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RESUMEN

El maiz criollo (Zea mays L.) es un alimento emblematico para
México, ya que representa un factor importante en cuanto
a economia local, cultura y biodiversidad. Las técnicas bio-
tecnoldégicas donde se emplean bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (BPCV), son una alternativa sostenible
al uso de insumos agricolas quimicos para la produccién de
maiz, sin embargo, es importante destacar que, lo ideal es
utilizar BPCV nativas del suelo y/o cultivo donde se preten-
dan aplicar, ya que esto asegura la adaptacién de las BPCV'y
garantiza la colonizacion de la rizosfera, mejorando los ren-
dimientos productivos del cultivo. Por lo cual, el objetivo del
presente trabajo, fue aislar bacterias nativas de suelos culti-
vados con maiz criollo mexicano y demostrar su potencial
biotecnolégico como BPCV en maiz. Se tomaron muestras
de suelo cultivado con maiz criollo mexicano, del municipio
de Jiquilpan, Michoacan, México y se lograron obtener 40
asilados, de los cuales 18 indujeron la germinacién de las
semillas de maiz en mas del 90 %. Ademas, cuatro aislados
mostraron incrementos del 20 al 30 % en la longitud total del
brote y aumentos del 25 hasta el 100 % en el peso seco total
de las plantas. Los mecanismos asociados a la promocién del
crecimiento del maiz fueron los de, solubilizacidn de fosfatos,
produccion de acido indol acético y de sideréforos, asi como
el antagonismo contra hongos fitopatégenos (Penicillium,
Rhizopus, Fusarium y Colletotrichum). Por lo cual, concluimos
que las BPCV nativas aisladas en el presente estudio, tienen
potencial biotecnoldgico para su uso en maiz criollo mexica-
no de la regién.

Palabras clave: Produccion de maiz; Rizobacterias nativas;
Biotecnologia microbiana.

ABSTRACT

Mexican native maize (Zea mays L.) is an emblematic food
for Mexico, as it represents an important factor in terms of
local economy, culture and biodiversity. Biotechnological
techniques using plant growth-promoting bacteria (PGPB)
are a sustainable alternative to the use of chemical agricul-
tural inputs for corn production; however, it is important to
emphasize that the ideal is to use native PGPB into the soil
and/or crop where they are to be applied, since this ensures
the PGPB adaptation and guarantees the colonization of the
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rhizosphere, improving crop yields. Therefore, the objective
of the present work was to isolate native bacteria from soils
cultivated with Mexican native maize and to demonstrate
their biotechnological potential as PGPB in corn. Soil samples
were taken from the municipality of Jiquilpan, Michoacén,
Mexico and 40 isolates were obtained, of which 18 showed
more than 90% germination of maize seeds. In addition, four
isolates showed increases of 20 to 30 % in total shoot length
and increases of 25 to 100 % in total plant dry weight. The
mechanisms associated with maize growth promotion were
phosphate solubilization, indole acetic acid and siderophore
production, as well as antagonism against phytopathogenic
fungi (Penicillium, Rhizopus, Fusarium and Colletotrichum).
Therefore, we conclude that the native PGPB isolated in the
present study have biotechnological potential for use in
Mexican native maize in the region.

Keywords: Maize production; Native rizobacteria; Microbial
biotechnology.

INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es uno de los cereales més importantes
en el mundo, ya que representa el 38.1 % de la produccién
total de los granos (Imade y Babalola, 2021). México ocupa el
4° lugar en produccién de maiz a nivel mundial, siendo este
grano un insumo fundamental para la industria agroalimen-
taria en el pais. Aunado a ello, en México se han registrado
entre 59 y 62 variedades de maiz (de las aproximadamente
300 reportadas en América Latina), por tal motivo, desde el
2012 se denominé a México como centro de origen y diversi-
dad genética del maiz (Diario Oficial de la Federacién, 2012;
Garcia etal., 2018).

En los ultimos 40 afios, la capacidad de produccién de
maiz se ha incrementado debido al desarrollo e implemen-
tacién de tecnologias y al incremento de tierras destinadas
para cultivo, ya que las necesidades de abastecimiento,
paralelamente fueron en aumento a causa del crecimiento
exponencial de la poblacién y constante demanda de granos
por parte del sector pecuario, siendo este ultimo el mayor
demandante de maiz (Ranum et al., 2014; Molina, 2021). El
proceso de tecnificacién se reflejoé en el establecimiento de
monocultivos de maiz y el uso indiscriminado de insumos
quimicos sintéticos, acelerando la degradacién de los suelos
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ocasionando la perturbacion de la rizosfera. Los monocul-
tivos propician la susceptibilidad de la planta a plagas y
enfermedades y merman su crecimiento y desarrollo (Tofifo
Rivera et al., 2020; Zhao et al., 2021; Korenblum et al., 2022).
Lo anterior, ha influido en el incremento de los costos de
produccién, impactando severamente en la economia de los
productores (Olanrewaju y Babalola, 2019; Velasco-Jiménez
etal., 2020).

Este escenario ha propiciado la busqueda de estrategias
que permitan incrementar la producciéon del maiz a bajo
costo y con menor impacto ambiental (Velasco-Jiménez et
al., 2020). Una alternativa para lograrlo, ha sido la aplicacién
de microorganismos nativos benéficos, como las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (BPCV), las cuales tienen
la capacidad de estimular el crecimiento de las plantas a
través de mecanismos como, la fijacién bioldgica de nitrége-
no atmosférico, solubilizacion de minerales, produccion de
compuestos reguladores del crecimiento y de la inmunidad
de las plantas, ademds de presentar actividad antagdnica
contra hongos y bacterias fitopatdgenas (Vejan et al., 2016;
Haskett et al., 2021). Las BPCV aplicadas como biofertilizantes
pueden suplir, en cierta proporcion, el uso de fertilizantes
quimicos esenciales para el maiz, por lo que prometen ser
una estrategia sustentable para abastecer la demanda mun-
dial de granos (Grageda-Cabrera et al., 2012; Higdon et al.,
2020; Haskett et al., 2021; Al-Tammar y Khalifa, 2022).

En funcion de su lugar de aislamiento, podemos
clasificar a las BPCV en dos grandes grupos, las bacterias
exdgenas, es decir, microorganismos aislados de suelos o
plantas diferentes a los que posteriormente son aplicados de
manera experimental o a nivel comercial; y las BPCV nativas,
es decir, las que se aislan del mismo suelo o planta en la que
se aplican. Estas BPCV nativas, presentan mejores respues-
tas de adaptacion y de colonizacién de la rizosfera, ya que
presentan los mecanismos de adaptacién particulares a las
condiciones bidticas y abidticas del lugar (Garcia et al., 2017;
Pérez-Rodriguez et al., 2020; Amezquita-Aviles et al., 2021). Al
respecto, se ha descrito que las BPCV nativas, se asocian con
las raices de las plantas y con otros microorganismos, como
los hongos micorrizicos arbusculares, lo cual propicia una
simbiosis que resulta exitosa para todos los involucrados y
se logra un efecto positivo a largo plazo, ya que se logra la
prevencion y/o recuperacion gradual de suelos degradados
(Schlemper et al., 2018; Armanda et al., 2018; Thiergart et
al, 2019). Por lo anterior, el objetivo del presente estudio
fue asilar BPCV nativas de suelos de la region Ciénega de
Michoacan, México, que sean efectivas en la promocion del
crecimiento del maiz criollo mexicano (Zea mays L).

MATERIALES Y METODOS

Tabla 1. Analisis de suelo.
Table 1. Soil analysis.

Area de estudio y muestreo

El muestreo se realizé en la comunidad de Abadiano, muni-
cipio de Jiquilpan, Michoacan, México. Sus coordenadas son
Longitud: -102.872500 y Latitud: 19.991667, a una altura de
2,140 msnm. Esta localidad forma parte de una zona de tran-
sicion, ya que termina la selva baja caducifolia y comienza el
bosque de pino y encino. En el &rea de estudio predomina la
siembra de maiz criollo de temporal, donde principalmente
se utiliza la raza Celaya (Wellhausen, et al., 1951), ademas,
predominan las practicas agricolas convencionales (poca
tecnificacion del campo). La obtencién de muestras se realizd
durante la primavera (abril de 2020), en una parcela (Longi-
tud -102.869117 y Latitud 20.016680) donde se siembra maiz
de temporal y también se usa como potrero de pastoreo para
ganado bovino. Con una barrena para muestreo de suelos de
2.5 cm de diametro, se tomaron 5 muestras simples superfi-
ciales al azar (0 a 20 cm de profundidad) y se mezclaron para
obtener una muestra compuesta. La muestra compuesta se
llevé al Laboratorio de Biotecnologia de la Licenciatura en
Gendomica Alimentaria (LGA) de la Universidad de La Ciéne-
ga del Estado de Michoacan de Ocampo (UCEMICH), para
realizar el aislamiento y los ensayos respectivos. El analisis
de suelo se realizé en el Departamento de Suelos del Labo-
ratorio Central Universitario de la Universidad Auténoma de
Chapingo (Tabla 1).

Obtencion de aislados bacterianos

Para el procesamiento de las muestras en el laboratorio, se
tomaron 10 g de suelo y se realizaron diluciones seriadas en
agua peptonada estéril (1,0.1y 0.01). Se inocularon 200 uL de
cada dilucién por duplicado en cajas Petri (100 mm) con agar
Luria Bertani (LB- 15 g de peptona de caseina, 5gde NaCl,5¢g
de extracto de levaduray 15 g de agar bacterioldgico). Poste-
riormente, seincubaron a 37 °C durante 24 h (Mau etal.,2011).
Pasado el tiempo de incubacién, se seleccionaron las cajas en
donde hubo crecimiento bacteriano y se procedié a realizar
la purificacién de los aislados con base en sus caracteristicas
macroscopicas (tamano, forma, borde, elevacion, textura y
color). Estos aislados se subcultivaron con palillos de dientes
estériles, tomando una colonia y estridandola en una caja Petri
(100 mm) con agar LB. Finalmente, se purificaron 40 asilados,
a los cuales se les realizo la tincion de Gram (Casasola-Bado,
2022)y se les asigné un codigo de identificacion. Finalmente,
se criopreservaron en glicerol a - 20 °C, para integrarlos al
cepario del Laboratorio de Biotecnologia-LGA-UCEMICH.

Ensayos de germinacion y vigor in vitro

Se utilizaron semillas de maiz criollo mexicano, las cuales
fueron donadas por el productor y duefio de la parcela
muestreada y corresponden al ciclo de produccién anterior
(2019) que resguarda en bodega para utilizar en el ciclo

pH C.E.(dSm™) M.O. (%) N (mg kg™) P (mg kg™)

Arena (%) Limo (%) Arcilla (%) Textura

7.15 0.2 4.03 17.5 22.13

26.9 35.3 37.8 Franco-Arcilloso
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de produccién siguiente. Las semillas se esterilizaron en
campana de flujo laminar utilizando cloro al 3 % (5 min),
etanol al 70 % (5 min) y agua destilada estéril (tres lavados
de 30 s c/u); se dejaron secar y, posteriormente, se llevaron a
cabo las pruebas de germinacién siguiendo la metodologia
reportada por Guillen-de la Cruz et al. (2018), con algunas
modificaciones. Se colocaron 5 semillas por caja Petri (100
mm) con agar-agar (0.9 %) y se adicionaron 20 pL, sobre cada
semilla, del aislado previamente crecido a 37 °C en agitacién
a 1,200 rpm durante 18 h'y a una concentracion final de 1x10°
UFC/mL. Las cajas se incubaron a 28 °C y se mantuvieron en
oscuridad durante 5 dias. Para este ensayo se inocularon un
total de 15 semillas por aislado (40 asilados) y se establecié
un control de semillas sin inoculacion, solamente colocadas
en agar-agar. Para obtener el porcentaje de germinacién, se
aplicé la ecuacion 1.

total de semillas germinadas
G = g x 100.

total de semillas

Ecuacién 1. Porcentaje de germinacién (Guillen-de la
Cruzetal., 2018).

Como un primer indicador de promocién del crecimien-
to vegetal (Constantino et al., 2011), se seleccionaron los
aislados que, pasado el tiempo de incubacién, indujeron un
porcentaje de germinacién = al 90 %, quedandonos con 18
de los 40 aislados. Para la evaluacién de vigor, se procedié a
realizar la misma metodologia que para los ensayos de ger-
minacion, con la diferencia en el periodo de incubacion, que
se llevé hasta los 8 dias. Las variables evaluadas para vigor
fueron longitud del brote y de la raiz (incluido el tamafo to-
tal) y, peso seco del brote y de la raiz (incluido el peso total).
Para estos ensayos, se establecié un disefio experimental
completamente al azar con 19 condiciones (18 aislados y un
control de semillas sin inoculacién solamente colocada en
agar-agar) y 15 repeticiones, para un total de 285 unidades
experimentales.

Pruebas in vivo sobre la promocion del crecimiento en
maiz criollo mexicano

Para las pruebas in vivo, se utilizé la metodologia reportada
por Parra-Cota et al. (2014) con modificaciones. Se utilizaron
macetas de plastico de 0.25 L, con suelo proveniente de la
zona de muestreo, previamente esterilizado (Analisis de
suelo en Tabla 1), donde se sembraron tres semillas de maiz
criollo por maceta (previamente desinfectadas) y se adicion6
el inéculo bacteriano ajustado a una concentracion final de
1x10° UFC/mL. Las plantas se mantuvieron con riego (agua
corriente) cada tercer dia. Para estos ensayos, se establecié un
disefo experimental completamente al azar con 19 condicio-
nes (18 aislados y un control de semillas sin inoculacién) y 12
repeticiones, para un total de 228 unidades experimentales.
Después de 14 d se evaluaron los parametros de longitud
foliar, longitud de raiz primaria, asi como el peso seco foliar
y de la raiz.

Mecanismos de promocidn del crecimiento vegetal

Se realizaron distintos ensayos para determinar los mecanis-
mos de promocion del crecimiento vegetal mas comunes,
tanto directos como indirectos. Es importante destacar, que
estos ensayos se realizaron solamente en los asilados que
mostraron un porcentaje de germinacién = al 90 % sobre las
semillas de maiz criollo mexicano.

Produccion de acido indolacético (AlA)

Para determinar la produccién de AlA (una auxina) en los ais-
lados, se us6 el método colorimétrico reportado por Sachdev
et al. (2009). Primero, se realizé una curva de calibraciéon a
partir de una solucion de AlA (Sigma®) (0, 5, 10, 20, 30,40y
50 ppm), y se mezclé con el reactivo de Salkowski (150 mL de
H,SO,, 250 mL de H,O destiladay 7.5 mL de FeCl, 0.5 M), el cual
permite la oxidaciéon de compuestos inddlicos, produciendo
una coloracion rosa cuando la respuesta es positiva. Por otro
lado, las bacterias cultivadas en caldo LB (37 °C en agitacion a
120 rpm durante 18 h), se centrifugaron a 4,500 rpm durante
10 min, luego se transfirieron 500 pL de sobrenadante a un
tubo de microcentrifuga de 1.5 mL para mezclarlo con 250 uL
del reactivo de Salkowski. Después de 20 min de incubacion
en oscuridad, se tomaron 100 pL de la mezcla por triplicado y
se colocaron en una microplaca de 96 pocillos para ser leidas
en el espectrofotometro a 530 nm. El nivel de produccién de
AIA se calculé con base en la curva de calibracion de AlA 'y
se analizaron los datos de tres experimentos independientes
por triplicado.

Solubilizacion de fosfatos

Para estos ensayos se utilizé el agar Pikovskaya (PVK) (Nau-
tiyal, 1999), utilizando como fuente de fosfatos Ca,(PO4),
(Fosfato tricalcico). Se inocularon los aislados, previamente
cultivados en caldo LB e incubados a 37 °C en agitacion
a 120 rpm durante 18 h, en cajas Petri (60 mm) con el agar
PVK'y se dejaron incubando durante 7 dias a 28 °C. Pasado
el tiempo de incubacion, se observé la formacion de halos
transparentes alrededor de las colonias bacterianas que
solubilizan fosfatos y se determind el indice de solubilizacién
de fosfato (ISP), con base en la ecuacion 2. En estos ensayos
se realizaron tres réplicas independientes.

Diametro del halo + Didmetro de la colonia

ISF6IPS =

Didmetro de la colonia

Ecuacién 2. Utilizada para calcular el indice de solubiliza-
cién de fosfato (ISF) y/o, el indice de produccién de sideréfo-
ros (IPS) (Cisneros et al., 2017).

Produccion de sideréforos

La prueba de produccidn de sideréforos se realizé utilizando
el medio cromo azul S (CAS) (Schwyn y Neilands, 1987). El
agar CAS se verti6 en cajas Petri de 60 mm y se inocularon
los aislados bacterianos, previamente crecidos en caldo LB e
incubados a 37 °C en agitacién a 120 rpm durante 18 h. Los
asilados inoculados sobre el medio CAS, se incubaron a 37 °C
durante 48 h y la produccién de sideréforos se reporté como
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positiva cuando el aislado generé un halo color naranja en las
UFCs. El indice de produccion de sideroforos (IPS) se calculd
utilizando la ecuacidn 2. En estos ensayos se realizaron tres
réplicas independientes.

Pruebas de antagonismo sobre hongos fitopatégenos
Los ensayos de antagonismo se realizaron utilizando cepas
de hongos fitopatégenos como, Fusarium sp. AUC-TZ-2, Fu-
sarium proliferatum, Fusarium oxysporumy Fusarium sambu-
cinumy cepas de Colletotrichum nymphaeae y Colletotrichum
siamense (Robles-Yerena et al., 2022; Jiménez-Mejia et al.,
2023), asi una cepa de Penicillium expansum, y una de Rhizo-
pus stolonifer (Chavez-Diaz et al., 2019; Morales-Cedefo et al.,
2021), todos identificados a nivel molecular. Los hongos se
mantuvieron en medio agar dextrosa y papa (PDA Bioxon®)
y se dejaron crecer por 5 dias a 28 + 2.0 °C. Se desarroll6 la
técnica de enfrentamiento dual en cajas Petri de 100 mm
con medio PDA, para lo cual se inoculé la bacteria (a 1 cm de
distancia del hongo) en dos de los flancos del lugar donde se
inoculé el hongo (crecimiento influenciado). Como control,
se crecieron los hongos sin inoculacién de la bacteria, a los
cuales se midio el diametro de la colonia (crecimiento libre).
La ecuacién 3 se utilizé para calcular el porcentaje de inhi-
bicién correspondiente. En estos ensayos se realizaron tres
réplicas independientes para cada hongo.

0% Inhibicié Crecimiento libre — Crecimiento influenciado 100
% Inhibicién = — - x
Crecimiento libre

Ecuacién 3. Determinacion del porcentaje de inhibicion
de hongos (Modificada de Robles-Yerena et al., 2022).

Analisis estadistico

Los datos muestran las medias de las réplicas experimentales
+ la desviacién éstandar. Para cada variable de crecimiento
vegetal se realiz6 un ANOVA (p < 0.05) y las medias de los
tratamientos se compararon con la prueba de Tukey para
determinar la significancia respecto al control (p < 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de bacterias y pruebas de germinacién y
vigor en maiz criollo

Se lograron aislar y purificar 40 microorganismos con dife-
rentes caracteristicas macroscopicas. Al respecto, la propor-
cién de microorganismos aislados se encuentra dentro de
los rangos reportados en otros trabajos en los cuales, a partir
de suelos cultivados con arroz, se aislaron e identificaron 42
bacterias (Florez-Marquez et al., 2017) y en suelos donde se
cultiva platano (Musa paradisiaca), pastos (no se especifican
variedades) y maiz, se aislaron 55 microrganismos (Lara-
Mantilla et al., 2007). La diversidad de microorganismos en-
contrados en la rizosfera esta directamente relacionada con
el manejo agricola que se les da a las tierras de cultivo, ya que
el uso excesivo de agroquimicos reduce significativamente la
presencia de microorganismos benéficos en el suelo. El tipo
de manejo agricola (poca tecnificacién), combinado con el
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manejo pecuario (incorporacién de estiércol bovino) que se
le da a la zona de muestreo para este estudio, pudiera estar
evitando la degradacion de los suelos y por ello encontramos
diversidad de microorganismos. Por otra parte, en el presente
estudio se identificaron 18 aislados que indujeron un porcen-
taje de germinacién = al 90 %, lo cual coincide con lo repor-
tado por Rojas-Badia et al. (2020) quienes, al inocular semillas
de maiz con diferentes cepas promotoras del crecimiento ve-
getal, observaron un porcentaje de germinacién superior al
95 %. Al respecto, Garcia-Lemos et al. (2020) mencionan que
el AlA es un inductor de la germinacién de semillas, lo cual se
relaciona con los altos porcentajes de germinacién, ya que
14 de los 18 asilados producen AlA (Tabla 4). Por otra parte,
las BPCV con caracteristicas endofitas, pueden colonizar las
semillas y promover la germinacién como mecanismo para
realizar una transmision o diseminacién vertical de bacterias
enddfitas (Thomas y Sahu, 2021).

En la Tabla 2, solamente se plasmaron los resultados de
las pruebas de vigor (in vitro), de los asilados que mostraron
inducir una germinacién = al 90 %; y se observé que algunos
aislaron promovieron un incremento en los pardmetros de
peso seco del brote (27.77 % de los aislados), peso seco de
la raiz (5.5 % de los aislados) y en peso seco total (27.22 %
de los aislados). Los incrementos en los parametros de peso
seco se suelen atribuir a cambios en el potencial osmético
de las plantas, lo cual puede mejorar la absorcién de agua
y nutrientes (Laynez-Garsaball et al., 2007). Por otra parte, el
incremento del peso seco se asocia a la biomasa producida
durante la correspondiente etapa fenoldgica de la planta y
suele ser un factor determinante en la sanidad de la planta
(Marquina et al., 2018; Verbon y Liberman, 2016). Adicional-
mente, en el presente estudio se observé que solo algunos
aislados incrementaron los parametros evaluados (S1-1, peso
seco total; S2-3, peso seco del brote y peso seco total; S3 APS,
peso seco de la raiz y peso seco total; S5-1, peso seco total;
S7 APS, peso seco del brote) en las pruebas de promocién del
crecimiento in vitro (vigor) de maiz (Tabla 2). En este sentido,
Laynez-Garsaball et al. (2007) mencionan que, las caracteris-
ticas genéticas de la semilla y el tiempo de almacenamiento
pueden influenciar el vigor de la mismas, ademas, las bac-
terias promotoras del crecimiento vegetal tienen diversos
mecanismos para ello (solubilizacion de fosfatos, produccion
de acido indol acético y de siderdforos, y antagonismo contra
hongos fitopatdgenos), los cuales pueden actuar a diferentes
niveles y en funcién de la interaccion y la etapa fenolégica de
la planta (De Araujo et al., 2012; Rowe et al., 2018).

Promocion del crecimiento vegetal in vivo

Contrario a lo observado en los ensayos in vitro, en esta
etapa se observé que diversos aislados mostraron una esti-
mulacién del crecimiento en diferentes parametros (Tabla
3). E1 83% de los aislados mostraron datos significativamente
mayores, comparados contra el control, en al menos dos, de
los seis pardmetros evaluados, observando diversidad en
la estimulacion de las plantas, por parte de las bacterias, es
decir, mientras algunas incrementan el peso seco de la raiz
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Tabla 2. Efecto in vitro de los aislados con un porcentaje de germinacion = al 90 %, sobre semillas de maiz criollo mexicano (Zea mays L.). Los valores estan
expresados como el promedio * la desviacion estandar. *Indica disminucion estadisticamente significativa respecto al control y, **representa estimulacion
estadisticamente significativa respecto al control (p < 0.05).

Table 2. In vitro effect of isolates with a germination percentage = 90 % on seeds of Mexican native corn (Zea mays L.). Values are expressed as the average +
standard deviation. *Indicates statistically significant decrease compared with the control and **represents statistically significant stimulation compared with
the control (p < 0.05).

Longitud del brote Longitud total Peso seco del Peso seco de la

Longitud de raiz (cm) Peso seco total (mg)

(cm) (cm) brote (mg) raiz (mg)
CONTROL 7.28+1.14 6.92 £1.75 14.20 + 2.96 27.50 + 3.54 17.75 £ 2.63 4525 +2.12
S1-1 APS 448 +1.17 2.66 + 1.06* 7.14 + 2.25*% 2444 + 391 14.67 £ 0.47 39112141
S1-1 543+132 2.80 £ 0.59* 8.22 + 1.00* 2550+ 2.15 8.29 £ 0.67* 33.79£5.17*
S1-2 APS 2.42 +0.69*% 2.30+0.97* 4.72 £0.58* 20.06 + 3.08 7.58 + 2.59*% 27.64 +£1.32*%
S1-2 5.84+1.77 3.69+1.51 9.53 +3.01 13.67 + 1.89* 11.44 + 0.77* 25.11 + 0.94*
S1-3 APS 5.59+040 3.75+1.71 9.34+1.51* 28.83 +3.06 13.00+5.16 41.83 £6.36
S1-4 APS 5.61+0.61 3.01 £0.98* 8.62+0.71* 25.94 + 2.80 11.71 £ 1.97% 37.65 + 3.66%
S2 APS 4.09 +£1.37* 5.54+ 145 9.63 £ 2.07 27.67 £ 6.60 19.67 £ 1.41 47.33+14.50
S2-2 450+ 1.61 2.49 £ 0.56* 6.99 + 0.90* 18.75 + 0.35% 8.42 +1.30* 27.17 £ 3.42%
S2-3 430 £0.72* 2.94 £0.53* 7.24 £ 0.66* 38.00 £ 0.00** 11.08 + 0.59*% 49.08 + 2.83**
S2-4 544 +1.64 2.74 £ 0.90* 8.19 £+ 1.45* 34.25 + 2.47** 7.50 +2.12* 41.75+£5.30
S3 APS 423 £0.37* 2.95 + 0.80* 7.19 £ 0.96* 2217 £0.71* 26.67 + 1.89%* 48.83 + 2.36**
S3-6 3.17 £0.70* 2.33 +£0.38* 5.50 + 1.07* 23.06+1.73 10.17 + 1.04* 33.22 £ 0.24*
S4-3 4.69 +£0.36 2.44 £ 0.90* 7.13 £0.76* 22.21+4.04 10.11+£2.83 32.32+£2.83*
S5-1 5.96 £ 1.00 3.58 £0.77 9.54+1.72 37.42 £ 5.77** 13.67 +2.36 51.08 + 9.43**
S5-2 543+143 2.86 +0.93* 8.28 +£0.30 19.08 + 4.83* 7.33+0.47* 26.42 +0.71*
S6 APS 4.67 £0.96 3.66 + 0.19% 8.33+1.01* 24.50 +2.38 9.33 £0.47* 33.83+£0.51*
S6-2 448 +£0.19 4.68 +0.84 9.17 £ 0.90 36.25+6.01 11.00 + 1.00% 47.25+3.89
S7 APS 6.26 + 0.84 2.79 £ 1.48* 9.05 + 0.79* 33.83 + 0.24** 12.89 + 1.58 46.72 £ 0.24

Tabla 3. Efecto in vivo de los diferentes aislados, sobre semillas de maiz criollo mexicano (Zea mays L.). Los valores estan expresados como el promedio = la

desviacion estandar. *Indica disminucién estadisticamente significativa respecto al control y, **representa estimulacion estadisticamente significativa respec-

to al control (p value < 0.05).

Table 3. In vivo effect of diferent isolates on seeds of Mexican native corn (Zea mays L.). Values are expressed as average * standard deviation. *Indicates

statistically significant decrease compared with the control and **represents statistically significant stimulation compared with the control (p value < 0.05).

Longitud foliar (cm) Longitud dela Longitud total Peso seco foliar Peso seco dela Peso seco total
raiz (cm) (cm) (mg) raiz (mg) (mg)

CONTROL 15.99 + 1.74 11.40 + 2.66 27.39+3.50 41.83 +12.02 43.50 + 4.01 85.33 +16.03
S1-1APS 16.27 +2.38 1426 £2.13 30.54 +1.67 48.56 +4.76 52.33 £ 3.77** 100.89 + 4.48**
S1-1 20.78 £ 2.97** 13.02 £2.62 33.80 £ 0.23** 52.11+7.67 53.00+12.26 105.11 £23.10
S1-2APS 17.83 +3.86 12.44 +£3.87 30.26 +2.41 60.67 + 10.37 35.50 +4.48 96.17 +10.37
S1-2 17.74 £ 2.89 12.69 + 1.69 30.43 +1.66 47.44 + 5.87 57.89 + 8.63** 105.33 £3.18**
S1-3APS 15.63 £2.32 12.70 £1.98 28.33+1.85 30.17 = 3.30% 82.83 + 4.48** 113.00 + 15.20**
S1-4APS 21.85 £ 1.42** 12.60 £ 2.15 34.46 £ 0.55** 5544 +7.24 87.83 £12.27** 143.28 + 13.32**
S2APS 20.89 £ 2.75** 10.58 + 2.57 31.47 +3.58 54.33 £ 1.41** 61.89 + 14.63** 116.22 £21.21**
S2-2 22.11 £3.16** 12.68 + 0.41 34.79 + 3.60%* 90.83 + 5.89** 85.58 + 9.78** 176.42 + 15.67**
S2-3 21.41 £4.41** 14.06 + 4.30 35.46 £ 1.58** 53.50 +12.02 73.00 + 2.36** 126.50 + 6.60**
S2-4 18.73 £4.34 12.44 +2.01 31.17 £ 1.65 60.83 £ 5.89** 57.33 £ 9.68** 118.17 £ 19.56**
S3APS 18.36 +2.88 13.18+1.20 31.54 +0.60 50.00 + 7.07 72.00 + 2.83** 122.00 + 10.61**
$3-6 19.41 £2.37** 13.07 + 3.67 3247 £1.74* 60.67 + 11.02 47.00 £ 12.12 107.67 £ 4.95**
S4-3 14.77 +3.08 9.88 +3.21 24.65+1.36 48.58 + 6.24 33.92 +3.99% 82.50+7.53
S5-1 17.53 £3.56 11.77 £3.61 29.30+3.74 37.33+0.94 30.00 +9.43* 67.33+10.37
§5-2 21.45 £ 3.13** 11.15+3.37 32.60 +4.58 70.00 + 9.43** 82.50 £ 20.51** 152.50 = 14.38**
S6APS 20.30 £ 0.91** 11.58 + 3.65 31.89+2.86 66.71 + 6.82** 60.38 + 18.34 127.08 £7.07**
$6-2 20.91 £ 2.97** 13.34 +3.62 34.26 £ 1.15** 46.72 +2.75 44.83 +8.78 91.56 + 10.22
S7APS 1794 +£2.12 12.62 + 3.02 30.56 + 1.46 58.58 +7.35 91.11 £ 19.39** 149.69 + 3.77**
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y el peso seco total (por ejemplo, ST1-TAPS), otras estimulan
la longitud foliar y la longitud total (por ejemplo, S1-1). Esta
caracteristica observada en el presente estudio (de estimu-
laciéon diferencial), refuerza la idea del uso de consorcios
bacterianos para incrementar la produccion de los cultivos,
ya que, las BPCV no cuentan con todos los mecanismos de
promocion del crecimiento, cada BPCV participa bajo dife-
rentes mecanismos y en conjunto, logran una sinergia en la
promocion del crecimiento de las plantas (Hu et al., 2021).
En el 72 % de los aislados se obtuvieron valores mas altos
de peso seco total de las plantas y el 33.33 % estimularon la
longitud total de las plantas de maiz, con respecto al control.
Se pueden destacar los aislados S1-4 APS, S2-2, S2-3 y S3-6
por estimular el crecimiento del brote e incrementar el peso
seco total de las plantas de maiz, con relacién al control. Al
respecto, se ha reportado que el incremento en el peso seco
estd directamente relacionado a un correcto funcionamiento
fisiolégico de la planta, en el cual las BPCV son fundamen-
tales por brindar nutrientes y factores de crecimiento para
la planta (Laynez-Garsaball et al., 2007; Marquina et al., 2018;
Verbon et al., 2016). Por otra parte, los datos mostrados en
el presente estudio coinciden con los reportados por Rojas-
Badia et al. (2020), quienes obtuvieron valores similares a los
de este trabajo en cuanto longitud y peso seco de plantas de
maiz estimuladas con BPCV. Asi mismo, se ha reportado que,
el uso de microorganismos estimula el crecimiento del maiz
en diferentes etapas fenoldgicas (Huete Arrieta et al., 2019;
De Araujo et al., 2012; Pereira et al., 2020). Curiosamente, no
se demostraron diferencias estadisticamente significativas,
con respecto al control, para el pardmetro de longitud de la
raiz, sin embargo, visualmente fue notorio el cambio en la
arquitectura de las raices tratadas con los aislados nativos S1-
1APS, S1-1,52-3, S3APS, S3-6 y S6-2 (Figura 1), donde se pudo
observar un mayor nimero de raices secundarias y pelos
radiculares. Este efecto, coincide con lo reportado por Garcia-
de la Paz et al. (2022), quienes muestran que la inoculacion
con BPCV estimula el crecimiento radicular gracias a la aso-
ciacion de las bacterias con las raices del maiz. En el presente
estudio, los cambios en la arquitectura de las raices pudieran
estar asociadas a la interaccion con los microorganismos, ya
que la disponibilidad de nutrientes, como el fosfato brindado
a través de los mecanismos de solubilizacién de fosfatos, y la
disponibilidad de hierro asociada a la produccién de agentes
quelantes, como los sideréforos (Singh et al., 2020), pueden
influir en un correcto crecimiento de la planta. Ademas,
la sintesis de AIA de los asilados evaluados pudiera estar
mediada por la interaccién establecida con las raices de las
plantas, ya que uno de los principales exudados radiculares,
el triptéfano, es considerado el precursor de la biosintesis de
AlA en bacterias, siendo el AlA una de las fitohormonas mas
estudiadas por su promocion en el crecimiento de la planta
(Montesinos, 2003).

Anotacion funcional de aislados nativos sobre el maiz
criollo mexicano (Zea mays L.)

Los 18 aislados nativos, se sometieron a las pruebas bioquimi-
cas para la determinacion de los mecanismos de promocion
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del crecimiento vegetal. En la tabla 4 se muestra la anotacion
funcional de los 18 aislados. Al respecto, el aislado S2-3 fue
el unico que presenté actividad en todos los mecanismos de
promocion evaluados (solubilizacion de fosfatos, produccién
de AIA y de siderdforos), ademds de haber sido uno de los
aislados con mejores resultados sobre la promocién del
crecimiento vegetal in vivo (Tabla 3). Por otra parte, el 50 %
de los aislados mostraron dos mecanismos de promocion
del crecimiento vegetal y un 38.8 % mostraron solamente un
mecanismo de promocién, de los evaluados. A continuacién,
se describen a detalle los resultados observados en las distin-
tas pruebas, para cada uno de los aislados.

Solubilizacién de fosfatos

De los 18 aislados evaluados, cinco de ellos (S1-1, S1-2 APS,
S2-3, S4-3, S7 APS) mostraron la capacidad de solubilizar
fosfato tricalcico, siendo este mecanismo directo de promo-
cién del crecimiento vegetal, uno de los mas reportados en
diversas rizobacterias, tales como, Azobacter, Burkholderia,
Citrobacter, Enterobacter, Pantoea y Pseudomonas (Verma

Figura 1. Efecto de los aislados nativos sobre la longitud y arquitectura foliar
y radicular en maiz criollo mexicano. Se muestran imagenes representativas
de las pruebas de crecimiento in vivo, donde se aprecia el cambio induci-
do por los aislados nativos, sobre la arquitectura radicular (longitud de raiz
primaria, incremento en raices secundarias y presencia de pelos radicula-
res), donde a) muestra el aislado nativo S2-1 comparado contra el control
(imagen sin fondo y foto original), y b) muestra la imagen sin fondo y la foto
original del aislado nativo S1-7 APS. Por otra parte, en c) se observa el incre-
mento asociado al aislado nativo S2-2 con respecto al S7 APS, en cuanto a la
longitud foliar y el aumento en el nimero de hojas (imagen sin fondo y foto
original).

Figure 1. Effect of native isolates on length, leaf and root architecture,
in Mexican native corn. Representative images of in vivo growth tests are
shown. The change induced by the native isolates on the root architecture
can be seen (primary root length, increase in secondary roots and presence
of root hairs), a) Shows the native isolate S2-1 compared against the control
(image without background and original); b) Shows image without back-
ground and original of native isolate S1-7 APS; c) the increase associated with
native isolate S2-2 compared against S7 APS isolate is observed, in terms of
leaf length and the increase in leaves number (image without background
and original).
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Tabla 4. Anotacion funcional de los aislados nativos.
Table 4. Functional annotation of native isolates.

Produccion .. Antagonismo contra hongos fitopatégenos
Aislados de Solubilizacion Proauccion Penicillium . . . Fusarium  Fusarium Colletotrichum .
A AIA defosfato . d P e —— Rhlzt.)pus Fusarium Fu.farlum axXysporiiim sambucihlin Ihymphaede Collfztotrlchum
(ug/mL") sideréforos e stoloniferaC sp. AUC-TZ-2 proliferatum AUCTZ-3 AUCTZ1  AUCZM-1o  Siamense

S1-1 APS 5.09 - - + + + + ax o + +
S1-1 3.68 + - + + + - + + - +
S1-2 APS 31.84 + - - - - = = - + -
S1-2 0 - + - - + - + + + +
S1-3APS  5.89 - + - + - = + ¥ - n
S1-4 APS 2.88 - - - + = o - + + +
S2 APS 8.91 = + + + - - = = - -
$2-2 5 - + - + - . - - " .
S2-3 21.38 + + + - - - = + - -
S2-4 0 - - = = - . - - n -
S3 APS 0 = + > + = = + = + +
S3-6 19.28 - - - + + - + - 4L +
S4-3 34 + - - + - - - - -
S5-1 5.66 = = + + - - = = i +
S5-2 23.44 - + - + + - - - + +
S6 APS 0 = + = 4 = = + = = +
S6-2 23.59 - + + + + + dk b + +
S7 APS 8.67 + - - + - - - - + -

et al., 2015). Al parecer, el hecho de que este mecanismo
de promocién este ampliamente distribuido en bacterias,
se debe a la baja disponibilidad del nutriente y por ello, las
poblaciones que habitan los suelos deben competir por él,
por lo que, las BPCV han desarrollado este mecanismo de
solubilizacion. Ademas, en la simbiosis planta-bacteria, la
disponibilidad de fosfatos dado por las bacterias hacia las
plantas, tiene como respuesta la disponibilidad de fuentes
de carbono (aportadas por las plantas) esenciales para los
procesos metabdlicos de las bacterias. El fésforo, después del
nitrégeno, es el elemento mas esencial para el crecimiento de
las plantas, ya que constituye aproximadamente el 0.2 % del
peso seco de una planta y se ha correlacionado directamente
con el incremento en la biomasa (peso seco) de plantas de
maiz (Montafez et al., 2012; Beltran Pineda, 2014).

Produccion de acido indol acético (AlA)

De los 18 aislados evaluados, 15 mostraron una produccién
nativa de AlA, con rangos de produccién desde los 3.5 pg/
mL" hasta los 31.84 pg/mL", destacando el aislado S1-2APS
como el mayor productor de AlA nativo (31.84 pg/mL"). No
obstante, tres aislados no mostraron produccién nativa de
AlA (Cuadro 1). Dentro de las diversas vias de biosintesis de
AlA, las vias IPyA e IAM son las mas estudiadas en bacterias
(Zhang et al., 2019), incluso, existen reportes de rutas no de-
pendientes de triptéfano de las cuales los mecanismos aun
no estan elucidados. Datos reportados por Marag y Suman
(2018), muestran una produccién diferencial de AIA en los
distintos aislados bacterianos, los cuales van desde la no
produccién, pasando por rangos de 6.6 hasta los 202.7 ug/
mL", cabe resaltar que en los ensayos de produccion de AlA,
adicionan triptéfano al medio de cultivo bacteriano, como

inductor de la biosintesis de AIA en bacterias con rutas de-
pendientes de triptéfano. Por otro lado, estudios realizados
en cepas de B. cereus, muestran que estos microorganismos
son capaces de sintetizar triptéfano (Barcelé-Antemate,
2016). Con esta informacion se puede sugerir que, los aisla-
dos evaluados en el presente estudio pueden tener rutas in-
dependientes de triptéfano o en su defecto, algunos de ellos
podrian estar sintetizando el aminodcido triptéfano y éste
servir como precursor para la biosintesis de AlA. El AIA esta
asociado a la estimulacion de la division celular, elongacion,
diferenciacion y tropismo de las plantas, por lo que se consi-
dera una de las auxinas mas importantes para el desarrollo
vegetal, sin embargo, en concentraciones elevadas puede
reprimir los procesos antes mencionados, siendo este un
mecanismo (sobre produccién de AlA) utilizado por algunas
bacterias fitopatégenas (Mano y Nemoto, 2012; Kawaguchi'y
Syono, 1996).

Produccién de sideréforos

El 50 % de los 18 aislados nativos dieron positivo a la prue-
ba de produccién de sideréforos en el agar CAS, donde se
observé una conversién al color naranja. Este mecanismo
de promocién estd asociado a la quelacién del hierro (Fe*)
por parte de los sideréforos, estas biomoléculas presentan
una alta afinidad al Fe** para secuestrarlo y reducirlo a Fe?,
una forma mas soluble y aprovechable para las plantas
(Tortora et al., 2011). Ademas, se les ha atribuido un papel
importante como un mecanismo antagoénico para bacterias
y hongos fitopatégenos, ya que las bacterias productoras de
sideroforos pueden secuestrar el Fe* disponible en la rizésfe-
ra y limitar su acceso para otros microorganismos. Ademss,
existen reportes sobre la activacién del sistema de resistencia
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inducida de las plantas (Marag y Suman, 2018). En resumen,
la actividad siderofora puede propiciar la disponibilidad de
nutrientes para la planta y fungir como un mecanismo de
biocontrol.

Antagonismo contra hongos fitopatogenos

Los 18 aislados se confrontaron contra ocho hongos fitopa-
tégenos de interés agricola. Se demostré que, el 100 % de
los aislados muestran actividad antagoénica contra, al menos,
uno de los hongos fitopatogenos, destacando los aislados
S1-1 APS y S6-2 por presentar antagonismo contra todos
los hongos evaluados. Los hongos del género Fusarium son
de interés agricola por las pérdidas econémicas que causan
al infectar a los cultivos, ademas de ser uno de los hongos
fitopatdégenos de mayor distribucion en cultivos agricolas
(Figueroa et al., 2010). En el presente estudio se demostré la
actividad antagoénica de los aislados nativos contra cepas de
Fusarium, lo cual coincide con lo reportado por Le6n Men-
doza (2014), quienes prueban el potencial antagénico de
bacterias aisladas de la rizésfera de cultivos de maiz contra
Fusarium verticilloides. En el presente trabajo, se observé que
el 66.6 % de los aislados presenté efecto antagonico contra,
al menos, un hongo del género Fusarium. Sin embargo, se
observé que F. proliferatum fue el mas resistente al efecto an-
tagonico de los aislados nativos, ya que solo S1-1 APS y S6-2
mostraron actividad antagénica. Los hongos Colletotrichum
siamensey Rhizopus stolonifer fueron inhibidos por el 72 % de
los aislados. Uno de los mecanismos de promocién del creci-
miento vegetal indirectos, es la actividad de biocontrol por
parte de las BPCV, ya que este mecanismo propicia la sanidad
de la planta y le brinda condiciones para destinar su energia
al crecimiento y desarrollo de los tejidos vegetales (Marag y
Suman, 2018). En este sentido, la actividad antagénica de las
bacterias se debe a la necesidad de competir por un nicho
ecoldgico y lograr la asociacion con las raices de las plantas,
por lo cual, es necesario que utilicen mecanismos para com-
petir en la rizosfera, como la produccion de sideréforos, de
antibidticos o de enzimas liticas, asi como la induccion de la
resistencia sistémica en la planta (Pérez-y-Terrén et al., 2014).
Ademds del género Fusarium, existen otros hongos que
estan asociados a enfermedades, como los causantes de la
pudricion de la mazorca y tallo (por géneros de Penicillium
y Fusarium) y la antracnosis (por géneros de Colletotrichum).
Ademads, los granos pueden verse contaminados por hon-
gos del género Penicillium y Rhizopus, lo que se asocia a la
contaminacién de alimentos por micotoxinas (Rabie et al.,
1985; Vandicke et al., 2021; Wen et al., 2021; Belisario et al.,
2022). Por lo cual, la identificacion de bacterias con actividad
antagonica frente a hongos, representa una alternativa al uso
de fungicidas sintéticos.

CONCLUSIONES

En el presente estudio demostramos la actividad sobre la
promocion del crecimiento de plantas de maiz criollo mexi-
cano, de aislados nativos del Municipio de Jiquilpan, Michoa-
can. De los 40 asilados obtenidos en el muestreo de suelo,
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identificamos 18 que promueven mas del 90 % de la germi-
nacion en las semillas de maiz. Ademas, los aislados S1-4 APS,
$2-2, 52-3 y S3-6 destacaron por mostrar incrementos del 20
al 30 % en la longitud del brote, y del 25 hasta el 100 % de
aumento en el peso seco total de las plantas de maiz. Estos
aislados presentaron diferentes mecanismos de promocion
del crecimiento vegetal, directos como la produccién de AIA
(S1-4 APS, S2-2, S2-3 y S3-6), solubilizacion de fosfato (52-3)
y produccion de sideréforos (S2-2 y S2-3) e indirectos, como
el antagonismo contra hongos del género Penicillium (S2-3),
Rhizopus (S1-4 APS, S2-2, S2-3 y S3-6), Fusarium y Colletotri-
chum (S1-4, S2-2, S2-3 y S3-6). La presentacién por parte de
los aislados, de diferentes mecanismos de promocién y los
buenos pardmetros de crecimiento observados en el maiz,
deja abierta la posibilidad de estudiar su efecto promotor
como consorcio nativo, el cual pudiera incrementar, alin mas,
la germinacién y el desarrollo de las plantas de maiz criollo
mexicano de la region. Estos hallazgos son fundamentales
para generar estrategias biotecnoldgicas acorde a las nece-
sidades particulares de cada regién y cultivo. Por lo anterior,
es necesario continuar con estudios que robustezcan la
informacion y nos ayuden a seleccionar bacterias con un alto
potencial para su aplicacién biotecnoldgica en el maiz.
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