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RESUMEN
En la agricultura orgénica es comun la aplicacion de microorganismos en los cultivos para estimular el

crecimiento vegetal, aumentar la produccion y disminuir el uso fertilizante como N inorgénico. Sin embargo, es
importante evidenciar que hay sobrevivencia y proliferacion de estos microorganismos aldctonos que son
aplicados en el suelo y correlacionarlos con el crecimiento vegetal. Por esto, el objetivo de este estudio evalu6
el efecto de la aplicacion de un consorcio bacteriano no comercial como biofertilizante del maiz (Zea mays L) en
un experimento en invernadero. Se realiz6 un experimento en columnas con suelo sin cultivar y en otras se hizo
la siembra de maiz, se aplico el biofertilizante sin esterilizar, estéril, y un control sin biofertilizante. Se evaluo el
crecimiento vegetal y las comunidades bacterianas en el suelo después de 44, 89 y 130 dias. No se encontrd un
efecto significativo en el crecimiento del maiz por el uso del biofertilizante. La comunidad del consorcio aplicado
en el suelo fue dominada por el género Lactobacillus (11.9 % abundancia relativa). El efecto de la aplicacién del
consorcio o el biofertilizante estéril en las comunidades bacterianas del suelo mostraron un pequefio cambio en
la abundancia relativa en un namero limitado de taxa de bacterias como Delftia, Halomonas, Lactobacillus y
Stenotrophomonas, sin alterar significativamente la estructura de la comunidad. Se encontr6 que el cultivo de
maiz afecto significativamente la estructura de la comunidad bacteriana lo cual mostr6 variaciones grandes y
significativas en el tiempo en el suelo cultivado y sin cultivar. Es importante recordar que este experimento se
realizé en invernadero, por lo cual resultaria interesante poder probar el impacto de este biofertilizante con
experimentos en campo. Como conclusion las bacterias aplicadas como biofertilizante tuvieron un efecto

limitado sobre la abundancia relativa de estos grupos en suelos sin cultivar o suelos cultivados con maiz.



ABSTRACT:
In organic agriculture, it is common to apply microorganisms to crops to stimulate plant growth, increase

production, and reduce the use of fertilizers such as inorganic N. However, it is important to confirm that there
is survival and proliferation of these allochthonous microorganisms that are applied to the soil and correlate such
activities with plant growth. The aim in the study was to evaluate the effect of the application of a non-
commercial bacterial consortium as a biofertilizer for corn (Zea mays L) in a greenhouse experiment. The
experiment was carried out in columns with uncultivated and cultivated soil with corn. Sterilized and unsterilized
biofertilizer were applied to soil; there was also a control without biofertilizer. Plant growth and bacterial
communities in the soil were evaluated after 44, 89 and 130 days. No significant effect was noted in corn growth
with biofertilizer application. The consortium community applied to the soil was dominated by the genus
Lactobacillus (11.9% relative abundance). The effect of the application of the consortium or the sterile
biofertilizer on the relative abundance of bacterial communities was minimal, with only a limited number of
bacterial taxa such as Delftia, Halomonas, Lactobacillus and Stenotrophomonas showing change. Bacterial
community structure was not significantly altered. It was found that the cultivation of corn significantly affected
bacterial community structure, which showed large and significant variations over time in cultivated and
uncultivated soil. It is important to bear in mind that this experiment was carried out in a greenhouse, so it would
be interesting to be able to test the impact of this biofertilizer in field experiments. In conclusion, the relative
abundance of the bacterial groups that were in the applied biofertilizer was almost unchanged in uncultivated or

cultivated soils.



1. Introduccién

1.1 El Suelo y su importancia en la diversidad biol6gica
Si bien el suelo se conoce con frecuencia como el "sustrato fértil”, no todos los suelos son adecuados para

cultivos. Los suelos ideales para la agricultura se equilibran en las contribuciones de los componentes minerales
(arena: 0.05-2 mm, limo: 0.002-0.05 mm, arcilla: <0.002 mm), materia orgénica del suelo (SOM), aire y agua.
Las contribuciones equilibradas de estos componentes permiten la retencion de agua y el drenaje, oxigeno en la
zona de la raiz, nutrientes para facilitar el crecimiento del cultivo; y proporcionan apoyo fisico para las plantas
(Parikh and James 2012). La salud del suelo fue definido como “la capacidad del Suelo para funcionar como un
sistema vital para mantener la productividad bioldgica, promoviendo la calidad del ambiente y promoviendo la

salud vegetal y animal”’(Doran and Zeiss 2000).

El suelo es el lugar en la tierra donde existe la mayor parte de la biodiversidad, y la rizsfera
probablemente represente el habitat mas dinamico de la Tierra; y ciertamente es la zona mas importante en
términos de definicion de la calidad y cantidad del recurso humano terrestre. A pesar de su importancia central
para toda la vida, sabemos muy poco sobre el funcionamiento de la rizosfera y tenemos una ignorancia
extraordinaria sobre la mejor manera de manipularla para nuestro beneficio (Hinsinger et al. 2009). La rizdsfera
es la porcion de suelo que esta expuesta a la actividad de la raiz. Es un punto clave para la actividad microbiana,
que ayuda al crecimiento vegetal en diversas formas. Es la porcién de suelo conectado a la raiz y ocasionalmente
extendida por pocos milimetros desde el sistema radicular, esta incluida en la rizésfera que sirve como una zona
importante a nivel ecoldgico para estudiar las interacciones microbianas y la planta (Richter et al. 2007; Gray

and Smith 2005).

El término microbioma rizosférico se refiere al conjunto de comunidades microbianas asociadas con la
rizosfera de la planta. Biol6gicamente, el microbioma rizosférico contiene una gran cantidad de comunidades
microbianas que interactGan con las plantas de forma diferente (Ali et al. 2017). En general, se cree que la gran
diversidad de las comunidades microbianas asociadas con el rizoplano en la rizésfera, ayuda a las plantas a
adquirir minerales, sustancias orgénicas y muchos otros metabolitos, incluidos aminoéacidos, fitohormonas, etc.,

para mejorar la productividad de la planta (Ferreira and de Melo 2010).
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Figura 1. Diagrama sistematico del microbioma de la rizdsfera: las ventajas, desventajas y lo peligroso de los
microorganismos en las inmediaciones de la raiz, y los factores que afectan los exudados de la raiz y la flora
microbiana (Modificado de Ali et al., 2017).

Para esquematizar el papel de los microorganismos en la riz6sfera, en la Figura 1 se muestra un diagrama donde
se muestra la forma en la que interacttan los organismos que conforman el microbioma en este ambiente. Entre
las ventajas se encuentran los microorganismos benéficos para las plantas ya que pueden ser la defensa de
activacion para prevenir enfermedades. Entre sus ventajas estan la promocién del crecimiento de las plantas,
ayudando a la absorcion de nutrientes en las plantas, el antagonismo a los patdgenos de las plantas y la tolerancia
de las plantas contra el estrés abidtico. Sin embargo, las desventajas son las bacterias, hongos parésitos de plantas
y nematodos que causan enfermedades de importancia econémica en plantas de los principales cultivos y resultan
en serios problemas de reduccion de la productividad y seguridad alimentaria. Del mismo modo, algunos

microorganismos de la rizésfera tienen la oportunidad de invadir el cuerpo humano a través de diferentes vias y
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causar enfermedades infecciosas. Esto podria ser considerado como lo peligroso, ya que son los organismos mas

perjudiciales en la naturaleza (Ali et al. 2017).

Gracias al desarrollo tecnoldégico como las plataformas de secuenciacion NGS (Next Generation
Sequencing) se ha logrado describir la diversidad biolégica que se alberga en la rizésfera del suelo, ademas de
mostrar la influencia de la planta sobre la estructura de la comunidad microbiana y viceversa. Se ha reportado
una gran variedad de bacterias rizosfericas. Entre los grupos taxondémicos se destacan principalmente

Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Acidobacteria y Bacteroidetes (Peiffer et al. 2013; Uroz et al. 2013).

1.2 Papel de los Biofertilizantes en la agricultura organica
El uso indiscriminado de fertilizantes quimicos en la agricultura ha tenido como resultado efectos adversos en la

pérdida de la salud y la calidad del suelo, haciéndolos no aptos para los cultivos. Esto, ha llevado a la busqueda
de sistemas agricolas que sean sostenibles (Megali, Glauser, and Rasmann 2013). La aplicacion prolongada de
fertilizantes quimicos reduce la riqueza microbiana y promueve una disminucién de la microbiota del suelo con
caracteristicas benéficas (Sun et al. 2015). La agricultura organica estad ganando aceptaciéon mundial y se ha
expandido a una tasa anual del 20% en la Ultima década, representando mas de 24 millones de hectareas en todo
el mundo. Las practicas organicas evitan las aplicaciones de fertilizantes y pesticidas sintéticos, dependen de
insumos organicos y reciclaje para el suministro de nutrientes, y enfatizan el disefio del sistema de cultivo y los
procesos biolégicos para el manejo de plagas, segun lo define la regulacion de agricultura organica en el mundo.
La acumulacion de una biomasa microbiana del suelo grande y activa es un conjunto importante de nutrientes
accesibles, por lo tanto, es una prioridad importante en la agricultura organica. En la agricultura organica, existe
un efecto positivo de la cantidad y calidad de los insumos de los residuos organicos en la biomasa microbiana
del suelo. De esta manera, los sistemas organicos son extremadamente importantes para el aumento de la

fertilidad del suelo y el mantenimiento de la sostenibilidad ambiental (Ferreira and de Melo 2010).

Los biofertilizantes contienen microorganismos y se aplican a semillas, raices, plantas o suelo para promover
el crecimiento vegetal. Suministran nutrientes esenciales, como nitrégeno y fésforo (Reddy and Saravanan 2013).
La aplicacion de biofertilizantes ha aumentado en las practicas agricolas, ya que pueden contribuir al rendimiento

sostenible y seguridad alimentaria (Bhardwaj et al. 2014). Las bacterias promotoras del crecimiento de plantas
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(PGPR) a menudo se incluyen en los biofertilizantes. Estas bacterias pueden estimular el crecimiento de las
plantas a través de diferentes mecanismos que mejoran la solubilizacion de nutrientes minerales, la produccion
de fitohormonas, estimulando el crecimiento de las raices y la supresion de enfermedades radiculares (Martinez-
Viveros et al. 2010). Sin embargo, se han reportado incoherencias en el rendimiento en campo de estos
biofertilizantes, posiblemente por la no adaptabilidad al suelo no nativo, los efectos negativos de la interaccion
con los microorganismos autoctonos de los cultivos y la incompatibilidad en la colonizacion de diferentes
huéspedes de cultivos, especies y variedades (Sruthilaxmi and Babu 2017). Cuando se introducen bacterias, al
ser inoculadas declinan rdpidamente, una de las posibles causas podria ser la competencia (Cummings 2009). No
se conoce con claridad qué interacciones ecoldgicas ocurren entre estos microorganismos y su impacto, por lo
cual, no es posible predecir con eficacia el efecto de los biofertilizantes (Malusa, Pinzari, and Canfora 2016).
Dado que los inoculantes microbianos tienen la capacidad de promover el crecimiento de las plantas, el
enriquecimiento de nutrientes, la absorcion y el mantenimiento de la salud de las plantas, se los designa como
una parte prometedora de las soluciones integradas para los problemas agroambientales (Kumar et al. 2016). Los
biofertilizantes se definen como "sustancias que contienen microorganismos vivos, que cuando se aplican a
semillas, plantas o suelos y promueven el crecimiento mediante el suministro de nutrientes esenciales como
nitrégeno (N), fosforo (P) y otros nutrientes minerales” (Reddy and Saravanan 2013). Los biofertilizantes pueden
ser aplicados a las semillas, la superficie de las plantas o el suelo. Su principal funcién es colonizar la rizésfera
o el interior de la planta, y promover el crecimiento aumentando la oferta o disponibilidad de nutrientes primarios
a la planta huésped. En el contenido de los principales biofertilizantes comerciales se encuentran Azotobacter,
Pseudomonas, Azolla, Acetobacter y Azospirillum, que son aplicados en diversos cultivos de cereales y hortalizas

(Pathak and Kumar 2016).

Se ha demostrado que las inoculaciones con consorcios microbianos o rizobacterias (PGPR) mejoran la
eficiencia del uso de nutrientes, es decir, principalmente P, N y C. La mayor eficiencia en el uso de nutrientes
beneficia a la planta por induccion en la germinacion de la semilla, el rendimiento de la planta y una mayor
absorcidn de nutrientes junto con la mejora en la altura de la planta y un control biolégico efectivo (Ferreira and
de Melo 2010). Numerosos investigadores han desarrollado inoculantes microbianos que confieren propiedades
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beneficiosas, como la fijacion de nitrdgeno, la absorcion de Py otros nutrientes minerales, el control bioldgico
y la produccién de hormonas vegetales, para aumentar la productividad de los cultivos (Bashan, Holguin, and

Bashan 2004; Miransari 2011; Dodd and Ruiz-Lozano 2012; Bakonyi et al. 2013).

India es uno de los paises importantes en produccion y consumo de biofertilizantes. Con el fin de
fomentar la agricultura orgdnica mediante biofertilizantes, dentro de los méas usados estan Rhizobium,
Azotobacter, Azospirillum, bacterias solubilizadoras de fosfato y micorrizas. ElI consumo promedio en el pais es
de aproximadamente 45,000 toneladas por afio mientras que la produccion es menos de la mitad. Es evidente que
existe una tremenda brecha entre la demanda anual y la produccién de biofertilizantes en todo el mundo,
especialmente en la India. Por lo tanto, la combinacion sensata de fertilizantes quimicos y biofertilizantes
también podria tenerse en cuenta por las preocupaciones econdémicas y ecoldgicas (Pindi and Satyanarayana

2012).

Existen evidencias de que el uso de biofertilizantes podria ayudar al impulso econdmico de los paises
subdesarrollados. En el Estado de Morelos en México, muchos agricultores a escala pequefia ya estan aplicando
en sus cultivos este tipo de productos biotecnoldgicos, producidos a partir de los activos tecnolégicos enddgenos.
Esto facilita la comprension de las percepciones de los campesinos, ademas de los desafios y oportunidades que
enfrentan las zonas rurales y las conexiones entre la participacién de las empresas, la academia y el gobierno en
la planificacion y administracion con respecto a la gestion de estas innovaciones (Barragan-Ocafia and Del-Valle-

Rivera 2016).

Uno de los principales inconvenientes en el uso de los biofertilizantes es su calidad, como la mayoria de
las agencias productoras privadas que suministran estos productos no se preocupan por los parametros de calidad.
La disponibilidad de biofertilizantes de buena calidad para los agricultores es el principal obstaculo en su éxito.
También se ha encontrado que la incoherencia en el rendimiento de campo de los inoculantes microbianos, puede
atribuirse a problemas como la adaptabilidad a un suelo no nativo, los efectos negativos de la interaccion con los
microorganismos autéctonos de los cultivos y la incompatibilidad en la colonizacion de diferentes huéspedes de

cultivos, especies y variedades (Sruthilaxmi and Babu 2017).
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1.3 Cultivo de Maiz, fertilizacion y microbioma
Zea mays L., conocido por su nombre comin como maiz, es uno de los granos alimenticios mas antiguos que se

conocen. Pertenece a la familia de las Poaceas (Gramineas), tribu Maydeas, y es la Unica especie cultivada de
este género. EI maiz (Zea mays L.) es el cultivo con mayor produccion de grano en el mundo con los principales
productores son EE. UU., China, Brasil y México (Ranum, Pefia-Rosas, and Garcia-Casal 2014; Alexandratos
and Bruinsma 2012). Es el segundo cultivo méas producido del mundo después del trigo y es el cereal con mayor
rendimiento de grano por hectarea (Paliwal, 2001).Se cree que el maiz, se origino6 en el centro de México hace
7000 afios a partir de una hierba silvestre, y los nativos americanos transformaron el maiz en una mejor fuente
de alimento. ElI maiz contiene aproximadamente 72% de almiddn, 10% de proteina y 4% de grasa, con una
densidad energética de 365 Kcal x100 g-1 y se cultiva en todo el mundo. El maiz se puede procesar en una
variedad de productos gque incluyen almidén, edulcorantes, aceite, bebidas, pegamento, alcohol industrial y etanol
combustible (Ranum, Pefia-Rosas, and Garcia-Casal 2014). México es uno de los principales paises
consumidores de maiz a nivel mundial, ya que éste es la base de su alimentacion, ademas de ser el cultivo méas
producido en el pais y de ocupar el cuarto lugar como productor en el mundo. A pesar de ello, importa 10 millones

de toneladas de este grano anualmente (Gonzélez Merino and Avila Castafieda 2014).

Para el crecimiento y desarrollo del maiz el Ny el P son nutrientes esenciales, por lo cual se usan fertilizantes
quimicos para reponer el suelo N y P, que puede conllevar a costos ambientales importantes. Por ejemplo, en
2016 México us6 779,9 mil toneladas métricas de fertilizante inorganico en el cultivo de maiz (Statista 2016).
Desafortunadamente, la fertilizacion quimica puede conducir a costos ambientales significativos, por ejemplo,
la eutrofizacion de los rios, y la acidificacion y salinizacion del suelo. En la busqueda de una alternativa de estos
guimicos inorganicos, se han inoculado plantas con las bacterias para mejorar el crecimiento y la produccion de
grano de maiz, y asi reducir la aplicacion de fertilizantes (Yazdani et al. 2009; Al-Enazy et al. 2017; Faramarzi
et al. 2012).

Aunque la utilidad de los microorganismos utilizados como biofertilizantes en el cultivo de maiz se conoce
ampliamente (Barragan-Ocafia and Del-Valle-Rivera 2016; Mohammadi and Yousef Sohrabi 2012; Yazdani et

al. 2009) y se ha descrito la supervivencia cultivable (Kozdrdj, Trevors, and Van Elsas 2004; Frey-Klett, Pierrat,
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and Garbaye 1997; Swapna, Divya, and Brahmaprakash 2016), se conoce poco sobre cdmo los microorganismos
afiadidos al suelo sobreviven y si podrian alterar la comunidad microbiana del suelo. En una revision de
investigaciones se encontrd que la inoculacion de microorganismos en el suelo o su aplicacion en las semillas
puede cambiar la estructura de las comunidades nativas, por lo cual es importante introducir de forma segura

microorganismos en el ambiente (Trabelsi et al. 2013).

En una planta de importancia econdmica como el maiz, es sustancial conocer composicion del
microbioma de la rizosfera para determinar su afectacion por factores fisicoquimicos de la rizosfera o por la
genética de la planta. Peiffer et al. (2013) caracterizaron la diversidad bacteriana de la rizosfera en 27 lineas
endogamicas de maiz, mediante pirosecuenciacion del gen 16S rRNA, y observaron variacién sustancial en la
riqueza y diversidad bacteriana, y la abundancia relativa de los taxones entre el suelo y la rizésfera del maiz,
teniendo como phyla dominantes a Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes y
Cyanobacteria. Otro estudio similar fue realizado por Chauhan et al. (2011) en el cual se evaluaron 274
secuencias de 16S rRNA obtenidas de la estructura rizosférica de maiz, donde los grupos mas relevantes fueron
Proteobacteria con 48%, 10.3% de Actinobacteria, 9.9% de Bacteroidetes, 6.6% de Verrucomicrobia, 4.8% de
Acidobacteria, 1.8% de Firmicutes, 1.5% de Chloroflexi, 1.5% de TM7, 1.1% de Deinococcus-Thermus, 0.7%
de Planctomycetes, 0.70% de Gemmatimonadetes y 0.40% de Cyanobacteria. Por ultimo, se estudié la
microbiota de la rizésfera de dos genotipos de maiz, i.e. P9714XR y 35F40, en cuatro tipos de suelos; los
principales Phyla descritos fueron Crenarchaeota, Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes,

Acidobacteria, Planctomycetes y Gemmatimonadetes, los cuales variaron en su abundancia (Bakker et al. 2015).

1.4 Supervivencia de microorganismos en el suelo
Se han sugerido varios mecanismos como las principales causas de la disminucién de las poblaciones de

inoculantes microbianos en el suelo (Van Elsas, Heijnen, and van VVeen 1991; Evans, Wallace, and Dobrowolski
1993). Dependen principalmente de su origen biotico (depredacion, competencia y crecimiento de la raiz) y
abidtico (minerales de arcilla, tension del agua, carbono orgéanico, nutrientes inorganicos (N y P), pH,

temperatura y desechos toxicos), de los cuales se puede evidenciar su efecto en la supervivencia de los
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microorganismos en la Tabla 1(van Veen, van Overbeek, and van Elsas 1997). Se sabe que las bacterias al ser

inoculadas declinan rapidamente, una de las posibles causas podria ser la competencia con la microbiota del

suelo (Cummings 2009). Se presume que los microorganismos podrian ser competidores directos al ocupar el

mismo nicho, mientras que otros podrian tener actividades antagonicas o depredadoras.

Tabla 1. Factores que influencian la supervivencia bacteriana en el suelo (van Veen, van Overbeek, and van

Elsas 1997)
Origen Factor Efecto
Bidtico Depredacion Disminuye el tamafio de la poblacién
Competencia Disminuye el tamafio de la poblacion / efecto antag6nico
sobre los patdgenos de planta.
Crecimiento de raiz Libera componentes organicos y favorece la supervivencia.
Abiotico Minerales de arcilla ~ Proteccion contra la depredacion

Tension de agua

Carbono organico

Nutrientes
inorgénicos (N, P)

pH

Temperatura

Alta: escasez de agua, alta osmolaridad; Baja: anaerobiosis,
incremento de la disponibilidad de nutrientes por difusion.
Seleccion para especies copiotrofas u oligotréficas, el
carbono orgéanico limitado resulta en reduccién de inanicién
en actividad.

Limitacidn de resultados en inanicion.

Es selectivo para las especies, liberacién de nutrientes (P) o
componentes toxicos (Al*3).
Se afectan la actividad metabdlica, asi como la presion

biotica (depredadora).
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Quimicos (desechos Inhibicion de organismos sensibles, seleccion por

toxicos) biodegradabilidad, resistencia o formas tolerantes.

Similarmente, las diversas comunidades microbianas son afectadas en su estructura por las caracteristicas
quimicas del suelo (pH, contenido de nutrientes) y fisicas (textura) (Malusa, Pinzari, and Canfora 2016). Dentro
de los cuales destaca el pH del suelo como uno de los predictores mas importante de la estructura de la comunidad
bacteriana, con mayor diversidad asociada con suelos neutros y menor diversidad en suelos &cidos,
probablemente debido a la tolerancia al crecimiento del pH relativamente estrecha de taxones bacterianos (Fierer

and Jackson 2006).

Como se menciond, al introducir microorganismos (aldctonos) en el suelo, se enfrentan a la competencia
de microorganismos autdctonos. Esto sucede al usar biofertilizantes en el suelo. Sin embargo, aln no se conoce
con claridad que interacciones ecoldgicas ocurren entre estos microorganismos en el suelo y el impacto, por lo
cual, no es posible predecir con eficacia el efecto de los inoculantes introducidos en los biofertilizantes (Malusa,
Pinzari, and Canfora 2016). Existe un gran esfuerzo para evaluar estas relaciones entre microorganismos y su
impacto en la eficacia de los biofertilizantes, tanto a corto como a largo plazo. Por esto, se estan utilizando
métodos como el analisis de la biomasa microbiana del suelo, la actividad microbiana del suelo, la estructura de

la comunidad microbiana del suelo y los anélisis de diversidad (Trabelsi and Mhamdi 2013).

Es por ello, que es importante investigar si esos microorganismos alctonos, es decir, introducidos en el
suelo, sobreviviran y estimularan el crecimiento de las plantas. El entorno del suelo es altamente competitivo.
Los microorganismos aplicados al suelo podrian no estar fisicamente protegidos contra la depredacion (Postma,
Hok-A-Hin, and van Veen 1990; Jousset et al. 2010; Xiong et al. 2017)] y podria ser que un efecto positivo sea
el resultado de los nutrientes liberados después de su depredacion. Ademas, el movimiento de los
microorganismos es limitado en el suelo, por lo que puede ser dificil para ellos entrar en contacto con las raices

en crecimiento cuando se aplican en la superficie del suelo. En una investigacion en la que se aplico una sola
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cepa de Bacillus subtilis con capacidades promotoras del crecimiento de las plantas, no se encontré que esta

acelerara el desarrollo de las plantas de girasol (Lopez-Valdez et al. 2011).

De forma similar, Nuzzo et al. (2020) probaron cuatro biofertilizantes comerciales y se evalud su impacto
en el crecimiento de la planta de tomate y las comunidades microbianas del suelo nativo. Se encontr6 que la
mayoria de los microorganismos no estimulaban el crecimiento del tomate, ademéas varios de estos

biofertilizantes no presentaban los microorganismos que se esperaban y su persistencia en el suelo fue baja.
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2. Justificacion
El aumento de la poblacion humana esta ejerciendo una gran presion sobre el suelo y los recursos

hidricos, lo cual esta amenazando nuestra capacidad de producir alimentos, forraje y fibra suficientes. Como
resultado, existe un consenso creciente dentro de nuestra comunidad global de que la proteccion de los recursos
naturales y la implementacion de practicas agricolas sustentables con el ambiente y econémicamente sélidas son

de maxima prioridad (Parikh and James 2012).

El suelo es la base de los recursos y de la produccion de los cultivos, la productividad del trabajo y la
factibilidad del establecimiento de sistemas sustentables. En la actualidad, existe la necesidad de investigar si el
uso de las soluciones que se han desarrollado para una agricultura organica, como lo es el uso de biofertilizantes,
tienen un verdadero efecto en un ecosistema tan complejo como es el suelo. Este trabajo de investigacion
contempla el uso de un biofertilizante organico que sera evaluado a través del crecimiento vegetal de plantas de
maiz, adicionalmente, se hard la estimacion de la supervivencia de los microorganismos presentes en un
biofertilizante en el tiempo, por medio del uso de herramientas de secuenciacion masiva de los microorganismos
presentes en el suelo usando los marcadores moleculares de bacterias (rRNA 16S) para su caracterizacion. Si
bien se ha estudiado esto previamente, se ha evaluado principalmente por medio de microorganismos cultivables

y en menor medida usando herramientas moleculares como la PCR.

En este caso en particular lo haremos usando la técnica de secuenciacion masiva llumina, en la cual se
podra obtener una mejor caracterizacion del microbioma del suelo y si hay cambios importantes en la estructura
del microbioma del suelo al agregar el biofertilizante. Otro aporte relevante de esta investigacion es que
contrastara los microorganismos del suelo rizosférico del no rizosférico. Por ejemplo, si hay un grupo
taxondémico dominante en el biofertilizante podremos hacer evidente su presencia 0 no en estos nichos ecoldgicos
del suelo, lo cual sera determinante para evaluar su papel en la promocién del crecimiento vegetal.

Adicionalmente, el disefio experimental contempla el uso del biofertilizante esterilizado, por medio del cual se
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podria evaluar si el biofertilizante promueve el crecimiento solo por los nutrientes y no por los microorganismos

presentes.

3. Objetivo General
El objetivo general de este trabajo consiste en analizar el impacto de la aplicacidn de un biofertilizante orgéanico

sobre la estructura de la comunidad microbiana del suelo y su efecto en el crecimiento en plantas de maiz (Zea

mays L.) a lo largo del tiempo en el suelo rizosférico y no rizosférico.

3.1 Objetivos Especificos
1. Evaluar la diversidad microbiana presente en el biofertilizante y en el suelo inicial mediante la

secuenciacion de marcadores moleculares como el rRNA 16S para bacterias.

2. Establecer las diferencias principales en la estructura de la comunidad de bacterias en el suelo rizosférico
y no rizosférico, luego de aplicar biofertilizante, biofertilizante estéril o sin biofertilizante en el suelo de

un cultivo de maiz en invernadero.

3. Determinar el efecto del biofertilizante en el crecimiento de las plantas de maiz después de aplicarlo y

compararlo con la abundancia relativa de microorganismos en el suelo.

4. Metodologia

4.1 Muestreo de Suelo y Biofertilizante
El suelo usado en este estudio fue colectado en ITESA (Instituto Tecnolégico Superior del Oriente del Estado

de Hidalgo) localizado en Apan, Estado de Hidalgo, México (4° 44’ N, 74° 25’ W). Se definieron tres parcelas
de 400 m? y se muestred en 20 puntos la capa de 0-20 cm del suelo. Las muestras de suelo fueron pasadas a

través de un tamiz de 5 mm y posteriormente caracterizadas.
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Se obtuvo una solucién de biofertilizante organico de un cultivador local de la region de Hidalgo (México)
que es utilizada en campo. El biofertilizante es fabricado artesanalmente por la mezcla de lixiviados de compost
de estiércol de vaca, vermicompost y una fermentacion liquida que contiene diferentes microorganismos. Una
parte de la solucion del biofertilizante fue almacenada a 4°C luego del muestreo, la otra parte fue esterilizada y

posteriormente también refrigerada.

4.2 Caracteristicas fisicoquimicas del suelo y Biofertilizante
En el suelo analizado es clasificado como Phaeozem (World Reference Soil, WRS), la textura obtenida fue

arenosa franco arcillosa, en la Tabla 2 se muestran las principales caracteristicas del suelo. Donde se puede
apreciar un porcentaje de humedad bastante bajo, un pH con tendencia a lo neutro, una CRA de 515.21 g kgt y
una CE de 216.7 (dSm™?). En el caso del biofertilizante (Tabla 3), se pueden observar las principales
caracteristicas fisicoquimicas del biofertilizante utilizado en el experimento.

Tabla 2. Caracterizacién Fisicoquimica inicial del suelo

Propiedad Media®
% Humedad 1.99
pH 6.62
CRA (g xKg-1) 515.21
CE (dSm-1) 2.16
Arena (%) 53.19
Acrcilla (%) 23.50
Limo (%) 23.31
Amonio mg Kg-1 Ss 8.16
Nitrito mg Kg-1 Ss 0.01
Nitrato mg Kg-1 Ss 1.91

CE: Conductividad Eléctrica, CRA: Capacidad Retencion de Agua, Ss: suelo seco
2 Media de tres parcelas (n = 3)

Las caracteristicas del suelo fueron medidas antes de iniciar el experimento y en el muestreo final. El
contenido de humedad en el suelo fue determinado por la pérdida de peso después que las muestras fueron
secadas en un horno a 60°C por 48 h. La capacidad de retencion de agua (CRA) fue determinada por la saturacion

de 50 g de suelo con agua destilada, se dejo drenar por 24 h y se midié la cantidad de agua retenida. La
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conductividad eléctrica (CE) fue medida con un microprocesador HI 2300 (HANNA Instruments, Woonsocket,
RI, USA). La distribucion del tamafio de particulas se determiné con el método del hidrémetro descrito por Gee
y Bauder (1986). El pH fue medido al mezclar 10 g de suelo con 25 mL de agua destilada con un potenciémetro
calibrado (Denver Instrument, Bohemia, NY, USA) equipado con un electrodo de vidrio (3007281 pH / ATC
Termofisher Scientific, Waltham, MA, USA).

El N mineral (NOs,, NO," and NH4") fue medido en el suelo y en el biofertilizante. Para el suelo se hicieron
submuestras de 20 g con 80 mL de K.SO4 al 0.5 My se filtr6 con papel Whatman®. Se determind
colorimétricamente con el Sistema automatico analizador SKALAR (Breda, Netherlands) (Mulvaney 1996). Para
el biofertilizante, se usaron 50 mL, se clarifico la muestra con una solucion de hidroxido de aluminio (125 g en

un litro) para remover la interferencia (Eatson et al. 2005) .

4.3. Experimento en Invernadero
El experimento se llevd a cabo en un invernadero del departamento de Biotecnologia y Bioingenieria en el

Cinvestav, situado al norte de ciudad de México. Durante el cultivo de maiz la temperatura promedio fue de
15°C y méximo de 35°C desde abril a septiembre de 2017. Se usd un disefio de blogues completamente
aleatorizado que incluia seis tratamientos. Los tratamientos fueron, Sin cultivar 1) C: suelo control sin
biofertilizante; 2) B: suelo con biofertilizante; 3) BE: suelo con biofertilizante esterilizado; Suelo cultivado (4)
C: suelo sin biofertilizante con plantas de maiz; (5) B: suelo con biofertilizante con plantas de maiz y (6) BE:
suelo con biofertilizante esterilizado con plantas de maiz. Dependiendo de la localizacion del suelo puede ser
sin cultivar (sc), no rizosférico (nr) y rizosfera (r). Cada tratamiento fue replicado tres veces con tres subréplicas
por parcela. Se usaron columnas plasticas de 17 cm de didmetro x 60 cm de altura. Se pusieron 0.5 kg de tezontle
y aproximadamente 10 kg de suelo de las tres parcelas muestreadas y tamizadas previamente en cada una de las
columnas.

El disefio experimental se muestra en la Figura 2, en los tratamientos que incluian plantas (C, B y BE), se
sembraron tres semillas en cada una de las columnas y luego de su germinacion se dejé solo una planta por

columna. Se us6 la semilla certificada hibrida de maiz (Zea mays L.) variedad 215W Eagle, Hibridos Lobo de
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origen Sinaloa, México. Las semillas venian previamente tratadas para evitar su contaminacion. Mientras se

esperaba la germinacion se reg6 cada dos dias cada columna con 500 mL de agua.

Dia44 Dia 89 Dia 130
Sin Biofertilizante If ? T IT T ? '
no : ¥ : P!
'
Suelo Sin Cultivar 1 . : L . ' l
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extraccion v \'4 v
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caracterizacion caracterizacion caracterizacion
Sin Biofertilizante " i i I+ * HEL
i : : ¥ ! | !
Suelo Cultivado 4 J { H L T |
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Figura 2. Disefio experimental en el invernadero y toma de muestras

Para los tratamientos que tenian aplicacion de la solucion de biofertilizante o biofertilizante estéril, en el
tratamiento sin biofertilizante solo se agregd agua. La aplicacion del biofertilizante se hizo con ayuda de un
aspersor, en el suelo y la planta. Esto se realizé el dia de la siembra de las semillas y los dias 1, 44, 60, 90 y 120
(17/abril, 31/mayo, 5/junio, 19/julio, 2/agosto, 20/septiembre and 12/octubre de 2017). Se us6 la dosis
recomendada para el biofertilizante organico (80-100 L por hectéarea), aproximadamente 20 mL para los
tratamientos en cada aplicacion.

Se hicieron tres muestreos en los dias 44, 89 y 130 del cultivo. En cada muestreo se tom6 una muestra

de suelo de los primeros 15 cm de la columna, no adherido a la raiz (suelo no rizosférico). En las plantas se tomo

24



adicionalmente el suelo pegado a la raiz (suelo rizosférico); también se lavo la raiz con agua destilada para tomar
muestra del rizoplano e incluirlo en la muestra del suelo rizosférico. En cada muestreo las plantas fueron
cosechadas y se midieron diversas variables en la planta como el largo de la planta, largo de la raiz, peso fresco
planta y peso fresco de la raiz. Luego, fueron secadas a 60°C por 48 h para obtener el peso seco de la planta y

peso seco de la raiz.

4.4 Extraccion de DNA del Biofertilizante y suelo
Se tomaron submuestras de 0.5 g de suelo y 5 mL de biofertilizante fueron centrifugados a 3500 rpm por

15 minutos y se removié el sobrenadante. Las muestras fueron lavadas con 10 mL de pirofosfato de sodio 0.15
mol L™ para eliminar los &cidos himicos y fllvicos, y este proceso fue repetido hasta que el sobrenadante saliera
limpio. El exceso de pirofosfato fue eliminado lavando con buffer de fosfatos 0.15 mol Lt a pH 8 y centrifugados
a 3500 rpm por 15 minutos (Ceja-Navarro et al. 2010). Se usaron tres métodos diferentes para extraer el DNA
de las muestras de suelo y biofertilizante. Cada método fue usado para extraer tres veces 0.5 g de suelo (un total
de 1.5 g) y posterior al método de extraccion se hizo un pool de cada muestra. EI primer método utilizado se
basé en una de las técnicas descritas por Sambrook and Russell (2001). Brevemente, el sedimento se resuspendio
en 750 pL de solucion de buffer de lisozima y 80 pL de lisozima concentracién y se incubd a 37°C durante 1 h,
posteriormente se agregaron 750 pL de SDS concentracion. En el segundo método las células fueron lisadas
usando dos soluciones de lisis y un choque térmico como lo describid Valenzuela-Encinas et al. (2008). El tercer
método consistié en una solucion detergente para realizar la lisis celular, seguido de una ruptura mecanica

(Hoffman and Winston 1987).

4.5. Amplificacion por PCR de los marcadores 16S rRNA (V3-V4)
A partir del DNA extraido se amplificaron las regiones V3-V4 del gen 16S rRNA bacteriano usando los

primers 341F (5’-CCTACGGGNGGCWGCAG-3") y 805R (5’-ACHVGGGTATCTAATCC-3" (Herlemann et
al. 2011). Las condiciones de la PCR fueron 94°C por 5 min, seguida por 30 ciclos de 60 s en 94°C, 45 s en 53°C
para 16S 0 50°C para ITS, y 60 s a 72°C, con una extension final de 10 min a 72°C. Después de la amplificacién
de PCR los productos fueron limpiados usando el kit FastGen Gel/PCR (Nippon Genetics Duren, Germany) y se

cuantifico la cantidad de DNA usando el fluorospectrémetro Nanodrop 3300 (TermoFisher, Wilmington, DE,
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USA) con PicoGreen dsDNA. Las muestras fueron mezcladas en cantidades equimolares y secuenciadas usando

la tecnologia de secuenciacion Illumina Miseq en Macrogen Inc. (Seoul, Korea).

4.6. Andlisis de datos de las secuencias 16S rDNA
Las secuencias obtenidas fueron analizadas con el Programa Qiime version 1.91 (Caporaso, Kuczynski, and et

al 2010). Las secuencias barcode fueron removidas del resto de las secuencias, usando el script
extract_barcodes.py. Las secuencias quiméricas fueron identificadas usando identify _chimeric_segs.py con el
método usearch61 (Edgar 2010) y fueron eliminadas. Estas secuencias fueron agrupadas como unidades
operacionales taxonémicas, conocidas como OTU (Operational taxonomic units) con un nivel de similaridad del
97% usando el algoritmo UCLUST (Edgar 2010). Luego, fueron alineadas contra la base de datos de referencia
de Greengenes (DeSantis et al. 2006) usando la versidn 1.2.2 de PyNAST (Caporaso et al. 2010). El conjunto de
datos obtenido fue filtrado y descartadas todas aquellas OTUs asignadas como Archaea. Después, el conjunto de
datos fue normalizado a través de la transformacion de OTU a abundancia relativa. Las curvas de rarefaccion asi
como los indices de diversidad alfa (chao 1, shannon, simpson and simpson-e ) fueron también analizados en el
programa Qiime. Para el calculo de los indices de diversidad alfa, se usaron un total de 478,000 secuencias.
Adicionalmente las secuencias no identificadas y quimeras se removieron a partir de las secuencias usando
el paquete Phyloseq en R (McMurdie and Holmes 2013). Finalmente, se obtuvieron las unidades taxonémicas
operacionales (OTU), usando USEARCH (Edgar 2010) para agrupar las secuencias con mayor similitud que
juntas formen un OTU. La clasificacion taxondmica sera asignada en un proyecto de base de datos ribosomales
(RDP)(Q. Wang et al. 2007) clasificado contra Greengenes (DeSantis et al. 2006) con un rango de confianza de
0.8 en Qiime v2.0 (Caporaso, Kuczynski, and et al 2010) como base de datos de referencia. Los indices de
diversidad y riqueza seran también analizados en Qiime. Las secuencias generadas en este estudio fueron

sometidas a la base de datos NCBI SRA bajo el bioproject PRINA565000.

4.7. Andlisis Estadistico
Todos los andlisis estadisticos fueron realizados en R Studio (R Core Team, 2016). Se utilizd una prueba no

paramétrica para determinar el efecto de la aplicacion del biofertilizante y el tiempo en las caracteristicas de la

planta y el suelo con la prueba de una via no paramétrica del paquete WRS2 (una coleccion de métodos
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estadisticos robustos) (Mair and Wilcox 2020). También para determinar el efecto de la aplicacion del
biofertilizante o el cultivo de maiz sobre la diversidad alfa bacteriana con la prueba tlway no paramétrica del
paquete WRS2(Mair and Wilcox 2019). Los mapas de calor de las abundancias relativas de los grupos
bacterianos se construyeron con el paquete Pheatmap en R (Kolde 2019). El anélisis de componentes principales
(PCA), la comparacién multivariante (perMANOVA) y la abundancia diferencial (ALDEX2) se realizaron con
datos de secuencia convertidos utilizando la prueba de transformacion de relacion logaritmica centrada devuelta
por el argumento aldex.clr (paquete ALDEX2(Gloor et al. 2019)). EI PCA se hizo con el paquete vegan (Oksanen
et al. 2019). El efecto de la aplicacion del biofertilizante y el cultivo de maiz sobre los grupos bacterianos se
determind utilizando un enfoque composicional, es decir, el analisis de la abundancia diferencial teniendo en
cuenta la variacion de la muestra (aldex.kw argumento, paquete ALDEx2). También se realiz6 un analisis
multivariante de varianza por permutaciones (perMANOVA) con recuentos de secuencias convertidos utilizando
la transformacion de relacién logaritmica centrada, es decir, el argumento aldex.clr (paquete ALDEX2 en R
(Gloor et al. 2019). Las matrices de distancia por pares se calcularon utilizando la distancia de Aitchison se

calcularon en las matrices de distancia con paquete vegan de R (Oksanen et al. 2019).

5. Resultados

5.1 Caracterizacion del biofertilizante, suelo y planta de maiz
El pH del biofertilizante fue acido (4,3) con una conductividad electrolitica (CE) de 20,4 dS m—1 y el contenido

de NH4+ fue de 864 mg kg—1 (Tabla 3). En contraste, el contenido de NH4+, NO3—y la conductividad eléctrica
aumentaron ligeramente en el biofertilizante estéril. Por su parte, el pH fue de 4.4 y el contenido de NO2— fue

menor 7.9 mg kg—1 en el biofertilizante estéril (Tabla 3).

Tabla 3. Caracterizacién Fisicoquimica del Biofertilizante

Muestra CE pH Amonio Nitrato Nitrito
(dSm-1) mg Kg-1 mg Kg-1 mg Kg-1

Biofertilizante 20.4 4.3 864 135 9.0

Biofertilizante estéril 17,05 4.4 965,9 14,6 79

CE: Conductividad Eléctrica
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La aplicacion de biofertilizante o biofertilizante estéril no alter6 el pH del suelo, pero el cultivo de maiz

lo aumento significativamente (F = 20,27, P < 0,001). La concentracion de NH4+ y NO2— no se vio afectada

significativamente por el cultivo de maiz o la aplicacion del biofertilizante o el biofertilizante esterilizado. La

concentracion de NO3— se vio afectada de manera muy significativa por el cultivo de maiz (F = 47,55, P <0,001),

pero la aplicacion de biofertilizante o biofertilizante esterilizado no tuvo ningln efecto sobre ella. La

concentracion de NO3— aument6 significativamente en el suelo no cultivado con el tiempo (P < 0,05), pero no

en el suelo cultivado con maiz. Ninguna de las caracteristicas del maiz se vio afectada significativamente por el

tratamiento, pero la mayoria de estas aumentaron significativamente con el tiempo (P < 0,001) (Tabla 5).

Tabla 4.Dindmica de N mineral y pH en el suelo con y sin planta de maiz de aplicar los tratamientos C (sin biofertilizante),
B (con biofertilizante), BE (con biofertilizante estéril) en los tres tiempos de muestreo (44, 89 y 130 dias), concentracion de

nitrito NO2—, concentracion de nitrato NO3— y concentracion de amonio NH4+ (mg N kg—1 suelo).

Dia de muestreo

44 89 130 44 89 130

pH NH, *(mg kg™)

Localizacién Tratam

Sin cultivar 7.02+02° 7.2+0.3 6.9£0.3 4.1+0.2 5.3£1.7 5505
B 6.92£0.2 7.0x£0.4 6.9£0.1 4.3+03 1.7£0.3 34104
BE 6.8£0.3 6.5+0.1 7.2£0.2 5.4+03 1.8+1.7 3.8%0.7
Cultivado con maiz C 7.1+0.1 7.6x0.2 8.4x0.1 5.6£0.2 2.6+0.5 3.9+0.3
B 7.0£0.1 7.4+0.4 79206 7.8+24 0.7£0.8 4.2+0.2
BE 6.7£0.4 8.1+0.3 8.2+0.1 5.3+0.3 1.6+1.1 4.6+1.3

NO; (mg kg™) NOs™ (mg kg™)
Sin cultivar 0.11+0.01 0.68+0.24 0.13+0.07 10.2+2.7 27.3£8.1 35.8+6.6
B 0.11+0.08 0.25+0.05 0.19+0.02 8.4+1.1 20.5£3.3 20.4+4.8
BE 0.10£0.07 0.23x0.05 0.15+0.01 6.7+0.9 34.6£6.8 22.6+4.1
Cultivado con maiz C 0.02£0.00 0.25+0.03 0.15+0.03 1.3+1.1 2.7#16 2.4+0.3
B 0.08+0.04 0.31+0.08 0.18+0.02 0.8+0.8 3.3+1.0 3.3+0.8
BE 0.12+0.06 0.20+0.06 0.07+0.07 0.7+09 3.1+0.9 3.5+0.8

2 Media de tres muestras, ° la desviacion estandar de las tres muestras
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Tabla 5. Caracteristicas de las plantas de maiz (Zea mays L.) en suelos sin biofertilizante, con biofertilizante o  biofertilizante estéril después de 44, 89 y 130 dias.

Tratamiento

Longitud raiz (cm)

Dias de muestreo

Altura de planta (cm)

Dias de muestreo

Biofertilizante

Valor F
Valor p

Biofertilizante

Valor F
Valor p

Biofertilizante

Valor F

44 89 130 Valor F Valorp 44 89 130 Valor F  Valorp
Sin Biofertilizante 2773 APbc 780Aa 829Aa 8156 <0.001 486Ac 99.1Ab 140.7 Aa 13339 <0.001
241 Ab 790Aa 802Aa 36.97 0.003 38.2Ac 100.8AD 1369 Aa 7454 <0.001
Biofertilizante estéril 465Ab 856Aa 942Aa 15.10 0.015 522Ac 981Ab 149.7 Aa 34096 <0.001
4.95 0.76 0.58 1.78 0.06 4.43
0.094 0.528 0.603 0.285 0.943 0.130
Peso fresco de la raiz (g) Peso seco de la raiz (g)
Sin Biofertilizante 37Ab 321Aa 306Aa 386.61 <0001 19Ac 6.2Ab 309Aa 30.67 0.014
22Aa 37.3Aa 376Aa 19.84 0.050 18Ab 70ADb 29.1Aa 14323 0.002
Biofertilizante estéril 76 Ab 512Aa 318Aa 24.84 0.008 28Ab 102Ab 346Aa 31.08 0.011
2.90 0.88 0.50 1.16 1.20 0.80
0.185 0.489 0.654 0.409 0.406 0.521
Peso fresco de la planta (g) Peso seco de la planta (g)
Sin Biofertilizante 157Ab 1395Aa 1451Aa 21342 <0.001 38Ac 78Ab 23.2Aa 60.68 0.002
10.7Ab 1314Aa 1485Aa 22341 <0.001 30Ac 94Ab 27.2Aa 1656.65 <0.001
Biofertilizante estéril 326 Ab 1425Aa 1425Aa 34.36 0.004 44Aa 8.8Aa 254 Aa 7.56 0.054
2.50 0.15 1.70 2.76 0.87 1.54
0.214 0.864 0.851 0.186 0.498 0.356

Valor p

@ Media de tres muestras, ® Valores con la misma letra mayuscula no es significativamente diferente entre los tratamientos i.e. entre las columnas, ©
valores con la misma letra no son significativamente diferentes sobre el tiempo. Prueba no paramétrica de una via con el paquete WRS2, (Mair and

Wilcox 2019).
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5.2 Caracteristicas del biofertilizante y su estructura de la comunidad bacteriana
Un total de 21,282 secuencias fueron obtenidas a partir de las muestras del biofertilizante que

esta representada en 533 OTUs. En el biofertilizante, los OTUs detectados fueron clasificados en 21
phyla y 91 géneros bacterianos (Fig. 3). La estructura de la comunidad bacteriana fue dominada por

Firmicutes (abundancia relativa 91.33 +4.99%), género Lactobacillus (11.90 +12.40%) (Fig.4).
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Figura 3. Mapa de calor los principales phyla cada tratamiento (control sin biofertilizante, con
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biofertilizante y con biofertilizante estéril) y localizacidn en el suelo (sin cultivar y cultivado: no

rizosférico y rizésfera) en los tiempos de muestreo (T1= 44 dias, T2= 89 dias y T3 =130 dias)

31



Halomonas
Kaistobacter
Lactobacillus
Acinetobacter
Rhodoplanes
DA101
Sphingomonas
Candidatus Solibacter
|| || Delftia

Bacillus
Skermanella

- Pseudomonas
Flavisolibacter
Rubrobacter
Devosia
Actinoplanes
Gemmata
Phenylobacterium
Balneimonas

Stenotrophomonas
Nitrospira
Agrobacterium
Steroidobacter
Ramlibacter
Methylibium
Dactylosporangium
Phormidium
Pseudonocardia
Mycob acterium
Candidatus Koribacter
Virgisporangium
Aeromicrobium
:- Carnobacterium
Modestob acter
Lentzea
Segetibacter
Geodermatophilus
Rhizobium
Burkholderia
Fimbriimonas
Bradyrhizobium
Streptomyces
Nocardioides
Amycolatopsis
Planctomyces
Trichococcus

Anaeromyxobacter
OR-59
Ralstonia
Lactococcus
Sg25§:2:2222293355:888ss8288ss8282
SEEESSEFNOERTEE iR EagssRiigss
S 5 R o T T S R e et R i i S S R
mr g ey FRe dRdagarRRdIagIARd3ana
> 4 > < > > >
inicio Sin cultivar Control Biofertilizante Biofertilizante
estéril
cultivado
Relative Abundance (%)
=< 0.01
> 0.01 & =0.02
> 0.02 & =0.05
> 0.05 & =0.10
> 0.10 & =0.20
> 0.20 & =0.50
> 0.50 & =1.00
> 1.00 & =2.00
> 2.00 & =5.00
> 5.00 & < 10.00
> 10.00 & = 25.00
> 25.00 & = 50.00
> 50.00

Figura 4. Mapa de calor de los primeros 50 géneros bacterianos en cada tratamiento (control sin
biofertilizante, con biofertilizante y con biofertilizante estéril) y localizacidon en el suelo (sin cultivar
y cultivado: no rizosférico y rizosfera) en el muestreo (T1= 44 dias, T2= 89 dias y T3 =130 dias)
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5.3 Curvas de Rarefaccion y diversidad alfa
Un total de 2,570,199 secuencias del gen 16S rRNA fueron analizadas, las cuales estan representadas

en 36,686 OTUs. La curva de rarefaccion del nimero de secuencias versus el nimero de OTUs fue
asintdtica (Fig. 5), por lo cual el anélisis de méas secuencias produciria solo un nimero limitado de

nuevas OTU.
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Figura 5. Curvas de rarefaccion en los tratamientos en el nimero de OTUS

La aplicacion del biofertilizante no tuvo un efecto significativo sobre los indices de diversidad alfa
después de 89 0 130 dias (Tablas 6y 7). El cultivo de plantas de maiz tuvo principalmente un efecto
muy significativo en los indices de diversidad alfa después de 44 y 130 dias, pero no después de 89
dias.
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Tabla 6. Valores de diversidad Alfa en el suelo sin cultivar, no rizosférico y en la rizésfera de las plantas de
maiz (Zea mays L.) en los tratamientos sin biofertilizante (C), con biofertilizante (B) y con biofertilizante
estéril (BE) después de 89 y 30 dias.

Suelo Tratamiento  Dia Chaol Shannon Simpson
Sin cultivar C 89 3440+15 9.62 £0.02 0.997 +0.000
130 3078 £374 8.88 £0.72 0.981 +0.018
B 89 3054 +178 9.40 +0.27 0.995 +0.003
130 3030 +94 8.61 +0.40 0.977 £0.009
BE 89 3205 £160 9.43 +0.14 0.993 £0.004
130 3072 £227 8.71+0.78 0.979 +£0.017
No C 89 3171 +44 9.56 £0.12 0.997 +0.001
rizosférico
130 2576 209 8.29 +0.21 0.974 £0.004
B 89 3218 +278 9.02 +0.26 0.986 +£0.007
130 2564 £176 7.82+£0.19 0.962 +£0.002
BE 89 3170 +40 8.76 £0.36 0.979 +0.008
130 2739 £158 8.41 £0.09 0.977 +0.004
Riz6sfera C 89 3286 +194 9.40 £0.16 0.995 +0.002
130 3155 +19 9.06 £0.51 0.991 +0.006
B 89 3440 £232 9.35+0.18 0.993 +0.004
130 3342 £205 9.42 +0.33 0.996 +0.003
BE 89 3262 £130 7.97 £0.41 0.951 +0.018
130 3177 £288 9.16 £0.23 0.990 +0.007

a Media de tres mediciones (n = 3), ? + desviacion estandar de la media.

Tabla 7. indices de diversidad alfa y el efecto del tratamiento (C, B, o BE) y cultivo de planta (sc,
nry riz) en el suelo de plantas de maiz (Zea mays L.)

Chaol Shannon Simpson

Factor Dia valor F? valorP valorF wvalorP valorF wvalorP
Tratamiento 44 1.44 0.276 1.07 0.376 2.15 0.168
89 0.68 0.525 7.61 0.0560 7.56 0.050

130 0.06 0.945 0.07 0.930 0.19 0.826

Cultivo de Planta 44 5.12 0.025 35.67 <0.001 16.72 <0.001
89 2.47 0.142 4.04 0.054 291 0.108

130 2259 <0.001 17.01 <0.001 15.89 <0.001

2se usO una prueba no paramétrica, i.e. prueba de una via t1 con el paquete WRS2 (Mair and
Wilcox, 2017).
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5.4 Efecto de la aplicacion del biofertilizante o biofertilizante estéril sobre la comunidad
bacteriana
La estructura de la comunidad microbiana en el suelo inicial se encuentra principalmente

dominada por Proteobacteria (47.68+4.30%) and Actinobacteria (20.63+1.33%) (Fig. 4),
principalmente miembros de Kaistobacter (4.56+1.26%) y Sphingomonas (2.43 +1.06%) (Fig 5)
dominaron los géneros bacterianos. Después de 130 dias del experimento, los mayores incrementos
en la abundancia relativa fueron en el suelo sin cultivar y sin biofertilizante, fueron para los miembros
de Acinetobacter, Halomonas, Nitrospirae, OD1y WS2. Las mayores disminuciones se encontraron
en Lactobacillus, Pseudomonas, Phormidium, Sphingomonas y TM7. El enriquecimiento de los
miembros de Halomonas (11,18 + 6,52%) en el suelo sin cultivar y sin enmendar era tal que se
convirtié en el género bacteriano dominante después de 130 dias.

La aplicacion de biofertilizante o biofertilizante estéril tuvo un pequefio efecto sobre la mayoria
de los grupos bacterianos o OTUs, aunque un ndmero limitado se vio fuertemente afectado, por
ejemplo, Delftia, Halomonas, Lactobacillus y Stenotrophomonas (Fig. 6, Tablas 10y 11).

Después de 130 dias el PCA considerando los phyla bacterianos y los 50 géneros mas abundantes,
se ve una separacion de las diferentes localizaciones del suelo (sin cultivar, no rizosférico y rizésfera),
pero no se aprecia una distincion entre los tratamientos (control, biofertilizante y biofertilizante
estéril) (Figs. 7 y 8). Miembros de Proteobacteria y BRC fueron enriquecidos en el suelo no
rizosférico, Gemmatimonadetes y Planctomycetes en el suelo sin cultivar, mientras que Firmicutes y
Verrucomicrobia en la rizésfera. En el suelo no rizosférico y sin cultivar, fueron enriquecidos
miembros de Halomonas y Pseudomonas, mientras que Acinetobacter solamente en el suelo sin

cultivar, y Skermanella, Actinoplanes, DA101 y Candidatus Solibacter en la rizosfera (Fig. 8).
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Abundancia Relativa de generos de bacteria en el biofertilizante o biofertilizante estéril versus suelo sin cultivar
Suelo sin cultivar Suelo no-rizosférico Rizosfera
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Figura 6. Raz6n de cambio de la abundancia relativa de los 50 géneros bacterianos mas
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estéril después de 44 dias (CJ), 89 dias () y 130 dias () versus el suelo sin biofertilizante (a)
suelo sin cultivar, (b) suelo no rizosférico y (c) rizésfera.
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Figura 7. Andlisis de componentes principales en el dia 130 para los phyla de bacterias
identificadas en el gen 16S rRNA para los tratamientos Control sin biofertilizante (C) (blanco),
Biofertilizante (B) (negro) y Biofertilizante Estéril (BE) (gris), y segln la localizacion en el suelo
muestreado: O Suelo no rizosférico (nr), o Suelo sin cultivar (s), A Suelo rizosférico (r).
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Figura 8. Andlisis de componentes principales en el dia 130 para los 50 primeros géneros de
bacterias identificadas en el gen 16S rRNA para los tratamientos: Control sin biofertilizante (C)
(blanco), Biofertilizante (B) (negro) y Biofertilizante estéril (BE) (gris), y segun la localizacién en
el suelo muestreado: O Suelo no rizosférico (nr), o Suelo sin cultivar (s), A Suelo rizosférico (r).

El anélisis del efecto del tamafio (LEfSe), se realizo filtrando los principales 50 géneros del
Biofertilizante se encontraron pocos cambios en el suelo después de una sola aplicacion del
biofertilizante en el dia 44 (Fig. 9 a). En el tratamiento control sin Biofertilizante para las
localizaciones sin cultivar y suelo no rizosférico, se diferenciaron los géneros Modestobacter,
Mycobacterium, Bacillus y Halomonas, relacionados a los biomarcadores del suelo inicial. Mientras
que en el tratamiento con el biofertilizante fueron diferenciados otros géneros no relacionados a los
biomarcadores del suelo inicial o el biofertilizante. En el suelo no rizosférico se diferencian con los
géneros relacionados al suelo inicial Geodermatophilus, Actinoplanes y Pseudomonas, y la rizésfera
fue muy distinguida con otros géneros como Paracoccus y Acinetobacter.

En el dia 89 (Fig. 9 b) para el tratamiento sin Biofertilizante en todas las localizaciones del suelo
se identificaron biomarcadores presentes en el suelo inicial (Modestobacter, Mycobacterium,
Bacillus, Actinoplanes y Sphingomonas). Pero, en el tratamiento con Biofertilizante fue identificada
Halomonas en el suelo inicial y en la rizdsfera otro género Acinetobacter, presente en el
biofertilizante; y finalmente, en el suelo sin cultivar fue identificado Bacillus un biomarcador del

suelo inicial, y otro género Clostridium presente en el biofertilizante.

En el Gltimo muestreo en el dia 130 (Fig. 9 ¢). en el tratamiento sin Biofertilizante para el
suelo no rizosférico y la rizosfera fueron identificados los mismos géneros biomarcadores del suelo
inicial (Geodermatophilus, Modestobacter, Actinoplanes y Bacillus) y en la rizésfera fue encontrado
Lactobacillus. Mientras que en el tratamiento con biofertilizante fue identificado el género

Sphingomonas biomarcador del suelo inicial.
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comunidad bacteriana del suelo tratado con Biofertilizante (B) y el suelo control sin biofertilizante

(C) en las diferentes localizaciones del suelo como s (sin cultivar), nr (no rizosférico), r (rizosfera),
para los tres dias de muestreo a los 44 dias (a), 89 dias (b), y 130 dias (c). Las diferencias de color
estan representadas por el tratamiento y localizacion de suelo.

El PCA (Fig 10) mostré poco efecto de aplicacion del biofertilizante sobre la comunidad bacteriana

independiente del nivel taxonémico considerado, pero se visualizaron cambios en la composicion de

la estructura de la comunidad bacteriana (Tabla 10), en el suelo no cultivado a lo largo del tiempo

mas acentuados al considerar todos los grupos bacterianos asignados al nivel de género. En

consecuencia, el analisis perMANOVA (Tabla 8) indicé que la aplicacion del biofertilizante no tuvo

un efecto significativo sobre la estructura de la comunidad bacteriana, pero el tiempo tuvo un efecto

altamente significativo considerando los filos y géneros bacterianos (P < 0,002).
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Figura 10. Andlisis de componentes principales (PCA) con las phyla de bacteria en el suelo a) sin
biofertilizante, b) biofertilizante y c) biofertilizante estéril con el suelo sin cultivar en el dia 44 ([J),
dia 89 (O) y dia 130 (A), en el suelo no rizosférico en el dia 44 (M), dia 89 (@) y dia 130 (A), y en
la rizésfera en el dia 44 (H), dia 89 (@) y dial30 (A).
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5.5 Efecto del cultivo de maiz sobre la estructura de la comunidad microbiana
El cultivo de maiz ha tenido un fuerte efecto sobre la comunidad bacteriana en suelo si biofertilizante,

biofertilizante o biofertilizante estéril (Fig. 11). Los cambios en la abundancia relativa de la mayoria
de los grupos bacterianos se encontraron en el suelo no rizosférico o en la rizésfera comparado con

el suelo sin cultivar, los cuales fueron diferentes entre los tratamientos del suelo.

Abundancia relativa de géneros de bacterias en la rizésfera o en el suelo no rizosférico versus el suelo sin cultivar
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Figura 11. .Raz6n de cambio en la abundancia relativa de los 50 géneros bacterianos en los
tratamientos (a) sin biofertilizante, (b) biofertilizante y (c) biofertilizante estéril. En el suelo no
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rizosférico después de 44 dias (O), 89 dias (@) y 130 dias (@) o rizdsfera después de 44 dias ([J),
89 dias (M) y 130 dias (H) versus el suelo sin cultivar

5.6 Efecto combinado de la aplicacion del biofertilizante y el cultivo de maiz sobre la estructura de
la comunidad bacteriana
El anlisis de componentes principales PCA separaron la comunidad bacteriana en la rizésfera del

suelo no cultivado, mientras que la aplicacidn de biofertilizante o biofertilizante estéril no separé las
comunidades bacterianas después de 89 o 130 dias (Fig.12, Tabla 9). El analisis de perMANOVA
mostré que el cultivo de maiz (suelo no cultivado, no rizosférico y rizosfera) siempre tuvo un efecto
significativo mayor en la estructura bacteriana de la comunidad que los tratamientos (suelo sin
biofertilizante o suelo con biofertilizante o biofertilizante estéril). El efecto del cultivo de maiz
también fue mas significativo en el orden de 89 < 130 dias, como lo indican los valores F y P (Tabla
8).
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Figura 12. Analisis de componentes principales (PCA) con todos los grupos bacterianos asignados
para el nivel de género después de (a) 89 dias y (b) 130 dias en el suelo sin biofertilizante ((J),
suelo no cultivado con biofertilizante (O) y suelo no cultivado enmendado con biofertilizante estéril
(A),suelo no rizosférico con biofertilizante () suelo no rizosférico con biofertilizante (@) y suelo
no rizosférico con biofertilizante estéril (A) y suelo de rizosfera sin biofertilizante (), suelo de
rizosfera con biofertilizante (@)y suelo de riz6sfera con biofertilizante estéril (A)

Tabla 8. Analisis de perMANOVA sobre el efecto del cultivo de maiz (Sin cultivar, no rizosférico o
rizésfera), Tiempo (dia 89y 130) y su interaccion, la aplicacion del biofertilizante (Sin Biofertilizante,
Biofertilizante o Biofertilizante estéril), Tiempo y su interaccion, aplicacion del biofertilizante,
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localizacion y su interaccion sobre la estructura de la comunidad bacteriana considerando los phyla
y todos los géneros asignados

Sin cultivar No rizosférico Rizbsfera
Valor F Valor P Valor F Valor P Valor F Valor P
Biofertilizante 121 0.183 1.4 0.075 0.468  0.468
Tiempo 1.99 0.002 2.54 <0.001 2.13 <0.001
Biofertilizante*Tiempo 0.9 0.724 1.38 0.038 0.98 0.516

Sin Biofertilizante

Biofertilizante

Biofertilizante estéril

Valor F Valor P Valor F Valor P Valor F Valor P
Cultivo de maiz 2.13 0.002 1.11 0.3 1.48 0.033
Tiempo 2.44 <0.001 1.65 0.008 1.63 0.021
Cultivo*Tiempo 1 0.477 0.91 0.652 1.08 0.272

Dia 89 Dia 130

Valor F Valor P Valor F Valor P
Biofertilizante 0.79 0.829 1.04 0.413
Maize cultivation 171 <0.001 3.02 <0.001
Cultivo*Biofertilizante 1 0.496 1.06 0.332

Sin cultivar No rizosférico Rizosfera

Valor F Valor P Valor F Valor P Valor F Valor P
Biofertilizante 112 0.099 1.09 0.143 1.08 0.069
Tiempo 1.7 <0.001 1.72 <0.001 1.41 <0.001
Biofertilizante*Tiempo 1 0.489 1.08 0.11 1.02 0.314

Sin Biofertilizante Biofertilizante Biofertilizante estéril

Valor F Valor P Valor F Valor P Valor F Valor P
Cultivo de Maiz 1.53 <0.001 1.15 0.044 1.22 0.002
Tiempo 1.68 <0.001 1.39 <0.001 1.36 <0.001
Cultivo*Tiempo 11 0.056 1.03 0.303 121 0.056

Dia 89 Dia 130

Valor F Valor P Valor F Valor P
Biofertilizante 1.04 0.23 1.09 0.121
Cultivo de Maiz 1.35 <0.001 1.68 <0.001
Cultivo*Biofertilizante 1.05 0.136 1.04 0.222

44



45



Tabla 9. Efecto de la aplicacion del biofertilizante (C, B, BE) sobre los grupos bacterianos en el suelo no rizosférico y la rizosfera usando un acercamiento
composicional, usando un anélisis de abundancia diferencial y teniendo en cuenta la variacion de muestras (paquete ALDEX2, Gloor et al., 2019).

Tratamiento

Dia 44

Dia 89

Dia 130

Sin Cultivar

No rizosférico

Rizésfera

Firmicutes (0.047), Lactobacillus zeae
(0.047)

Stenotrophomonas (0.042) 2

Acinetobacter (0.028)

Sphingomonas (0.044)

Delftia (0.029), Ochrobactrum (0.043)

Sin Cultivar

Biofertilizante

Biofertilizante
estéril

Agrobacterium (0.049), Devosia (0.030),
Kaistobacter (0.049)

Acinetobacter (0.028), Halomonas (0.027),
Paracoccus marcusii (0.049), Phormidium

(0.041), Rhizobium leguminosarum (0.049),
Stenotrophomonas (0.042)

Acinetobacter (0.028), Phormidium (0.041),
Rhizobium leguminosarum (0.049),
Tepidibacter (0.037)

Halomonas (0.027), Paenibacillus (0.047)
Stenotrophomonas (0.042)

Acinetobacter (0.030), Lactobacillus zeae (0.042)

Citromicrobium (0.034), Dyadobacter (0.028),
Kaistobacter (0.042), Phormidium (0.029),
Sphingomonas (0.027)

Cyanobacteria (0.048), Firmicutes (0.047), Tenericutes
(0.046), Aeromicrobium (0.042), Asteroleplasma
(0.039), Delftia (0.027), Halomonas (0.029),
Lactobacillus zeae (0.047)

Aeromicrobium (0.042), Halomonas (0.034),
Luteolibacter (0.037), Skermanella (0.049)

Tenericutes (0.044), Delftia (0.027), other
Pseudomonas (0.039), Pseudomonas
pseudoalcaligenes (0.047), Vibrio metschnikovii
(0.029)
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Tabla 10. Efecto de la aplicacion del biofertilizante (C, B, BE) sobre los grupos bacterianos en el suelo sin cultivar, no rizosférico y rizésfera (sc, nr, riz)
usando un analisis composicional (paquete ALDEX2, Gloor et al., 2019).

Control (C) Biofertilizante (B) Biofertilizante estéril (BE)

Sin cultivar (sc) Citromicrobium? (0.049), Haliangium (0.035), Acinetobacter johnsonii (0.038), Citrobacter (0.042)
Kaistobacter (0.027), Plesiocystis (0.042) Delftia (0.038), Kaistobacter (0.041)

No rizosférico (nr)  Firmicutes (0.044) Halomonas (0.039), Sorangium Tenericutes (0.046)

) . cellulosum (0.039), Virgisporangium .

Citrobacter (0.042), Halomonas (0.039), Lactobacillus (0.035) Asteroleplasma (0.0048), Devosia (0.039),
zeae (0.044), Lactococcus (0.047), Pseudomonas (0.047), Kaistobacter (0.033), Sphingomonas (0.043),
Vibrio metschnikovii (0.049) Stenotrophomonas (0.042)

Rizésfera (riz) Bacteroidetes (0.044), Unassigned bacteria (0.037) Acinetobacter (0.027), Burkholderia (0.043),

Chryseobacterium (0.039), Dyadobacter (0.040),
Halomonas (0.027), Kaistobacter (0.036),
Parvibaculum (0.028), Sorangium cellulosum (0.035),
Stenotrophomonas (0.035), Virgisporangium (0.042)

Aeromicrobium (0.049), Flavisolibacter (0.046),
Geobacter (0.049), Halomonas (0.046), Kaistobacter
(0.027), Paenibacillus (0.036), Pseudomonas (0.045),
Stenotrophomonas (0.034)

2 Todos los grupos bacterianos que fueron significativamente afectados por los factores son dados (P < 0.05), ® valores entre paréntesis: valores esperados de la prueba de
Kruskal-Wallis test para cada uno obtenido por el argumento aldex.kw convertido en secuencia de datos transformado usando log-ratio por el argumento de aldex.clr
(ALDEXx2 package).
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6. Discusion
El biofertilizante se obtuvo de un agricultor local, ya que queriamos reproducir de la mejor manera

posible las practicas utilizadas en una de las zonas productoras de maiz de alto rendimiento en
Meéxico, es decir, el Valle del Mezquital en Hidalgo. Ademas, algunas caracteristicas quimicas
limitaran el uso regular del biofertilizante. Primero, la conductividad eléctrica (CE) era alta ya
que el biofertilizante contiene lixiviados de compost, por la aplicacion repetida durante diferentes
ciclos de cultivo podria aumentar el contenido de sal del suelo, y en ultima instancia, inhibir el
crecimiento de las plantas. En segundo lugar, el pH del primer biofertilizante era bajo, lo que
podria acidificar el suelo, por lo que podria ser necesario un ajuste con cal, pero eso podria facilitar
la volatilizacién del NHs. En tercer lugar, el alto contenido de NH4* beneficiara el crecimiento
del cultivo, pero la aplicacion excesiva podria conducir a la oxidacion a NOs, acidificando aun

mas el suelo y lixiviacion de NOs™ y desnitrificacion y produccion de N»O.

La estructura bacteriana de la comunidad en el biofertilizante fue dominada por diferentes
Lactobacillales, por ejemplo, Lactobacillus, Carnobacterium y Trichococcus. Las bacterias del
acido lactico, asociadas con varios nichos de plantas y animales que incluyen géneros
industrialmente importantes, son bacterias microaerdéfilas Gram-positivas que fermentan azucares
hexosa para producir principalmente &cido lactico (Makarova et al. 2006). Lactobacillus ha sido
usado como inoculante para mejorar el crecimiento vegetal, conocido como microorganismo
efectivo (Lamont et al. 2017; Limanska et al. 2013). También ha sido identificado por dominar
en diferentes procesos de fermentacién en el compostaje y como parte de biofertilizantes
comerciales (Martins et al. 2013; Hanapi et al. 2013). En las bacterias acidolacticas se han
encontrado una amplia gama de caracteristicas promotoras del crecimiento de las plantas. Algunas
de estas bacterias pueden aumentar la disponibilidad de nutrientes del compost y otros materiales
orgénicos y son agentes de biocontrol de una amplia variedad de fitopatdgenos fangicos y
bacterianos(Limanska et al. 2013). Pueden estimular el crecimiento de las plantas y se ha
demostrado que producen acido indol-3-acético (AIA) (Mohite 2013). Giassi et al. (2016)

hallaron que estas bacterias pueden solubilizar el fosfato, y algunas cepas de bacterias acido
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lacticas de un fermento de cafia de azucar podian fijar nitrégeno atmosférico. Javaid (2011) aplico
un biofertilizante con este tipo de bacterias en un suelo modificado de estiércol de corral y mejoro
el crecimiento de raices y brotes en el arroz (Oriza sativa L.). Limanska et al. (2013) informaron
gue Lactobacillus plantarum aumento la germinacion, el brote y la longitud de la raiz de los
tomates (Lycopersicon esculentum). Quattrini et al. (2018) utilizaron L. plantarum que exhibi6
como biocontrol de hongos y la germinacion inducida de cereales y promovid el crecimiento de
las plantas.

Sin embargo, un disefio experimental sin incluir un biofertilizante esterilizado hace
imposible determinar si los microorganismos causaron el efecto o el sustrato. La esterilizacién
del biofertilizante utilizado permitira separar el efecto de los microorganismos en el desarrollo de
la planta y el posible efecto del sustrato. Sin embargo, la esterilizacion de un biofertilizante
aumentara su contenido de nutrientes de la planta indirectamente, ya que los microorganismos
lisados, que en su mayoria son facilmente degradados con una baja proporcién de C a N,
proporcionaran nutrientes al ecosistema estudiado tras la mineralizacion. En el presente estudio
la longitud de la raiz del maiz aumento solo cuando se aplico biofertilizante estéril al suelo en

comparacion con las plantas control y las que se aplicaron inicialmente con biofertilizante.

El suelo sin cultivar tiene mayor contenido de NOs’, que el suelo cultivado con maiz y las
concentraciones tienden a incrementar con el tiempo. Raiesi, (2006), evalué el impacto
combinado del suelo cultivado y los residuos del cultivo en la mineralizacion del N. Este estudio,
confirm6 que el cultivo disminuy6 el contenido de N e increment6 significativamente la
mineralizacion del N. En nuestros resultados, el amonio disminuyo y la conversion a nitrato por
la nitrificacion es baja. La disponibilidad de N para las plantas de cultivo es organizada por la
conformacion de materiales orgéanicos y las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas del suelo
(Robertson and Groffman 2015).

El biofertilizante usado en este estudio es producido a partir de composta de heces de vaca y
vermicomposta. El suelo tratado con el biofertilizante y el biofertilizante esterilizado mostraron

una reduccion en la cantidad de nitrato comparado con el tratamiento control. Una posible
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explicacion es que las proporciones de mineralizacién ocurren de forma gradual en el
biofertilizante aplicado, debido a las sustancias en descomposicion como la composta con una
relacion de C:N baja (Robertson and Groffman 2015). Manojlovi¢, Cabilovski & Bavec, (2010)
mostrarén que el N puede ser inmovilizado en enmiendas organicas con menores contenidos de
N y mayores proporciones de C: N.

Los microorganismos en el tratamiento con Biofertilizante (principalmente Lactobacillus spp)
no mostraron un efecto directo sobre el crecimiento del maiz. Solamente, en el dia 44 se encontrd
un incremento en la longitud de la raiz en el tratamiento con biofertilizante estéril (BE). El efecto
del Biofertilizante sobre el Crecimiento vegetal ha sido reportado como positivo, negativo o
ningun efecto (Megali, Glauser, and Rasmann 2013; Mayer et al. 2010a; Javaid 2011). Mayer et
al. (2010) aplicaron dos tipos de biofertilizantes por cuatro afios y no se encontré un efecto
significativo en cultivo en campo, biomasa de suelo, actividad microbiana del suelo y la estructura
de la comunidad. Mientras, Limanska et al. (2013) reportaron que Lactobacillus plantarum
incrementd la germinacion, la longitud de brote y raiz en tomates (Lycopersicon esculentum).
Javaid (2011) aplicé un biofertilizante con bacterias acido lacticas a un suelo tratado con heces
de vaca, que incrmento el crecimiento del brote y la raiz en arroz (Oriza sativa L.). Estos autores,
no usaron un control del Biofertilizante estéril, por lo cual no se puede separar un efecto directo
del contenido organico de la aplicacion de los microorganismos solamente.

Algunos investigadores han reportado diversos resultados con la aplicacion de
biofertilizantes a cultivos. Megali et al. (2015) encontraron un incremento en la biomasa en
diferentes cultivos en condiciones de invernadero. En un experimento similar, pero en campo con
maiz tratado con un biofertilizante no se encontré ningun incremento en la biomasa de la planta
(Megali, Glauser, and Rasmann 2013). Similarmente, Cipriano et al. (2016) aplicaron
Pseudomonas como biofertilizante en un experimento en invernadero, no se encontré un
incremento del crecimiento durante la fase de germinacion. Pero, bajo condiciones de campo se
incrementd el tamafio de la raiz en la planta significativamente. Estas investigaciones no incluian
un control del biofertilizante estéril. De igual forma, Wang et al., (2019) reportaron que solamente
un tratamiento con biofertilizante estéril incremento la biomasa de la raiz. Esto podria indicar que
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no solamente, las comunidades bacterianas en el biofertilizante juegan un papel importante en el
crecimiento vegetal. Es posible, que los nutrientes en el biofertilizante que fue esterilizado en
autoclave puedan estimular el crecimiento de la raiz en el suelo. Ya que el biofertilizante estéril
contiene nutrientes que podrian estimular el crecimiento las bacterias autoctonas en el suelo, lo
que resulta en un mayor ciclo de nutrientes, promueve la funcién del ecosistema y mejora la

produccién de hormonas (Farrell et al. 2010; Odlare et al. 2011).

El andlisis discriminante por el efecto de tamafio LEfSe identifico algunos géneros como
biomarcadores potenciales en el biofertilizante usado en este estudio, son principalmente bacterias
acido lacticas como Lactobacillus. En algunos estudios previos se han encontrado bacterias como
Latobacillus, Lactococcus y Pediococcus en mayor cantidad en biofertilizantes comerciales
(Hanapi et al., 2013; Raimi, Ezeokoli & Adeleke, 2019). Algunas de estas bacterias acido lacticas
pueden ser usadas como biofertilizantes, biocontrol de parésitos o como bioestimulantes. Otra
funcidn es el mejoramiento de la disponibilidad de nutrientes desde la composta u otros materiales

organicos (Lamont et al. 2017).

A pesar de la importancia que tienen los microorganismos presentes en el biofertilizante para
la rizosfera del maiz. La aplicacion de biofertilizante mostré pocas variaciones en los géneros
asociados a la persistencia bacteriana en suelos no cultivados. Mientras que, se encontraron
algunos cambios en el suelo en la rizosfera y en el suelo no rizosférico en la composicion
bacteriana al aplicar el biofertilizante. Esto puede explicarse por qué al usar un biofertilizante
como estrategia podria favorecer al microbioma en la rizdsfera, en comparacion con el suelo
control. Por ejemplo, la aplicacion de biofertilizantes puede ser una estrategia competitiva
importante en la rizésfera, donde una mayor disponibilidad de nutrientes da como resultado una
mayor densidad de poblaciéon dentro de los nichos localizados, lo que lleva a una mayor
interaccion entre las bacterias que en el suelo no cultivado y el suelo no rizosférico (Hinsinger et
al. 2009; Philippot et al. 2013).

Wang et al. (2019) reportaron que la aplicacion de un biofertilizante estéril tiene un efecto

similar sobre las poblaciones bacterianas como la aplicacion de un biofertilizante en el suelo. Esto
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indico que el sustrato afiadido con el biofertilizante afectd la comunidad bacteriana y no los
microorganismos (Mayer et al. 2010b; M. Wang et al. 2019). En este estudio, la aplicacion del
biofertilizante o el biofertilizante estéril tuvieron un pequefio efecto sobre la estructura de la
comunidad bacteriana.

La aplicacion regular del biofertilizante entre el dia 44 y el dia 130 tiene un efecto limitado
sobre la estructura de la comunidad bacteriana. Adicionalmente, solo un nimero limitado de
grupos bacterianos cambiaron su abundancia relativa en el suelo al que se le aplico el
biofertilizante. Como tal, la mayoria de las bacterias en el biofertilizante no alteraron la estructura
de la comunidad bacteriana. Seria interesante investigar, si las bacterias en el biofertilizante
sobrevivirian, a otras condiciones experimentales a las utilizadas en este estudio y si lo mismo

sucediese con los miembros de un consorcio diferente.

La forma en que los grupos bacterianos se vean afectados por la rizésfera dependera de factores
como las condiciones del suelo, por ejemplo, la temperatura y el contenido de agua, las
caracteristicas del suelo, por ejemplo, la distribucion del tamafio de las particulas, la
disponibilidad y composicion de la materia organica, la disponibilidad de nutrientes, por ejemplo,
nitrdgeno y fosforo, el tipo de planta cultivada, la competencia microbiana y las capacidades
metabolicas bacterianas. En este estudio, las condiciones del suelo, es decir, el contenido de agua
y latemperatura, y las caracteristicas del suelo, como la distribucion del tamafio de particula, eran
las mismas, por lo que la materia organica del suelo y el contenido de nutrientes eran las

diferencias mas importantes entre el suelo no cultivado y el suelo de la rizosfera.

Algunos grupos bacterianos pueden afectarse en la rizésfera por factores como las condiciones
del suelo, temperatura, contenido de agua, pH, competencia microbiana, depredacion y
capacidades metabdlicas, entre otras causas (Rousk et al. 2010; Fierer and Jackson 2006; Pandey
and Yarzébal 2019; Suleiman et al. 2019; Acea, Moore, and Alexander 1988). En este estudio las
condiciones del suelo son las mismas, el contenido de agua, el tamafio de particulas fue el mismo,
entonces el contenido de la materia organica en el suelo y el contenido de nutrientes fue la mas
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importante diferencia entre el suelo no cultivado y la rizésfera. La liberacién de exudados por las
plantas y las raices dafiadas, aumenta facilmente la descomposicion de la materia organica en la
rizésfera.

El contenido de nutrientes de la rizosfera es diferente que el de un suelo sin cultivar, como las
plantas requieren nutrientes como N, P y K para su crecimiento y compiten con los
microorganismos por estos. Otras caracteristicas del suelo que podrian ayudarnos a diferenciar
entre el suelo sin cultivar y la rizésfera, pero estos cambios pueden ser asumidos como pequefios,
por ejemplo, el pH, el contenido de agua y la concentracion de oxigeno. Entonces, puede que los
posibles efectos sobre la estructura de la comunidad bacteriana sean pequefios (Wu et al. 2017;
Mickan et al. 2019).

Algunos de los géneros mas abundantes encontrados la rizésfera del maiz en este estudio son
conocidos por su capacidad de favorecer el ambiente de la raiz, por ejemplo, Agrobacterium,
Burkholderia, Pseudomonas y Rhizobium (Vieira et al. 2020). Algunos miembros de
Burkholderia han sido descritos como bacterias solubilizadoras de fosfato (Panhwar et al. 2014)
y también filotipos de Burkholderia se han encontrado enriquecidos en la rizésfera(Yadav et al.
2018; Zhang et al. 2017). En el caso de Agrobacterium se ha reportado en diferentes ambientes
(suelo sin cobertura vegetal, rizosfera, plantas hospederas) y son casi siempre parte de la rizésfera
central del microbioma (Xu et al. 2018). Rhizobium leguminosarum es una bacteria fijadora de
N2 que vive en simbiosis con leguminosas (Cavassim et al. 2020), también puede adaptarse bien
en la rizosfera de otras plantas. Algunas especies de Pseudomonas, por ejemplo, P. putida, fue
abundante en la rizésfera del maiz como en este estudio (Neal et al. 2012). Sin embargo, Yang et
al. (2017) reportaron que su abundancia relativa puede disminuir en la rizésfera. Como lo hemos
mencionado no solamente el cultivo de una planta determina si un grupo bacteriano se enriquece,
pero también los factores ambientales juegan un papel importante, asi como las caracteristicas del
suelo y de la planta.

La abundancia relativa de algunos géneros bacterianos fue altamente variable en el tiempo en
la rizésfera comparado con el suelo sin cultivar, por ejemplo, Acinetobacter, Delftia, Halomonas,
Lactobacillus. Esto podria ser explicado por los cambios que ocurren en el tiempo en el material
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organico, los nutrientes y la competencia con otras bacterias, que estarian determinando estas
fluctuaciones, pero no es muy claro por qué estos grupos bacterianos muestran variaciones tan
grandes en el tiempo. En particular, muchos miembros de Halomonas son halotolerantes o
halofilas y oligotroficas (Ferndndez-Gomez et al. 2019), mientras que algunos filotipos que estan
asociados a Acinetobacter son nitrificadores heterotroficos y desnitrificadores aerdbicos, son
encontrados en ecosistemas oligotréficos con una alta tolerancia a condiciones extremas (Su et
al. 2015; Mogul et al. 2018). En contraste, algunas especies de Delftia tienen la capacidad de
estimular el crecimiento vegetal por su capacidad de antagonismo con patdgenos y su capacidad

se hacer fijacion de N (Han et al. 2005)

7. Conclusion
En este estudio se evidenci6 que la aplicacion del biofertilizante o el biofertilizante estéril con

solo nutrientes no tuvo un efecto significativo en el desarrollo del maiz y tuvo un efecto
restringido en la abundancia relativa de la comunidad bacteriana del suelo. Por su parte, el cultivo
de maiz si tuvo un efecto significativo en la estructura de la comunidad bacteriana y esta fue
diferente en la rizosfera a la del suelo no cultivado. Se observo un cambio significativo en el
tiempo independientemente del cultivo de maiz o la aplicacidn de biofertilizantes y su variacion
en el tiempo fue mayor que la de la aplicacion de biofertilizantes o el cultivo de maiz.

8. Recomendaciones

Es importante tener en cuenta que este experimento se realizé en condiciones de invernadero. Por
lo cual la aplicacion del biofertilizante en un experimento en campo podria ser necesaria para
investigar mas a fondo la capacidad de estimulacion del crecimiento de las plantas del
biofertilizante. Ademas, valdria la pena investigar el efecto del biofertilizante en otros tipos de

cultivos en diferentes agroecosistemas.
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