciona al maiz una diversidad genética, logrando
una rigueza de caracteres en ciertas condiciones como la preservacion de
caracteres seleccionados, en donde se busca la mezcla con otras variedades y, por
otro lado, nuevas variedades con caracteristicas interesantes. De acuerdo a este
equilibrio dindmico es la base de que los primeros maices comenzaran a difundirse,
y en cada region se originaron nuevas variedades o razas. De acuerdo a varios
investigadores, es en ese punto que se generd una primera camada de razas o
variedades, que se adaptaban bajo ciertas condiciones (Carrillo Trueba, 2009).Se
tiene un registro de 64 razas de maiz, donde 59 son consideradas nativas
(CONABIO, 2022) (Figura 3).

ONABIO z 5 T eO z > A o
@ e El maiz es patrimonio biolégico, agricola, cultural y econémico de México Biodivegsidad

Figura 3. Diversidad de razas de maiz en México (CONABIO, 2022)



2.4 Generalidades de los maices criollos en México

El maiz se siembra en diversos lugares de nuestro pais: en regiones calidas,
hamedas, tropicales con diferentes precipitaciones y condiciones climaticas,
incluyendo en distintas altitudes; utilizando diferentes sistemas de manejo y
desarrollo tecnolégico. Gracias a esta diversidad, los agricultores o campesinos, a
través del cosmos y praxis han logrado adaptar y conservar una amplia diversidad
de maices nativos (CONABIO, 2022) (Figura 4).
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Figura 4. Distribucién de maices nativos en México. (CONABIO, 2015)

De acuerdo a Guadarrama et al., (2014), el 65% de la superficie cultivada en México
se utilizan semillas criollas adaptadas a las condiciones climaticas y tecnoldgicas de

los productores.
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2.5 Caracteristicas del maiz

El maiz (Zea mays L.), es un pasto de la familia botanica Poaceae o Gramineae.
Gracias a su polinizacion libre y por el flujo de semillas representa un sistema
dinamico y continuo realizado por los agricultores (CONABIO, 2020).

Podemos encontrar razas de maiz criollas cuya altura no pasa mas de un metro y
otras que llegan a medir hasta cinco, la mayoria de las mazorcas en promedio varia
entre 15 y 20 cm. Su forma pude ser conica, cilindrica, casi redonda, elipsoide,
alargada, corta, delgada, entre otras, con un olote largo o ancho. Los granos pueden
ser agudos, redondos, puntiagudos, anchos, cuadrados, angostos, largos,
pequefios a grandes, dentados, etc. Hay una diversidad de nombres de las razas
del maiz a nivel regional: palomero, chapalote, cénico, reventador, jala, olaotillo,
tuxpefio, celaya, entre otros muchos, en diferentes lenguas indigenas (Carrillo
Trueba, 2009).

2.6 Manejo del maiz en México

Existen dos modelos tecnoldgicos diferentes para el manejo del maiz y el uso de los
recursos en nuestro pais: el convencional o comercial y el campesino o

agroecologico (Damian-Huato, 2010).

El sistema campesino inicia preparando el terreno mediante camellones,
chinampas, terrazas, con riego, etc., que con el paso del tiempo han sido diversas.
Sin embargo, el mas utilizado y practicado es el roza- tumba- quema. Al inicio de
las lluvias se realiza la siembra haciendo un pequefio hoyo con una herramienta
plantadora (coa, barreta, etc.,), y se colocan varios granos, considerando cierta
distancia entre cada agujero con el propdsito de intercalar otros cultivos, como
puede ser calabaza, frijol, chile, entre otros (Carrillo Trueba, 2009). Este sistema
agricola tradicional, es conocido como milpa que constituye un espacio dinamico de
recursos genéticos. La composicion de maiz-frijol-calabaza es mejor conocido como
“La triada mesoamericana” (SADER,2020).
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Posteriormente se hacen diferentes cuidados de la milpa, quitando las arvenses que
frenan su crecimiento y el control de los animales que lo afectan. La cosecha se
realiza manualmente y la seleccion de granos para la proxima siembra, se
consideran ciertas caracteristicas como la mejor mazorca, el grano macizo, las
hileras parejitas, el llenado de la base, entre otras, estas difieren de un lugar a otro.
Cada agricultor mantiene razas que le permiten enfrentar condiciones adversas,
diferentes ciclos de maduracién, para fines culinarios especificos, entre otras
(Carrillo Trueba, 2009).

El CIMMYT es la organizacion especializada en el desarrollo de variedades
mejoradas de maiz que mediante el Taller de Escenarios 2030 realizado por un
panel de expertos, como resultado se obtuvo 4 motores con sus acciones para
lograr un mejor futuro del maiz a 2030 (Figura 5). Ademas, se propuso la planeacion
estratégica MpMex conformado por dos visiones: el primero denominado
Autosuficiencia y el segundo denominado Milpa, Biodiversidad y Bienestar, con el
objetivo de salvaguardar la biodiversidad y la herencia cultural del maiz mexicano
(CIMMYT, 2019).

ADOPCION DE SEMILLA MEJORADA
1A Documentar las necasidades del mercado de semilla e informar sobre la oferta actual.

Motor 1 1B. Implementar esquemas de financiamiento e incentivos que brinden soporte y
dinamismo a la adopcion de semilla mejorada.

1C. Desarrallar recursos para la investigacion en mejoramiento genético del maiz

SISTEMAS PRODUCTIVOS CLIMATICAMENTE INTELIGENTES
24, Integrar un sistema de informacidn agroclimatica para una mejor toma de decisiones
y uso de tecnologias.

Motor 2

2B. Promover la adopcion de tecnologias clave.

2C. Implementar esquemas de financiamiento e incentivos para incrementar |23 inversion
en tecnologias y sistemas climaticamente inteligentes.

REDES DE ACOMPANAMIENTO A LA INNOVACION
3. Constituir un consejo consultivo para definir y guiar la agenda nacional en materia de
acompafamiento tcnico en redes de innovacian.
3B. Establecer los mecanismos necesarios para la implementacian y evaluacian de un

sistema de redes de acompafamiento tEcnico.

3C. Incorporar mecanismas de financiamiento institucional pablico y privado.

VINCULACION DE PRODUCTORES AL MERCADO
& Crear un Observatorio de Maiz para facilitar el acceso a informacidn de mercado y
visualizar las necesidades de acopio y almacenamiento.
Motor & 4B. Ampliar los programas de acompafiamiento a la comercializacian.
4C. Aumentar |a cobertura del crédito rural para pequefos productores y establecer un
mercado fisico de granos.

Figura 5. Motores para pasar de la vision a la accion (CIMMYT, 2019).
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Por otra parte, SADER (2023) en el estado de Chiapas, a través del Programa de
Fertilizantes para el Bienestar con la vinculacion del INIFAP, para la sustitucién o
reduccion de fertilizantes de sintesis quimico se aplicaron alternativas como
bioinsumos y practicas agroecologicas. De acuerdo con sus resultados se logré
reducir hasta el 50% de la fertilizacion quimica, sin disminuir los rendimientos del
maiz. Por lo tanto, el pais tiene el gran reto de incrementar la productividad y
rentabilidad del maiz de forma sustentable (CIMMYT, 2019).

2.7 El hombre y el maiz

El cultivo y aprovechamiento del maiz, marco un gran desarrollo de los grupos
mesoamericanos, formando parte de sus crénicas, cantares, leyendas, deidades,
como la materia prima Esta gran parte de nuestra cosmovision ha perdurado a
través del tiempo hasta nuestros dias. En nuestro pais, existe una diversidad en
formas, adaptaciones, usos y manifestaciones culturales en torno al maiz. Se han
identificado alrededor de 600 formas de preparar el maiz en la alimentacion (Figura
6). Puede ser consumido en diferentes estados de maduracion en elote o en grano,
se aprovecha ademas las hojas (totomoxtle), tambien nixtamalizado y en masa
hechas en tortillas, tacos, tlayudas, entre otros derivados. Incluso el maiz entero en
menudos y pozoles, por si fuera poco, en bebidas como en téjate como una gran
variedad de atoles y bebidas fermentadas (CONABIO, 2020).

? P e e N ; »
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Figura 6. Diversidad de alimentos preparados a base del maiz en México
(CONABIO,2020).
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2.8 Laimportancia del suelo

El suelo es un elemento clave del agroecosistema gracias a los diversos servicios
ecosistémicos que brinda para satisfacer nuestras necesidades, como de
aprovisionamiento, servicios de regulacion y los servicios culturales (Dominati et al.,
2014). Por lo tanto, su conservacion y el aumento de la fertilidad es extremadamente
importante. La actividad biologica, que ahi ocurre, puede verse afectada por
intervenciones antrépicas (HousSkova et al., 2021). Uno de los principales factores
antropogénicos que aceleran la degradacion del suelo son las practicas de
agricultura intensiva y extensiva, donde se busca el rendimiento Optimo de los
cultivos a través del uso indiscriminado de agroquimicos y practicas de monocultivo,
labranza, entre otros, conduciendo ademas al incremento en la emision de gases
de efecto invernadero y la pérdida de biodiversidad del suelo. Por lo anterior, existe
un interés creciente en el desarrollo e implementacion practicas de manejo

sustentables.

El manejo agroecoldgico propone técnicas donde se maximizan las interacciones
agroecologicas que dan solucion a estos problemas como los policultivos (maiz-
frijol-calabaza), la rotacion de cultivos, mejorando las propiedades del suelo desde
el punto de vista microbioldgico y, por otra parte, rompe el ciclo biolégico de los
enemigos naturales, la aportaciébn de nutrientes y aumenta la sanidad del suelo
(Damian-Huato, 2010). También con las practicas de labranza de conservacion de
suelo se puede reducir la erosion edéfica y la pérdida de carbono en el suelo (Altieri
y Nicholls, 2000). Asimismo, el uso de estiércol es un indicador clave de la calidad
de suelo, asi como el desarrollo de microorganismos benéficos para la planta
(Robert, 2002). Cabe mencionar de los actores clave en los beneficios o perjuicios
derivados del manejo agrondmico son los microorganismos del suelo, por lo que la
alteracion del suelo por las practicas agricolas puede generar también en los
procesos microbianos que pueden derivar en consecuencias a gran escala como la
erosion o recuperacion del suelo y la emision o secuestro de gases de efecto
invernadero. Lo anterior esta ligado al papel de los microorganismos del suelo en

los agroecosistemas, ya que determinan la fertilidad del suelo, la productividad del
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cultivo y la tolerancia al estrés. Mas aun, el microbioma del suelo esta ligado a su
estructura, influenciando caracteristicas como la agregacion y la porosidad del
suelo, lo que a su vez determina el flujo de agua, oxigeno y nutrientes en el sistema.
Asi, las practicas agroecoldgicas pretenden integrar practicas de manejo que
favorezcan la estructura del suelo e incrementen la biodiversidad microbiana para
incrementar la fertilidad (Hartmann & Six, 2023).

En la naturaleza los microorganismos se encuentran en comunidades complejas,
por lo que los métodos microbiologicos tradicionales no permiten el estudio de la
totalidad de la poblacion, ya que la mayoria de los microorganismos no son
cultivables. De esta forma, la metagendmica permite el estudio de los genomas
completos sin requerir de cultivos microbianos, lo que lo vuelve una herramienta
para explorar los microbiomas clave con potencial para mejorar las practicas
agroecologicas (Nwachukwu & Babalola, 2022). No obstante, el estudio
microbiolégico clasico permite aislar cepas en laboratorio, dando lugar a la

produccion de inoculantes comerciales (Gastélum & Rocha, 2020).

2.9 El uso de inoculantes microbianos

Una alternativa sostenible para disminuir los impactos negativos de los fertilizantes
inorganicos y aumentar la calidad de los alimentos es mediante la aplicacion de
bioinoculantes a base de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (RPCV),
es (Kloepper y Schroth, 1978), ya que ayudan a la conservacion de la fertilidad y
biodiversidad del suelo, son econémicos y no contaminan el medio ambiente
(Chiquito-Contreras et al., 2017). Los bioinoculantes son productos derivados de
organismos Vvivos, que pueden aportar una mayor disponibilidad de nutriente,
incluyendo la resistencia de enemigos naturales en los cultivos (Grupo ETC et al.,
2022). Los tipos de beneficios que se obtienen con el uso de microorganismos en
la agricultura incluyen: fitoestimulantes, biofertilizantes, mejoradores de suelo,
agentes de control biologico, biorremediadores y mejoradores ecofisiologicos
(Bowen y Rovira, 1999).
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2.10 El Microbioma del suelo

Marchesi y Ravel (2015), definieron al microbioma del suelo como el habitat,
incluyendo los microorganismos (bacterias, arqueas, eucariotas inferiores y
superiores y virus), sus genomas (genes) y las condiciones ambientales
circundantes.

En el suelo hay una gran cantidad de seres vivos, principalmente microorganismos.
De acuerdo a Ali et al.,, (2019), la diversidad y variedad genética de nichos
ecoldgicos de las poblaciones microbianas tienen un alto impacto en las funciones
del suelo como en el crecimiento y desarrollo vegetal. En la rizosfera suceden las
interacciones entre las raices de las plantas y los microorganismos edéficos,
formando un ambiente dindmico (Lopes et al., 2016).

De acuerdo a las especies de plantas, la estructura y la multiplicidad de la
comunidad bacteriana en la rizosfera varian significativamente (Lopez et al., 2019).
El maiz mediante el exudado de sus raices atrae una gran diversidad de
microorganismos (Ayiti et al., 2022), por el contenido de azucares, acidos organicos,
aromaticos y enzimas (Peiffer et al., 2013). Por lo tanto, es importante identificar y
conocer el funcionamiento de estos microorganismos, sobre todo en las bacterias

gue intervienen en el rendimiento de los maices criollos, al ser inoculados.

2.11 Caracterizacion e identificacion microbiana

La mayoria de los microorganismos en sistemas complejos como los suelos, no son
cultivables, en general requieren condiciones especificas y la aparicion de
interacciones bioldgicas particulares para desencadenar la multiplicacion celular
(Silva-Oyala et al., 2022). Esto se debe a que la complejidad de las comunidades
microbianas del suelo aumenta segun su riqueza y abundancia de las especies,
logrando que el sistema suelo sea el entorno mas desafiante par el estudio de la

ecologia microbiana (Amann et al., 1995).

Los métodos convencionales de la identificacion de microorganismos se basan en
las caracteristicas fenotipicas, ya que su realizacion y coste son mas asequibles

(Bou etal., 2011), los cuales abarcan principalmente tres procedimientos:
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observacion directa de la muestra, cultivo de la muestra e identificacion del

organismo aislado (Margareta-Muhlhauser & Lina- Rivas, 2014).

De esta manera, el estudio de cultivo independiente en la deteccién y andlisis de
(ADN o ARN), en muestras ambientales, es fundamental en el estudio de la
diversidad microbiana del suelo teniendo resultados mas precisos (Andreote et al.,
2009; Nesme et al.,, 2016) Uno de los métodos méas conocido y utilizado es la

metagendmica.

2.12 Metagendmica

La metagendmica es una poderosa alternativa para describir la diversidad
microbiana de los suelos, proporcionando informacion taxondmica y funcional sobre
la comunidad en un solo analisis que no son recuperados por método de cultivo
(Silva-Oyala et al., 2022).

El término “metagenoma” fue acunado por Handelsman et al. (1998) para
representar el genoma completo de los microorganismos que se encuentran en una
comunidad. Hoy en dia, mediante las tecnologias de secuenciacién de alto
rendimiento, es posible obtener una amplia informacion genética de muestras de
suelo (Figura 7). Esta tecnologia permite entonces describir, de manera
representativa, los genes funcionales y taxonOmicos, en un uanico analisis,
permitiendo una mejor deduccion de la relacién entre la estructura y la funcion de

los organismos del suelo (Hug et al., 2016; Castafieda y Barbosa, 2017).
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Figura 7. Etapas generales para un estudio metagendémico que consiste de la seleccién de
la muestra de interés, extraccion de DNA, preparacion de librerias, secuenciacion y analisis
bioinformaticos para realizar analisis taxonémicos y funcionales del microbioma presente
en la muestra objeto de estudio (Silva-Oyala et al., 2022).

Esta tecnologia ha sido utilizada ampliamente para estudiar el microbioma de los
suelos, donde los estudios se enfocan en aclarar el microbiota y sus caracteristicas,
basado en la secuenciacion de DNA obtenido directamente del suelo (Fierer et al.,
2013).
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

3.1 Area de estudio

Las parcelas experimentales estan ubicadas en El rancho UAAAN de la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro, en el municipio de Francisco |I. Madero en
Coahuila. Con coordenadas 25°49'53.45” Ny 103°7°4.03” O (Figura 8). Lugar donde

se realiza diversos trabajos experimentales.

Parcela Experimental

Tres tablas de 10 x 130m

Figura 8. Plano del Rancho UAAAN de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro,

Unidad Regional Laguna. Imagen Recuperada del Google Earth Agosto 2022.

Las parcelas experimentales fueron de tres surcos de 0.75 m de ancho por 15 m de
largo, con distancia entre plantas de 0.15 m. La parcela util fue del surco central,
eliminando un metro en cada extremo de las unidades emparéntales. Se utilizé un
disefio experimental factorial A x B con tres repeticiones, donde el factor A
representa a los tres maices criollos, y el factor B, los tres inoculantes y un testigo;
teniendo un total de 48 unidades experimentales. La semilla se dejé remojando por
espacio de 1 h con el inoculante y se sembré manualmente el 13 de abril de 2022.
Se realiz6 la toma de muestras de rizsfera y planta. Para el andlisis de rendimiento
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se determin6 su peso fresco y seco en t ha' a los 51 dias después de siembra,
mientras que, para el peso seco las muestras se dejaron dos semanas a
temperatura ambiente. Los datos fueron procesados en el Programa Estadistico
Minitab Versién 18.

3.2 Parametros de rendimiento

Se realiz6 una aproximacion de plantas por ha, en base a los datos de siembra para
poder determinar el rendimiento de forraje en fresco y seco a los 51 y 145 dias con
los siguientes calculos:

Longitud:100m

Distancia surcos: 0.75 m

Distancia entre planta:0.15 m

Formula 1

100 m = 133 surcos

0.75m

Formula 2

100 m = 666 plantas/surco

0.15m

Formula 3

(133) X (666) = 88,900 plantas ha

3.3 Muestreo de microbiota de larizosfera

La siembra se realizd el 13 de abril de 2022; después de los 51 dias se tomaron
muestras de la rizosfera de maiz criollo. Se extrajo la planta de maiz y se obtuvieron
100 mg de suelo asociado a las raices. Cada muestra fue colocada en un tubo
bashing bead Zymo ResearchTM con 750 puL de buffer lisante/estabilizador
XpeditionTM; estos tubos se procesaron en un disruptor celular TerraLyzer™
durante 45 segundos, para la lisis celular y la conservacion del DNA (Vasquez-
Arroyo et al., 2023).
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3.4 Extraccion de DNA y anélisis bioinformatico

La extraccion de DNA se realiz6 en el Laboratorio de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la UJED, Gomez Palacio, Durango, utilizando un kit DNA MiniPrep de
Zymo Research™. La parte del andlisis bioinformatico se realiz6 de acuerdo a la
metodologia seguida por (Vasquez-Arroyo et al., 2023).

CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Rendimiento de biomasa en peso fresco a los 51 dds

De acuerdo a los resultados obtenidos, no se presentaron diferencias significativas
de la biomasa a los 51 dds; sin embargo, el C1 presentd los mejores promedios con

la inoculacion, pero no con el testigo (Figura 9).

BUAP TESTIGO UAAAN UJED
INOCULANTES
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H Criollol ™ Criollo2 mCriollo3

Figura 9. Rendimiento en peso fresco (Mg ha') de las razas de maiz criollo C1, C2y C3

con la aplicacién de los tres inoculantes y el testigo a los 51 dds.
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4.2 Rendimiento de biomasa en peso seco alos 51 dds.

En el rendimiento de biomasa en peso seco a los 51 dds si presentd diferencia
estadistica entre los tratamientos (p=0.005), asi como la interaccidén inoculante x
Raza (p=0.019), siendo la variedad de maiz criollo 2 con la aplicacion del inoculante
UJED el que alcanzé un mayor rendimiento con 3.6 Mg ha! (Figura 10 y 11). De
acuerdo a los resultados de la Figura 10, los rendimientos obtenidos en esta
investigacion fueron superiores que los reportados por Valencia (2022), donde se
utilizaron tres cultivares de maiz, haciendo la estimacion de peso seco a los 54 dds
alrededor de 2-2.5 Mg ha!, pero con una densidad de 120000 plantas ha™'.

*
Ill ||| ||| III

BUAP TESTIGO UAAAN UJED
INOCULANTES
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N w
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H Criollo1l ®Criollo2 mCriollo3

Figura 10. Rendimiento en peso seco (Mg ha?) del C1, C2 y C3 con la aplicacién de los

tres inoculantes y el testigo a los 51 dds.
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Cuadro 1. ANOVA de la biomasa en peso seco de razas de maiz criollo inoculadas a los

51 dds.
FUENTE gl Suma de Cuadrado F P

Cuadrados medio

Raza 2 1.615 0.808 0.693 0.507

inoculantes 3 17.415 5.805 4.979 0.005

Raza * Inoculante 6 20.561 3.427 2.939 0.019

Error 36 41.975 1.166

Total 48 593.780

Medias marginales estimadas de PS

5.009

5.007

hay
f=]
=1

1

Medias marginales estimadas
o
o
(=)
1

21007

1.007
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Figura 11. Medias marginales para la interaccion de inoculantes con las razas de maiz.

4.3 Rendimiento de grano (cosecha)

En cuanto al rendimiento en grano, no se obtuvieron resultados favorables en la

cosecha, posiblemente por la siembra tardia o por las altas temperaturas que se

alcanzaron durante las diferentes fenoldgicas del cultivo, como lo mencioné
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Cervantes (2023), quien reporto que la radiacion solar y las altas temperaturas son

factores que afectan al crecimiento y al rendimiento del maiz.

4.4 Rendimiento de peso seco y fresco (145 dias después de la siembra)

El célculo de la relacién entre el peso fresco del rastrojo del maiz y el peso seco
(Figura 12 y 13) se obtuvo mediante el estudio de Banziger et al. (1997), donde
sefialan que en el cultivo de maiz a medida que atraviesa en sus diferentes etapas
fenoldgicas, la proporcion de materia seca cambia. De acuerdo a esto se considera
la etapa de crecimiento relativo (R).
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H Criollo1l ™ Criollo2 mCriollo 3

Figura 12. Rendimiento de peso fresco en Mg ha* de los tres maices criollos inoculados a
los 145 dias después de la siembra.

El corte del rastrojo del maiz se realiza en la etapa R=2,2 cuando el contenido de
humedad en el grano es alrededor del 20% y el contenido de materia seca en la
planta entera (MS%) es del 65 a 70% (Daynard y Hunter, 1975; Fairley, 1980). Por
lo tanto, para convertir el peso fresco (PF) a peso seco de rastrojo (PS; kg) se
empled la siguiente ecuacion

PS = PF X MS5%
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Figura 13. Rendimiento de peso seco en Mg ha* de los tres maices criollos inoculados a los
145 dias

De acuerdo con los resultados (Figura 13), no se presentaron diferencias
estadisticas entre tratamientos. No obstante, el inoculante UJED y UAAAN, en las
tres variedades de maiz, mientras que el bioinoculante BUAP solo fue superior en

las variedades del Criollo 1y 3.

El peso fresco obtenido, se encuentra dentro de la media del rendimiento producido
en nuestro pais 26 Mg ha. El resultado obtenido por Valencia (2022) en peso seco
alos 124 dds de aproximadamente 18 Mg ha! (cultivar AN-447), 20 Mg ha* (cultivar
AN-456) y 25 Mg ha! (cultivar HS-2). EI mismo autor menciona que la densidad
optima fue de 98,000 plantas ha, pero esto esta determinado por el genotipo,
fertilidad y el manejo agronémico del cultivo. Ademas, las variedades de maiz de
mayor rendimiento son las regionales de porte alto. Por lo tanto, una buena
produccion de maiz forrajero puede alcanzar entre 60 y 80 Mg ha (Cervantes,
2023).

A partir de los resultados de rendimientos en peso seco, se comprobd que la
variedad del Criollo 2 con la aplicacion del inoculante UJED a los 51 dias fue el unico
tratamiento que present6 diferencia estadistica. En los demas tratamientos no hay

diferencia, pero si se presenta una interaccion (Figura 14).
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Figura 14. Medias marginales estimadas del peso seco a los 51 dias donde en el criollo 2
con el inoculante de la UJED presenté diferencias significativas en contraste de los demas
tratamientos.

4.6 Analisis del microbioma rizosférico bacteriano de C2 con inoculacion

En el cuadro 2 se presentan las secuencias totales antes del ensamblaje, las
secuencias ensambladas, las secuencias descartadas, las secuencias quiméricas
eliminadas, las secuencias de calidad después de la eliminacién de quimeras, las
secuencias después de la eliminacion de los singlentons y las Unidades
Taxondmicas Operacionales (OTUS) del gen 16s ARNr de rizobacterias resultantes
de la variedad Criollo 2 luego de la aplicacion de cada uno de los tres inoculantes y

el control sin inocular.
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Cuadro 2. Secuencias del gen 16s ARNr de rizobacterias obtenidas de la variedad de maiz
Criollo 2 luego de la aplicacion de cada uno de los tres bioinoculantes (UJED = inoculante
UJED, UAAAN = cepas nativas, BUAP = inoculante de Puebla, con tres repeticiones)
visualizadas por muestra y por inoculante

Muestra ST SE SD QE SC SSS OTUs
UJED 1 57,589 54,771 2,818 10,647 44,107 32,301 9,894
UJED 2 45,158 43,048 2,110 7,530 35,496 26,072 8,329
UJED 3 50,163 47,386 2,777 5,515 41,855 31,983 9,187

Media 50,970 48,402 2,568 7,897 40,486 30,119 9.137
UAAAN 1 34,365 32,574 1,791 7,351 25,213 18,586 6,847
UAAAN 2 37,029 35,250 1,779 7,426 27,809 20,540 7,267
UAAAN 3 68,814 65,615 3,199 12,024 53,556 41,000 10,874

Media 46,736 44,480 2,256 8,934 35,526 26,709 8,329
BUAP 1 29,014 27,853 1,161 5,869 21,969 16,913 6,131
BUAP 2 47,395 44,791 2,604 9,948 34,828 25,570 8,218
BUAP 3 65,825 62,220 3,605 8,846 53,350 39,036 10,836

Media 47,411 44,955 2,457 8,221 36,716 27,173 8,395
Control 1 53,780 51,564 2,216 8,255 43,289 33,295 9,206
Control 2 43,838 41,572 2,266 7,606 33,955 24,528 8,460
Control 3 49,781 47,353 2,428 7,731 39,602 29,238 9,453

Media 49133 46,830 2,303 7,864 38,949 29,020 9,040

ST = Secuencias totales antes del ensamblaje, SE = Secuencias ensambladas, SD = secuencias
descartadas, QE = Secuencias quiméricas eliminadas, SC = Secuencias de calidad después de la
eliminacién de quimeras, SSS = Secuencias después de la eliminacion de los singletons, OTUs=
Unidades Taxon6micas Operacionales.

La mayor cantidad de OTUS bacterianos se encontrd en el inoculante de la UJED,
demostrando una mayor diversidad bacteriana entre los tres inoculantes. En la
rarefaccion se presentd una buena curvatura referente al nimero de OTUs
bacterianos de las muestras, el corte de hizo en las 16,000 secuencias donde
alcanzo la asintota (Figura 15).
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Figura 15. Curva de rarefaccion de las 12 muestras.

Se encontraron 35 phylum, los mas abundantes fueron Proteobacteria (X = 33%),
Actinobacteria  (X=27%), Acidobacteria (X=9%), Choloflexi (X=7%),
Gemmatimonadetes (X =6%), Firmicutes (X=6%), Planctomycetes (X=4%)
(Figura 16). Otros autores también han reportado a Proteobacteria, Acidobacteria y
Actinobacteria como los phyla mas abundantes en la rizésfera de maiz (Zhou et al.,
2020; Arteaga-Garibay, 2016), ya que las bacterias pertenecientes a estos phyla
son metabdélicamente diversos, caracteristica que les permite estar presentes en las

diferentes etapas fenoldgicas del maiz.
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Figura 16. Abundancia relativa (%) individual y promedio de los principales pylum
encontrados en la rizésfera de maiz Criollo 2 con aplicacion de bioinoculantes.
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Por otro lado, se registraron 101 clases donde las mas abundantes fueron
Alphaproteobacteria (X =24%), Actinobacteria ¢ (X=21%), Bacilli (X=5%),
Vicinamibacter_c (X=5%), Gemmatimonadetes c (X =4%), Deltaproteobacteria
(X=4% ), Gammaproteobacteria (Xx=3% ) (Figura 17). Las Alphaproteobacteria
intervienen en el ciclo del nitrégeno y estan presente en suelos con mayor cantidad
de metales pesados (Ortiz-Lopez & Deval, 2022), la clase Bacilli esta involucrada
en el control bioldgico de organismos patdégenos (Enriquez-Veldzquez et al., 2017)
y Gemmatimonadetes se adaptan en suelos aridos donde no son afectados por la
humedad (DeBruyn et al., 2011).
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Figura 17. Abundancia relativa (%) individual y promedio de las principales clases en la
rizosfera de maiz Criollo 2 con aplicacion de bioinoculantes.

En el siguiente nivel se encontraron 198 6rdenes, de los cuales Rhizobiales (X =9%),
Rhodospirillales  (X=8% ), Bacillales  (X=5%), Frankiales  (X=5%),
Vicinamibacter_o (X=5% ), Sphingomonadales (X=5% ), Gemmatimonadales
(X =4% ) fueron las méas abundantes (Figura 18). De acuerdo con Castafieda Neuta
etal. (2019), los Rhizobiales, pertenecientes a las Proteobacterias, son
microorganismos importantes en el ciclo biogeoquimico del nitrégeno por su

capacidad de fijacion. Por su parte, los Rhodospirillales crecen
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guimioheterotréficamente en la obscuridad o heterotréficamente en condiciones
anaerobicas o microaerobicas (Santiago, 2018), mientras que los Bacillales tiene
un efecto antagonico contra hongos fitopatdogenos del suelo (Morales-Barron et al.,
2017) y el orden Frankiales participa en la degradacién de compuestos orgénicos
complejos como celulosa, lignina y plasticos, esto le da ventaja para sobrevivir en

ambientes oligotroficos como los desiertos (Camargo Montoya, 2022).
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Figura 18. Abundancia relativa (%) individual y promedio de los principales 6rdenes
encontrados en la rizésfera de maiz Criollo 2 con aplicacion de bioinoculantes.

De las 464 familias encontradas destacé Rhodospirilaceae (X=5%,
Vicinamibacter_f (X=5% ), Sphingomonadaceae (X=4% ), Geodermatophilaceae
(X=4% ), Bacillaceae (X =4% ), Methylobacteriaceae (X =4%), Micromonosporaceae
(x=3% ) (Figura 19). La familia Rhodospirillacea son organismos procariontes
capaces de crecer fotoautotréficamente. Las bacterias de esta familia no utilizan el
azufre y no participan en el ciclo, ademas, son organismos que asimilan el nitrégeno
atmosférico y pueden vivir con un minimo de oxigeno (Aparicio, 2009).
Sphingomonadaceae, por otro lado, se encuentran en ambientes contaminados y

tienen la capacidad de metabolizar diferentes compuestos contaminantes, por lo
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que pueden ser Utiles como herramienta de biorremediacién (Caballero, 2022).
Asimismo, las bacterias de la familia Geodermatophilaceae crecen en ambientes
aerdbicos, habitan en suelos secos y superficies de rocas (Peralta Chavez, 2016),

caracteristicas que se encuentran en la Comarca Lagunera (zona de estudio).
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Figura 19. Abundancia relativa (%) individual y promedio de las principales familias
encontrados en la rizésfera de maiz Criollo 2 con aplicacion de bioinoculantes.

Finalmente se presentaron 1351 géneros, donde predominaron Sphingomonas
(X=4%), Microvirga (X=4%), Bacillus (X=3%), Geodermatophilus (X=2%),
Tepidisphaera (X =2%), Blastococcus (X =2%), PAC000624 g (X =2%) (Figura 20).
En la Figura 21 se realiz6 un mapa de calor representando los géneros con una

abundancia relativa mayor al 0.01 %.
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Figura 20. Abundancia relativa (%) individual y promedio de los principales géneros
encontrados en la rizésfera de maiz Criollo 2 con aplicaciéon de bioinoculantes.

Las Sphingomonas son degradadores de compuestos aromaticos que se
encuentran en suelos contaminados; ademas, son importantes biocatalizadores
para la remediacion del suelo debido a su distribucion y diversidad de sus
capacidades metabdlicas (Maduefio et al., 2009). Microvirga, por otro lado, son
bacterias cosmopolitas que pueden encontrarse en muestras de aire, aguas
termales y suelos contaminados, pueden oxidar elementos como el arsenito o la
produccién de pigmentos y enzimas como amilasas (Jiménez Gémez, 2020). Los
miembros del género Bacillus son consideradas como bacterias promotoras del
crecimiento vegetal, ya que son capaces de producir diversas fitohormonas,
participa en la fijacion biologica del nitrégeno (N2), producen sideroforos y
solubilizan minerales como (P y K), entre otros mecanismos (Sanchez et al, 2021).
Por su parte, Geodermatophilus y Blastococcus pertenecen a la familia
Geodermatophilaceae vy, junto con Tepidisphaera, son bacterias que crecen en
temperaturas altas y en suelos secos (Kovaleva et al., 2019), como en el area de

este estudio.
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Figura 21. Heatmap de la rizosfera del maiz criollo con la aplicacion de los bioinoculantes;
se muestras los 17 géneros bacterianos mas abundantes.

Adicionalmente se realiz6 el analisis de similitud porcentual (SIMPER) para
determinar la contribucién de los taxa en relaciéon a la abundancia relativa y las
diferencias observadas mediante el indice de Bray-Curtis (Cuadro 3) presentando
las rizobacterias que obtuvieron un promedio de disimilitud >0.10 y que obtuvieron
un valor p < 0.05. Se observa que solo tres niveles taxondmicos resultaron
significativos a nivel de Orden Microccocales (P<0.0008), Familia
Bradyrhizobiaceae (P<0.028) y Genero Rubellimicrobium (P<0.034).
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Cuadro 3. Analisis de similitud porcentual (SIMPER) considerando el promedio de
disimilitud (AVD) de bacterias de la rizosfera de maiz criollo con aplicacion de bioinoculantes
en phylum, clase, orden, familia y género.

Taxon Disimilitud  Contrib.  Acumulado Media s Media Media Media H P
% SSSS
prom % SS SSs

Phylum  Firmicutes 1.341 19.24 19.24 0.0594  0.0578 0.0355 0.0808 5.821 0.120
Actinobacteria 1.335 19.15 38.39 0.274 0.282 0.251 0.261 3.205 0.361
Proteobacteria 1.196 17.15 55.54 0.32 0.335 0.354 0.325 1.667 0.644
Acidobacteria 0.77 11.04 66.59 0.0903  0.0955 0.103 0.0898 2.179 0.536
Bacteroidetes 0.5564 7.981 74.57 0.0408  0.033 0.0392 0.0436 2.077 0.556
Gemmatimonadetes ~ 0.4818 6.912 81.48 0.0645  0.0572 0.0681 0.0612 2.385 0.496

Clase  Alphaproteobacteria 1.232 13.71 28.27 0.227 0.247 0.261 0.234 3.205 0.361
Actinobacteria_c 1.016 11.31 39.58 0.215 0.221 0.195 0.204 3.359 0.339
Vicinamibacter_c 0.5796 6.451 46.03 0.0509 0.0535 0.0575 0.0495 1.667 0.644
Cytophagia 0.3409 3.794 49.82 0.0218 0.0167 0.0195 0.0238 3.513 0.319
Longimicrobia 0.2749 3.06 52.88 0.0232 0.0182 0.0254 0.0234 1.974 0.577

Orden Sphingomonadales 0.8586 6.972 17.59 0.0474 0.0445 0.0591 0.0451 1.256 0.739
Vicinamibacter_o 0.5796 4.706 22.29 0.0509 0.0535 0.0575 0.0495 1.667 0.644
Streptosporangiales 0.5366 4.357 26.65 0.0236 0.0222 0.0128 0.0198 1.923 0.588
Rhizobiales 0.4873 3.956 30.61 0.0778 0.0885 0.09 0.0865 5.397 0.143
Micrococcales 0.299 2.427 48.46 0.0296 0.0313 0.0224 0.0303 11.02 0.0008**
Familia Bacillaceae 0.9808 6.429 6.429 0.0373 0.0365 0.0225 0.057 7.667 0.053
Sphingomonadaceae 0.8062 5.285 11.71 0.0424 0.041 0.0542 0.0413 1.103 0.776
Vicinamibacter_f 0.5631 3.691 154 0.0493 0.0521 0.056 0.048 1.667 0.644
Rhodospirillaceae 0.4542 2.977 18.38 0.0459 0.0565 0.056 0.0504 4.128 0.247
Streptosporangiaceae  0.3972 2.603 20.99 0.0126 0.0196 0.00963 0.0165 2.282 0.516
Geodermatophilaceae  0.3643 2.388 23.37 0.0458 0.0485 0.0384 0.0404 6.897 0.075
Bradyrhizobiaceae 0.1422 0.9324 52.19 0.00794 0.0103 0.0127 0.00844 9.051  0.028*
Genero Bacillus 0.8782 4.461 4.461 0.0334 0.0337 0.0209 0.0511 7.308 0.062
Sphingomonas 0.6991 3.551 8.013 0.036 0.036 0.0467 0.0349 1.462 0.691
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Streptomyces 0.2983 1.515 9.528 0.0168 0.0137 0.0178 0.0145 1.103
EF125410_g 0.2563 1.302 10.83 0.0198 0.0185 0.0194 0.0164 0.897
Tepidisphaera 0.2422 1.231 12.06 0.0179 0.0179 0.0255 0.0177 3.192
PAC001846_g 0.2277 1.156 13.22 0.0178 0.0187 0.0198 0.0166 0.846
Rubellimicrobium 0.1229 0.6244 30.6 0.0085 0.0094 0.00575 0.00623 8.641

0.776

0.826

0.361

0.838

0.034*

Disimilitud Prom. = disimilitud promedio, Contrib. % = porcentaje de contribucién, Acumulado %= porcentaje acumulado, Mean

= media poblacional, H = valor Kruskal-Wallis, p = valor de significancia, * Bacteria Promotora del Crecimiento Vegetal.

Las bacterias del 6rden Micrococcales pertenecen al phylum Actinobacteria, las
cuales se enriquece en ambientes aridos y haléfitas. Ademas, estas bacterias son
tolerantes a la sequia, a la sal y al estrés (Sun et al., 2020), ademas de degradar
compuestos aromaticos (Wang et al., 2019). Esto explica su presencia en las
condiciones ambientes y las altas temperatura del lugar de experimento.

La familia Bradyrhizobiaceae tiene un gran potencial en la agricultura por su
propiedad de fijacion bioldgica de nitrégeno y, por lo tanto, son bacterias asociadas
a las plantas (Montalvo Martinez, 2015), como es el caso del maiz criollo. Por otro
lado, de acuerdo con Santellanez-Arreola (2022),el género Rubellimicrobium estan
presentes en los tratamientos de labranza convencional que a largo plazo
desaparecen en un suelo desértico; sin embargo, la proliferacion las comunidades
de estas bacterias esta determinado por el pH, los factores abioticos y el suministro

de agua.

En la diversidad alfa entre inoculantes no existieron diferencias significativas en el
indice de Shannon (H = 1.156, g.I. = 2, p = 0.561; FCBX = 11.67, NSX = 11.63 y
BUAPX = 11.60) ni en el indice de Simpson (H = 0.622, g.l. =2, p = 0.733; FCBX =
0.9991, NSX = 0.9991 y BUAPX = 0.9991). En el indice de diversidad beta el PCoA
(Figura 22) utilizando el Bray-curtis no presento una diferencia significativa en todas
las muestras de suelo rizosferico independiente del taxon considerado (Permanova:
pseudo- F=0.963, p=0.81).
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Figura 22. Andlisis de coordenadas principales (PCoA) basado en el indice de Bray-Curtis
de la rizosfera del maiz criollo con la aplicacién de los bioinoculantes.

En la Figura 23 se visualiza el analisis Lefse donde se identificaron los taxones
responsables de las diferencias significativas de las comunidades bacterianas entre
inoculantes y el control en el C2. En la imagen se observan las bacterias que
cumplieron con un valor LDA = a 2.0, resultando un total de 26 taxones diferenciales,
8 biomarcadores enriquecidos en el tratamiento BUAP, 3 biomarcadores en el
control, 5 y 10 taxas clave en el tratamiento de la UJED y de la UAAAN,

respectivamente.
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Figura 23. A) Analisis LefSe (Lineal discriminant analysis effect size) B) Cladograma entre
taxones de rizobacterias de los inoculantes y el control sobre la variedad de maiz Criollo 2
(BUAP = inoculante de Puebla, FCB = inoculante UJED, UAAAN = cepas nativas y Control=
testigo). Las barras horizontales representan el tamafio del efecto para cada taxén: rojo
indica los taxones enriquecidos con el inoculante BUAP, verde indica los taxones
enriquecidos con el Control, azul indica los taxones enriquecidos con el inoculante UJED y
morado los taxones enriquecidos con el inoculante de la UAAAN. Se muestran los
biomarcadores con puntajes LDA =a 2.0 _o = orden, _f =familia, _g = género.
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Como puede observarse en la Figura 23, los taxa clave en la rizosfera de maiz de
la variedad Criollo 2 fueron Rubellimicrobium, Kineosporiales, Kineosporiaceae,
Labrys, EU491336_g, HQ697801 f y HQ697801 g y Romboutsia cuando se
inocularon con cepas nativas de la UAAAN. El 6rden Kineosporiales y la familia
Kineosporiaceae pertenecen al phylum Actinobacteria, uno de los mas abundantes
en el suelo. Kineosporiales ha sido reportada como indicador para los tratamientos
con diferentes tipos de fertilizacion en suelos agricolas (Harkes et al., 2019; Inayah
et al., 2022), ya que se ha descrito que los tratamientos donde se incrementa el N,
favorecen la diversidad de las Actinobacteria (Orr et al., 2015; Wang et al., 2018),
aungue también disminuye la descomposicién de carbono (C) recalcitrante, por lo
cual a la larga reduce a los miembros del phylum Actinobacteria, dado su
participacion clave en el ciclo del carbono (Craine et al., 2007). Por lo tanto, el efecto
de la fertilizacion sobre la microbiota del suelo depende de la duracion del
experimento (Ramirez et al., 2010). Por su parte, se ha demostrado la capacidad de
las especies del género Labrys para promover el crecimiento vegetal (Visioli et al.,
2018) y han sido aisladas de diferentes ecosistemas rizosféricos (Nguyen et al.,
2015; Kim et al., 2020).

Por otro lado, cuando el in6culo fueron las cepas UJED, los biomarcadores fueron
Hymenobacteraceae, Pontibacter, Adhaeribacter, Streptacidiphilus y Novibacillus.
Pontibacter es miembro de la familia Hymenobacteraceae y corresponden a
bacterias Gram negativas, no formadoras de esporas que han sido aislados de
diferentes ecosistemas, como sedimentos marinos, salinas saladas, bosques, agua
marina, montafias, rizosferas vegetales, suelos de vertederos de
hexaclorociclohexano, suelos de manchas urbanas, suelos de la Antartida, hielo
glacial, desechos de minas de uranio, permafrost, zonas aridas como el desierto de
Atacama, entre otros (Dahal et al., 2020; Holm et al., 2016). Algunos miembros de
este género han mostrado resistencia a la radiacion (Park et al., 2022). Mas aun,
este género puede estar relacionado con la respuesta hormética de las fosfatasas
alcalinas a bajas concentraciones de Cd en el suelo (Fan et al.,, 2018) y se ha
relacionado con la acumulacion de Cd y Pb en las plantas, dada su capacidad de

remover Cd en suelos por la promocion de la actividad enzimatica y la acumulacion
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de cationes (Fan et al., 2018; Sun et al., 2020). Por otro lado, Adhaeribacter es otro
género de la familia Hymenobacteraceae que puede promover el crecimiento de las
plantas por su actividad ureasa y fosfomonoesterasa alcalina, que les permite
mantener el N y P disponible en el suelo (Lin et al., 2021). Streptacidiphilus, por otra
parte, son un grupo de cepas acidofilas estrictas compuesta por especies como
Streptacidiphilus albus, S. carbonis, S. neutrinimicus y S. jiangxiensis, entre otros.
Los microorganismos de este género tienen un papel importante en la degradacion
de la materia organica (como quitina y lignocelulosa), producen metabolitos
secundarios, tienen potencial como PGPB (Bentley et al., 2002) y tienen un papel
esencial en la fijacién de nitrdgeno (Zheng et al., 2022). En el caso de Novibacillus,
las especies dentro de este género tienen potencial como PFPB y han sido
detectada en aguas subterraneas salinas (Martinez and Dussan, 2018; Mukhtar et
al., 2021), asi como en suelos irrigados con este tipo de agua (Loganathachetti et
al., 2022).

En los suelos donde se empled el inéculo de la BUAP, los taxones clave fueron
Bradyrhizobiaceae, AY921699 f, DQ451454 g, Fj478841 g, HQ673956 f,
HQ673956_g PAC000548 gy PAC000548 f. Bradyrhizobiaceae es una familia del
orden Rhizobiales en la clase Alphaproteobacteria. Esta familia es muy versétil y
tiene diversos habitats como suelos, plantas o animales, por lo que cuentan con una
gran diversidad fenotipica, metabolica y ecolégica asociada a cada género, y tienen
una participacion muy importante en los ciclos biogeoquimicos. Asi, su género tipo,
Bradyrhizobium tiene uno de los papeles ecolégicos mas importantes, la fijacion de
nitrégeno, y un gran potencial de aplicacion en la agricultura, ademas de otros
miembros diazotréficos. La familia AY921699 f pertenece al orden Rhizobiales,
cuyos miembros son parte del linaje nucleo de la microbiota de las plantas que
inducen la nodulacion en raices de leguminosos y fijan el nitrdgeno atmosférico para
el crecimiento de las plantas. DQ451454 g es parte de la familia Rhodosporillaceae,
los cuales también tienen el potencial de fijar nitrgeno atmosférico, mientras que el
género Fj478841 g se encuentran dentro del orden Rhodospirillaceae, cuyos
miembros también tienen potencial para fija N atmosférico (Li et al., 2020). En

cuanto al género FJ478841 g, estas bacterias estan dentro de la familia
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Kouleothrix_f, los cuales muestran resistencia a metales pesados como Cd y Zn
(Yang et al.,, 2023), tanto en agua como sedimentos. Finalmente, el género
PACO000548_g forma parte del phylum Elusimicrobia, cuyos miembros son bacterias
raras que han sido aislados del intestino de termitas, escarabajos, acuiferos
contaminados, entre otros. Se ha asociado positivamente la abundancia de este

phylum con la multifuncionalidad y el ciclo de nutrientes en el suelo (Xu et al., 2021).

Finalmente, los suelos control sin ningun inéculo tuvieron como biomarcadores
Planotetraspora, Enhygromyxa y EU134118 g. Planotetraspora es un género raro
de los actinomycetes, que ha sido reportado como endofitico de plantas tropicales
nativas en Papua Nueva Guinea, las islas Mborokua y Solomon (Jason & Carter,
2010), asi como de nédulos de raices de Elaeagnus angustifolia. Las bacterias del
género Enhygromyxa son mixobacterias halofilicas raras marinas. Se han reportado
en suelos fangosos para el cultivo de forrajes resistentes a sales en costas
suplementados con &cidos humicos y cascara de semillas de algodén (Liang et al.,
2024).
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CONCLUSIONES

En el rendimiento de grano no se reportaron resultados por las crecientes
temperaturas presentadas en la region debido al cambio climético, afectando
directamente al cultivo, aunque los resultados de peso fresco y seco con el
inoculante UJED fue significativamente superior al resto de los tratamientos en el
maiz criollo 2. Por otro lado, el peso fresco y seco a los 145 dds se encuentran

dentro de la media de la produccidn en nuestro pais.

En el analisis de la microbioma rizosferico bacteriano en el maiz criollo 2, el nUmero
de OTUs en el inoculante de la UJED demostré mayor diversidad bacteriana entre
los tres inoculantes. Asimismo, se demostrd la influencia del uso de distintos
bioinoculantes en el bacterioma de la rizosfera, donde los suelos con los
bioinoculantes tuvieron como biomarcadores bacterias promotoras del crecimiento
vegetal capaces de proliferar en condiciones extremas, como las encontradas en el
area de estudio. Cabe mencionar que, dado que entre los principales taxas
bacterianos clave en inoculantes UJED, UAAAN y BUAP estan géneros resistentes
a metales pesados y salinidad alta, los inoculantes analizados presentan un alto
potencial para restaurar suelos agricolas degradados en zonas aridas, aunque es
necesario realizar un estudio profundo de su presencia de estos elementos en los

suelos de estudio.
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