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RESUMEN

INOCULACION CON Paenibacillus Polymyxa Y FERTILIZACION
NITROGENADA EN MAiZ BAJO CONDICIONES DE TEMPORAL

Mariela Benitez Noyola, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2012

En México el maiz es el cultivo mas importante por la diversidad de usos que
presenta, es la base de la alimentacion humana, animal y materia prima para la industria;
sin embargo, es un cultivo que demanda niveles altos de nitrogeno que no siempre se
cubren por el costo que implica el uso de fertilizante. Una alternativa de bajo costo es el uso
de inoculantes a base de bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV) que pueden
combinarse con la fertilizacion. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la respuesta de
maiz a la inoculacion con la cepa de Paenibacillus polymyxa BSP1.1 en combinacién con
diferentes niveles de fertilizacion nitrogenada en condiciones de temporal. EI experimento
se establecid en un disefio experimental de parcelas divididas, donde la parcela grande fue
N (0, 90 y 180 kg ha™) y la parcela chica fue biofertilizante (inoculado y no-inoculado). Se
evalud la poblacion de bacterias totales y solubilizadoras de fosfato en la rizosfera en dos
etapas de cultivo. Las plantas se cosecharon a madurez fisiologica del cultivo y se
determiné rendimiento en grano y rastrojo, componentes de rendimiento, contenido de
nitrégeno en grano e indice de cosecha. La mayor poblacion bacteriana se presento a los 90
dias después de la siembra; los tratamientos inoculados presentaron los nimeros mas altos
de bacterias totales y solubilizadoras de fosforo con 4.5 y 2.4 UFCioq10 respectivamente. Se
encontrd que los tratamientos que fueron inoculados con la cepa Paenibacillus polymyxa y
combinados con fertilizante a dosis de 90 y 180 kg de N ha™ presentaron los mayores
rendimientos con 3.29 t ha® y 3.4 t ha' respectivamente, superando a los demas
tratamientos que fueron solo fertilizados y no inoculados. Estos tratamientos también
fueron los que presentaron mayor contenido de nitrégeno en grano y rastrojo, lo cual
sugiere que las plantas fertilizadas cuando se inocularon con la cepa de Paenibacillus
BSP1.1 fueron maés eficientes en absorber nitrégeno. La inoculacién con rizobacterias es
una alternativa de bajo costo en la agricultura sustentable que puede usarse en combinacion
con fertilizante nitrogenado para incrementar el rendimiento de los cultivos.

Palabras clave: nitrégeno, fertilizacion, inoculacion, bacterias promotoras del crecimiento
vegetal, maiz, rendimiento.



ABSTRACT

INOCULATION WITH Paenibacillus polymyxa AND NITROGEN
FERTILIZATION ON CORN UNDER RAINFALL CONDITIONS

Mariela Benitez Noyola, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2012

In Mexico, corn is the most important crop because of its different uses; it is a basic food
on the diet of Mexican people, food for cattle and raw material for the industry. However,
this is a crop that demands high levels of nitrogen which is not always supplied because of
the high cost of fertilizers. A low cost alternative is the use of inoculants based on plant
growth promoting rhizobacteria (PGPR) that can be used in combination with fertilization.
The objective of this research was to evaluate the corn response to inoculation with
Paenibacillus polymyxa in combination with different levels of nitrogen fertilization under
rainfall conditions. The experiment was established in a split plot design, where the main
plot was N (0, 90 and 180 kg ha™) and the subplot was biofertilizer (inoculated and non-
inoculated treatments). Total and phosphate solubilizing rhizobacteria on rhizosfere were
evaluated twice during the experiment; plants were harvested at physiological maturity and
grain yield, stubble, yield components, nitrogen content and harvest index were determined.
The highest bacterial population was found at 90 days after planting; the inoculated
treatments had higher numbers of total and phosphorus solubilizing bacteria with 4.5 and
2.4 UFCjog10, respectively. The inoculated treatments with Paenibacillus polymyxa in
combination with fertilizer doses of 90 and 180 kg N ha™ had higher yield than the fertilizer
treatments without inoculation, with 3.3 t ha™ and 3.4 t ha™* respectively. These treatments
also had higher nitrogen content in grain and stover, suggesting that fertilized plants when
inoculated with the strain of Paenibacillus BSP1.1 were more efficient in nitrogen uptake.
The inoculation with rhizobacteria is a low cost alternative in sustainable agriculture that
can be used in combination with N fertilizer to increase crop yield.

Keywords: nitrogen fertilization, inoculation, plant growth promoting rhizobacteria, corn
yield.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

El maiz es el principal cultivo en México, tanto por su nivel de produccion como por
su importancia en la alimentacion humana, animal y materia prima para la industria. Este se
cultiva en todas las regiones geograficas del pais y con diferente nivel de tecnologia, donde
el uso de fertilizantes juega un papel fundamental para mantener la produccion ya que estos
insumos proporcionan los nutrientes que las plantas necesitan para su desarrollo y son los
que representan el mayor costo en la produccion (Adesemoye et al., 2010); ademas la
produccién de fertilizantes requiere el uso de combustibles fosiles lo cual contribuye a la
emisidén de gases de efecto invernadero (Mia et al., 2010). El uso desmedido de fertilizantes
ha provocado graves problemas ambientales en rios, lagos, mantos freaticos y del suelo
(Kang et al., 2009; Dong et al., 2005).

Se estima que cada afio son incorporadas al suelo alrededor de 80 a 90 millones de
toneladas de fertilizantes quimicos en todo el mundo (Good et al., 2004), por lo que se
tienen que buscar alternativas para tener una agricultura sustentable que incremente el
aprovechamiento de los fertilizantes y fomente el manejo adecuado de los recursos bidticos
y abidticos de los agroecosistemas (Thrall, 2005); no todo el fertilizante es aprovechado por
la planta, se pierde por los procesos de lixiviacion y volatilizacién, aproximadamente el
50% del nitrogeno, entre el 50% y 60% del fosforo y el 40% del potasio (Suniaga et al.,

2008).



En las ultimas décadas, el estudio de microorganismos promotores del crecimiento
vegetal ha cobrado importancia en paises europeos, asiaticos y latinoamericanos, incluido
México, destacando el impacto de las bacterias; éstas constituyen una alternativa eficiente
al uso de los fertilizantes quimicos (Giles et al., 2008; Villegas et al., 2006; Walley et al.,
2004; Zahir et al., 2004; Berg, 2009; Karakurt et al., 2011.). Dichos microorganismos
integran una biotecnologia que contribuye al desarrollo sostenible, econémico y ambiental,
para favorecer el rendimiento de los cultivos gracias a su capacidad de estimular
directamente el crecimiento de las plantas a través de diversos mecanismos como: el aporte
de nitrégeno por el proceso de fijacién bioldgica de nitrogeno atmosférico (Joo et al.,
2009), produccion de sustancias reguladoras del crecimiento (Hariprasad et al., 2009),
incremento en el volumen de la raiz (Lucy et al., 2004), reciclaje de nutrientes,
descomposicion de materia organica (Shen et al., 2008), e induccién de resistencia
sistémica a patdgenos (Pineda et al., 2010); ademas de mejorar la estructura del suelo.

La agricultura mexicana en estos momentos atraviesa por condiciones dificiles de
productividad debido a diversos factores como sequias, heladas, suelos muy erosionados,
invasion de tierra por la mancha urbana y escaso capital econdémico para la compra de
insumos; sin embargo, el cultivo de maiz tiene potencial para aumentar el rendimiento sin
afectar al medio ambiente con el uso de microorganismos promotores del crecimiento
vegetal. Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue evaluar diferentes niveles de
fertilizacion quimica en combinacidn con la inoculacion de la cepa Paenibacillus polymyxa

BSP 1.1. en el cultivo de maiz bajo condiciones de temporal.



CAPITULO 2

OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1. OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la respuesta de maiz a la inoculacion con una cepa de Paenibacillus
polymyxa BSP 1.1 en combinacién con diferentes niveles de fertilizacion

nitrogenada en condiciones de temporal.

2.1.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar la respuesta de maiz a la inoculacion con rizobacterias bajo tres niveles de

fertilizacion nitrogenada (0, 90 y 180 kg N ha™).

e Determinar el efecto de la inoculacion en la acumulacién de nitrégeno en grano.



2.1.2. HIPOTESIS GENERAL

e La inoculacion con bacterias promotoras del crecimiento vegetal en combinacion

con la fertilizacion nitrogenada incrementa el rendimiento del cultivo de maiz.

2.1.2.1. HIPOTESIS ESPECIFICAS

e La respuesta del cultivo de maiz es mayor cuando se combina la fertilizacion

nitrogenada con la inoculacion de rizobacterias.

e La inoculacion favorece la absorcion de nutrimentos permitiendo un mejor

aprovechamiento del fertilizante quimico.



CAPITULO 3

REVISION DE LITERATURA

3.1. Elmaiz (Zea Mays L.)

3.1.1.0rigen e importancia del maiz

El maiz es originario de Mesoamérica (México y Centroamérica), region donde fue
domesticado por las culturas prehispanicas y en consecuencia en esta area se ha descrito su
mayor diversidad genética (Sanchez et al., 2000; Doebley, 2004; Kato et al., 2009). De
esta region partid la distribucion de la especie hacia otras latitudes en diferentes eventos, lo
cual le ha consolidado como una de las plantas méas cultivadas en el mundo (Matsuoka et
al., 2002). El maiz se siembra en una gran variedad de regiones agroecoldgicas que van de
altitudes de 0 m hasta cerca de los 4,000 m sobre el nivel del mar (Ortega, 2003), se cultiva
desde el ecuador hasta altas latitudes en los dos hemisferios, se siembra en regiones de
precipitacion pluvial desde menos de 400 mm hasta los 3,000 mm, en suelos y climas muy
variables. De acuerdo a la literatura revisada la mejor produccion se logra en climas en
donde las temperaturas medias en los meses calurosos varian entre 21 y 27°C, con un
periodo libre de heladas en el ciclo agricola de 120 a 190 dias.

Este cultivo cuenta con gran diversidad genética, que junto con otras 22 especies
vegetales domesticadas tiene su centro de origen en Mesoamérica (Ortega, 2003; Engels et
al., 2006). Actualmente, el maiz es el cultivo basico mas importante en México y de suma

importancia en el resto del mundo; va més all4 de su contribucion a la dieta y economia



familiar, pues es él origen de nuestras tradiciones y costumbres, conforma la cultura
ancestral y nos identifica como nacién (Doebley, 2004).

El maiz es uno de los cultivos méas comerciales, dada la diversidad de usos que
presenta, para la alimentacion humana, animal y como materia prima para la industria; es
utilizado desde el grano, hojas, tallo y espigas; todas las partes de la planta incluyendo las
raices, sirven de abono o combustible. La cafia se usa en la fabricacion de artesanias y la
hoja la utilizan para envolver tamales, fabricar objetos artesanales, asi como el olote se
emplea para alimento de animales y combustible, ademas como herramienta para desgranar
mazorcas. El grano se consume en tortillas, pozoles, esquites y otros usos que se le dan para
preparar huitlacoches, tostadas, totopos y tamales, se elaboran también bebidas como el
atole de pinole y otras que son embriagantes a partir del grano fermentado. EI maiz también
se emplea con propositos medicinales, para curar diversos males del cuerpo y del alma
(Esteva, 2003).

En muchos paises en desarrollo con altos niveles de pobreza, incluyendo numerosas
regiones de México, el cultivo de maiz es una fuente importante para la nutricion de las
familias. En México, anualmente se consumen alrededor de 11 millones de toneladas de
maiz blanco en forma de tortilla. De acuerdo con la cadmara nacional del maiz
industrializado, el consumo per céapita anual de tortilla de la poblacién nacional es de 105

kg de maiz (Polanco et al., 2008).



3.1.2. Situacion de la produccion de maiz en el mundo y en México

El maiz se produce en 153 paises que significan el 94% de los que conforman el
globo terrdqueo, es decir lo encontramos disperso en Ameérica, Europa, Asia y Oceania. La
produccion mundial de maiz fue de 818 millones de toneladas de grano en el 2009. En
Mexico, la produccion obtenida para el 2011 fue de 18.5 millones de toneladas y se
consumio6 24.7 millones, la demanda faltante fue abastecida con 6.2 millones de toneladas
provenientes en su mayoria de los Estados Unidos. Los principales paises productores de
1998-2010 en orden ascendente fueron: Estados Unidos (40% de la produccion mundial),
China (19%), Brasil (6%), México (3% siendo este el cuarto pais productor) y el resto de
los paises (32%) (FAO, 2010; SIAP, 2011).

En México la produccién anual de maiz ha registrado un comportamiento dinamico
en las dltimas décadas, el cual oscild6 en 29 millones de toneladas aproximadamente
(Figura 1), en el 2007 y 2008 mostré incrementos ligeros hasta llegar a 24 millones de
toneladas, sin embargo, en el 2009 la produccion disminuy6 en 4 millones de toneladas
posiblemente por que hubo sequia (Canicula) muy amplia que redujo los rendimientos del
maiz bajo condiciones de temporal; en el 2010 se incrementd ligeramente, pero también
hubo afectaciones por inundaciones y heladas tempranas intensas; para el 2011en todo el
pais se atraso la temporada de lluvias al menos en un mes y medio; presentandose heladas
atipicamente tempranas (primera semana de septiembre) en valles altos y sequia en estados
del Norte del pais afectando la produccion de maiz en ese afio; no obstante, la produccion

de grano en el pais se estimo en 18.5 millones de toneladas aproximadamente (SIAP,2012).
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Figura 1. Produccion anual de maiz en México en el periodo 2000-2011 (fuente: FAO, 2012 y
SIAP, 2012).

La demanda nacional de maiz oscila en 29 millones de toneladas, y se producen 18.5
millones de toneladas (SIAP, 2012), lo cual marca un déficit de 10.5 millones de toneladas.
Sin embargo, en el afio 2008 se importaron 9.1 millones de toneladas (FAO, 2009) y los
prondsticos para el 2011 indican que la importacidn de grano se incrementara en 6 millones
de toneladas; ante ésta situacion se han implementado estrategias nacionales en mejora de
la produccion, el éxito se ha reflejado en el beneficio obtenido en 1.5 millones de hectéareas
(15% del éarea cultivada con maiz), que corresponde a regiones de condiciones agro-
ecoldgicas homogéneas y disponibilidad de riego o un temporal favorable, el 85% restante
del &rea cultivada con este cereal prevalece la agricultura de temporal (SIAP, 2012; Acufia

etal., 2010).



Los principales estados productores de la republica mexicana son: Sinaloa ocupando
el primer lugar en la produccién nacional de maiz; en el afio 2011 registré una produccion
de 5.2 millones de toneladas, lo que representd el 26.0% de la produccién nacional, el
rendimiento promedio por hectérea en el estado fue de 10 ton ha™; el estado de Jalisco es el
segundo mayor productor de maiz, con un total de 2.5 millones toneladas y un rendimiento
de 6 ton ha, el Estado de México esta en tercer lugar con una produccion de 1.3 millones
de toneladas y un rendimiento de 2.4 ton ha; el resto del pais representa el 54.9% de la

produccién con un rendimiento promedio de 1 a 2 ton ha™ (SIAP-SAGARPA, 2012).

3.1.3. Caracteristicas de los maices en México

La semilla de maiz que se siembra en México es principalmente nativa 0 “criolla”
(80%), el resto (20%) corresponde a semilla mejorada, hibridos principalmente (INEGI,
2007), la cual se siembra generalmente en areas homogéneas extensas con riego, mientras
que la semilla nativa se siembra en condiciones de temporal en areas con gran variacion
agro-ecoldgica, a diferencia de Sinaloa donde la mayor parte de semilla que siembran es
hibrida.

Para la mesa central la semilla de maices nativos es patrimonio de comunidades de
agricultores, quienes la seleccionan cada afio segln sus criterios e intereses, principalmente
con fines alimenticios, de rendimiento y sanidad; la mayoria de estas semillas son
heredadas, por lo menos dos generaciones anteriores (Soleri et al., 2001; Brush et al.,
2007).

Las poblaciones de maices nativos presentan caracteristicas particulares como

adaptabilidad a condiciones agro-ecoldgicas locales, 1o que se manifiesta en diferentes
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niveles de precocidad y resistencia a factores adversos (Camacho y Chéavez, 2004; Angeles
et al., 2010), esto le permite al productor tener un abanico de posibilidades para hacer
frente a los riesgos meteoroldgicos que pudieran presentarse en el ciclo productivo y de ésta

forma asegurar la cosecha (Allaby et al., 2008).

3.1.4. Panorama del cultivo de maiz en el Estado de México

En el estado de Meéxico, el maiz constituye el principal alimento de la poblacion, sin
embargo en los ultimos 25 afios la produccion de maiz ha caido de 2, 397,144 ton para
1990 a 1, 549,545 ton para el 2010, lo que afecta directamente a los productores. La
superficie sembrada en el afio 2010 fue de 562,496.39 ha con un rendimiento promedio de
2.85 ton ha™ (SIAP, SAGARPA 2012.).

Las causas principales que afectan la produccion de maiz son: fendmenos
meteoroldgicos, como sequias que coincide con la floracion de la planta (etapa fenoldgica
muy susceptible); heladas tempranas e intensas en zonas con altitud mayor a 2,000 msnm; y
el atraso de la temporada de lluvias, fendmeno que se ha presentado en los ultimos afios,
que equivale al menos de dos meses, desfasando las fechas de siembra. Otros factores son:
la fertilidad del suelo (cada dia se incrementan mas las cantidades de fertilizantes quimicos
para la producciéon de grano), malezas, insectos, plagas y enfermedades que también
reducen la produccion pero en menor proporcion que los eventos meteoroldgicos adversos

(Piao et al., 2007).
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3.2. Fertilizantes nitrogenados, contaminacion y calentamiento global

Uno de los mecanismos inmediatos para contrarrestar la baja fertilidad de los suelos
es el uso de fertilizantes quimicos, los cuales fueron un componente esencial de la
revolucion verde, que impulsé un incremento significativo en los rendimientos, y que ha
permitido el desarrollo de nuevas variedades de cultivos de interés agricola e industrial; el
éxito de la revolucion verde en realidad podria atribuirse en gran parte al uso masivo de
agroquimicos y fertilizantes como estrategia para luchar contra plagas, enfermedades, y asi,
incrementar la produccion, los cuales, no siempre han tenido el efecto deseado (Salazar et
al., 2003; Fortis-Hernandez et al., 2009), y han generado impactos negativos por ejemplo:
problemas ambientales, contaminacion de mantos freéticos, por nitratos y fosfatos,
(Gyaneshwar et al., 2002; Sharpley et al., 2003) emision de gases de efecto invernadero lo
cual contribuye al calentamiento global (Searchinger et al., 2008), ademas el uso excesivo
de estos contribuye al deterioro de la calidad del suelo (Kang et al., 2009). Un ejemplo de
lo anterior es la “zona muerta” del Golfo de México, donde el exceso de fertilizantes es
lixiviado y llevado a la desembocadura del rio Mississippi, causando una area sin vida
(Walsh, 2008; Diaz y Rosenberg, 2008; Adesemoye et al., 2009).

El departamento de agricultura de los Estados Unidos (USDA) inform6 que 30
millones de toneladas de fertilizantes NPK fueron utilizadas en 1960 en todo el mundo y
que habia aumentado a 154.8 millones de toneladas para el 2005, 206.5 millones de
toneladas en el 2007-2008 y para el 2011-2012 se incrementara a 241 millones de toneladas
(FAO, 2009; Fortis-Hernandez et al., 2009).

En los Estados Unidos de Ameérica, los agricultores utilizaron 7.46 millones de

toneladas en 1960, en comparacion con 22.15 millones de toneladas en el 2005; Mexico
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importa el 60% de las 4.7 millones de toneladas de fertilizantes utilizadas en la mitad de los
20 millones de hectéreas que se cultivan cada afio en el pais (ANFFE, 2010).

En relacion a los precios de los fertilizantes, el Banco Mundial reporté que el precio
internacional de algunos fertilizantes como el fosfato de amonio se multiplico su valor por
seis en el periodo del 2006-2008; asi mismo en los mercados internacionales la urea se ha
elevado en 1,5 veces su precio. México importa la urea de Rusia (48%), Ucrania (23%),
E.U.A. (23%), Venezuela (5%) y otros paises (1%) (SNIIM, 2008).

Ante esta situacion que prevalece hasta nuestros dias se requiere de un cambio en los
paradigmas de la nutricion de los cultivos, por lo que se deben aplicar estrategias de
produccion enfocadas a hacia una agricultura sostenible y amigable con el ambiente, que
permitan fomentar el manejo de los recursos bidticos y abioticos de los agroecosistemas.
El uso de microorganismos promotores del crecimiento vegetal pueden mejorar la
absorcion de nutrientes, ademas de estimular el crecimiento y rendimiento de los cultivos
(Thrall, 2005; Giil et al., 2008).

El calentamiento global y el cambio climético estan estrechamente interrelacionados,
y en ocasiones son utilizados como sindénimos, prestandose a confusiones. De acuerdo con
Gay et al. (2006) y Brekke y colaboradores (2008), el calentamiento global se refiere al
aumento progresivo y gradual de la temperatura media de la superficie terrestre,
responsable de los cambios en los patrones climaticos mundiales (Aunque en el pasado
geoldgico de la Tierra se ha presentado un aumento de temperatura global como resultado
de influencias naturales); este termino se utiliza para referirse al calentamiento de la
superficie terrestre, registrado desde principios del siglo XX y relacionado con el

incremento en la concentracion de gases de efecto invernadero (GEI) en la atmdsfera.
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El cambio climatico se refiere a la variabilidad observada respecto al clima promedio
en escalas de tiempo que van desde unas cuantas décadas hasta millones de afios. Por eso,
al utilizar el termino “cambio climatico” en referencia a los cambios ocurridos muy
recientemente en la historia del planeta puede confundir, pues nuevamente el pasado
geoldgico demuestra que el clima constantemente ha cambiado y desde antes de que los
seres humanos aparecieran (Payne et al., 2004). Por lo tanto, las variaciones climéticas
pueden ser producidas naturalmente por fendmenos internos del sistema Tierra-Atmosfera,
o por forzamientos externos (variaciones en la orbita terrestre y cambios en la radiacion
solar). Recientemente la actividad humana se ha convertido en otra de las fuerzas
modificadoras del clima (Barnett y colaboradores (2005) y Byrt et al., 2011). EI cambio
climético es provocado por el calentamiento global el cual, a su vez, es influenciado por el
aumento de gases de efecto invernadero (GEI) en la atmosfera, dicho cambio incide en los
patrones de temperatura y precipitacion del planeta, asi como en la frecuencia y severidad
de eventos extremos como huracanes, helada y sequias (Tett et al., 2007).

La agricultura contribuye a la emision de tres tipos de gases que participan en el
efecto invernadero: el diéxido de carbono (CO,), el metano (CH,) y el éxido nitroso (N,O).
En las ultimas décadas las concentraciones atmosféricas de estos gases han aumentado y
seguirdn aumentando en una tasa anual de 0.3%, 0.6% Yy 0.5% respectivamente (Burkett et
al., 2000). El nitrégeno es un componente esencial para cualquier cultivo, por ello el uso de
fertilizantes organicos y minerales es una practica que demanda la agricultura, sin
embargo, la utilizacion masiva de fertilizantes nitrogenados en los suelos agricolas ha dado

lugar a un aumento importante en las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI),
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destacando el 6xido nitroso (N0), un potente gas implicado en la destruccion de la capa de
ozono estratosférico, siendo actualmente el responsable del 7% del calentamiento global.

La peligrosidad de este gas se encuentra en que posee un potencial de calentamiento
global de 310 veces superior al bioxido de carbono (COj y al metano (CHa), con un tiempo
de permanencia en la atmosfera de 150 afios (Mulvaney et al., 2009). Cada afio la
agricultura contribuye de 10 a 12% de las emisiones de GEI a la atmosfera que equivalen a
5.1y 6.1 Gt de CO; por afio (Snyder et al., 2007); estos valores solo incluye las emisiones
agricolas directas de este gas, que son principalmente de origen antropdgenico estimandose
en un 50% vy se encuentra relacionado a procesos de fertilizacion nitrogenada, cambios de
usos de suelo y practicas agricolas, asi como a procesos naturales. China y Estados Unidos
son los paises con mayor consumo de fertilizantes nitrogenados, y son los que tienden a
emitir la mayor cantidad de GEI debido a que su agricultura es intensiva, llegando aplicar
hasta 250 kg N ha™ de fertilizante quimico; de éste no todo este es aprovechado por la
planta, ya que se pierde por los procesos de lixiviacion o volatilizacion aproximadamente el
50% del nitrgeno, entre el 50% y 60% del fosforo y el 40% del potasio (Salvagiotti et al.,
2008); los fertilizantes nitrogenados demandan mucha energia, para producir una tonelada
de fertilizante nitrogenado se necesitan tres toneladas de petréleo.

El sector que puede ser de los mas afectados por el cambio climético, dada su alta
dependencia del clima, es el agricola y en consecuencia es prioritario prestar atencién sobre
los fendbmenos asociados al calentamiento global como son los incrementos en temperatura,
sequias, inundaciones, desertificaciones y climas extremos. La reduccion en la produccion

de granos podra ser mas del 30% (Piao et al., 2007) si no se toman en cuenta los efectos del

14



cambio climatico, ademas se tendran suelos erosionados, con bajo contenido de materia
orgénica, carbono y nutrimentos, lo cual causaria baja productividad en los cultivos.

Fader y colaboradores (2010), sefialan que, aunque el crecimiento de un cultivo es
afectado por un grupo complejo de factores ambientales, los de mayor impacto son: la
radiacion fotosintéticamente activa, temperatura estacional, concentraciones de CO, y
precipitacion pluvial; de estos tres factores, el agua puede considerarse el primero en su
importancia y el mas determinante para la produccion agricola, una evidencia de esto es la
relacion entre el suministro de agua y el rendimiento de los cultivos (Di falco et al., 2007).

Por otra parte, la temperatura medida o grados dias (Howden et al., 2007) ha
mostrado una relacion alta con el rendimiento; Dauber (2010) sefialo que la radiacion solar
acumulada durante el desarrollo del cultivo también es determinate para la produccion de

biomasa.

3.3. El suelo, agente de vida

El subsistema edafico es uno de los recursos mas utilizados para satisfacer las
necesidades humanas de alimentacion, esparcimiento y es el habitat de un gran nimero de
poblaciones microbianas que interactian con los diversos sustratos, estando muchas de
éstas poblaciones asociadas a las raices de las plantas, en un area de influencia conocida
como rizosfera (Reyes et al., 2007). En los microambientes de la rizosfera estan asentadas
poblaciones microbianas asociadas a la presencia de los exudados radicales los cuales
participan en la dindmica de los ciclos bioquimicos, asi como en la formacion de

microagregados rizosféricos ricos en metabolitos microbianos (Harmann et al., 2008).
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Por otro lado, la actividad microbiana influye en los procesos bioldgicos del suelo
vinculados con la nutricion de los cultivos; la eficiencia en la utilizacion del carbono por
los microorganismos esta en funcion de la cantidad de substrato orgénico, humedad,
temperatura y las caracteristicas fisicas del suelo (Birkhofer et al., 2008; Khan, 2006).

La interaccion entre la planta y los microorganismos en el suelo se puede explicar,
describiendo todos los procesos que ocurren en esta zona; el concepto rizésfera fue descrito
por Hiltner en 1904 como la zona de las raices donde se estimula el crecimiento de los
microorganismos; otros la definen como la region del suelo que esta en intimo contacto con
la raiz de la planta y recibe directamente la influencia de ésta (Khan, 2005). Aunque esta
definicién es méas compleja, refleja el equilibrio ecolégico que se establece entre las
poblaciones microbianas y las raices de las plantas; en la actualidad sabemos que no s6lo
las bacterias actuan en la rizdsfera, sino también hongos, actinomicetos, protozoarios,
colémbolos y &caros (Juan, 1998; Khan, 2005; Khan, 2006).

La vida de las plantas esta condicionada por la existencia de esta amplia gama de
microorganismos que viven asociados con ella, los cuales pueden influir en la absorcion de
nutrientes, por efecto directo sobre las raices, sobre el medio, y competir directamente por
los nutrientes del suelo (Lugtenberg et al., 2009).

Estos microorganismos actuando principalmente desde la rizdsfera, condicionan la
nutricion y la salud de las plantas y por tanto el correcto funcionamiento de toda la biosfera.
Se considera a la rizosfera como una zona de intensa actividad microbiana alrededor de las
raices, cuya influencia estimula o inhibe el crecimiento y aumenta la densidad de
microorganismos, particularmente bacterias y hongos (Dobbelaere et al., 2003; Uren,
2007).
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Por otro lado, los procesos agricolas, asi como el manejo de los recursos naturales,
inciden sobre el suelo afectando tanto la diversidad como la densidad de las poblaciones
microbianas; la agricultura intensiva pueden conducir a la pérdida de fertilidad de los
suelos y su progresivo empobrecimiento, que pueden ser influenciados por el manejo de
residuos y el tipo de labranza utilizada (Olalde et al., 1998; De la Garza et al., 2000). La
presencia de microorganismos es un indicativo que permite evaluar el beneficio de los
sistemas de laboreo, asi como el mantenimiento de la fertilidad del suelo (Villegas et al.,

2006).

3.4. Bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV)

Son un grupo de bacterias capaces de aumentar el crecimiento en las plantas y
disminuir la incidencia de enfermedades causadas por fitopatogenos, ademas se estima que
las BPCV son capaces de aportar sustancias nutritivas que estimulan el crecimiento radical

y la absorcion de nutrientes (Heidari et al., 2011).

3.4.1. Aplicacion de BPCV en cultivos de cereales.

Las BPCV son cominmente utilizadas como inoculantes para mejorar el crecimiento
y rendimiento de los cultivos agricolas; éstas representan un componente esencial de la
agricultura sustentable ya que mejoran la productividad de los sistemas agricolas a largo y
corto plazo (Ashrafuzzaman et al., 2009). Muchas BPCV han mostrado un gran potencial
para uso agricola y proteccion del medio ambiente, como son: Pseudomonas, Bacillus,

Azospirillum, Rhizobium y Serratia. EI mecanismo principal de biocontrol incluye la
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produccion de antibidticos como Fenazina-1-acido carboxilico, 2,4-diacetil floroglucinol,
omicina, fioluteorina, firrolnitrin, y canosamina (Piromyou et al., 2011).

Las BPCV poseen la capacidad de colonizar y establecer una relacién continua con
las plantas, lo que resulta mayor absorcion de nutrientes, altura de la planta, biomasa, asi
como aumento sustancial del rendimiento, mayor indice de area foliar y longitud de la raiz
en los cultivos. Los efectos significativos de BPCV se han observado en diversos cultivos
agricolas, como legumbres, cereales, hortalizas, pastos, frutales y otras especies de plantas

(Bashan et al., 2005; Ashrafi et al., 2011).

3.4.2. Relacion entre plantay BPCV

Las BPCV comunmente colonizan la rizosfera, aunque también hay especies que son
capaces de colonizar los espacios intracelulares superficiales de las raices de las plantas
(Mishra et al., 2012).

La composicion del suelo cambia fisica y quimicamente en el area cercana a la raiz
por los exudados de la planta, se han observado cambios en el pH del suelo, potencial
hidrico, presion parcial de oxigeno y caracteristicas fisico quimicas (Barriuso et al., 2008);
el éxito de la colonizacion de la raiz por la introduccion de las BPCV, es un proceso
complejo dependiente de las caracteristicas bacterianas, exudados radicales, y sefializacion
celular entre la bacteria y la planta (Castro-Sowinski et al., 2007).

La movilidad y la produccion de polisacaridos son dos factores determinantes en el
éxito de las BPCV para la colonizacion de la raiz (Lugtenberg, et al., 2009); Por ejemplo,
un tipo de Pili, que son estructuras en forma de pelos que se encuentran en la superficie de

muchas bacterias como es el caso de Pseudomonas fluorescens, permite a estas bacterias
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ser mas competitivas, ya que estas estructuras confieren la capacidad de desplazamiento
para la colonizacion de la raiz (Martinez-Viveros et al., 2010).

Los lipopolisacaridos contribuyen al crecimiento y supervivencia de las bacterias en
la planta favoreciendo la colonizacion, asi mismo ayudan a la creacion de un micro-
ambiente favorable, actuando como una barrera contra los compuestos defensivos de la
planta y modulan las reacciones del hospedante. Los lipopolisacaridos de Azospirillum
brasilense promueven significativamente la adherencia de esta bacteria a la raiz de la
planta, lo que sugiere su papel en el proceso de adhesion (Compant et al., 2010). Otro
factores que influye en la colonizacién es la composicion de los exudados de la raiz, ya que
estos son especificos de cada especie de planta y contienen carbohidratos, proteinas,
aminoacidos, acidos organicos, vitaminas y otros nutrientes que afectan el crecimiento y la
fisiologia de las poblaciones de rizobacterias (Singh et al., 2007).

La abundancia y diversidad microbianas son determinadas por la composicién de los
exudados radicales y la capacidad de las bacterias para catabolizar diversos nutrientes, de
tal forma que las poblaciones bacterianas cambian de acuerdo a sus requerimientos

nutricionales y la disponibilidad de diferentes fuentes de carbono (Van Loon 2007).

3.4.3. Mecanismos de accion de las BPCV en cultivos

El mecanismo de accion de estas bacterias puede ser indirecto o directo; en el caso
del mecanismo indirecto, las bacterias producen metabolitos inhibitorios del crecimiento de
fitopatdgenos, especificamente antibioticos y enzimas, y pueden secuestrar compuestos

toxicos existentes en el medio como son metales pesados (Choudhary et al., 2009).
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El mecanismo directo, se encuentra orientado basicamente a la solubilizacién de
nutrientes como los compuestos fosfatados, que son transformados por las rizobacterias a
formas solubles y asimilables por las plantas asi como la fijacién del nitrégeno que es
llevada a cabo por bacterias que poseen la enzima nitrogenasa (Dell’amico et al., 2005);
también las rizobacterias liberan fitohormonas que estimulan el crecimiento como auxinas,
giberelinas, citocininas y etileno (Choudhary et al., 2009). De esta forma se ha planteado
que las BPCV, no solo son capaces de fijar cantidades importantes de nitrégeno sino que
también son capaces de ejercer un biocontrol en la rizosfera (Tsavkelova et al. 2007),
pueden ejercer una influencia positiva en el crecimiento de las plantas al disminuir ciertos
efectos nocivos de un organismo mediante la induccion de resistencia del huésped al
patdgeno (Van Loon et al., 2007).

No hay una separacion clara entre mecanismos directos e indirectos de accion de las
BPCV, ya que ciertas bacterias poseen caracteristicas multiples para promover el
crecimiento de las plantas (Shaharoona et al. 2008; Hafeez et al. 2006), de modo que la
existencia de estas bacterias a temprana edad seria bastante beneficiosa para la planta, en
especial en los cultivos como maiz, trigo, sorgo arroz y cafia de azlcar que demandan
grandes cantidades de fertilizantes quimicos y agroquimicos (Velasco, 2001; Aliye et al.,
2008).

Una bacteria que influye en el crecimiento de plantas por la liberacion de reguladores
de crecimiento también puede desempefiar un papel en el control de patdgenos o viceversa.
Por lo tanto, la respuesta de la planta es un fendmeno complejo, los dltimos avances en la
investigacion a nivel molecular han proporcionado una base solida para entender estos

mecanismos de una forma mas precisa.
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Las BPCV pueden promover en la planta el crecimiento mediante la mejora de la
nutricion vegetal, modificacion del crecimiento de las raices y brindar tolerancia a factores
de estrés extremos (Saleem et al. 2007). Sin embargo, un mecanismo de promocion de
crecimiento puede ser més efectivo que otro cuando la planta esta expuesta a ciertas
condiciones ambientales. Dey y colaboradores (2004), mencionan que las BPCV poseen
mas de un mecanismo para promover el crecimiento, sugiriendo que ademas de la actividad
de ACC deaminasa, la supresion de fitopatdgenos, la solubilizacion de fosfato y la
produccion de sideréforos podrian haber contribuido al mismo tiempo a la mejora del
crecimiento, rendimiento y absorcion de nutrientes en diferentes cultivos.

En el suelo existen bacterias que pueden disminuir la concentracién de etileno en la
planta, mediante la degradacion del precursor del etileno, que es el 1-aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC). Las bacterias llevan acabo este proceso a traves de la ACC-desaminasa,
enzima microbiana no presente en los tejidos vegetales que rompe la molécula de ACC y
genera productos como: amonio y a-cetobutirato. Las bacterias con actividad de ACC-
desaminasa colonizan las raices y utilizan como fuente de carbono y nitrégeno al ACC
presente tanto en la parte interna de las raices como en exudados radicales.

El consumo del ACC por las bacterias induce la difusion de este compuesto hacia
afuera de las raices y provoca que disminuya la concentracién interna del mismo, lo que
reduce a su vez la concentracion de etileno (Saraf et al., 2010).

Por otra parte, Hafeez et al. (2006) atribuy6 el aumento de crecimiento de las plantas
a las caracteristicas multiples que poseen las BPCV; por ejemplo la produccion de &cido
indol acético, sideroforos y actividad fosfatasa de las cepas de rizobacterias mejoraron el

crecimiento y rendimiento del trigo (Triticum aestivum) y maiz (Zea mays), ademas
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favorecieron la germinacion de semillas (Gl et al., 2008); también las rizobacterias son
importantes en el reciclaje de nutrimentos, en la descomposicion de materia orgénica y en

la estructura del suelo (Shen et al., 2008).

3.4.4. Fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN) en cereales
3.4.4.1. Bacterias fijadoras de nitrégeno

La principal fuente de N se encuentra en la atmdsfera como N, el cual representa
aproximadamente 78% de los constituyentes de ésta, s un gas inerte que no esta disponible
para las plantas (Pefia y Reyes et al., 2007). Las plantas no pueden absorber directamente el
N, del aire y este debe ser fijado por microorganismos de vida libre o simbidtica.

La FBN es variable en el sistema suelo-planta, va a depender del tipo de
microorganismo que esté presente en la rizosfera y de las condiciones del suelo y clima,
cualquier deficiencia en los compuestos nitrégenados organicos e inorganicos del suelo
estimulan la fijacion microbiana de Ny, es por ello que los microorganismos capaces de
fijar nitr6geno son muy importantes para la sustentabilidad del suelo (Paredes et al., 2009).

La fijacion bioldgica del nitrégeno constituye la principal via de incorporacion de
nitrdgeno al ecosistema, que constantemente es reciclado a la atmdsfera principalmente por
la accion de microorganismos (Zhang et al., 2010).

El N, puede ser fijado a través de la enzima nitrogenasa por microorganismos que se
encuentran libres en su habitat natural y aquellos que establecen simbiosis con leguminosas
0 especies forestales (Dobbelaere et al., 2003), y también por descargas eléctricas; la
fijacion bioldgica del nitrégeno contribuye a las entradas de nitrogeno tanto en ecosistemas

como en cultivos agricolas. Varios microorganismos procaridticos de vida libre fijan
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nitrégeno (diazotréficos), muchos son heterétrofos que necesitan un suplemento de carbono
reducido y otros dependen indirectamente de la energia luminica, en general requieren de
un hospedero eucariético que les proporcione carbono a través de los exudados radicales o

bien de materia organica disponible en el ambiente (Erturk et al., 2008; Zhang et al., 2010).

La fijacion de nitrégeno en la biosfera se estima en unos 275 millones de toneladas
anuales, de las cuales 175 corresponden a la fijacion biologica, 70 a la industrial y 30 a la

espontanea (Akhatar et al., 2009).

La fijacion bioldgica aparece Unicamente en bacterias, algas cianoficeas vy
actinomicetos, microorganismos procariotas que tienen la capacidad de reducir el nitrogeno
atmosférico (N,) a amonio (NH4") mismo que puede ser utilizado por las plantas (Mantilla
Paredes et al., 2009). Entre los méas de 60 géneros conocidos de microrganismos fijadores
de nitrégeno se encuentran formas aerobias facultativas, anaerobias, autétrofas y
heterétrofas, con habitats muy diversos y con requerimientos nutricionales y ambientales

muy heterogéneos (Naiman et al., 2009).

Los organismos responsables de la fijacion de nitrogeno contienen la enzima
nitrogenasa y en ellos se incluyen bacterias organotréficas, bacterias sulfurosas fototroficas
y cianobacterias. Venieraki et al. (2011) ha descrito especies representantes de varios
grupos de procariontes que fijan nitrégeno tales como: bacterias fotosintéticas
(Rhodospirillum rubrum), bacterias anaerdbicas (Clostridium spp.), microaerdbicas
(Azospirillum spp., Herbaspirillum spp., Gluconacetobacter diazotrophicus, Azorhizobium

caulinodans, Azoarcus sp, Burkholderia sp, Klebsiella sp.), bacterias aerdbicas
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(Azotobacter spp., Derxia sp., Beijerinckia spp.), y también algunas especies de

cianobacterias (algas verde-azules) y actinomicetos (Frankia spp.).

Se pueden caracterizar tres grupos de bacterias fijadoras de nitrogeno: las bacterias
diazotroficas de vida libre, asociativas y simbidticas. Los diazotrofos de vida libre son
heterotrofos, capaces de brindar una fuente de carbono utilizable necesario para la fijacion
del nitrégeno, estos microorganismos fueron los primeros en ser conocidos como es el caso
de Beijerinkia fluminensis y Beijerinkia indica, aisladas de la rizosfera del suelo en plantas
de cafia de azUcar, demostrando su potencial en asociaciones con gramineas y leguminosas

(Prabudoss et al., 2009).

Dentro de las bacterias de vida libre encontramos la familia Azotobacteraceae, que
esta representada en su mayoria por el género Azotobacter, el cual es aerdbico heterotrofo y
fijador de nitrdgeno, las especies mas conocidas son A. chroococcum, A. vinelandii y A.

paspali., siendo esta Gltima la mas estudiada ecoldgicamente (Tejera et al., 2005).

Las bacterias diazotroficas tienen la capacidad de asociarse con gramineas dentro de
las cuales se encuentran especies forrajeras utilizadas como alimento para la ganaderia
(Reis et al., 2004); de acuerdo con Gamalero y Bernard (2011), estas se dividen en
endofitos facultativos (pueden colonizar tanto la rizésfera como el interior de las raices) y
endofitos obligados (colonizan el interior de las raices). Respecto a los endofitos
facultativos solamente después del redescubrimiento del género Azospirillum (grupo
predominante) por Débbelaere y Day en (1975), los cientificos e investigadores mostraron

interés por la asociacion de diazotrofos con gramineas; los microorganismos de este genero
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se encuentran tanto en el interior como en la superficie de las raices de muchas gramineas

forrajeras.

La distribucion ecoldgica de Azospirillum sp., es extremadamente amplia, siendo
considerada como una bacteria universal que coloniza plantas que crecen en diferentes
habitats (Suman et al., 2007). Otras especies de bacterias diazotréficas también han sido
encontradas en plantas monocotiledéneas incluyendo el arroz, sorgo, cafia de azUcar, y
gramineas forrajeras y en dicotileddneas; algunas especies de Azospirillum son capaces de
producir reguladores de crecimiento vegetal como el &cido indolacético (Mehnaz, et al.,

2007).

La caracteristica de diazotrofos endéfitos obligados fue descubierta recientemente y
parece ser clave para explicar la gran eficiencia en fijar nitrogeno de estas bacterias,
especialmente en los tropicos, en comparacion con las asociaciones rizosfericas de otros
cultivos. A este grupo de microorganismos pertenecen: Gluconacetobacter diazotrophicus,
Herbaspirillum seropedicae, Herbaspirillum rubrisubalbicans, klebsiella pneumoniae y

Bulkholderia sp. (Saleem et al., 2007).

Varias investigaciones han mostrado que las BPCV pueden estimular el crecimiento
de plantas a través de produccion de fitohormonas como son auxinas, giberelinas y
citocininas (Khan et al. 2009; Wani et al. 2007; Afzal y Bano 2008). Por otra parte, la
seleccion de BPCV capaces de solubilizar fosfatos y su uso en cultivos agricolas puede
incrementar el crecimiento de las plantas; por ejemplo Wu et al. (2005) inocularon Bacillus

megaterium (solubilizador de fosfato), y Bacillus mucilaginosa (solubilizador de potasio)
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en maiz y observaron incrementos en la absorcién de P y K asi como en la produccion de
biomasa.

Del mismo modo, Ahmad et al. (2008), encontraron que al inocular cultivos con la
cepa Bacillus M3 mejoré significativamente el contenido de P, Fe, Mn y ademas la vida de
anaquel del cultivo de frambuesa (Rubus idaeus), lo que sugiere que Bacillus M3 tiene el
potencial de aumentar el valor nutritivo de las plantas de cereales y frambuesas. Los efectos
positivos de las BPCV en la nutricién y el crecimiento de las plantas cominmente resultan
en mayor produccion de biomasa y rendimiento de los cultivos.

Diversos estudios han documentado que la inoculacion de BPCV puede incrementar
el rendimiento de diferentes cultivos como cereales, hortalizas y frutales, lo cual depende
de la cepa bacteriana, el cultivar, el suelo y el ambiente (Afzal et al. 2005; Mehrvarz et al.,
2008; Karlidag et al., 2007; Pirlak et al., 2007).

La utilizacién de microorganismos nativos fijadores de nitrogeno puede ser una
opcion tecnoldgica con el proposito de disminuir el exceso de la fertilizacién quimica, con
las ventajas de reducir la contaminacién del suelo y mantos freaticos, disminuyendo los
costos de produccion y mejorando la competitividad de los sistemas de produccion agricola

(Vessey et al., 2003).

De los 175 millones de toneladas de nitrogeno fijado anualmente por via bioldgica,
140 millones de toneladas corresponden a ecosistemas terrestres, dentro de estos, 45
millones de toneladas son fijadas en tierras de cultivo, 45 millones de toneladas por prados,
50 millones de toneladas por areas forestales y 10 millones de toneladas en pastos. Entre las

bacterias fijadoras de vida libre, las mas numerosas son las pertenecientes al género
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Azospirillum y Azotobacter. En el caso de este Gltimo A. Chroococcum es la especie mas
abundante en los suelos neutros y alcalinos, mientras que otros como A. Beijerinckia
domina en suelos acidos. Entre las bacterias anaerébicas destacan los géneros Clostridium y
Desulfovibrio y entre las facultativas Bacillus y Klebsiella. Las cianobacterias en forma
libre fijan nitrégeno hasta en 90 kg N ha™ afio™ y son muy (tiles en cultivos de zonas
inundadas como el arroz, siendo Anabaena, Nostoc, Gloecapsa, Oscillatoria los géneros de

cianobacterias encontrados con mas frecuencia (Hameeda et al., 2008).

3.4.5. Bacterias solubilizadoras de fosfatos

El fosforo (P) después del nitrégeno, es el nutriente inorganico mas requerido por las
plantas y microorganismos tanto en sistemas terrestres como en acudticos (Richardson et
al., 2009), se trata de un componente esencial de moléculas como RNA, DNA y ATP, asi
como de fosfolipidos (Han et al., 2006). En el suelo es el factor limitante del desarrollo de
las plantas a pesar de ser abundante tanto en formas inorgdnicas como organicas
(Hariprasad et al., 2009).

Las plantas deben absorberlo del suelo, donde se encuentra en muy baja
concentracién, normalmente en niveles que varian entre 100 y 300 mg kg™ (Reyes et al,
2006). Estos indices bajos del nutriente se deben a que el fésforo soluble reacciona con
iones como el calcio, el hierro o el aluminio que provocan su precipitacion o fijacion,
disminuyendo su disponibilidad para las plantas (Richardson y colaboradores 2009; Mishra
et al., 2012). Los fosfatos inorgéanicos aplicados como fertilizantes quimicos también son
inmovilizados en el suelo y como consecuencia no son solubles para ser aprovechados por

los cultivos (Wu et al., 2005). Por lo tanto se considera, que la solubilizacion de distintas
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rocas fosfatadas y de otras fuentes de fosforo inorganico por los microorganismos del suelo
es una alternativa fundamental para incrementar la cantidad de nutrientes disponibles para
las plantas (Elser y Bennette 2011).

Entre los microorganismos solubilizadores de fosfato se encuentran las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal; estas bacterias son de vida libre en el suelo y son
capaces de adaptarse, colonizar y persistir en la rizosfera de la planta lo cual favorece su
desarrollo. Se han aislado de distintos suelos bacterias solubilizadoras de fosfato
pertenecientes a los géneros Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Agrobacterium,
Burkholderia, Achromobacter, Microccocus, Aerobacter, Flavobacterium, Mesorhizobium,
Azotobacter, Azospirillum y Erwinia (Islam y Hossain 2012; Pradhan et al., 2005).

Estos microorganismos crecen en medios con fosfato dicalcico, triclcico, apatita o
materiales insolubles similares como Unica fuente de fosfato y no solo asimilan el elemento
sino que solubilizan una gran proporcion del mismo, liberdndolo en cantidades superiores a
sus demandas nutricionales. El principal mecanismo microbiol6gico por el cual los
compuestos fosfatados son solubilizados es la disminucién del pH del medio por la
liberacion de &cidos organicos (Lim et al., 2007). Se han descrito otros posibles
mecanismos que incluyen la liberacion de protones por la célula bacteriana y su
intercambio por cationes (Ca*™, Fe*™" y AlI"™) que estan unidos al fésforo o la produccion de
acidos inorganicos como el acido sulfhidrico, acido nitrico o &cido carbénico (Hariprasad et

al., 2009).

Si bien muchos generos bacterianos presentan esta capacidad para solubilizar fésforo
inorganico, es de particular interés detectar esta habilidad en grupos que tengan otras
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propiedades de promocion de crecimiento vegetal, como por ejemplo, capacidad para fijar
nitrdgeno atmosférico. Se han aislado microorganismos como Azospirillum lipoferum,
Azotobacter chroococcum y Paenibacillus polymyxa, que ademas de ser fijadores libres de
nitrogeno, son capaces de promover el crecimiento vegetal mediante la solubilizacion de

fosfatos inorganicos (Mamta et al., 2009).

3.5. La rizobacteria Paenibacillus polymyxa con potencial en la agricultura
Filogenéticamente este grupo de bacterias pertenecen al género Bacillus y al filo
firmicutes de la familia Bacillaceae, anteriormente se le conocia como Bacillus polymyxa y
fue reclasificado por Ash et al. (1993-1994) como paenibacillus polymyxa (Trlper, 2005);
son bacterias de forma bacilar, Gram positivas, aerobios estrictos o anaerobios facultativos,
se caracterizan por formar endoesporas bacterianas, se pueden encontrar en diversos
ambientes como: suelos, arcillas, piedras, vegetacion, polvo, alimentos, ambientes
acuaticos, en el estomago gastrointestinal de varios insectos y animales (Nicholson, 2002).
El género Bacillus comprende més de 89 especies anaerobias facultativas (Raza et al.,
2008). Este tiene la capacidad de desarrollarse (crecer) y vivir en diferentes ecosistemas,
debido a que forma endoesporas, que son células especializadas, no reproductivas,
producidas por pocas bacterias de la divisién firmicutes, su funcién primaria es asegurar la
supervivencia en tiempos de tensién ambiental, son extremadamente resistentes al calor, al
estrés hidrico, a los desinfectantes quimicos y a la trituracion mecanica; La formacién de
esporas se desencadena cuando faltan nutrientes o se acumula un exceso de productos del
metabolismo celular, en condiciones de estrés y en ambientes desfavorables (Pliego et al.,

2007; 2008).
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El 15% de la endoespora consta de calcio (Ca™), el cual es responsable de la
resistencia térmica de la espora; la estructura basica de una endoespora consta de ndcleo
(parte central que contiene dipicolinato de Ca™), membrana de la endoespora, corteza
(formada por peptidoglicano), exosporio que es la estructura mas externa formada por
glicoproteinas (Abriouel et al., 2011).

Las especies de Bacillus son fenotipica y genotipicamente muy heterogéneas (Saleem
et al., 2009), y en consecuencia tienen diversas propiedades como son: la capacidad de
degradar sustratos derivados de fuentes vegetales y animales, incluyendo celulosa, almidon,
proteinas, hidrocarburos y biocombustibles (Lutz et al., 2006).

Ademas algunas especies de bacterias Gram positivas (principalmente de los géneros
Bacillus, Clostridium, Sporasarema y Thermoactinomyces), disponen de una notable
estrategia adaptativa cuando se ven sometidas a la privacion de nutrimentos en su medio
ambiente tales como carbono (C), nitrogeno (N) y fosforo (P); si éstos caen por debajo de
un umbral se originan cambios genéticos, metabdlicos y estructurales (proceso de
esporulacion y esporogénesis) en las bacterias, que conducen a la diferenciaciéon en el
interior de la célula vegetativa, liberando a la espora, que es capaz de permanecer en un
estado criptobidtico (Abriouel et al., 2011). Asi mismo se producen dos tipos de
antibioticos peptidicos, uno es solo activo contra bacterias gram-positivas y actinomicetos,
el otro es activo contra hongos (Begley et al., 2009). P. polymyxa tiene dos sitios de
colonizacion preferenciales, el primero ubicado en la punta de la raiz en la zona de
elongacion, y el segundo en la zona de diferenciacion de la raiz principal (Timumusk et al.,

2003), posiblemente porque estas zonas son ricas en nutrientes.
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P. polymyxa se ha aislado de la rizosfera y raices de diferentes cultivos como: sorgo,
trigo, cebada, trébol blanco (Holl et al., 1988), raigras perenne, frijol (Petersen et al., 1996),
ajo (Kajimura y Kaneda, 1996), pepino (Han et al., 2006), cafia de azGcar y maiz (Timmusk
et al, 1999). Esta rizobacteria que promueve el crecimiento vegetal, ha traido gran interés
por su gran potencial biotecnologico en diferentes procesos industriales, agricolas y
farmacéuticos, (Nakajima et al., 1972; Kurusu et al., 1987; Han y Clarke, 1990; Lee et al.,
1997; Lal y Silvia 2009; Liu et al., 2009).

Varias cepas aisladas de P. polymyxa han demostrado promocion del crecimiento
vegetal, fijacion de nitrdgeno, solubilizacion de fosfato y actian como mejoradores del
suelo (Bashan y Holgiin 2002), ademas son capaces de producir enzimas hidroliticas
incluyendo proteasas, 3-glucanasas, celulasas, xilanasas, lipasas, amilasas y quitinasas que
desempefian un papel importante en el control bioldgico (Zhang et al., 2008), también se
han utilizado para la flotacion de varios minerales (Deo y Nataranjas, 1998); las cepas de P.
polymyxa producen una amplia variedad de metabolitos secundarios, incluyendo: auxinas,
citocininas, enzimas liticas, compuestos antibacterianos y antifingicos utiles para
aplicaciones biotecnolégicas (Timmusk y Wangner, 1999; Budi et al., 2000; Alvarez et al.,
2006; Haggag y Timmusk, 2007; He et al., 2007; Timmusk et al ., 2009).

Timmusk et al. (2005) reportaron que cepas de P. polymyxa forman biopeliculas
alrededor de la punta de la raiz y funcionan como una capa protectora para mejorar la
tolerancia a la sequia y para impedir el acceso a los agentes patdgenos, esto también lo
corrobora Singh et al. (2006), quienes inocularon plantulas de cebada con P.polymyxa y las
sometieron a estrés hidrico, observando que las biopeliculas estaban implicadas en dar
resistencia a la sequia y al ataque de patogenos; Mayak et al. (2004) encontraron resultados
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similares en Maiz, ademas mencionan que al inocular el cultivo, con esta rizobacteria se
obtuvo un incremento del 35% en el rendimiento comparado con el testigo.

Otros estudios se han enfocado al control bioldgico donde se ha utilizado con éxito
P. polymyxa, para controlar Botrytis cinérea, quien es el agente causal del moho gris en el
cultivo de fresa (Helbin, 2001), Asi mismo la bacteria controla la pudricién de raiz en
cultivos de melon y pepino causados por Fusarium oxysporum Yy Pythium spp.
respectivamente (Yang et al., 2004; Ryu et al., 2006), ademés controla las enfermedades
causadas por Phytopthora palmivora y Aphanidermatum pythium en arabidopsis (Raza et
al., 2008).

Tupinamba et al. (2008) realizaron un estudio sobre la actividad antagonista de P.
polymyxa cepa SCE2 contra hongos micotoxigénicos, el resultado mostr6 un amplio
espectro de inhibicion contra los diferentes hongos de estudio, inhibiendo Micrococcus spp.
y Aspergillus versicolor, también fue eficaz en el control del tizon del chile causado por
Phytopthtora (Kim et al., 2009); esta cepa de bacteria tiene efectos antagdnicos contra
nematodos y parésitos de las plantas, incluyendo el neméatodo agallador Meloidogyne
incognita (Son et al., 2007; Khan et al., 2006)

Se sabe que esta especie de rizobacteria actiia como agente promotor del crecimiento
vegetal, originando efectos positivos cuando se aplica como inoculante, por ejemplo,
incrementa la biomasa del cultivo de trigo hasta en un 57% (Mishra et al., 2010), ademas
aumenta el rendimiento del cultivo de lenteja, canola (Zhang et al., 2008) soya y maiz en

un 35% asi como la elongacion de las plantas (Siddiqui et al., 2007; Smith et al., 2008).
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CAPITULO 4

MATERIALES Y METODOS

4.1. Material bioldgico

Se uso la cepa de rizobacteria Paenibacillus polymyxa BSP 1.1 que forma parte de la
coleccion microbiana del laboratorio de Microbiologia de Suelos, del Colegio de
Postgraduados, Montecillo, Estado de México. La cepa originalmente fue aislada de la
rizésfera de plantas de maiz, en un &rea agricola de Toluca, Estado de México, el area se
caracteriza por ser productora de cereales y otros cultivos, se encuentra a una altitud de
2400 msnm.

La variedad de maiz utilizada en el experimento fue un criollo de la localidad de San
Pablo Ixayoc de grano blanco, el cual esta adaptado a altitudes mayores de 2600 msnm y a

las condiciones climatoldgicas de esa localidad; el ciclo biol6gico del maiz es de 6.5 meses.

4.2. Preparacion del inoculante

Se reactivo la cepa en el medio agar nutritivo (AN), posteriormente se tomé una
asada del cultivo bacteriano y se coloc6 en botellas que contenian 30 ml de caldo nutritivo,
se dejo incubar en un agitador (marca New Bronswick S Cientific co. Edison, N.J., U.S.A.
Modelo G-25), a 24°C por 72 horas a 180 rpm. La concentracion del indculo se determiné
por la técnica de diluciones y cuenta viable en placa, que consiste en hacer diluciones
decimales del indculo, sembrar alicuotas de estas diluciones en cajas Petri con medio de
cultivo, y posteriormente cuantificar las unidades formadoras de colonias (UFCyeg 10). La

concentracion de indculo en el medio de cultivo fue de 1X10° UFC mL™.
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Como soporte se uso turba, la cual fue molida y tamizada en una malla namero 40; la
turba es &cida por lo que esta se neutralizé con carbonato de calcio (CaCos) para ajustar el
pH a 6.5, posteriormente se adiciond 2 g de carbdn activado a la turba para neutralizar los
posibles residuos toxicos que se pueden generar cuando se esteriliza el material. Después se
esterilizo la turba en autoclave durante 3 horas a 18 libras de presion.

Una vez esterilizada la turba se adicion6 el in6culo previamente preparado, se mezcl6
y se dejé incubar a 24 °C por dos semanas hasta obtener una concentracion de 6X10° UFC
g’ de inoculante, de acuerdo a la federacion Internacional de Agricultura organica

(IFOAM, 2005).

4.3. Caracteristicas del &rea de estudio
4.3.1. Ubicacion del Sitio Experimental

El trabajo de investigacion se realizd en la localidad de San Pablo Ixayoc, en el
Municipio de Texcoco, Estado de Meéxico. El sitio esta situado a 2600 msnm, ubicado al
este de la Cd. de Texcoco, a una distancia de 8 kilémetros, al pie de la sierra nevada. Las
Coordenadas del sitio experimental son: 19° 26’ 46” latitud Norte, 98° 46’ 18” longitud
Oeste.
4.3.2. Caracteristicas agroclimaticas

El &rea donde se llevo a cabo el experimento presenta una precipitacion de 800 a
1000 mm con régimen de lluvias en verano y temperatura media anual de 14 a 15 °C

(CONAGUA 2012). En el afio anterior se establecié maiz en la parcela experimental.
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4.3.3. Caracteristicas edaficas

El tipo de suelo pertenece al grupo cambisol humico (FAO 1999), con 37.54% de
arena, 37.03% de limo y 25.43% arcilla; presenta un contenido de nitrégeno inorganico de
26.46 mg kg™, y de fésforo asimilable de 10.70 mg kg™, con una densidad aparente de 1.15

g cm™, y un pH de 5.7 considerado moderadamente écido.

4.4. Establecimiento del experimento
4.4.1. Preparacion del terreno

El barbecho se realizd de forma mecanizada con arado de discos, el 18 de noviembre
del 2010, con el fin de incorporar los residuos de la cosecha anterior. El rastreo se realizo el
16 de diciembre del 2010, de forma mecanizada con el proposito de eliminar la primera
generacion de malezas. La nivelacion se realizd el 20 de enero del 2011, su objetivo fue
llenar los huecos que hayan quedado en el terreno y rasar los bordos para que no haya
problemas de anegamiento. EIl surcado del terreno se realiz6 el 4 de marzo del 2011, con

traccién animal.

4.4.2. Inoculacion y siembra de la semilla

La inoculacion de las semillas se realizd por la mafiana bajo sombra para evitar la
exposicién a altas temperaturas; en un recipiente se colocaron las semillas, se adiciond un
adherente (goma arabiga al 2%) y se mezclé uniformemente con el fin de impregnar las
semillas de maiz, luego se adiciono el inoculante mezclando homogéneamente hasta que las
semillas quedaron totalmente cubiertas. La siembra se llevd a cabo el 4 de marzo del 2011,

la distancia entre surcos fue de 80 cm y entre plantas de 30 cm, con una densidad de

35



siembra de 41, 750 plantas por hectarea; la siembra se realiz6 manualmente, y de igual
forma las malezas se controlaron manualmente; el primer deshierbe fue a los 60 dias

después de la siembra (dds) y el segundo a los 90 dds.

4.4.3. Fertilizacion del cultivo

Todas las parcelas experimentales se fertilizaron con una dosis de 60 kg de P,Os ha™,
usando como fuente super fosfato de calcio triple; esto fue en base a los resultados
obtenidos del anélisis de suelo, con los cuales se hizo el ajuste respectivo en la dosis
empleada. La aplicacion del fertilizante se realizé cuando las plantas estaban en la etapa de
segunda hoja expuesta (2 meses después de siembra). Es importante sefalar que el
desarrollo de las plantas de maiz en las etapas iniciales fue lento, debido a las bajas
temperaturas del suelo, y a la falta de humedad, cabe mencionar que el cultivo se sembro

con humedad residual, esto para evitar que se viera afectado por las heladas tempranas.

4.4.4. Tratamientos y disefio experimental

El disefio experimental usado fue el de parcelas divididas con arreglo factorial
completo de 2X3, donde los factores de estudio fueron dos: el factor dosis de nitrogeno,
que corresponde a la parcela grande con tres niveles de fertilizacién (0, 90 y 180 kg N ha™),
el factor inoculacién que correspondi6 a la parcela pequefia con dos niveles (con
Inoculaciéon 11; sin Inoculacion OlI). De la combinacion de los factores de estudio se
obtuvieron 6 tratamientos, cada uno con 3 repeticiones, con un total de 18 unidades

experimentales.
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Niveles de Inoculacion:
e Maiz con inoculacion (11)

e Maiz sin Inoculacién (0I)

Niveles de fertilizacion nitrogenada
-1
e Maizcon0kgNha (ON)
-1
e Maiz con 90 kg N ha (S0N)

-1
e Maiz con 180 kg N ha (180N)

Se utilizé urea como fuente de nitrogeno; la aplicacion del fertilizante en los
tratamientos nitrogenados se llevo a cabo en dos tiempos, una mitad se aplicé cuando las
plantas estaban en la etapa de segunda hoja expandida y la otra en etapa de séptima hoja
expandida.

El tamafio de la unidad experimental fue de 33.6 m? cada unidad experimental
consistio de siete surcos de 0.80 m de ancho por 6 metros de largo; la separacién entre
planta fue de 0.30 cm, teniendo un total de 140 plantas en cada parcela; al momento de la
recoleccion de datos se procedid a excluir 2 surcos de cada borde, en este caso el primero y
el séptimo surco; teniendo un total de cinco surcos para evaluarse, 20 plantas por cada

surco y 100 plantas por parcela completa.
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4.4.5. Cuantificacion de la poblacion microbiana inoculada en la rizosfera

Se cuantifico la poblacion de bacterias usando los medios de Agar Nutritivo (AN)
para bacterias totales y Pikovskaya (PVK) para bacterias solubilizadoras de fdsforo
(Carrillo et al., 1999). Se tomaron muestras de 10 g de suelo rizosférico y se colocaron en
botellas que contenian 90 mL de agua esterilizada, luego se sometieron a calor a una
temperatura de 90 °C, esto con el fin de destruir las células vegetativas de bacterias, lo cual
hace més facil identificar colonias pertenecientes a Paenibacillus, ya que forman esporas
para sobrevivir al calor. De cada botella se realizaron diluciones decimales; se tom6 una
alicuota de 0.1 mL y se colocé en caja Petri con los medios ya mencionados por triplicado
dejandose incubar por 48 horas para bacterias totales y 72 horas para bacterias
solubilizadoras de fosforo. Se contaron todas las colonias que presentaban la morfologia
colonial representativa de Paenibacillus polymyxa, teniendo como comparacién la cepa
BSP1.1 de la misma especie y que fue la que se utiliz6 en el experimento. De igual forma
se confirm6 que las colonias eran Gram positivas a través de la tincion de Gram y

observacion al microscopio.

4.5. Variables de estudio en el cultivo de maiz
4.5.1. Contenido de humedad del suelo y variables climaticas

El contenido volumétrico de humedad se midié en cada unidad experimental, en los
primeros 20 cm de profundidad del suelo, con un medidor de humedad TDR modelo 300
(Spectrumm Technologies, Inc., de Plainfield, IL), a los 40,120, 132, 134, 139,160 y 181

dias después de la siembra bajo condiciones de temporal.
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Se obtuvieron los datos de temperatura de la estacion meteoroldgica localizada en

San Miguel Tlaixpan. La precipitacion se midi6 diariamente de forma gravimétrica.

4.5.2. Rendimiento y componentes

Las plantas se cosecharon a madurez fisiologica, esto es a 196 dds. Para ello cada
planta fue cortada en el punto de insercion con la raiz (cuello) y se separ6 la mazorca. El
rastrojo se peso y luego se tomaron submuestras que se pesaron y después se secaron en un
horno a una temperatura de 70 °C, hasta peso constante. A partir del peso fresco y seco de
la submuestra se determind el peso seco total del rastrojo de cada parcela; se realizé la
transformacion a kg/parcela y luego a toneladas/ha.

A las mazorcas cosechadas en cada unidad experimental se les removioé el olote y el
grano el cual se ajusté a 12% de humedad; se contd el nimero de hileras y nimero de
granos por hilera de cada mazorca y se obtuvo el promedio. También se obtuvo el peso de
100 semillas de cada mazorca expresado en gramos y se estimo el indice de cosecha (IC)
con la formula IC = (RE/RB) * 100; donde RE= Rendimiento Econémico (grano) y RB=
Rendimiento Bioldgico (rastrojo), después se realizé la transformacion a kg/parcela y luego

a toneladas métricas ha™.

4.5.3. Contenido de nitrégeno en la biomasa aérea (rastrojo) y grano

El nitrégeno total se determind con el método micro-kjeldahl, estandarizado por
Etchevers (1988), para lo cual se tomé 0.1 g de material vegetal de cada parcela, se
agregarén 4 mL de una mezcla de acido sulfarico (H2SO,) con &cido salicilico (C7HgO3), y
se dejo reposar por 15 horas, se adiciond 5 mg de tiosulfato de sodio (Na,S,03; '5H,0),
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calentando por 15 minutos, se dejé enfriar y se le agregd 1.1 g de una mezcla de 1 g de
sulfato de potasio (K;SO,), 0.1 g de sulfato ctprico (CUSO, 5H,0) y 0.01g de selenio
metalico. Estd mezcla se sometié a una digestion humeda colocandola a 36 °C durante
cinco horas y posteriormente se dejo enfriar y se colocaron 7 mL de agua destilada por
muestra. Para estimar el porcentaje de nitrégeno se realizd la destilacion de las muestras
digestadas con 10 mL de NaOH (10 N); cada muestra se recolect6 en un frasco con 10 mL
de una solucién de &cido bérico con indicadores a pH 5 (H3BOs, mas verde de bromocresol
y rojo de metilo), hasta obtener un volumen final de 50 mL. El producto de la destilacion se
titulé con una solucién de H,SO,4 (0.01 N), observando un cambio de coloracion de verde a

rosa.

4.5.4. Andlisis quimico del suelo
En una muestra compuesta, se determind nitrégeno inorganico (mg kg™) en el suelo
de acuerdo con la metodologia de la Norma Oficial Mexicana 2002, y fésforo disponible,

pH mediante la metodologia de Castellanos et al. (2000).

4.6. ANALISIS DE DATOS
4.6.1. Analisis estadistico SAS (Statistical Analysis System)

Los datos de las variables se analizaron usando el paquete estadistico SAS (Sistema
para Windows 9.0); se realizd un andlisis de varianza (ANOVA) y una prueba de
comparacion de medias mediante la prueba de Tukey (o = 0.05) para detectar diferencias

en los tratamientos.
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CAPITULO 5

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Cuantificacion de la poblacion bacteriana en la rizosfera del maiz

En el analisis microbioldgico sobre la cuantificacion de bacterias totales a los 40 dias
después de la siembra se encontr0 que los tratamientos inoculados con la cepa
Paenibacillus polymyxa BSP1.1 presentaron el mayor nimero de bacterias totales y de
bacterias solubilizadoras de fésforo con méas de 4 y méas de 2.1 unidades formadoras de
colonias expresadas en logaritmo de base 10 (UFCiog10) respectivamente, en comparacion
con los tratamientos no inoculados, que presentaron el menor nimero de bacterias totales y
solubilizadoras de fosforo con cerca de 3.6 y 2 UFCioq10 respectivamente; la excepcion fue
el tratamiento inoculado que fue fertilizado con 180 kg N ha™ (180N1l), que tuvo
poblaciones de bacterias totales y solubilizadoras de fosfato similares al testigo sin inocular
(Figura 2).

Castro et al. (2010) y Bradfort et al. (2008), mencionan que los microorganismos
necesitan de condiciones favorables tanto edaficas (humedad del suelo) como ambientales
(precipitacion) para colonizar la rizosfera y estos cambios tienen impactos directos e
indirectos sobre los microorganismos. Sin embargo, Compant et al. (2005) sefialan que otra
limitante es la fisiologia de la planta, la que causa un cambio en la comunidad microbiana
de la rizosfera, por los exudados radicales que la propia planta libera; por ello el sistema
radical no es colonizado de forma uniforme sino que varia, esto se explica por la

abundancia y diversidad de compuestos presentes en los exudados radicales que liberan las
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plantas como son: amino&cidos, carbohidratos y otros compuestos que proporcionan una

fuente de nutrientes para los microorganismos (Piromyou et al., 2007).

[@Bacterias totales BBacterias solubilizadoras de fosforo

Poblacion bacteriana (Log UFC)
LS ]

ONOI ON1I 90NOI 90N1I 180NOI 180N1I

Tratamientos

Figura 2. Poblacidon bacteriana presente en la rizosfera de maiz a los 40 dias después de la siembra,
bajo condiciones de temporal. ONOI = Testigo; ON1l = Inoculado; 90NOI = 90 kg N ha™ sin
inoculante; 90N1I = 90 kg N ha™ inoculado; 180NOI = 180 kg N ha™ sin inoculante; 180N11 = 180
kg N ha™ inoculado. Los tratamientos inoculados fueron con la cepa Paenibacillus polymyxa

BSP1.1. (Tukey a= 0.05). Con N = 3 repeticiones por tratamiento.

Bais et al. (2006) consideran que una rizosfera alta en bacterias es cuando en el suelo
hay un nimero de 10’ y 10® UFC g, mientras que las densidades de la poblacién en el
rizoplano van desde 10° hasta 10" UFC g™. En el caso de nuestro estudio, las muestras de
suelo rizosférico pasaron por un shock térmico de 90°C, esto para destruir las células
vegetativas de bacterias que no pertenecian a Paenibacillus, por lo que solo se cuantificaron

aquellas que forman esporas y que presentaban una morfologia colonial similar a la cepa de
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rizobacteria inoculada, encontrandose que los tratamientos inoculados fueron los que
presentaron mayor poblacién en comparacion con el testigo.

Esta es una forma muy gruesa de saber si nuestra cepa esta presente, la diferencia
detectada entre tratamientos inoculados y no inoculados en cuanto a la poblacion de
bacterias nos permite suponer que la cepa inoculada efectivamente se encuentra en la
rizosfera, aun cuando el muestreo se efectu6 a 40 dias después de la inoculacion, el cual es
un tiempo relativamente corto para que la cepa prospere y se establezca en altos numeros.

En la etapa de floracién a los 90 dias después de la siembra la diferencia entre
tratamientos inoculados y no inoculados fue méas notoria en cuanto a la poblacion
bacteriana, se encontrd que el tratamiento inoculado con P. polymyxa BSP 1.1. y sin
fertilizante nitrogenado mostré el mayor numero de bacterias totales con una carga
bacteriana de 5 UFCyoq 10 (ON11) en comparacion al testigo que tuvo una carga bacteriana
de 4.24 UFCq10, Seguido del tratamiento inoculado y fertilizado con 90 kg N ha™ (90N11)
el cual presentd una carga bacteriana de 4.86 UFCoq10, este tratamiento tuvo ademas el
mayor numero de bacterias solubilizadoras de fosfato con una poblacion de 3.29 UFCieg10;
por otra parte el tratamiento fertilizado con 180 kg N ha™ sin inoculacién (180NOI), fue el
que present6 el menor nimero de bacterias totales y solubilizadoras de fosfato con un valor
de 4 UFCiogi0 Y 2.47 UFCioq10 respectivamente en comparacion con los tratamientos
fertilizados e inoculados (Figura 3). Lo anterior puede deberse a la composicion microbiana
del suelo y a los exudados radicales que libera la planta, donde existe un flujo de
compuestos organicos producto de la fotosintesis y de la disponibilidad de nutrientes
(Richardson et al., 2009), ademas las raices constituyen un excelente sistema de transporte

y facilitan el intercambio de oxigeno.
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Por otra parte, el alto numero de bacterias totales en el tratamiento inoculado y sin
fertilizante comparado con el testigo posiblemente se debié a que las bacterias de la cepa
inoculada se multiplicaron y colonizaron la rizosfera (Piromyou et al., 2007). Una de las
principales caracteristicas de la cepa P. polymyxa BSP1.1 usada en este trabajo es de
solubilizar fosfato y fijar nitrégeno atmosférico, ademas puede soportar eventos de estrés

hidrico, por la capacidad de producir endoesporas como cualquier especie de Bacillus.
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Figura 3. Poblacidon bacteriana presente en la rizosfera de maiz a los 90 dias después de la siembra.
ONOI = Testigo; ON1I = Inoculado; 90NOI = 90 kg N ha™ sin inoculante; 180NOI = 180 kg N ha™
sin inoculante; 90N11 = 90 kg N ha™ més inoculado; 180N11 = 180 kg N ha™ mas inoculado.Los
tratamientos inoculados fueron con P.Polymyxa BSP 1.1 (Tukey a= 0.05). Con N = 3 repeticiones

por tratamiento. medias + Error estandar.

44



En algunas investigaciones se ha observado que la inoculacion de bacterias exdgenas
puede modificar a las poblaciones de los microorganismos nativos, y de la misma forma, un
inoculante (bacterias) puede ser afectado por ellos, asi como por las condiciones edéaficas
(humedad del suelo) y climaticas (temperatura) que tienen un efecto directo sobre los
microorganismos (Rani et al., 2009). Por lo tanto las bacterias nativas del suelo pueden
tener un efecto (positivo o negativo) o ningun efecto sobre la eficacia de las BPCV (Castro-
Sowinkiet el al., 2007).

Por otra parte el tratamiento inoculado y fertilizado con 180 kg N ha™ tendié a
presentar menor poblacion de bacterias en comparacion con los tratamientos inoculados,
esto posiblemente se debe a que a dosis altas de fertilizante pueden modificar la exudacién
radical y por lo tanto a las poblaciones microbianas (Mia et al., 2009). Cabe sefialar que en
los tratamientos inoculados, independientemente si fueron fertilizados o no-fertilizados, fue
donde existid una mayor colonizacion bacteriana, esto pudiese ser un indicador de que la
cepa de Paenibacillus polymyxa BSP1.1 se establecié y prolifero en la rizosfera del cultivo
(Figura 4); al comparar los tratamientos se observé una mayor colonizacion bacteriana en
los tratamientos inoculados, (bacterias totales y bacterias solubilizadoras de fosfato) que en

los otros tratamientos sin inocular.
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Figura 4. Poblacion bacteriana presente en la rizosfera de maiz. Sin inocular (0l), Inoculados (11).
Los tratamientos inoculados fueron con P.Polymyxa BSP 1.1 (Tukey o= 0.05). Con n = 3

repeticiones por tratamiento. medias * Error estandar.

5.2. Variables climaticas
5.2.1. Temperatura y precipitacion

En los primeros cinco meses que corresponden al afio 2011, la temperatura fue
aumentando en forma creciente de enero hasta mayo, que fue cuando se alcanz6 la mayor
temperatura; para el mes de junio la temperatura empieza a decrecer, el mes mas frio fue
septiembre con un promedio de 17 °C (Figura 5).

La precipitacion se distribuyé principalmente entre los meses de abril a noviembre; se
registro muy poca lluvia en los primeros dos meses del establecimiento del cultivo, llego a
sobrepasar solo los 25 mm en mayo. El temporal se estabilizo en el mes de junio donde
alcanz6 un valor de 152.5 mm, seguido del mes de julio donde se cuantifico la mayor

precipitacion con 265.6 mm. En el mes de septiembre, se presentaron las primeras heladas,
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las cuales afectaron el desarrollo del cultivo, causando la disminucion del rendimiento. Para

los meses de noviembre y diciembre la precipitacion fue de menos 20 mm. A diferencia de

la temperatura, la precipitacion decreci6 de agosto a diciembre 2011.

De acuerdo con las estadisticas del sistema meteoroldgico nacional (SMN), el total de

la precipitacion en esta temporada 2010-2011, se ubico por debajo de la media anual y se

categoriz6 como la cuarta temporada mas seca desde invierno 1941-1942, misma que trajo

consigo afectaciones severas para el sector agropecuario (CONAGUA, 2012).

30 - -

——Temperatura ——Precipitacion

HELADA

°C

Figura 5. Promedio de temperaturas por mes y precipitacion acumulada mensualmente

2011. Datos obtenidos de la estacion meteoroldgica de San Miguel Tlaixpan.
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5.3. Contenido de humedad del suelo

La humedad del suelo se determind a partir de que se establecio el temporal, durante
el desarrollo vegetativo del cultivo de maiz, dado que los valores de esta variable fueron
muy similares en todas las unidades experimentales se decidié obtener el promedio de
humedad del sitio experimental a lo largo del desarrollo del cultivo (Figura 6). Solo se
tomaron lecturas de esta variable en los dias con precipitacion entre los meses de mayo a
septiembre, a los 40 dias después de la siembra (mayo) se registrd6 un contenido
volumétrico de humedad en el suelo de 27%; asi mismo a los 160 dias después de la
siembra (agosto) donde el cultivo se encontraba en la etapa de antesis, se tuvo una humedad
de 26%. Sin embargo la mayor retencion de humedad del suelo ocurrié a los 181 dias
(septiembre), donde se observa un contenido de humedad de 37%, el cual fue mayor a lo
registrado en los meses anteriores.

Cabe mencionar que el desarrollo del cultivo se vio afectado en la etapa de llenado
de grano por heladas tempranas, escasa precipitacion, lo cual perjudico el rendimiento
debido a una falta de translocacién de nutrientes a la formacion de grano (De vita et al.,
2007); aunado a lo anterior la falta de lluvia se vio limitada en las etapas tempranas del
estado vegetativo del cultivo de maiz (marzo-abril), esto posiblemente tuvo algun efecto en
el desarrollo de las plantas (Hong-ling et al. 2008; Alvarez y Steinbach 2009). Gambin et
al. (2006), mencionan que en cultivos de granos como el maiz y la soya, existe una estrecha
relacion entre la dindmica de materia seca y el contenido de agua en los granos, ya que esto
esta estrechamente relacionado con el rendimiento del cultivo, y es una etapa critica donde

existe mayor asimilacion de energia para la transformacion de grano.
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Figura 6. Contenido volumétrico de humedad del suelo en el sitio experimental durante el
desarrollo vegetativo del cultivo de maiz, bajo condiciones de temporal. (Dias) dias despues de la
siembra.

5. 4. Variables de rendimiento
5.4.1. Numero de Hileras en la mazorca del maiz

En los tratamiento de 90 kg de N ha™ tanto inoculado como no inoculado (ONOI,
ON1I) no se observan diferencias estadisticas en comparacion con el tratamiento 180NOl,
aungue éste tiende a tener mayor numero de hileras en la mazorca, esto indica que hubo
una ligera respuesta del cultivo a la dosis creciente de nitrogeno (Figura 7); el namero de
hileras en promedio fue entre 12 y 14 que corresponde al genotipo del maiz y hubo cierto

efecto de las condiciones agroclimaticas (Borrés et al., 2004).
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Serna-Lopez et al. (2011), mencionan que situaciones de estrés estan estrechamente
relacionadas a la formacion del nimero de hileras y por lo tanto podria disminuir el

rendimiento del cultivo.
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Figura 7. Numero de hileras en la mazorca de maiz cosechadas a los 196 dias despues de la simbra.
Testigo (ONOI), Inoculado (ON11), Fertilizado 90 kg N ha™ (90NOI), Fertilizado 180 kg N ha™
(180NOI), Fertilizado 90 kg N ha™ mas inoculado (90N11), Fertilizado 180 kg N ha™* més inoculado

(180N1l), n =3, | = Error estandar.

5.4.2. Peso de cien semillas (PCS)
En la Figura 8 se observa, que el tratamiento fertilizado con 90 kg N ha™ e inoculado
(90N1I) fue el mejor en esta variable con un peso de 32% mas alto que el tratamiento sin

fertilizar y sin inocular seguido por los tratamientos de 90 kg N ha™ sin inocular vy el
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inoculado sin fertilizar, con un incremento del 22% y 18.5% respectivamente en
comparacion con el testigo sin fertilizar y sin inocular.

Cabe mencionar que las BPCV tienen la capacidad de convertir los nutrimentos no
asimilables en formas disponibles para las plantas ( Mantilla-Paredes et al., 2009 ); en el
presenté estudio se observé que la inoculacion por si sola, con la cepa Paenibacillus
polymyxa BSP1.1 aumentd el peso de las cien semillas en un 18.5%, y al complementarla
con la dosis de 90 kg N ha™ el peso se incrementa en 32%, en cambio cuando se aumenta la
dosis de fertilizante 180 kg N ha™ la respuesta disminuye. Esto concuerda con los
resultados obtenidos por Adesamoye et al. (2009) quienes encontraron que a dosis bajas de
fertilizacion quimica en combinacion con la inoculacion de bacterias promotoras del
crecimiento vegetal, las plantas presentaron mayor altura, peso seco y mayor rendimiento,
pero cuando la dosis de fertilizante se incrementa ellos observaron que el efecto de la

inoculacién disminuye.
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Figura 8. Efecto de la inoculacion en el peso de cien semillas expresado en gramos (g). Testigo
(ONOI), Inoculado (ON1I), Fertilizado 90 kg N ha™(90NOI), Fertilizado 180 kg N ha™ (180NOI),
Fertilizado 90 kg N ha™ mas inoculado (90N11I), Fertilizado 180 kg N ha™* méas inoculado (180N1l).

n= 3 repeticiones por tratamiento, medias + Error estandar.

5.4.3. Contenido de nitrégeno en el grano y rastrojo

En la Figura 9 se observa el contenido de nitrégeno en grano, donde el tratamiento
con la dosis de 180 kg de N ha™ (180N11) en combinacién con la incoulacion de la cepa P.
polymyxa BSP 1.1 fue el que present6 los valores mas altos con respecto al tratamiento
fertilizado con la misma dosis pero sin inocular, los cuales presentan valores de 58.09 kg N
ha' y 44.45 kg N ha™ respectivamente; en el caso de los tratamientos fertilizados con la
dosis 90 kg N ha™ inoculados como no inoculados (90N1l y 90NOI), estos presentan
valores de 56.58 kg N ha™ y 33.09 kg N ha™ respectivamente; el tratamiento que solo se

inoculd pero no se fertilizd tuvo un valor de 34.19 kg N ha™ superando al testigo el cual
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su contenido de N en grano fue de 24.62 kg N ha™, en esta misma Figura se observa que el
contenido de nitrégeno de la biomasa (rastrojo) presenta una tendencia similar a lo anterior;
el nitrégeno en rstrojo es mayor en el tratamiento fertilizado con 180 kg N ha™ mas
inoculado con P. polymyxa BSP1.1 (180N1I) donde la cantidad de nitrégeno fue de 17.05
kg N ha*, seguido de los tratamientos 90 kg N ha™ tanto inoculado como no inoculado
(90NOI y 90N1I) con contenidos de N de 14.38 kg, y 12.14 kg, respectivamente.

Esto posiblemente se debio a que la inoculacion favorecio el crecimiento radical y la
disponibilidad de nutrientes como ha sido discutido por Deepa et al. (2010) y Eifediyi et al.
(2010) quienes mencionan que el mayor desarrollo radical conduce a una mayor superficie
de raiz, dando como resultado una mayor nutricion y asimilacion de los nutrimentos por la
planta, y por lo tanto esto es un factor clave en la promocion del crecimiento inducido por
las BPCV.

En este estudio la planta extrajo de 20 a 28% mas nitrégeno cuando se combiné la
fertilizacion nitrégenada con la inoculacion con respecto a los tratamientos que so6lo
llevaron las dosis 90 kg N ha™ y 180 kg N ha™ respectivamente.

Al comparar los tratamientos se observé que la combinacién de 90 kg N ha™* mas la
inoculacién con P. polymyxa mostré un incremnto de 35 kg de N en grano mas que cuando
solo se fertilizé con la dosis de 90 kg N ha™; de igual forma cuando se combiné 180 kg de
N ha™ e inoculacién se obtuvo 25 kg de N ha™ mas que cuando solo se fertilizé con la dosis
respectiva. Por lo que se podria decir que la inoculacion combinada con dosis de
fertilizacion quimica tiene un efecto positivo tanto en el desarrollo del cultivo como en el

rendimiento del mismo (Hameeda et al., 2008).
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Cabe mencionar que en esta investigacion en la etapa de floracion y llenado de grano
(antesis), se presentaron heladas tempranas (Figura 5) lo cual afecté severamente a la
planta, provocandole dafios ireversibles e inhibiendo la produccién de grano y por lo tanto
la traslocacion de nitrdgeno al mismo. Esto concuerda con los resultados obtenidos por
Bassetti y Westgate (1993); Wilhem et al. (1999); Uhart et al. (1995); Zinselmeier y
colaboradores (1995) y Gallais et al. (2004); Yang y colaboradores (2006), quienes
mencionan que las etapas iniciales del periodo de llenado de grano son criticas para la
determinacion del rendimiento de grano (floracion), de tal forma que la presencia de
temperaturas altas, frecuentemente asociadas con sequias, y heladas tempranas afectan los
procesos de polinizacién, fecundacion y desarrollo del grano.

Esto se debe a la desecacion del estigma y/o de los granos de polen y la reduccion de
la tasa fotosintetica durante el periodo de llenado de grano, que afecta el nimero y llenado
del mismo (De Souza et al., 2008). Por lo que si el desarrollo de grano se ve afectado, por
heladas tempranas, y sequias la demanda de nitrégeno disminuye y por lo tanto éste se
queda inmovilizado en el rastrojo, tal fue el caso de esta investigacion.

Hussain y colaboradores (2010), sefialan que para maiz una temperatura mayor 35°C
acompafiada con una baja humedad relativa provoca desecacion de los estigmas, y
temperaturas superiores a los 35°C reducen la viabilidad del polen. En base a esto se estima
que por cada grado centrigrado (°C) que se incremente la temperatura por encima del

optimo (25°C), el rendimiento de grano se reduce un 3 a un 4%.
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Figura 9. Contenido de nitrégeno en grano y en el rastrojo de maiz a los 196 dds. inoculado con la
cepa Paenibacillus polymyxa BSP1.1. Bajo condiciones de temporal. Las barras grices
corresponden al N en la biomasa (rastrojo) y las barras negras al Nen grano.ONOI = Testigo, ON1I =
Inoculado, 90NOI = Fertilizado 90 kg N ha™, 90N1I = Fertilizado 90 kg N ha™ méas inoculado,
180NOI = Fertilizado 180 kg N ha™, 180N1I= Fertilizado 180 kg N ha™ més inoculado. N= 3

repeticiones por tratamiento, medias + Error estandar.

5.4.4. Rendimiento de grano y rastrojo en el maiz.

Al realizar el analisis de comparacion de medias del rendimiento de grano, los
tratamientos 90N11 y 180N1I, presentaron el mayor rendimiento con 3.29 t ha'y 3.14 t ha™
respectivamente, superando al testigo, y a los demas tratamientos (Figura 10).

Esta misma tendencia se observo en el rendimiento de rastrojo del cultivo (Figura 11)

donde los tratamientos 90 kg N ha™* y de 180 kg N ha™* en combinacién con la inoculacién

presentaron rendimiento de rastrojo mas altos con 10.08 t hay 8.5 t ha™ respectivamente

55



en comparacion con el testigo sin nitrégeno y sin inoculacion que tuvo un valor de 5.26 t
ha’; mientras que los tratamientos 90 kg N ha™ y 180 kg N ha™ tuvieron rendimientos de
rastrojo de 7.04 t ha’ y 6.75 t ha’ respectivamente. Al comparar los tratamientos
inoculados con los fertilizados se observa en la Figura 10 vy en la Figura 11 que la
combinacion de una dosis al 50% mas la inoculacion presento significativamente mayor
rendimiento tanto en grano como en rastrojo con 86% Yy 58% respectivamente en
comparacion con el testigo sin fertilizar y sin inocular; este incremento se puede atribuir a
que la inoculacion con Paenibacillus polymyxa favorecio el crecimiento radical y la
disponibilidad de nutrimentos, (Eifediyi et al., 2010), e incluso esta combinacion fue mejor
que el tratamiento 180 kg N ha™* sin inoculacion.

Cuando se inoculd la rizobacteria en el tratatamiento 180 kg N ha™, se increment6
mas la biomasa que si solo llevara el fertilizante, no obstante el efecto fue menor que la
combinacién de 90 kg N ha™* mas inoculacién. Probablemente porque hay algun efecto de
la alta tasa de fertilizacién en la eficiencia de la cepa de rizobacteria para promover
crecimiento o bien la colonizacion de la raiz por esta rizobacteria.

Estos resultados obtenidos concuerdan con lo observado por Mia et al. (2009),
quienes mencionan que las bacterias promotoras del crecimiento vegetal pueden
incrementar las concentraciones de N y P, principalmente en donde la dosis de fertilizante

es baja, mencionanado que a dosis altas de fertilizante quimico la bacteria es inhibida.

56



—
—

CRendimiento grano B Rendimiento rastrojo
10 -
9
8 -
7
— 6 T
= 5 1
=
) 4 4
3
2
1
0
ONOI ON1I 90NO0I 90N1I 180NO0T 180N1I
Tratamientos

Figura 10. Efectos de la inoculaciéon con la cepa Paenibacillus polymyxa en el rendimiento del
cultivo de maiz, bajo condicones de temporal. Las barras blancas corresponden al rendimiento de
grano y las barras negras al rendimiento de rastrojo. ONOI = Testigo, ONZ1I = Inoculado, 90NOI =
Fertilizado 90 kg N ha™, 180NOI = Fertilizado 180 kg N ha™, 90N1I = Fertilizado 90 kg N ha™ més
inoculado, 180N11= Fertilizado 180 kg N ha™ mas inoculado. N = repeticiones por tratamiento,

medias + Error estandar.

Asi mismo Adesemoye et al. (2009), encontraron que las plantas con dosis bajas de
fertilizante mineral en combinacion con la inoculacién de BPCV presentaron mayor
rendimiento, pero cuando la dosis de fertilizante se increment6 se obtiene menor respuesta
a la incoculacion con BPCV. Mientras que Mayak et al. (2004), encontraron que al inocular
semillas de maiz con la cepa P.polymyxa, ayudan a dar resistencia. Martinez et al. (2011)
mencionan que un sistema radical es mas activo en la absorcion de nutrientes en los
primeros 20 cm del suelo, donde estos estdn méas concentrados, mientras que las raices

profundas favorecen la adquisicion de agua y la resistencia a sequia.
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Figura 11. Niveles de nitrégeno (0, 90, 180 Kg N ha™), aplicado en el cultivo de maiz bajo

condiciones de temporal, inoculados con Paenibacillus polymyxa BSP1.1.

También se observo un déficit hidrico en el desarrollo de emergencia de la plantula,
(marzo-abril) antes y durante la floracion. Estos resultados concuerdan con lo sefialado por
Avendafio-Arrazate y colaboradores (2008), que mencionan que el déficit hidrico durante el
desarrollo vegetativo tiene un efecto multiplicador sobre el rendimiento, porque reducen la
formacion de reserva.

Bergamaschi et al. (2006), encontraron que las heladas tempranas y el déficit hidrico
ocurrido durante la floracion tuvo un mayor impacto sobre el rendimiento. Por otro lado
Dagdelen et al. (2006) y Monasterio et al. (2008), refieren que las etapas mas sensibles del
cultivo de maiz al déficit hidrico, en orden decrecientes son: floracion, llenado de grano y

desarrollo vegetativo, estas aportaciones concuerdan con esta investigacion.
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El cultivo se sembrd con humedad residual (en seco), con el propésito de que no se
viera afectado por las heladas tempranas, pero durante el desarrollo del cultivo el temporal
se retraso (desfasandose), lo cual afecto al desarrollo del mismo.

La aplicacién de BPCV es una biotecnologia que en paises en desarrollo es una
alternativa para la obtencion de mejores rendimientos (Cassan et al., 2009). La inoculacién
con BPCV puede proporcionar hasta el 31% de N que requiere el maiz, 40% de N que
requieren las plantulas de palma de aceite; 20% del N que demanda el cultivo de arroz y
hasta el 70% del N requerido por la cafia de azucar. Cabe mencionar que la solubilizacion
de nutrientes se incrementa cuando se aplican bajas dosis de fertilizante en el suelo en
contraste cuando la dosis del fertilizante es alta se presenta una disminucion de la

solubilizacion de nutrientes (Mia et al., 2010).

5.4.5. Analisis quimico del suelo

Al inicio y al final del experimento el N en el suelo fue de 26.5 y 9.3 mg kg, lo que
indica una disminucién del N de 17.6 mg kg, esto pudiese deberse a que el cultivo extrajo
el N o posiblemente se pudo haber perdido por diversos procesos (desnitrificacion,
lixiviacion y volatilizaciéon). En el caso del fosforo, los valores al inicio y fin del
experimento fueron de 10.7 y 18.6 mg kg, esto es, se incremento el valor en 7.87 mg kg™
al compararlo con el valor inicial, esto puede deberse a que este elemento a diferencia del
nitrégeno es poco mavil y se encuentra en mayor cantidad dado que se aplico una dosis de
60 kg ha™ de P,Os y posiblemente también debido a la capacidad solubilizadora de fosfato
de la rizobacteria inoculada, estos resultados concuerdan con Ordookhani et al. (2011) y

Deepa et al. (2010) quienes mencionan que muchos microorganismos en el suelo son
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capaces de solubilizar fésforo, principalmente los pertenecientes al género Bacillus, y
convertirlo a formas més disponibles para las plantas, o que como el fosforo es un elemento

poco movil tiende a encontrarse en mayor cantidad en el suelo.

5.4.6. Indice de Cosecha (IC)

Los valores més altos de IC corresponden a los tratamientos 90 kg N ha™y 180 kg N
ha’ ambos inoculados con la cepa de rizobacteria P.polymyxa BSP1.1 (Figura 12), que
mostraron valores de 0.38 siendo los mas altos, sequido de los tratamientos 90 kg N ha™ y
el tratamiento inoculado sin fertilizante los cuales obtuvieron valores de 0.34 y 0.33
respectivamente. Fernandez (1995), y Di Fonzo y Col (1982), mencionan que el indice de
cosecha responde a una caracteristica del geneotipo mas que a factores ambientales, no
obstante mencionan que la fertilizacion nitrogenada puede influir. En un experimento
Fernandez (1995), reportd6 que la fertilizacion, modifico el indice de cosecha en
aplicaciones con 200 kg de N ha™*, obteniendo un IC de 0.44, estos resultados coinciden con
lo encontrado en esta investigacion, a medida que se incrementa la dosis de N se
incrementa el indice de cosecha, en ese mismo estudio ellos aplicaron diferentes dosis de N

y observaron que cuando aplicaban 500 kg N ha™ el IC fue de 0.54.
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Figura 12. Medias de indice de cosecha en el cultivo de maiz, inoculado con la cepa Paenibacillus
polymyxa. ONOI = Testigo, ON1l = Inoculado, 90NOI = Fertilizado 90 kg N ha®, 180NOI =
Fertilizado 180 kg N ha™, 90N1I = Fertilizado 90 kg N ha™ més inoculado, 180N1I = Fertilizado
180 kg N ha™ més inoculado. N= 3 repeticiones por tratamiento, medias + Error estandar.

5.4.7. Efecto de los niveles de nitrégeno bajo dos niveles de inoculacién sobre el
rendimiento de maiz.

Se observa una respuesta positiva de la aplicacién de dosis crecientes de nitrégeno
en el rendimiento de grano (Figura 13), es decir, a medida que se aplica mayor cantidad de
N el rendimiento se incrementa, este trabajo coincide con lo reportado por Shapiro et al.
(2006), quienes realizaron aplicaciones crecientes de nitrégeno y observaron incrementos
en el rendimiento tanto de biomasa como de grano, ellos aplicaron 252 kg de N ha™ y su
rendimiento fue de hasta 10 t ha™ de grano; Martinez-Rueda et al. (2010) reportaron que a

altas dosis de N se obtienen mayores rendimientos.
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Figura 13. Regresion del efecto de los niveles de nitrégeno (0, 90 y 180 kg N ha™) bajo dos
niveles de inoculacién (inoculado y sin inoculacién) sobre el rendimiento de grano en el cultivo de

maiz.

No obstante para el caso de la inoculacion no existe una interaccion con la
fertilizacion, independientemente si se fertiliza o no se fertiliza la planta es mas eficiente en
la tranlocacion de nutrimentos cuando se inocula y existe un incremento positivo en el
rendimiento. En la Figura 13, se observa que cuando existe una mayor aplicacion de N (180
kg N ha) maés inoculacion la planta es menos eficiente, esto al comparar el rendimiento
con una fertilizacion intermedia (90 kg N ha™) donde el incremento del rendimiento es
mayor, estos resultados coinciden con lo reportado por Wu et al. (2005), quienes
encontraron, que a bajos niveles de fertilizacion existe una mayor respuesta a la inoculacion

y por lo tanto esto se ve reflejado en el rendimiento del cultivo.
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5.4.8. Relacion entre el rendimiento del forraje y el rendimiento de grano.

Se observé una relacion positiva entre el peso del forraje y el peso del grano de forma
lineal (Figura 14), a medida que se incrementa el rendimiento del rastrojo el rendimiento de
grano también se incrementa, esto concuerda con los resultados obtenidos por Salvagiotti
et al. (2008), quienes mencionan que el forraje esta estrechamente relacionado con el
rendimiento de grano, y esto con la aplicacion de nitrogeno; a medida que existe una
mayor dosis de fertilizacion y las condiciones climaticas tanto edaficas como ambientales
favorecen al cultivo, este se desarrolla de foma positiva y es mas eficiente para traslocar

mayor cantidad de azUcares y transformarlos a grano.
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Figura 14. Relacion entre el rendimiento del forraje y el rendimiento de grano en el cultivo de maiz
fertilizado con niveles de 0, 90 y 180 kg N ha™ e inoculado con P. polymyxa BSP 1.1.
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5.4.9. Efecto de dosis de N en el N de la biomasa del cultivo de maiz bajo dos niveles de
inoculacion.

Se observd una relacion positiva entre las dosis de N aplicado y el nitrégeno
asimilado en la biomasa, a medida que se incrementa la fertilizacion nitrégenada el N de la
biomasa se incrementa de forma lineal (Figura 15), no obstate, cuando se inocula con
Paenibacillus polymyxa BSP1.1, la planta es mas eficiente en la absorcion de N y tiende a
incrementar més el N en la biomasa a diferencia de cuando solo se fertiliza. Shapiro et al.,
(2006), mencionan que la demanda del N aumenta con el rendimiento de la biomasa y este
a la vez por la poblacion de plantas. Suniaga et al. (2008) mencionan que no todo el
fertilizante es absorbido por la planta, aproximadamente del 50 al 60 % del nitrégeno se

pierde por diversos procesos.
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Figura 15. Efecto de dosis de nitrogeno en el N de la biomasa del cultivo de maiz bajo dos

niveles de inoculacion.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES

eLa aplicacion de Paenibacillus polymyxa BSP 1.1, incrementd el rendimiento en

grano, asi como, el del rastrojo en un 45% en el cultivo de maiz.

e La inoculacion con la cepa de rizobacterias incrementd la eficiencia de absorcién

de nitrégeno en la planta, y esté se reflejo en un mayor rendimiento de grano.
e La inoculacién de Paenibacillus polymyxa BSP 1.1 en combinacion con fertilizante
nitrégenado condujé a una mayor produccion de biomasa y grano en comparacion

con los tratamientos a los cuales no se les aplico inoculante.

eLa mayor respuesta del rendimiento de maiz a la inoculaciéon con la rizobacteria

Paenibacillus polymyxa BSP1.1 se encontré con la dosis 90 kg N ha ™.

e Los tratamientos inoculados presentarén una mayor poblacién de rizobacterias, las

cuales posiblemente condujerén un efecto positivo en el cultivo de maiz.
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ANEXOS

Cuadro 1. ANOVA para rendimiento en grano.

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 5 7.33086667 1.46617333 7.81 0.0001
Error 12 2.25273333 0.18772778
Total correcto 17 9.58360000
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Gra Media
0.764939 17.87932 0.433276 2.423333

Cuadrado de

Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F
inoc 1 3.04222222 3.04222222 16.21 0.0001
fert 2 3.72123333 1.86061667 9.91 0.0029
inoc*fert 2 0.56741111 0.28370556 1.51 0.2598

Cuadro 2. ANOVA para Rendimiento de Biomasa (Biom)

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 5 43.67046667 8.73409333 8.88 0.0010
Error 12 11.79773333 0.98314444
Total correcto 17 55.46820000
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Biom Media
0.787306 13.62001 0.991536 7.280000

Cuadrado de

Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F
inoc 1 15.34580000 15.34580000 15.61 0.0019
fert 2 24.80043333 12.40021667 12.61 0.0011
inoc*fert 2 3.52423333 1.76211667 1.79 0.2084
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Cuadro 3. ANOVA: indice de Cosecha (ic)

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-vValor Pr > F
Modelo 5 0.02936111 0.00587222 0.71 0.6247
Error 12 0.09866667 0.00822222
Total correcto 17 0.12802778
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE IC Media
0.229334 26.97812 0.090676 0.336111
Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F
inoc 1 0.00533889 0.00533889 0.65 0.4360
fert 2 0.02181111 0.01090556 1.33 0.3017
inoc*fert 2 0.00221111 0.00110556 0.13 0.8755
Cuadro 4. ANOVA: Peso de cien semillas (pc)
Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 5 168.5353333 33.7070667 3.52 0.0344
Error 12 114.8766667 9.5730556
Total correcto 17 283.4120000
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Pc Media
0.594665 10.01090 3.094035 30.90667
Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F
inoc 1 19.22000000 19.22000000 2.01 0.1819
fert 2 51.35290000 25.67645000 2.68 0.1089
inoc*fert 2 97.96243333 48.98121667 5.12 0.0247
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Cuadro 5. ANOVA. Numero de Hileras (nh)

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 5 7.11111111 1.42222222 1.60 0.2336
Error 12 10.66666667 0.88888889
Total correcto 17 17.77777778
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE nh Media
0.400000 7.314898 0.942809 12.88889

Cuadrado de

Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F
inoc 1 3.55555556 3.55555556 4.00 0.0687
fert 2 3.11111111 1.55555556 1.75 0.2153
inoc*fert 2 0.44444444 0.22222222 0.25 0.7828

Cuadro 6. ANOVA. Unidades Formadoras de Colonias Agar (ufa)

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 5 3504000000 700800000 0.61 0.6951
Error 12 13810000000 1150833333
Total correcto 17 17314000000
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE ufa Media
0.202380 50.63274 33923.93 67000.00

Cuadrado de

Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F
inoc 1 355555556 355555556 0.31 0.5885
fert 2 44333333 22166667 0.02 0.9810
inoc*fert 2 3104111111 1552055556 1.35 0.2963
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Cuadro 7. ANOVA. Unidades Formadoras de Colonias (Pikovskaya)

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-valor Pr > F
Modelo 5 729444 .444 145888.889 0.35 0.8749
Error 12 5053333.333 421111.111
Total correcto 17 5782777.778
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE pk Media
0.126141 87.82521 648.9307 738.8889
Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F
inoc 1 347222.2222 347222.2222 0.82 0.3817
fert 2 334444 .4444 167222.2222 0.40 0.6808
inoc*fert 2 47777 .7778 23888.8889 0.06 0.9451
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