:"(,f

DE CHIAPAS

=7..0
X!

Z

—
—— i
=

\
—
I_F
SERVIR,
O ©
2

i

~—cx
—_———
_——

b
3G 12!
~
S

davdalsydiAINN

-
J

AUTONOMA

Evaluacion de microorganismos de montafia en el agroecosistema maiz

MAESTRA EN CIENCIAS EN PRODUCCION AGROPECUARIA TROPICAL

Tecnolbgico Nacional de México, Campus Tuxtla Gutiérrez

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE CHIAPAS
FACULTAD DE CIENCIAS AGRONOMICAS C-V
DES CIENCIAS AGROPECUARIAS

(Zea mays L.) de laregion Frailesca, Chiapas

TESIS

gue para obtener el grado de

presenta

PAULINA MACIAS COUTINO PS1880

Director de tesis
DR. FRANCISCO GUEVARA HERNANDEZ
Codirector de tesis

DR. VICTOR MANUEL RUIZ VALDIVIEZO

Villaflores, Chiapas; febrero de 2022




UNIVERSIDAD AUTONOMA DE CHIAPAS wE
FACULTAD DE CIENCIAS AGRONOMICAS, CAMPUS V. ﬂ@‘%
it DIRECCION

Villaflores, Chiapas
08 de febrero de 2022
Oficio N° D/0069/22

C. PAULINA MACIAS COUTINO

MAESTRANTE EN CIENCIAS EN PRODUCCION AGROPECUARIA TROPICAL
DE LA FACULTAD DE CIENCIAS AGRONOMICAS CAMPUS V
PRESENTE.

En atencién a que usted ha presentado los votos aprobatorios del Honorable Jurado
designado para su evaluacion de posgrado, de la tesis titulada: “Evaluacién de
microorganismos de montafia en el agroecosistema maiz (Zea mays L.) de la regi6n
Frailesca, Chiapas”, por este conducto le comunico que se le autoriza la impresion del
documento, de acuerdo a los lineamientos vigentes de la Universidad.

Sin otro particular, le envio un cordial saludo.

FACULTAD DE
CIENCIAS AGRONOMIC:

i

C. c. p. Archivo

CAVS*marh.

Carretera Ocozocoautla-Villaflores Km. 84.5 C.P. 30470 Villaflores, Chiapas. Teléfono y Fax 01 (965) 65 2 14 77, 65 532 72
Correo electrénico: fac.agronomicas@unach.mx



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE CHIAPAS

Cddigo: FO-113-05-05
Revision: 0

CARTA DE AUTORIZACION PARA LA PUBLICACION ELECTRONICA DE LA TESIS DE TiTULO
Y/O GRADO.

El (la) suscrito (a)___aulina Macias Coutifio
Autor (a) de la tesis bajo el titulo de “ EVvaluacion de microorganismos de montafia en el

agroecosistema maiz (Zea mays L.) de la region Frailesca, Chiapas

”
’

presentada y aprobada en el afio 20 22 como requisito para obtener el titulo o grado
de Maestra en Ciencias en Produccion Agropecuaria Tropical  autorizo a la

Direccion del Sistema de Bibliotecas Universidad Autonoma de Chiapas (SIBI-UNACH), a que
realice la difusion de la creacion intelectual mencionada, con fines académicos para que
contribuya a la divulgacion del conocimiento cientifico, tecnoldgico y de innovacion que se
produce en la Universidad, mediante la visibilidad de su contenido de la siguiente manera:

e Consulta del trabajo de titulo o de grado a través de la Biblioteca Digital de Tesis
(BIDITE) del Sistema de Bibliotecas de la Universidad Auténoma de Chiapas (SIBI-
UNACH) que incluye tesis de pregrado de todos los programas educativos de la
Universidad, asi como de los posgrados no registrados ni reconocidos en el
Programa Nacional de Posgrados de Calidad del CONACYT.

e En el caso de tratarse de tesis de maestria y/o doctorado de programas educativos
que si se encuentren registrados y reconocidos en el Programa Nacional de
Posgrados de Calidad (PNPC) del Consejo Nacional del Ciencia y Tecnologia
(CONACYT), podran consultarse en el Repositorio Institucional de la Universidad
Auténoma de Chiapas (RIUNACH).

Tuxtla Gutiérrez, Chiapas; a los 24 dias del mes de febrero del aR0 2022 .

il

Nombre y firma del Tesista o Tesistas

Boulevard Belisario Dominguez Km 1081, Sin Nimero. Teran. Tuxtla Gutiémez, Chiapas. México. C.P.29050 Tekéfono (961) 615 5504 y (961) 615 13 21 www.biblioteca unach.mx _arturo.sanchez@unach.mx



AGRADECIMIENTOS

Al CONACYT por otorgar la beca para culminar mis estudios de posgrado y al
Instituto de Ciencia, Tecnologia e Innovacién del Estado de Chiapas (ICTIECH)
gue aporto el financiamiento complementario recibido a través del proyecto “Uso
de microorganismos benéficos en el agroecosistema maiz (Zea mays L.) de la
Frailesca, Chiapas”.

Al Dr. Francisco Guevara Hernandez por su confianza y su apoyo para fortalecer
mis capacidades como investigadora y académica.

Al Dr. Victor Manuel Ruiz Valdiviezo por su valiosa codireccion, por recibirme en
su equipo del Laboratorio de Biologia Molecular y facilitar la gestion para realizar
el analisis de secuenciacion masiva indispensables para culminar este trabajo.

Al Dr. Manuel La O Arias y a la Dra. Mariela B. Reyes Sosa por su valiosa
asesoria y contribuir en los analisis estadisticos.

A mi equipo de trabajo de campo, Helen y Daniel Castro, que contribuyeron
ampliamente en este trabajo, desde las faldas del Nambiyugua hasta los 1800
m.s.n.m. Gracias por compatrtir los aprendizajes y las alegrias debajo del sol o de
la luna maciza que nos encontraba trabajando.

A Lissy Rosabal, por contagiarme su entusiasmo y por las incontables veces que
me leyd y escucho para enriquecer la investigacion con sus valiosos aportes.

A todo el equipo del laboratorio de Biologia Molecular (TecNM, Tuxtla Gtz.) por
recibirme y aportar su experiencia, en especial, a mi amigo Wilbert Gtz. por toda
su dedicacion y paciencia conmigo. La excelencia de su trabajo los respalda.

A la Red de Estudios para el Desarrollo Rural, A. C., por compartir sus
experiencias y su colaboracién siempre.

A mis colegas de la 13va. generacion, en especial, a mis amigas frailescanas
haciendo ciencia y que me llenan de admiracion.

Al profesor Adulfo, al Lic. Daniel y a don Octaviot, quienes admiro por su labor
campesina, gracias por su participacion activa en esta investigacion y compartir
sus saberes sobre la milpa.

A mi madre y a mi padre, mis amores. A Alessandra y a Luis, siempre conmigo.

A nuestra pequeiia familia que construimos cerca del nuevo fin, gracias por estar.
v



CONTENIDO

INDICE DE CUADROS ......cuttitittitiiiiteteietstete ettt ettt ettt s et s st e s enenenes vii
INDICE DE FIGURAS ..ottt ettt viii
e S Y 11V | P IX
1. INTRODUGCCION ...ttt 1
O] o Ty 1Yo I (=T s (=T - | U UPRSROE 2
0 o o To 1 =1 [P URPPPPPRE 2
2. REVISION DE LITERATURA ..ot oottt ettt e e e se e ses e ean e 3
2.1 El cultivo de maiz en 12 regiONn Frail@SCa....ccccuiiiiiciiieieiiie ettt e e srae e s sba e e e s snraeeesneaeeeeas 3
2.2 El suelo en 1@ actividad @griCOIa.......cuiiicuiiiiiciiee ettt e e e et e e e e e et e e e naa e e e e nbae e e e aaeaeean 4
PR Y/ TelgoTo T ¢=t T a1 0 aTo 1o [=] YU =] [ R 6
2.4 CONSOICIOS MICIODIANOS. ¢ . eiutieiieeiie ettt ettt et b e s bt e sae e st e s bt et e e be e bt e sbeeeaeeeateenbeesbeesbeesaeesanenas 7
2.5 B @I lIZANEES ettt ettt et e s b et e st e e st e e e hte e s be e e hbeesabeeeneeesbaeenes 7
2.6 Microorganismos de MoNtafia (MIM) ......cccuiieiiie et ee et e e te e e te e e st e e e taeesateesnbaeessseesasaesnsseesnsaeanes 9
3. MATERIALES Y METODOS ... .ottt ettt ettt te et e e e e eeee e 11
3.1 Localizacion del 3rea de @STUIO. .....cocuiiriiiiieiieeeee ettt 11
3.1.1 Ubicacion de Sitios de @StUIO ......ceiuiiiieiieiieeie ettt ettt ettt sttt sbe e sbe e st ereeae e 11
....................................................................................................................................................................... 12

3.2 Preparacion de 10S biofertiliZantes ... e 12
3.2.1 Colecta de microorganismos 0 fuente de INOCUIO........c..ueiiiiiiiiiiiiieecce e 14
3.2.2 Reproduccidn de MM en estado SOlUO........c..uiiiiiiiiiiciiie e e e s aaee s 14
3.2.3 Activacion de MM en mMedio HQUIO .......oooccuiiiiieciiie ettt e e tae e e e b e e e e aaaeee s 14

3.3 Caracterizacion fisicoquimica de 10S MM .........oiiiiiiiii ettt e et e e e e be e e e e rarae e s enees 15
3.4 Analisis de secuenciacién masiva de 10s consorcios MiCrobianos..........cocveveerieriiirieeseesee e 15
3.4.1 Extraccion de ADN MetageNnOmMICO ......cuiiiieciiiieeeciieieeecieee e et e e et e e e e satr e e e ssataeesssaaaeeesssaeeesnasseeesnnnseeens 15
3.4.2 Secuenciacion mediante HHUumiNa MiSEQ......uuiiiiiuiiiiieiiiie ettt e e e e e e e s s s aree e s aaeee s 16
3.4.3 Andlisis bioinformatico de librerias metagenomicas ..........ccoeieeciiiiieciieee e 17

3.5 MUESEIEO T8 SUBIOS ...ttt ettt ettt e sa e s bt e e s e e s b e e sab e e sabeesare e e sabeesneeeaneeesareeesnreesanes 17
3.6 Analisis fiSiCOQUIMICO & SUBIOS........ueiiieiieei ettt e e e e eee e e e sbre e e e satae e s e abaeeeesabaeesennnees 18
3.7 Establecimiento del @XPeriMENtO.... ..ot see e e e st e e e st ae e s e a e e e e earaee e earees 18
= B Y=Y Lo I b o= T =T o - | USSR 18



3.9 TratamiENTOS EVAIUAUOS ......cooeiieiiee ettt e e e e et ettt e e e e e e et bbb e e eaesas s b eeesessbasaasesesessnsnanannss 19

3.10 Tipificacion de las parcelas por Manejo agroNOMICO .......ccccuueieeeiiieeeeiiiee e ectee et e e eee e e e ebre e e e eraee e eeares 20
3,11 Variables @ValUAdas ......cooeeieeiiiiie ettt st s s b e b e sre e e aeeeareereen 21
3.12.1 Variables de CreCimiBNTO .....cocueiiiiieiiie ettt st ettt e e sbe e e sab e e sabeeessteesabeeennneas 21
3.11.2 Componentes de biomasa y reNdimiento ......ccccuviiirciiiiiiciie e s 21
3.12 ANAIISIS @STATISTICO. ..eeuteeteeieeitte ettt sttt ettt e bt s bt sttt s b e b e b e sre e e aeesareereen 21
4. RESULTADOS Y DISCUSION .....ooiiiiiiieeee ettt ettt sts s s e sre e sananeas 21
4.1 Extraccion de ADN y Variantes de Secuencias de AmMplicones (ASVS) .....c.ueeeeeciiieeeciieeecciieee et ecieee e 22
4.2 Caracterizacidn fisicoquimica de los microorganismos de montafia (MM) ........ccceecvveeeiciieeeeciiee e, 27
4.3 Caracterizacion fisicoquimica de [0S SUEIOS ........eeiivuiiiiiiiiiee et e e srree e s s saaaeeeeans 27
e T o] o L= IR 7= [ TSP 31
4.3.2 Clase tEXEUTAL ...cieeiiiiiie ettt ettt et e sttt e st e s bt e e bt e e s bee e sabe e sabeesabb e e s beeebteeaabeesbeeenabeeeanes 31
e B R DY sy To o To I o - €Y o o < TR 31
e Y - 1 Y = W =T o1 oF- PSR 32
43,5 FOSTOIO . et iitieiite ettt ettt ettt e sttt e bt e e s a b e e sttt e s a b e e s bee e bt e e s be e e e abe e et e e e b b e e s be e e hteeanbeesbeeesabeeeanes 34
4.3.6 Capacidad de intercambio CatiONICO ...cc.uuiiiiiiiiiieccee e ree e e e e e 34
4.3.7 Los cationes bAsicos (K, Ca, IMIZ) ......uuiieeiieie ettt ettt ettt e st e e e tte e e e e ate e e e e nabe e e e ennraeeeennraeeeennens 35
e T8 <30 T o= Vo JO PSR 35

4.4 Crecimiento Y desarrollo VEZELATIVO ......cccuuiii ittt ettt e e e et e e e e tte e e e sbeeeeeebtaeeeeensaeaeanns 37
o N LU = e [ o] =1 o - PSPPSR 37
4.4.2 DIAMETrO A TAl10. it r e 37
B.8.3 ArEa fOlIAr ....vvvieiececeeteee ettt ettt ettt bbb e ettt b e ettt s s e e aetenas 37

4.5 CoMPONENTES A8 DIOMASA...ciiiiiiiii ittt et e e e e et e e e et e e e e ebeeeeeettaeeessteeaeeseseaeessesassassasessassasananns 41
4.5.1 BiOMASA fT@SCa e ueeiureerieitieeite ettt ettt ettt sttt et ettt st s b e b e b e s re e s ae e ettt e bt e s he e san e sn e e n e nreennees 41
4.5.2 BiOMASA SECA ..eeviniiiiiiiiiiiiiit ettt bbb s a s a e sb e e e sab e sars 43

ol AT o [Ta a1 L= ok o Xe LI ={ - | s Lo B PP 46
4.7 REFIEXIONES FINAIES ...ttt b e s ae e et e bt e sbe e sbe e saeesatesbeeabeebeesneas 48
5. CONCLUSIONES ...ttt e e e e e e e e e e e et e e e e e e et e e e ean e eenns 50
6. LITERATURA Cl T AD A ..ottt ettt e e e e e e et e e et e e eaa e e ean e e eanaeeeanaaees 51
B 2 A = 1 T 67
7.1 Entrevistas semiestructuradas @ ProdUCLOIES......ciii i iiiiieee et e e e e e e e e e e e e s e rnaaaeeeeaaeeas 67

vi



INDICE DE CUADROS
Cuadro 1. TratamientoS EVAlUAUOS ...........iiiueiiii e e e e e e e e e e e e e e ebaeees 19
Cuadro 2. Dosis de aplicacion de los microorganismos de montafia (MM) .........cccccevveeeee.. 20

Cuadro 3. Concentracion de las muestras por duplicado del ADN de los consorcios de
microorganismos de montafia: MMi (La Sepultura), MM2 (La Frailescana) y MMs

[N E= T 0] 0]} YZ8 o U = ) TS 22
Cuadro 4. Caracteristicas fisicoquimicas de los microorganismos de montafia (MM) a 30 dias
(0 L= X 1)V T [ | o 28
Cuadro 5. Propiedades fisicoquimicas del suelo de las parcelas experimentales. .............. 29
Cuadro 6. Altura (cm) de laplanta de MaiZ .........coovvviiiiiiiiiiiiieee e 38
Cuadro 7. Diametro de tallo (cm) de la planta de maiz............ccocooviviiiiiiiiicie e, 39
Cuadro 8. Area foliar (cm?) de la planta de MaIZ ...........ccocveieieeei e, 40
Cuadro 9. Peso de biomasa fresca a los 90 dias después de siembra ............ccccvvveeeeennnn. 42
Cuadro 10. Peso de biomasa seca a los 90 dias después de siembra ............cccocevvvveenrennn. 44
Cuadro 11. Rendimiento del cultivo de maiz (t ha™) ......ccccoviiiiiii e 47

Vil



INDICE DE FIGURAS

Figural. Localizacién geografica de los municipios de Villaflores y Villa Corzo, Chiapas.

Fuente: Delgado-RuUiz et al. (2018).......cuuuiiiiiieieieiiiiie et e e e 11
Figura 2.  Ubicacién de los sitios de estudio en los municipios de Villa Corzo y Villaflores,
Chiapas. Fuente: elaboracCion PrOPI@. ......c.cceeieeeiiiiiee et e e e e e e e 12

Figura 3.  Ubicacion de los agroambientes para la obtencion de in6culos: Reserva de la
biésfera “La Sepultura” (REBISE), La Frailescana (APRN) y Cerro Nambiyugua. Fuente:
(21 F=ToTo] = TodTo] g I o] (o] o - PP P TP 13

Figura 4.  Microorganismos de montafia (MM) después de 30 dias de activacion: (de
izquierda a derecha) MM1 = La Frailescana; MM2 = REBISE; MM3s = Nambiyugua; T = testigo.

Figura5. Muestras por triplicado para la extraccion de ADN: REBISE (S1, S2 y S3)
correspondientes a MMz, La Frailescana (F1, F2 y F3) extraidos de MM:2 y del cerro
Nambiyugua (N1, N2 y N3) compuestas POr MM3 .........coocuiiieiiiiiiieeeiiiece e 16

Figura 6.  Distribucidon de los tratamientos en campo de acuerdo al disefio experimental de
(o1 = To [ {0 1 =1 1] [ T P 19

Figura 7.  Phylum de bacterias mas abundantes determinado por el gen 16s ARNr entre los
tratamientos MM (La Sepultura), MMz (La Frailescana) y MMs (Nambiyugua)...................... 23

Figura 8. Mapa de calor de agrupacion de abundancia de los 20 géneros de bacterias mas
abundantes determinado por el gen 16s ARNr entre los tratamientos MM (La Sepultura: S1,
S2 y S3), MMz (La Frailescana: F1, F2 y F3) y MM3s (Nambiyugué: N1, N2 y N3). El valor de
cada caja de color es la abundancia relativa de los ASVs. La parte superior representa el arbol
de agrupacion de los ASVs. Datos transformados log X+1. ..... iError! Marcador no definido.

Figura 9. indices de biodiversidad de los consorcios microbianos, donde MM (La Sepultura:
S1, S2 y S3), MMz (La Frailescana: F1, F2 y F3) y MM3 (Nambiyugua: N1, N2 y N3). .......... 26

Figura 10. Analisis de escalamiento multidimensional y SIMPER (similaridad) de las
propiedades fisicoquimicas del suelo correspondientes a los diferentes tipos de manejo
agronémico con base en la distancia euclideana. ..............cccuuveviiiriiiiiiiiiiii e ——————— 30

Figura 11. Peso total de biomasa fresca (BF) en los diferentes sistemas de manejo (AG =
agroecoldgico; CN = convencional; MX = MiIXt0) .........uuuuuuuurmrreriiiiiriiiiiriieieeeee————.. 43

Figura 12. Peso total de biomasa seca (BS) en los diferentes sistemas de manejo (AG =
agroecologico; CN = convencional; MX = MiIXI0) ....oeeeieiriieeiiiiieee e e e 45

viii



RESUMEN

El agroecosistema maiz de la region Frailesca, Chiapas, tiende a la baja en su productividad
como resultado de la intensificacion por superficie de area cultivada para alcanzar altos
rendimientos, lo que representa costos elevados para los productores locales y darfios al
ambiente, particularmente, la degradacion fisicoquimica y bioldgica de los suelos. Ante ello,
los microorganismos de montafia (MM) representan una propuesta agroecoldgica que
aprovecha la interaccion sinérgica de consorcios microbianos, como biofertilizantes, para
incorporarlos a unidades de produccion agricola y dinamizar la transicion hacia
agroecosistemas sostenibles. La investigacion se dividid en tres etapas, cuyo objetivo fue
contribuir al estudio de los efectos del uso de los MM en el agroecosistema maiz de la region
Frailesca, Chiapas. El estudio se realiz6 en los municipios de Villaflores y Villa Corzo en tres
sistemas de produccidn tipificados por manejo agronémico: agroecolégico (AG), convencional
(CN) y mixto (MX). Primero, se realizé un analisis del gen 16s ARNr de tres consorcios
microbianos (llamados MM) mediante secuenciacién masiva por lllumina MiSeq y un analisis
bioinformético para identificar la diversidad y estructura de los consorcios microbianos
procedentes de tres ecosistemas de montafia. Estos se obtuvieron mediante la técnica de
activacion y reproduccion de MM, y se identificaron como tratamientos: MM1 (Area de
Proteccion de Recursos Naturales “La Frailescana”), MMz (Reserva de la Biosfera “La
Sepultura”) y MMs (Cerro Nambiyugua, municipio de Villaflores). Como segunda etapa, se
analizo el efecto de los tratamientos sobre las propiedades fisicoquimicas del suelo a través
de dos muestreos (antes y después del experimento). Finalmente, se evaluaron los efectos de
los MM y un testigo sobre el crecimiento, desarrollo y produccion del cultivo de maiz. Se us6
un disefio experimental de Cuadro Latino 4x4 y se aplicaron los consorcios microbianos a los
15 y 35 dias después de siembra (DDS) con las concentraciones de 50% (solucion al 50%
concentrado de MM + 50 % agua) y a los 60 DDS al 70% (solucion al 70% concentrado de MM
+ 30 % agua). Se evalué altura de planta, diametro de tallo, area foliar, biomasa fresca y seca
y rendimiento total. Dentro de los tratamientos de MM los filos predominantes fueron
Firmicutes, Proteobacterias y Bacteroidetes. Entre los géneros con mayor abundancia
destacaron: Acetobacter con una abundancia relativa entre 30-40% dentro del tratamiento MM1
y MMs, y Lentilactobacillus con una abundancia entre 30-90% en el tratamiento MMz2; los cuales
pueden estar asociadas a efectos positivos sobre el desarrollo del cultivo de maiz y el
rendimiento agricola. Los indices de diversidad de las comunidades bacterianas sefialaron que
MM1 y MMs obtuvieron mayor diversidad que MM:z. Los indices de diversidad para las
comunidades bacterianas entre los diferentes tratamientos sefialaron mayor diversidad en los
tratamientos MM1 y MMs. Se encontré una mejora en el suelo respecto a algunas propiedades
fisicoquimicas, sin embargo, se recomienda la evaluacion en varios ciclos de cultivo para que
estos niveles se consideren estables. Destacé el aumento de fosforo en el sistema AG y de
materia organica en el sistema MX. Se obtuvieron diferencias significativas en altura de planta,
didmetro de tallo e indice de area foliar del maiz, particularmente, en el sistema AG donde
destaco el tratamiento MMs. Se reportaron valores significativos en la produccion de biomasa
fresca, particularmente, en el peso de tallo con los tratamientos MM1 y MM3 en los sistemas
MX y CN. Se observé que MML1 fue altamente significativo respecto al peso seco de hojas,
tallo y mazorca en el sistema CN, con valores de 47.9, 112 y 195.7 g, respectivamente, y
destaco el peso total por encima del testigo. En el rendimiento total, se observé una tendencia
entre los consorcios que indica que los consorcios MMi1 y MMs tienen mejores efectos sobre el
cultivo, particularmente, en el sistema AG con valores estadisticamente significativos de 8.69
y 9.06 t ha'l, respectivamente.



En conclusién, los consorcios microbianos mejoraron el crecimiento y la producciéon de
biomasa del cultivo de maiz, de los cuales MM1 y MMs fueron los que obtuvieron los mayores
efectos estadisticamente significativos entre los tratamientos, los cuales podrian adaptarse
mejor a las condiciones de los sistemas de cultivo o compartir caracteristicas similares con las
poblaciones presentes en estos sistemas.

Palabras claves: maiz, microorganismos de montafia, metagenomica, crecimiento vegetal,
rendimiento.



1. INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es el grano mas importante de México: forma parte de la identidad
cultural y es un pilar en la dieta alimenticia de sus pobladores. Histéricamente, la region
Frailesca del estado de Chiapas, ha sido una de las principales zonas dedicadas a la
producciéon de maiz en el estado y destaca con un rendimiento promedio de 3.44 t ha, por
encima de la media estatal de 1.66 t ha. En el 2020 la Frailesca aport6é 36, 528 toneladas de
la produccion total del estado, de los cuales, los municipios de Villaflores y Villa Corzo han
aportado mas del 40% de la produccion (SIAP, 2020).

Sin embargo, el agroecosistema maiz de la region presenta una tendencia a la baja en su
productividad, mientras que los altos rendimientos se deben, principalmente, a una
intensificacion por superficie de area cultivada. Martinez-Aguilar et al. (2021) reportaron que
mas del 90% de los productores de la Frailesca utilizan un manejo agronémico convencional
gue se caracteriza por la aplicacion de insumos externos como los paquetes tecnolégicos, los
cuales incluyen semillas comerciales, agroquimicos y maquinaria pesada para realizar las
labores culturales.

Las consecuencias sociales y ambientales de este alto uso de energia industrial representan,
por un lado, entre el 15-35% de los costos totales de la produccidn; por otro lado, esta asociado
a la emision de gases de efecto invernadero (GEI), asi como a la creciente degradacion
fisicoquimica y biologica de los suelos (Guevara-Hernandez et al., 2015; Martinez et al., 2018).

Los suelos de la region Frailesca presentan un aumento de acidez del suelo por el uso
indiscriminado de fertilizantes, particularmente, los nitrogenados; pérdida de nutrientes por
lixiviacibn; aumento de toxicidad por concentracion de elementos, como el aluminio;
compactacion, y alteracion de las comunidades microbianas del suelo (Martinez-Aguilar et al.
2020). En este sentido, es importante el estudio de la diversidad y estructura de estas
comunidades, las cuales determinan la funcionalidad de los ecosistemas y tienen un papel
fundamental en los ciclos de nutrientes del suelo (Shao et al. 2019).

Por lo anterior, los microorganismos de montafia (MM) se identificaron como una alternativa
agroecoldgica que pretende aprovechar la asociacion benéfica e interaccién sinérgica de
diferentes especies de microorganismos como consorcios microbianos, los cuales son
colectados y cultivados de sistemas edéaficos poco perturbados, como los bosques, para
incorporarlos a unidades de produccion agricola (Ney et al., 2020; Castro-Barquero y
Gonzalez-Acufia, 2021). Para ello, es importante colectar in6culos provenientes de bosques
cercanos a los sitios de produccién agricola adaptados a las condiciones de la zona (Castro et
al., 2015).



Los MM, al ser elaborados a partir de insumos locales, representan una tecnologia de bajo
costo y su uso varia para diferentes sistemas productivos. Ante ello, es necesario contribuir al
conocimiento de los efectos del uso de los MM en el agroecosistema maiz para dinamizar la
transicion hacia sistemas de produccién sostenibles (Altieri y Nicholls, 2007).

1.1 Objetivo general

Contribuir al estudio de los efectos del uso de microorganismos de montafia en el
agroecosistema maiz de la region Frailesca, Chiapas.

a) ldentificar la diversidad y estructura de los consorcios microbianos procedentes de tres
ecosistemas de montafa.

b) Analizar el efecto de los consorcios microbianos sobre las propiedades fisicoquimicas
del suelo.

c) Evaluar los efectos de los consorcios microbianos sobre el crecimiento, desarrollo y
produccion del cultivo de maiz.

1.2 Hipétesis

a) Al menos un consorcio microbiano mejora las propiedades fisicoquimicas de los suelos
cultivados.

b) Mediante la evaluacion del potencial de los microorganismos de montafia al menos un
consorcio microbiano tiene efectos positivos en los parametros de crecimiento y rendimiento
del maiz.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1 El cultivo de maiz en la region Frailesca

El maiz (Zea mays L.) es el grano mas importante de México, es una de las especies mas
cultivadas y con mayor distribucion en el pais debido a que es la base de la alimentacion
mexicanay se vincula con la cosmovision de los pueblos originarios (D’Alessandro y Gonzalez,
2017).

En el territorio chiapaneco, se encuentra una gran cuenca que atraviesa el rio Grijalva entre
las montafas de la Sierra Madre de Chiapas al sur y las Montafias Centrales al norte, conocida
como Depresion Central, y es ahi donde se localizan los municipios de Villaflores y Villa Corzo
(Ledn et al., 2004). Cuando el territorio formaba parte del sefiorio chiapaneca en tiempos
prehispanicos, la region se caracterizaba por sus suelos fértiles e irrigados, razén por la cual
se mantuvo en disputa hasta el asentamiento de los frailes dominicos durante la época de la
colonia. En este proceso de construccion socioterritorial la region adquirid el nombre de “la
Frailesca”, derivado de la presencia econdémica y religiosa de los dominicos, asi como una
cultura productiva centrada en el maiz.

Desde entonces se desarroll6 una importante economia agropecuaria en la region y con la
llegada de la Revolucion Verde los campesinos chiapanecos, productores de granos basicos,
comenzaron a tecnificar la produccion agricola a través de créditos gubernamentales, lo que
elevo considerablemente el rendimiento de granos (Camacho, 2008). De ahi que la Frailesca
fue reconocida nacionalmente como el “granero de Chiapas” e, incluso, el “tercer granero de
México” (Molinari, 2012). Actualmente, aun con el neoliberalismo, el maiz no ha dejado de
formar parte de la vida y cultura campesina (Leon et al., 2004; Gonzélez, 2016).

A pesar de tener una produccién importante a nivel nacional y estatal, los productores de la
Frailesca no pueden competir con las grandes transnacionales como Estados Unidos. Esta
crisis rural, sobre todo a partir del Tratado de Libre Comercio de América del Norte (TLCAN),
ha afectado en los sistemas productivos mas importantes (Villafuerte-Solis, 2015). La
especializacion regional en el cultivo de maiz hace dependientes a los campesinos de su
comercializacion, de tal manera que la crisis ha reducido la produccién basicamente para auto
consumo (Molinari, 2012).

En el cultivo del maiz se observa una disminucién en los rendimientos y volumenes de
produccion como resultado de la combinacion de varios factores, entre ellos la eliminacion de
los precios de garantia y el incremento en las cuotas de importacion. Como parte de esta
problematica los productores se ven afectados por la descapitalizacion y el aumento de la
pobreza (Leon et al. 2004).



Sin embargo, las estadisticas nacionales reflejan que, durante el 2018, el 82% de la superficie
cultivable de Chiapas se aprovechd para la siembra de maiz con una produccién de 1 081 114
t, mientras que la Frailesca se posiciono6 en el segundo lugar de produccion con 193 381.5 t,
de las cuales, Villaflores aport6 el 34% de la produccién. Ademas, esta regién destaca con un
rendimiento promedio de maiz de 3.44 t ha', por encima de la media estatal que corresponde
a 1.66 t ha' (SIAP, 2020).

Para alcanzar estos rendimientos se emplea un alto consumo de energia industrial y recursos
no renovables, los productores de maiz optan por la aplicacién de insumos externos y
tecnologias asociadas al manejo agronémico convencional (Martinez-Aguilar et al., 2021) con
el fin de obtener mejores resultados, como semillas mejoradas, el uso indiscriminado de
fertilizantes y la maquinaria pesada para las labores del campo (Guevara et al., 2018). Los
insumos agroguimicos y el pago de obra externa que se asocia a estas tecnologias, son los
conceptos de costos que mayor afectan a los sistemas de producciéon de maiz (Guevara et al.,
2015).

Aguilar (2010), report6 que el 88% de los productores de maiz aplica fertilizantes y 76% usa
insecticidas y herbicidas, lo que contribuye a la emisién de gases de efecto invernadero y, a
largo plazo, la pérdida de la fertilidad del suelo que conduce a la baja capacidad productiva del
agroecosistema (Martinez et al., 2021).

En este sentido, el agroecosistema maiz de la Frailesca representa una importante actividad
econOmica a través de diferentes factores tecnologicos y socioecondmicos. Al respecto,
Martinez et al. (2021) identificaron tres grandes grupos de sistemas de manejo en la Frailesca:
convencional, agroecologico y mixto. Es decir, desde aquellos que promueven los ciclos
agroecologicos de regeneracion-regulacion (Altieri, 2002) hasta los centrados en el
productivismo que fomentan un proceso lineal y extractivo. La identificacion de estos tres tipos
de manejo nos ayudara a crear estrategias efectivas para sus condiciones particulares ante el
panorama actual de la baja productividad de los sistemas de produccion de maiz.

2.2 El suelo en la actividad agricola

El suelo es un recurso natural no renovable que alberga una extensa biodiversidad y forma
parte esencial del funcionamiento de los ecosistemas. La errébnea suposicion de considerar al
suelo como un recurso renovable lo coloca lejos de las prioridades en materia de politicas
publicas debido a que no se considera un bien directamente consumible (SEMARNAT, 2021).
Se estima que se necesitan 100 afos para formar una capa de suelo de 1 cm de espesor
(Guevara et al., 2012). De acuerdo con la FAO?! (2021), la degradacion del suelo se refiere a
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un cambio en su salud lo que resulta en una baja capacidad del ecosistema para producir los
servicios ecosistémicos que brinda normalmente.

En la region Frailesca los suelos presentan una naturaleza acida por el tipo de material
parental; dicha propiedad tiende a aumentar ante la poca disponibilidad de materia organica y
la baja capacidad de intercambio catiénico (CIC) que influye en el pH de los suelos cultivables,
los cuales se someten al uso indiscriminado de fertilizantes, en particular, los amoniacales
(Lopez et al., 2019).

Los cambios en las practicas tradicionales de cultivo y el uso excesivo de agroguimicos han
provocado una creciente degradacion fisica, quimica y biolégica de los suelos de la Frailesca.
En cultivos de maiz de los Altos de Chiapas, Alvarez y Anzueto (2004) encontraron que la baja
actividad microbiana del suelo se relaciona con la pérdida de las reservas organicas, el
aumento de acidez y la disminucion de cationes basicos del suelo. Ademas, los resultados
demostraron una correlacion positiva entre el nimero de bacterias y de actinomicetos con el
porcentaje de arcillas y con el magnesio (Mg) intercambiable.

Al respecto, Martinez-Aguilar et al. (2020) observaron que los sistemas convencionales, mixtos
y agroecoldgicos del agroecosistema maiz presentan suelos con un pH promedio de 5.18, asi
como bajos contenidos de materia organica. Ademas, demostraron que el sistema
convencional presenta menor abundancia y diversidad microbiana en comparacion con el
sistema agroecoldgico.

Los estudios indican que la degradacion de los suelos en la Frailesca esta relacionada con las
practicas antropogénicas poco sostenibles que conlleva el sistema de producciéon de maiz. Sin
embargo, las practicas agroecoldgicas como la rotacion de cultivos, la incorporacion de
residuos de materia organica, entre otros, pueden ayudar a recuperar la vida microbiana del
suelo y, a su vez, los procesos ecoldgicos que fomentan la interaccion de la planta, el suelo y
los microorganismos para mejorar la fertilidad del suelo (Altieri y Nicholls, 2007). Los suelos
fértiles y resilientes constituyen el primer paso para la transicion a agroecosistemas sostenibles
(Blanco-Canqui y Francis, 2016).

Asi mismo, la degradacién de los suelos es uno de los mayores retos que enfrenta el sector
agricola a nivel nacional (Etchevers et al., 2016), ya que representa una limitaciéon para lograr
la seguridad alimentaria, lo que aumenta las condiciones de pobreza y el abandono del campo
por migracién o falta de interés. En 2012, 48.6% de las unidades de produccion agricola
presentaron que la pérdida de fertilidad de los suelos es el principal problema para el desarrollo
de actividades agropecuarias (INEGI?, 2012). Lo anterior, puede ser una de las causas del
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abandono de 1.4 millones de unidades de produccion agropecuarias en el pais, entre 1991 y
2007 (Cotler-Avalos y Cuevas-Fernandez, 2017).

Resulta pertinente disefiar sistemas bajo un enfoque de agricultura regenerativa y sostenible
en el tiempo, es decir, que conserve el potencial de los recursos naturales sin degradarlos, que
reduzca los costos de produccion y se abran nuevas oportunidades laborales con diversas
fuentes de ingreso para los pequefios productores.

2.3 Microorganismos del suelo

La investigacion sobre los microorganismos ha cobrado mayor interés para contribuir a la
seguridad alimentaria, mitigar el cambio climatico y contrarrestar los dafios ambientales
(Kumar y Verma, 2018) provocados por las practicas del agroextractivismo, que persigue a la
naturaleza como un conjunto de reservas disponibles, y en este contexto, la palabra que se
antepone como verdad es la productividad (Dussel, 2011).

Los microorganismos son seres unicelulares microscopicos, pertenecientes a la vida mas
primitiva del planeta y forman parte de todos los sistemas vivos que conforman la vida del
planeta; aquellos presentes en el suelo tienen un papel fundamental en la sostenibilidad de los
agroecosistemas (Chaparro et al., 2012). La vida microbiana edéfica es responsable de regular
ciclos biogeoquimicos que crean las condiciones necesarias para que las plantas crezcan
saludables y tengan nutrientes disponibles todo el tiempo (Bonilla et al., 2002). Bajo el enfoque
agroecoldgico, se pueden aprovechar para restaurar el equilibrio ecolégico de los suelos y
dinamizar la transicién hacia sistemas mas sostenibles (Altieri y Nicholls, 2007).

Una microbiota saludable en el suelo es de importancia critica para los procesos
biogeoquimicos, incluyendo la formacion del suelo, su fertilidad y el almacenamiento de
carbono (Larsbrink et al, 2019) El reciclaje de materia organica en el suelo debido, en gran
parte, a la respiracion microbiana, es vital para el ciclo del carbono y a la biodiversidad aérea
de los macroorganismos (Bargett y van der Putten, 2014).

Los microbios que conforman la rizésfera, es decir, el area alrededor de las raices de las
plantas, aprovechan las excreciones radiculares de la planta, polimeros compuestos de
carbono (aminoacidos, azucares, hormonas, vitaminas, acidos organicos, etc.), como una
fuente de energia. En una forma de simbiosis, los microorganismos comparten antibioticos a
las plantas contra patdgenos, esto sucede como un mecanismo de defensa ante organismos
antagonicos para proteger su espacio vital en la rizésfera donde encuentran las condiciones
vitales para obtener sus alimentos; entre mas nutricion, mas microbiota y mas defensa ante
patogenos (Ferrera y Alarcon, 2001). Por ejemplo, las micorrizas arbusculares que colonizan
las raices de las plantas forman una extensa red de micelio en el suelo y mejoran la capacidad
vegetal para aprovechar el agua y los nutrimentos (Smith y Read, 2008).
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Otro ejemplo de la asociacion planta-microorganismo con grandes aportes a la agricultura es
la que tiene lugar entre las leguminosas y las bacterias fijadoras de nitrégeno (Azospirillum,
Derxia, Pseudomonas, Beijerenckia, Azotobacter, Entherobacter, etc.). Por accion de las
bacterias, dentro de las raices se forman nédulos donde se lleva a cabo el proceso de la fijacion
de N. La planta le otorga los carbohidratos necesarios a las bacterias que habitan los n6dulos
radiculares y las bacterias fijan nitrdgeno para las plantas (Brock, 2015).

Por ello, estos organismos son importantes para el estudio de la fertilidad de los suelos; los
mecanismos que desempefian para metabolizar sus alimentos tienen un uso potencial para el
aprovechamiento en el sector agricola. Entre las funciones metabdlicas de interés destacan la
fijacion de nitrégeno (N); la solubilizacion de nutrientes poco disponibles para las plantas, como
el fésforo (P); la produccién de hormonas reguladoras del crecimiento para las plantas, entre
otros (Pandey y Yarzabal, 2019).

2.4 Consorcios microbianos

Un consorcio microbiano es una asociacion natural, de dos o mas poblaciones microbianas de
diferentes especies, que actlan conjuntamente como una comunidad dentro de un sistema
complejo en una simbiosis estrecha, es decir, todos los miembros son beneficiados (Brock,
2015). La asociacion refleja estilos de vida sinérgicos donde el crecimiento y el flujo ciclico de
nutrientes es mas efectiva que en poblaciones individuales (Ochoa-Carrefio y Montoya-
Restrepo, 2010).

Los consorcios microbianos mantienen la compatibilidad metabdlica y ecol6gica toda vez que
las transformaciones ambientales que se generen permitan que ellos coexistan cercanamente.
Asi mismo, la vida en asociacion puede generar mayor resistencia a las fluctuaciones del
ambiente y promover la estabilidad de todos los componentes.

2.5 Biofertilizantes

Vassey (2003) definio el término de biofertilizante como “una sustancia que contiene
microorganismos vivos que, cuando se aplica a las semillas, a la superficie de las plantas o al
suelo, coloniza la rizésfera o el interior de la planta y estimula el crecimiento al incrementar la
distribucion o disponibilidad de nutrientes esenciales a la planta hospedadora”. Los consorcios
de MM usados en el presente trabajo se adaptan a esta definicion por lo que, en adelante, para
términos practicos se puede hacer referencia a los MM como consorcios microbianos o
biofertilizantes.

Por otro lado, el desarrollo de las plantas esta controlado por varios factores, como la solucién
del suelo y el contenido de nutrientes. La aplicacion de fertilizantes inorganicos junto con
genotipos mejorados de plantas ha incrementado el rendimiento de los cultivos. Por ejemplo,
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bacterias del género Bacillus pueden influir positivamente en el peso de grano de soya y
aumentar significativamente la productividad del maiz (Alves et al., 2021).

Sin embargo, los altos rendimientos en maiz exigen alta demanda de insumos quimicos, en su
mayoria N, P y potasio (K). El uso indiscriminado del N inorganico, por ejemplo, puede llevar
a la acidificacion del suelo y a la eutrofizacion de los rios a mantos acuiferos por la lixiviacion
del NOgs, el producto final del proceso de nitrificacion (Khan y Mohammad, 2014).

El N inorganico en el suelo contribuye a la emision de uno de los mas potentes GEl, el 6xido
nitroso (N20). En la nitrificacion, el NH4* se oxida en el suelo bajo condiciones aerobias a NO2
y luego a NOs". Por ello, el N20 es producido y en condiciones anaerobicas el NOs™ puede ser
reducido a N20 y/o N2 (Kuypers, Marchant y Kartal, 2018).

Los biofertilizantes pueden reducir el empleo excesivo de fertilizantes quimicos (Velasco et al.,
2001; Alarcon et al., 2002). Estos pueden se pueden conformar de microbios promotores del
crecimiento vegetal para aumentar el desarrollo vegetativo y el rendimiento agricola (Gonzéalez
y Fuentes, 2017). Ademas, el estudio de las comunidades microbianas ha contribuido a
descubrir los efectos potenciales en la biorremediacion de suelos y otros ecosistemas, como
el agua, afectados por contaminantes residuales. De esta manera se puede incidir de manera
positiva en la fertilidad del suelo desde la accién de los microorganismos para mineralizar
nutrientes mediante la secrecion de enzimas y acidos organicos (Nadeem et al., 2013), asi
como la sintesis de hormonas reguladoras de crecimiento.

De forma indirecta, el uso de biofertilizantes puede aumentar la calidad de los frutos obtenidos;
al estar disponibles los nutrientes en cantidades suficientes, en el momento que la planta lo
necesita, las propiedades organolépticas pueden mejorar e incrementar el rendimiento de los
frutos. La disponibilidad de calcio (Ca*), por ejemplo, permite que las cascaras tengan mayor
resistencia en la etapa de madurez, y la presencia de K se refleja en mas aporte de
carbohidratos a las hojas, es decir, en un aumento de la produccién (Jiménez-Gémez et al.,
2017). Asi también, estudios han reportado un mayor contenido nutricional en los frutos, como
el aumento de antioxidantes, vitaminas y minerales (Dursun et al., 2010; Yildrim et al., 2011;
Silva et al., 2014).

El uso de ciertos microbios debe contemplar su factibilidad: el potencial benéfico, las
condiciones del sitio donde se aplica, el tipo de cultivo y la competencia ante microorganismos
nativos. El aislamiento de microorganismos, la deteccién de caracteristicas deseables, la
seleccidén de cepas eficientes para la aplicacion en campo, y la produccién de in6culos en
formulaciones adecuadas son algunos de los pasos importantes para el desarrollo sustentable
de la tecnologia (Pandey y Yarzébal, 2019).

El uso de los biofertilizantes conlleva un conocimiento amplio de la biologia de la planta y de
los microorganismos, asi como de los factores ambientales y aspectos economicos de su
8



aplicacion. Un estudio realizado en montafias de clima frio utilizé dos inoculantes de bacterias
(Azotobacter chroococcum y Azospirillum brasilense), aislados originalmente de regiones mas
calientes. El resultado fue que los inoculantes, efectivos en mayores temperaturas, no tuvieron
buen desemperfio aplicado a regiones alpinas de menor temperatura (Pankaj et al., 2012). Esto
comprueba que una determinada cepa de microorganismos puede funcionar de manera
diferente dependiendo de factores como las especies de plantas y -cultivares, las
caracteristicas del suelo, las condiciones climaticas, la depredacidn por otros microorganismos
y la competencia con microorganismos nativos mejor adaptados (Saharan y Nehra, 2011).

El fracaso de muchos ensayos se ha atribuido a las bajas tasas de supervivencia de microbios
exdgenos cuando se aplican a suelos de otras localidades. La seleccion de los
microorganismos a utilizar, asi como las condiciones del sitio es un elemento determinante en
el éxito del uso de microorganismos aloctonos (Ferrera y Alarcon, 2001).

Los microorganismos usados en los biofertilizantes deben ser prospectados, aislados e
identificados a partir de comunidades microbianas que colonizan naturalmente el ambiente
especifico donde seran utilizados (Velazquez et al., 2016). Los experimentos basados en
campo son esenciales para confirmar el potencial real de los recursos microbianos del suelo
(Pandey y Yarzabal, 2019).

Si la sustentabilidad es el verdadero objetivo, es preferible implementar practicas culturales
para favorecer el aumento de la actividad microbiana autdctona de un sitio (Ferrera y Alarcon,
2001). En los sitios de alto grado de perturbacion por erosién o contaminantes residuales, los
inoculantes microbianos resultan ser una tecnologia alternativa con potencial para la
recuperacion de los suelos a largo plazo.

2.6 Microorganismos de montafia (MM)

Los suelos de montafia son yacimientos ricos de biodiversidad y suministran servicios
ecosistémicos, por lo que ha aumentado el interés en el estudio de estos ecosistemas (Tewari
etal., 2017). En estos depdsitos de diversidad microbiana, se pueden encontrar degradadores
de materia organica, recicladores de nutrientes, fijadores de nitrdgeno, micorrizas
arbusculares, entre otros grupos funcionales con usos potenciales en la agricultura.

Se puede nombrar a los microorganismos de montafia (MM) como una solucion concentrada
de consorcios microbianos que son colectados y cultivados de suelos de bosques poco
perturbados cerca de los sitios de produccion agricola, u otros sistemas productivos (Chiari,
2015), donde son elaborados y aplicados como bioles o biofermentos (Umaiia et al., 2017).
Los MM, también llamados microorganismos eficientes locales (Ney et al., 2020.), provienen
de una adaptacion, a manera artesanal, de la tecnologia creada por Teruo Higa en la década
de 1970 quien aisl6 microorganismos benéficos del suelo para reemplazar el uso de
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fertilizantes sintéticos (Higa y Wididana, 1991), los cuales se comercializaron con el nombre
de “microorganismos eficientes” (EM, por sus siglas en inglés). De acuerdo con Higa y Parr
(1994), los EM contienen organismos que interaccionan benéfica y sinérgicamente como
bacterias acido lacticas (BAL), levaduras y bacterias fototréficas (Higa, 2000).

Los MM se constituyen de hongos, actinomicetos y bacterias con la capacidad de producir
compuestos mas sencillos, a partir de estos polimeros, para la disponibilidad de un grupo mas
extenso de organismos del suelo. Daly y Stewart (1999) encontraron que 1 mL de concentrado
de EM contiene un minimo de 10° organismos viables de especies, incluyendo Streptomyces,
Streptococcus, Propionibacterium, entre otros, y un nimero no especificado de Lactobacillus
sp., Rhodopseudomonas sp. y Streptomyces griseus. Algunos estudios han encontrado que
los EM tienen potencial para aumentar el crecimiento y el rendimiento de los cultivos por su
capacidad para mejorar la fotosintesis; producir sustancias bioactivas, como hormonas y
enzimas; controlar enfermedades del suelo y acelerar la descomposicion de materiales de
lignina en el suelo (Daly y Stewart, 1999; Formowitz et al., 2007; Javaid et al., 2008). También
se ha documentado que la aplicacion de estos consorcios puede incrementar la eficiencia de
la toma y el aprovechamiento de nutrientes (Khaliq et al., 2006; Bajwa, 2011).

Con el tiempo, se comenzd a promover la técnica artesanal de los MM a pequefios productores
a través de la extraccion de suelo y hojarasca de suelos de montafia, en areas con baja
perturbacion, seguido de un proceso de fermentacibn con recursos locales para la
reproduccion de los microorganismos.

Estos microorganismos estan libres de manipulacién genética y pueden ser encontrados en
los ecosistemas naturales de montafia, donde abundan los microorganismos sapréfitos que
degradan rapidamente la materia organica, haciendo disponible los nutrientes que la
conforman. Entre los usuarios de esta tecnologia se acepta que la mejor fuente de indculo son
los bosques cercanos a los sitios de produccion agricola, ya que presentan microorganismos
adaptados a las condiciones de la zona (Castro et al., 2015).

Campos-Martinez et al. (2014) sefalaron que la aplicacion de MM en el suelo influy6 en
algunas propiedades, como el incremento de la materia organica, el pH y el contenido de Ny
K. Acosta (2011) demostré un gran potencial para aplicaciones foliares de MM en tomate, y
supone que al usar cepas de MM nativas de una localizacion geografica cercana a la zona de
cultivo se obtienen mejores resultados.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Localizacion del area de estudio

El presente trabajo de investigacion se realizé en los municipios de Villa Corzo y Villaflores de
la region Frailesca, Chiapas (Figura 1). El clima que predomina es calido subhumedo (lluvias
en verano) (Aw1) (w) (i’) g, con precipitacion pluvial media anual de 1 200 mm, distribuidos en
los meses de mayo a noviembre, con una temperatura promedio de 22 °C y una altitud media
de 591 msnm (INEGI, 2013).
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Figura 1. Localizacién geografica de los municipios de Villaflores y Villa Corzo, Chiapas.

Fuente: Delgado-Ruiz et al. (2018)

3.1.1 Ubicacioén de sitios de estudio

Se seleccionaron tres sitios de estudio (Figura 2) con base en su representatividad por tipo de
manejo agronomico propuesto por Martinez-Aguilar et al. (2021): agroecolégico (AG),
convencional (CN) y mixto (MX).

En Villaflores se establecieron dos parcelas, una correspondiente al manejo AG que se localizé
en la rancheria San Joseito Alcaparrosa, en el predio “Solo Dios”, entre 16°17'5.55" latitud
Norte y 93°16'1.96" longitud Oeste y se ubica a 587 m.s.n.m., propiedad del Lic. Daniel Lopez
Gonzalez. La segunda parcela, asociada al manejo MX, se ubicé en el ejido Calzada Larga
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entre 16°20'28.77"de latitud Norte y 93°19'5.62" de longitud Oeste a 709 m.s.n.m., propiedad
del sefior Octavio Cruz Martinez?.

En Villa Corzo se ubico el sistema CN en el km 7.7 carretera Villa Corzo-Villaflores entre
16°12'43.12" de latitud Norte y 93°15'51.36" de longitud Oeste a 567 m.s.n.m., propiedad del
maestro Adulfo Arroyo Vila.

jéuslema mixto, Villaflores

\ e a
L \/’f'—/\,,L "\
Chiaj \

(r «27 e \)

-

il

Figura 2. Ubicacion de los sitios de estudio en los municipios de Villa Corzo y Villaflores,
Chiapas. Fuente: elaboracion propia.

3.2 Preparacion de los biofertilizantes

Los consorcios de microorganismos utilizados como biofertilizantes en este experimento se
prepararon bajo la adaptacién de la técnica de Suchini Ramirez (2012) de reproduccion y
activacion de MM con el uso de recursos locales disponibles.

Con base en lo propuesto por Castro et al. (2015), quienes sefialaron que las mejores fuentes
de indculo son los sitios cercanos a las unidades de produccién agricola, se seleccionaron tres
montafas (Figura 3) dentro de la Frailesca para la obtencion de los inéculos de MM: las areas
nucleo del Area de Proteccién de Recursos Naturales (APRN) “La Frailescana”, el Cerro
“Nambiyugua®” y la Reserva de la Biosfera “La Sepultura” (REBISE), que por su estado de
conservacion presentan escasa actividad antropogénica. Estas areas se encuentran ubicadas
en los municipios de Villaflores y Villa Corzo; las areas forman parte de un corredor bioldgico

3 Vocablo en lengua chiapaneca. Se compone de las palabras hambi-mono y nyhouhua-brujo (Aguilar Penagos,
2012: 723). La pronunciacién ha cambiado en algunos ejidos del municipio, pasando desde Nambiyugua hasta
Nambiyigua debido a la confusion en la articulacién de la palabra.

12



natural constituido por las Areas Naturales Protegidas federales el Ocote, La Sepultura, el
Triunfo y la Encrucijada (SEMARNAT, 2019).

a) Caracterizacion fisiogréfica de las montafias

Se realizo6 la caracterizacion de estas montafias a través de métodos etnograficos como la
observacion directa en campo, documentacion con fotografias y exploracién (Borgnia et al.,
2006).

El area de colecta de la RESIBE se encuentra en el ejido “Villahermosa II”, Villaflores, entre
16°14°30.2” latitud Norte y 93°36'56.2” latitud Oeste. Este sitio se caracteriza por el bosque
mesofilo de montafia donde predominan arboles en diferentes estratos, con abundancia de
helechos y epifitas. En los puntos de muestreo se registré una altura promedio de 1608 m. s.
n. m. y una temperatura media de 26.3 °C con 58.5% de humedad relativa.

Villaflores

[ |Reserva de la Biosfera "El Triunfo"

[ ]Reserva de la Biosfera "La Sepultura”

"] Area de Proteccién de Recursos Naturales "la Frailescana"
=] Cerro Nambiyugua

Figura 3. Ubicacion de los agroambientes para la obtencion de inéculos: Reserva de la
bidsfera “La Sepultura” (REBISE), La Frailescana (APRN) y Cerro Nambiyugua. Fuente:
elaboracion propia.

El sitio de muestreo en el APRN “La Frailescana” se ubica en el ejido Juan Sabines en Villa
Corzo. La colecta de hojarasca se realiz6 en el ecosistema de bosque mesdfilo de montafia
caracterizada por una vegetacion compuesta principalmente de palmas, epifitas, encinos
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(Quercus skinneri, Quercus peduncularis), palo de vibora, helecho arborescente (Cyathea
fulva), palma camedora (Chamaedorea quezalteca) y cicada (Ceratozamia mirandae). La
fauna se compone de reptiles como garrobo (Ctenosaura similis), boa (Boa constrictor), culebra
real coralillo (Lampropeltis triangulum); mamiferos como el jaguar (Panthera onca), tapir
(Tapirus bairdii), y aves residentes y migratorias como pavon (Oreophasis derbianus), pajuil
(Penelopina nigra), entre otros. En este sitio se registrd una altitud que oscila en los 1845 m.
S. n. m. y una temperatura media de 22 °C con 62.7% de humedad relativa.

Los puntos de muestreo correspondientes al cerro Nambiyugua se ubicaron a 630 m. s.n. m.
a 16° 16’ 34" N y 93° 17’ 07" latitud oeste. De acuerdo con Cepeda et al. (2010) el cerro se
encuentra dentro de la region floristica Costa Pacifica y resguarda pino, encino y selva baja
caducifolia. La vegetacion varia debido a la existencia de dos tipos de climas diferentes
conforme a la variacion de altura: clima tropical con lluvia todo el afio y clima tropical con lluvia
de verano. Sin embargo, donde se realiz0 la colecta predomina el clima calido subhimedo con
temporales en veranos, lo que favorece el desarrollo de la selva baja caducifolia.

3.2.1 Colecta de microorganismos o fuente de inéculo

En abril de 2020 se levantdé un muestreo por cinco de oros en las diferentes montafias y por
cada sitio de muestreo se colectdé una mezcla compuesta de mantillo (hojarasca en
descomposicion y suelo) a 0-10 cm de profundidad.

3.2.2 Reproduccién de MM en estado soélido

La técnica de reproduccion se adaptd de acuerdo a los recursos locales disponibles para
asegurar una fuente sélida de microorganismos que puedan ser activados posteriormente, en
este sentido, se sustituyo el salvadillo de arroz por maiz molido.

Para ello se procedié a la elaboracion de una mezcla de 25 kg de la muestra compuesta, 20
kg de melaza, 50 kg de maiz molido y agua al 60%, la cual se mantuvo en condiciones
semiaerdbicas durante 30 dias en contenedores herméticos de 200 L. Este procedimiento se
realizd tres veces, en cada repeticibn se usé diferente fuente de hojarasca (inéculo
microbiano); es decir, el material proveniente de las diferentes montafias para obtener tres
productos sélidos.

3.2.3 Activacion de MM en medio liquido

La técnica de activacion de MM se realiz6 al finalizar el proceso de reproduccion de los MM,
es decir, 30 dias después de su reproduccion semiaerobica. Para ello, se colocé 20 kg de MM
sélidos en un costal y se almacen6 en un contenedor con 180 L de agua y 20 kg de melaza en
un contenedor con capacidad de 200 L sellado herméticamente. Posterior a un periodo de 30
dias se obtuvieron tres productos de MM liquidos o activados (biofertilizantes) por cada sitio
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de muestreo (Figura 4), a partir de ahora llamados: MM1 (REBISE), MMz (La Frailescana), MM3
(Nambiyugua).

Figura 4. Microorganismos de montafia (MM) después de 30 dias de activacion: (de
izquierda a derecha) MM1 = La Frailescana; MMz = REBISE; MMs = Nambiyugua; T =
testigo.

3.3 Caracterizacion fisicoquimica de los MM

Se tomaron 500 ml de muestra por cada MM en medio liquido elaborado (MM1, MM2 y MM3),
y se enviaron al laboratorio de analisis Fertilab ® en Celaya, Guanajuato. Se determiné pH
(NMX-FF-109-SCFI-2007); materia organica, carbono orgénico y cenizas por calcinacion;
micro y macronutrientes por digestiéon en microondas (P, K, Ca, Mg, Na, Fe, Zn, Mn, Cu, B, S),
humedad (método gravimétrico) y relacion carbono nitrégeno (base seca).

3.4 Anédlisis de secuenciacion masiva de los consorcios microbianos

3.4.1 Extraccion de ADN metagendmico

Se colectaron tres muestras con tres repeticiones de cada MM liquido (MM1, MMz y MM3),
depositadas en tubos coénicos centrifuga Falcon™ de 50 ml, las cuales se transportaron
inmediatamente al laboratorio de Biologia Molecular del Tecnolégico Nacional de México,
Campus Tuxtla Gutiérrez, donde se almacenaron en un equipo de ultracongelacion a -80 °C.

Estas muestras se nombraron de acuerdo a su material de origen (Figura 5): REBISE (S1, S2
y S3) correspondientes a MMz, La Frailescana (F1, F2 y F3) extraidos de MM: y del cerro
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Nambiyugué (N1, N2 y N3) compuestas por MMs. Posteriormente, se llevo a cabo la extraccion
del ADN metagenémico de las comunidades microbianas mediante el protocolo QIAGEN™, de
la cual se obtuvo el ADN por duplicado, descritas en adelante como muestras Xy Y.

Figura 5. Muestras por triplicado para la extraccion de ADN: REBISE (S1, S2 y S3)
correspondientes a MMz, La Frailescana (F1, F2 y F3) extraidos de MM: y del cerro
Nambiyugua (N1, N2 y N3) compuestas por MMs

Se analiz6 la pureza y concentracion del ADN con NanoDrop™ One (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, EUA), esto con el fin de cumplir los requerimientos solicitados por el servicio de
secuenciacion masiva de Illumina MiSeq, cuyo volumen de concentracion requerido debe ser
entre 1-10 ug mL1. A partir de este procedimiento, 2uL del ADN aislado se mezclaron con el
gel SYBR Safe DNA, se procedio a realizar la electroforesis en 1% de gel agarosa y se visualizo
mediante el UV Transilluminator 2000 (BIO-RAD Laboratories Inc., CA, EUA).

El ADN extraido se almacend a -20°C hasta su requerimiento para la amplificacion del gen 16s
ARNTr por la reaccion en cadena por polimerasa (PCR) con el fin de evaluar la presencia de
inhibidores, como &cidos humicos, de las enzimas implicadas en la secuenciacion. Después
de ejecutar la PCR, para la separaciéon de ADN, se determiné que los amplicones (ASVSs)
fueron aptos para su secuenciacion.

3.4.2 Secuenciacion mediante lllumina MiSeq

El ADN total extraido de las muestras MM1, MMz y MMs fueron secuenciados en la central de
analitica ‘CGEB-Integrated Microbiome Resource (IMR) de la Universidad de Dalhousie
(Halifax, NS, Canada), a través de la plataforma de secuenciacion masiva de nueva generacion
lllumina MiSeq. Para la construccion de las librerias metagendmicas, se usaron los cebadores
bacterianos de la region V4-V5 del gen 16s rRNA, mediante los oligonucleotidos 515F (5'-
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GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3) y 926R (5-CCGYCAATTYMTTTRAGTTT-3) y (Walters et
al., 2016).

3.4.3 Andlisis bioinformatico de librerias metagenémicas

De acuerdo con el protocolo de Gutiérrez-Sarmiento et al., (2020), se analiz6 la calidad y la
longitud de las secuencias mediante FastQC de las lecturas crudas de paired-ends. Se
utilizaron las herramientas USearch y VSearch para el andlisis gendmico progresivo. Las
lecturas hacia adelante (forward) y en reversa (reverse) se fusionaron para obtener la
secuencia consenso con la herramienta Fastq_mergepairs. Posteriormente, las secuencias se
cortaron a 19 pares de base (pb) a la izquierda y 20 pb a la derecha de cada secuencia,
respectivamente, de acuerdo a la longitud de pb de los cebadores usados.

Se utilizé el filtro de calidad con £10% de la longitud de secuencia esperada con base a la
longitud de los cebadores usados. Todas las secuencias similares fueron integradas a una
secuencia representativa y se descartaron las que no pasaron el filtro. Ademas, con la
herramienta unoise3 se removieron aquellas secuencias con error o que no fueron definidas.
Se cred una tabla con las Variantes de Secuencias de Amplicén (ASV) asignadas con un
umbral de al menos 0.001% de representacion. Finalmente, se comparé la tabla de AVS con
una tabla de conteo con un umbral de similitud de 0.99; de esta manera, se realizo la
asignacion taxonémica de las ASV de las secuencias con referencia en la base de datos de
16s ARNr ribosomal SILVA.

Después de calcular el porcentaje total de los ASVs obtenidos, se filtraron aquellos con una
abundancia relativa menor a 0.1%.

3.5 Muestreo de suelos

El muestreo de suelos se realizé dos veces en cada sitio de estudio; el primero antes del
establecimiento del experimento y el segundo al finalizar el experimento de campo. Esto con
la finalidad de analizar la relacién de los tipos de manejo agronémico de los agroecosistemas
y la aplicaciébn de consorcios microbianos como posibles factores que pueden afectar la
degradacion fisica y quimica de los suelos.

a) Antes de establecer el experimento

Durante el primer muestreo se ubicé a la parcela respecto al norte y se calculo la pendiente de
forma visual con ayuda de un transportador. La parcela se dividid por secciones de variaciones
fisicas y se tomaron las muestras por el método cinco de oros a una profundidad de 0-30 cm.
Con la ayuda de una pala se obtuvieron 15 submuestras; a partir de ellas se obtuvo una
muestra compuesta representativa de 1.5 kg que, posteriormente, se empaquetd en bolsa de
polietileno y se etiquetd para su identificacion.
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Este procedimiento se realiz6 con base en el manual técnico de muestreo de suelos del
laboratorio Fertilab® ubicado en Celaya, Guanajuato, en el cual se enviaron las muestras para
el andlisis fisicoquimico.

b) Después del experimento

Al finalizar el experimento, se realiz6 el segundo muestreo siguiendo el procedimiento descrito
anteriormente. A diferencia del primero, se obtuvieron dos muestras compuestas: una
representativa de los tratamientos con MM y otra ejemplar de los tratamientos sin MM. Las
muestras se almacenaron en bolsas de polietileno y fueron debidamente etiquetadas. Las seis
muestras totales, dos por parcela, se enviaron a Fertilab ® para el analisis correspondiente.

3.6 Analisis fisicoquimico de suelos
La interpretacion de los resultados se establecié con base en los procedimientos analiticos
autorizados por la Norma Oficial Mexicana NOM-021-SEMARNAT-2000 (DOF#, 2002).

Se determinaron la textura, pH (1:2 agua), densidad aparente, pH (electrométrico), materia
organica (%), capacidad de intercambio catidnico, materia organica, nitrégeno inorganico,
fésforo disponible, azufre, cationes cambio, micronutrimentos, entre otros. Algunas de estas
variables también fueron estudiadas por Martinez-Aguilar et al. (2020).

3.7 Establecimiento del experimento

Durante un ciclo productivo primavera-verano del 2020 se establecieron tres experimentos de
campo bajo condiciones de temporal en los diferentes sitios de estudio, cada uno con diferente
tipo de manejo agronémico: agroecolégico (AG), convencional (CN) y mixto (MX), con base en
la caracterizacién de Martinez-Aguilar et al. (2021). En este sentido, el experimento se realizd
de acuerdo a las practicas de manejo locales que acostumbra el productor en su parcela para
contrastar y discutir la respuesta del cultivo de maiz a la aplicacion de los biofertilizantes en
las condiciones particulares de cada sistema.

3.8 Disefio experimental

Se utilizo el disefio experimental de cuadro latino de 4x4 lo que conform6 un total de 16
unidades experimentales (UE). Cada UE tuvo una dimension de cinco por cinco metros lineales
(25 m?), con una separacion entre tratamientos y repeticiones de cinco metros (Figura 4) y
fueron constituidas por seis surcos de cinco metros de largo y 0.8 m entre filas.

4 Diario Oficial de la Federacién
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Columnas
Hileras 1

1 |MIVI1| |MIVI2| |MM3| | T |
-+

5m
2 |MM2| |MM3| Il T | |MM1|
-
3 |MM3| | T | |MM1| |MM2|
4 | T | |MIVI1| |MM2| |MM3|
Figura 6. Distribucién de los tratamientos en campo de acuerdo al disefio experimental de

cuadro latino.

3.9 Tratamientos evaluados

Los tratamientos descritos en el Cuadro 1 se distribuyeron aleatoriamente en las UE. El testigo
correspondio al manejo tradicional que acostumbra el productor segun el tipo de sistema; es
decir, se siguieron las practicas de manejo locales que acostumbra el productor en su parcela
para contrastar y discutir la respuesta del cultivo de maiz a la aplicacién de los biofertilizantes
en las condiciones particulares de cada sistema.

Cuadro 1. Tratamientos evaluados

Sistema Simbologia Tratamientos evaluados
AG, CNy MX MM, MM de la “RESIBE
AG, CNy MX MM: MM de APRN “La Frailescana
AG, CNy MX MMs3 MM de Cerro Nambiyugua
AG Composta + Sulfato de amonio
CN T Sulfato de amonio
MX Urea con Potasio (2:1)

AG = sistema agroecoldgico; CN=sistema convencional, MX = sistema mixto; MM =
Microorganismos de Montafia.

Durante el experimento, los productores participaron activamente en la aplicacion de los
tratamientos, segun la dosis que se indica en el Cuadro 2, asi como en el seguimiento del
desarrollo del cultivo hasta la cosecha. Los MM se aplicaron tres veces en cada parcela; las
primeras dos aplicaciones coincidieron con el dia que el productor aplico el fertilizante quimico
gue acostumbra conforme al manejo agrondémico, a excepcion del sistema CN donde el
productor solo fertilizd una vez (sulfato de amonio) a los 20 DDS. La tercera aplicacion se
realizo en el establecimiento de la floracion del maiz.
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Cuadro 2.Dosis de aplicacion de los microorganismos de montafia (MM)

Aplicacion DDS Dosis de fertilizacion de MM
1 20 50% (Sol. 50% concentrado de MM + 50%
de agua)
50% (Sol. 50% concentrado de MM + 50%
2 40
de agua)
0 0 o)
3 60-65 75% (Sol. 75% concentrado de MM + 25%
de agua)

DDS = Dias después de siembra

3.10 Tipificacién de las parcelas por manejo agronémico

La tipificacion de los agroecosistemas en cada sitio de estudio se determin6 de acuerdo a las
variantes tecnoldégicas invertidas en el manejo agronémico incluyendo el uso de maquinaria
agricola; uso y cantidad de fertilizantes quimicos, otros agroquimicos y practicas de
conservacion del suelo; con base en lo propuesto por Martinez et al. (2020): convencional,
agroecologico y mixto. Para ello, se aplicaron entrevistas semiestructuradas (Anexo 7.2) a los
propietarios de los sitios de estudio, las cuales respondieron a 20 variables agrupadas en
cuatro rubros: datos generales, caracteristicas y evolucion del agroecosistema, informacion
general de la produccién agricola y la capacidad de adopcion tecnolégica.

En el sistema AG, con una pendiente de 5%, no se utiliz6 maquinaria para las labores
culturales; se sembro la variedad Pioneer® 4082W el dia 23 de junio; se fertiliz6 con una
mezcla de composta y sulfato de amonio los dias 12 de julio y 21 de agosto, y para el control
del gusano cogollero se aplicé un macerado de cal con ajo.

En el sistema MX, con una pendiente estimada del 15%, el productor incorporé el 30% del
rastrojo de la cosecha anterior y aplico herbicidas diferentes (2, 4-D y glifosato) desde 20 dias
antes de la siembra. El siete de junio sembré por espeque el hibrido Pioneer® 4082W con una
separacion de 20 cm entre planta y 80 cm entre surcos. Posteriormente, utilizé Potrero 101®
(2, 4-diclorofenox) con Picloram+2,4-D para un cuarto control de malezas el 27 de julio. La
fertilizacion se realiz6 dos veces, los dias 29 de junio y 27 de julio, con urea y potasio (2:1).

En el sistema CN se calculé una pendiente del 10%. La preparacion del terreno inicio el 26 de
mayo con un sistema de quema y rastrojeo manual; posteriormente, se realiz6 un paso de
arado y dos de rastra con maquinaria. El primero de julio se sembr6 la variedad Zarco® V-526
de forma mecanizada a una distancia entre plantas de 20 cm y de 80 cm entre surcos y se
obtuvo una densidad de poblacién de 125, 000 plantas ha. Se aplicé 125 mL de glifosato y el
ingrediente activo 2,4-D Amina a los dos DDS y el control de plagas se efectué con Paraquat
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(27.6%) y diuron (10%) a una dosis de 140 mL entre los 35-40 DDS. La fertilizacion se realizo
una vez con sulfato de amonio (21-00-00 + 24S) el 25 de julio.

3.11 Variables evaluadas

Se evaluaron variables de crecimiento (altura de planta, diametro de tallo, indice de &rea foliar),
biomasa fresca y seca, y rendimiento total con base en la metodologia reportada por Verhulst
et al. (2012).

3.11.1 Variables de crecimiento

La parcela util evaluada fue 10 plantas al azar por tratamiento para mediciones fisiologicas
(altura de la planta, area foliar) y morfolégicas (diametro del tallo).

Se midio altura de planta con el uso de cinta métrica desde el nivel del suelo hasta el nudo de
insercion de la ultima hoja de la planta. El didmetro de tallo se obtuvo con la ayuda de un
vernier para medir el diametro en el primer entrenudo. Para calcular el indice de area foliar se
midié con cinta métrica el largo y ancho de las cuatro hojas de mayor madurez, y los valores
obtenidos se multiplicaron por la constante 0.75 (Corral et al., 2014).

3.11.2 Componentes de biomasa y rendimiento

A los 90 DDS se estim0 la produccion de biomasa a través de un muestreo destructivo de dos
plantas al azar por parcela Gtil en cada tratamiento. Después de evaluar los componentes de
la planta en peso fresco, las muestras se llevaron al laboratorio de Nutricion Animal de la
Facultad de Ciencias Agrondmicas, Campus V, UNACH para evaluar peso seco (estufa de aire
forzado a 60° C por 72 horas).

Se estimo6 el rendimiento total con el célculo de peso de 100 granos, porcentaje de humedad
(14%), densidad de siembra y granos por mazorca.

3.12 Analisis estadistico

Los indices de diversidad alfa con base en las variantes de secuencias de amplicones (ASVS)
se obtuvieron con el software R Studio (version 1.3.1093). Se realizé6 un ANOVA para un disefio
de Cuadro Latino y la comparacion de medias por la prueba de Duncan (p < 0.05) con el
paquete estadistico Statistica, version 10.

Se utilizé el software Primer-e V7 para los analisis de los datos microbianos; se aplico la
transformacion logX+1 para repartir los pesos y visualizar mejor las diferencias entre las
muestras y se realizo el andlisis estadistico de similaridad SIMPROF. Los datos de las
propiedades fisicoquimicas se estandarizaron y normalizaron para, posteriormente, aplicar un
analisis multiestadistico de escalamiento no paramétrico multidimensional y el SIMPROF, con
base en la distancia euclideana.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Extraccion de ADN y Variantes de Secuencias de Amplicones (ASVs)

Los resultados de la extraccion de ADN de las muestras analizadas se presentan en el Cuadro
3, en él se puede apreciar que se cumple con los requerimientos para la realizacion de la
secuenciacion. Los resultados obtenidos, en cuanto a calidad y cantidad del ADN,
corresponden a lo reportado por Gutiérrez-Sarmiento et al. (2020), el cual resulta apropiado
segun el protocolo seguido para la obtencion de ADN en el tipo de muestras bajo estudio.

Cuadro 3.Concentracion de las muestras por duplicado del ADN de los consorcios de
microorganismos de montafia: MM1 (La Sepultura), MMz (La Frailescana) y MMs

(Nambiyugua).
Muestra Concentraciéon Porcion Porcion Muestra Concentracion Porcién Porcion
X pg mL? 260/280 260/230 Y ug mL*t 260/280 260/230
S1 2.2 1.9 0.43 S1 2 1.61 0.52
MM S2 2 1.4 0.38 S2 2.4 1.68 0.37
S3 1.9 1.91 0.4 S3 2.3 1.49 0.62
F1 2.2 1.43 0.53 F1 0.8 1.04 1.31
MM2 F2 1.3 1.31 0.58 F2 1 1.49 0.87
F3 2.8 1.65 0.24 F3 5.2 1.39 0.4
N1 2.3 1.77 0.19 N1 1.2 1.65 0.31
MMs N2 2.7 1.82 0.34 N2 0.6 1.33 0.5
N3 1.8 1.36 0.34 N3 1.9 1.29 0.63

A partir del andlisis de secuenciacidbn masiva, se obtuvieron un total de 144 261 secuencias
gue correspondieron a las regiones hipervariables V4-V5 del gen 16s ARNr. La alineacion
hacia adelante y en reversa de los pares resulté en un consenso de 103, 297 datos exitosos
gue se traslaparon a lo largo de las lecturas.

En las Figuras 5 se presenta la abundancia de ASVs reportadas por las clasificaciones
taxonomicas de phylum en los diferentes tratamientos de MM. El phylum mas abundante fue
Firmicutes entre los tres tratamientos con una abundancia relativa entre el 50-90%, seguido
del phylum Proteobacteria con una abundancia relativa menor al 40%. Tchuisseu et al. (2018)
analizaron la estructura microbiana de la rizésfera de cultivo de maiz, donde Firmicutes y
Proteobacteria fueron potenciales promotores del crecimiento vegetal; este ultimo destaca en
el funcionamiento ecolégico y metabdlico del suelo debido a su contribucién en la fijacion de
nitrégeno, descomposicion y formacién de humus (Johnston-Moje et al., 2016; Mashiane et al.,
2018).
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Figura 7. Phylum de bacterias mas abundantes determinado por el gen 16s ARNr entre los
tratamientos MMz (La Sepultura), MMz (La Frailescana) y MMs (Nambiyugua).

Piromyou et al. (2011) analizaron el efecto de la inoculacién de microorganismos benéficos
sobre la estructura de las comunidades microbianas de la rizésfera del cultivo de maiz y
reportaron que bacterias Firmicutes aparecieron en la quinta semana de crecimiento y
desaparecieron en la semana ocho. En otro estudio, Qiao et al. (2013) encontraron una alta
diversidad de bacterias hidroliticas y fermentativas con gran abundancia de Firmicutes
(48.3%), Bacteroidetes (7.7%) y Proteobacteria (7.2%) en un reactor anaerobico compuesto
por rastrojo de maiz.

Por otro lado, en la Figura 6 se observa el mapa de calor de agrupacion de abundancia de los
20 géneros de bacterias mas abundantes determinado por el gen 16s ARNr entre los
tratamientos, donde destaca la alta abundancia relativa de bacterias acido lacticas (BAL). De
acuerdo con el arbol de agrupaciones en la parte superior de la figura, se forman 3 grupos
estadisticamente similares, el primer grupo F1y F2, el segundo S2 y S3y el tercero N1y N2.
Los resultados obtenidos demuestran que la estructura y abundancia microbiana es diferente
entre los MM dependiendo de su origen.
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Figura 8. Mapa de calor de agrupacién de abundancia y SIMPROF (analisis estadistico de
similaridad) de los 20 géneros de bacterias mas abundantes determinado por el gen 16s
ARNIr entre los tratamientos MM1 (La Sepultura: S1, S2 y S3), MM: (La Frailescana: F1,
F2 y F3) y MM3s (Nambiyugua: N1, N2 y N3). El valor de cada caja de color es la
abundancia relativa de los ASVs. La parte superior representa el arbol de agrupacion
de los ASVs. Datos transformados log X+1.

Entre los géneros con mayor abundancia destacan, principalmente, dos bacterias: Acetobacter
con una abundancia relativa entre 30-40% dentro del tratamiento MMi1 y MMs, y
Lentilactobacillus con una abundancia entre 30-90% en el tratamiento MM2. Similar a lo
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reportado por Park et al. (2021), quienes encontraron mayor presencia de los géneros
Lactobacillus y Lentilactobacillus parabuchneri en microorganismos eficientes coreanos (KEM,
por sus siglas en inglés), a estos géneros se les atribuye el potencial para remover materiales
toxicos de la basura y promover el crecimiento vegetal. Asimismo, Daly y Stewart (1999)
encontraron en EM cepas de Streptococcus lactis y Lactobacillus sp., pueden mejorar la
diversidad microbiologica de los suelos, lo cual aumenta su calidad, asi como el crecimiento,
rendimiento y calidad de los cultivos (Higa y Parr, 1994).

Por otra parte, Acetobacter diazotrophicus es un diazétrofo endofitico (Vessey et al., 2003) que
se ha aislado del cultivo del maiz y se ha estudiado ampliamente su asociacidon con otros
cultivos de importancia econémica (Dibut-Alvarez et al., 2021). Por ejemplo, la inoculacion
foliar y al suelo con esta bacteria en el cultivo de camote logré incrementar en un 30-40% el
largo de plantas, el diametro del tallo, el nimero de hojas y el diametro del tubérculo, en
comparacion con las plantas controles; asi como en un 48-51% el rendimiento agricola (Dibut
et al., 2009). Jogaiah et al. (2010) reporté que la inoculacion de dos cepas del género
Acetobacter en una graminea (Pennisetum glaucum) tuvo efectos positivos sobre su
crecimiento y ofrecié la mayor proteccion contra enfermedades, en comparacion con otras
bacterias, en un 39.2% y 22.3%, respectivamente.

Las relaciones enddfitas se presentan eficientes como sistema planta-microorganismos,
debido a que no se presentan pérdidas por lixiviacion, arrastre, volatizacion, etc., por lo que
las ganancias metabdlicas y energéticas en funcion de las células representan rendimientos
superiores (Dibut et al., 2009).

Por otro lado, las BAL son bacterias gram positivas, facultativas y anaerdbicas que residen
comunmente en sustratos ricos en carbohidratos, los cuales fermentan en acidos organicos, y
también tienen la capacidad de producir péptidos con actividad antimicrobiana, como
bacterosinas clase | y la nisina (Lamont et al., 2017; Morocho y Leiva, 2019), lo que puede
restringir la diversidad de poblaciones microbianas dentro de su ambiente por efecto
antagonico.

Lo anterior se debe principalmente a que estas bacterias son &cido-tolerantes, por lo que
algunas son capaces de crecer en valores extremos de pH, pero la mayoria crece entre 4 y
4.5 (Souza et al., 2015), por ejemplo, Lactobacillus, Lactococcus y Streptococcus. Esto les
permite sobrevivir en ambientes donde otras bacterias no pueden sobrevivir. También son
microaerdfilas, tienen buen desarrollo en ambientes con un 5% de CO2y la temperatura 6ptima
para su reproduccion oscila en 30° C (Londoiio et al., 2015). Tanto las BAL como las levaduras
son comunmente encontrados en los MM vy, en menor cantidad, se encuentran bacterias
fotosintéticas, actinomicetos y otros tipos de microorganismos que pueden ser compatibles
mutuamente y coexistir dentro de consorcios microbianos (Higa, 1994).
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La bibliografia antes descrita, sugiere que las bacterias presentes en los MM bajo estudio
pueden tener un potencial como promotores de crecimiento vegetal, lo cual representa una
alternativa para disminuir progresivamente la cantidad de agroquimicos en la agricultura. Sin
embargo, es dificil predecir los efectos positivos de los microorganismos descritos asociados
al cultivo de maiz, sobre todo, con la inoculacién de poblaciones de microorganismos en su
mayoria anaerdbicos. Su respuesta puede depender en el tipo de manejo agrondmico, tipo y
cantidades de agroquimicos presentes y las diferentes condiciones ambientales asociadas a
los agroecosistemas.

4.2 Riqueza y diversidad de la comunidad bacteriana entre los consorcios microbianos

Los indices de diversidad (Figura 7) para las comunidades bacterianas entre los diferentes
tratamientos sefalaron mayor diversidad en los tratamientos MM1 y MMs, con valores entre 2
y 3, mientras que MMz se mantuvo debajo de 1.5 en el indice de Shannon, de la misma manera
gue se puede apreciar esta tendencia en el mapa de calor de la Figura 6. Asi también, por el
indice de Simpson se observé que la dominancia de los pesos se repartié en pocos géneros
en la muestra F3, mas cercano al uno, a diferencia de F1 y F2, correspondientes a MMz,
asimismo en las muestras MM1y MMz la dominancia de los pesos se reparte en pocos géneros,
tal como se observo en el mapa de calor de la Figura 8.

indices de diversidad bacteriana de los consorcios microbianos
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Figura 9. indices de biodiversidad de los consorcios microbianos, donde MM: (La
Sepultura: S1, S2 y S3), MM2 (La Frailescana: F1, F2 y F3) y MM3s (Nambiyugua: N1,
N2y N3).
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4.2 Caracterizacion fisicoquimica de los microorganismos de montafia (MM)

Durante la etapa de activacion surgen cuestionamientos sobre los procedimientos para
favorecer el crecimiento de poblaciones microbianas de interés agricola. Los atributos
fisicoquimicos de los MM se muestran en el Cuadro 4, donde indica que el MM activado mas
acido fue el tratamiento MM2. Los valores obtenidos de pH coinciden con lo encontrado por
Castro-Barquero y Gonzalez-Acuiia (2021) quienes evaluaron a los 12 dias después de la
activacion de los MM; sin embargo, también reportaron que el pH aumento en dias posteriores
con inyecciones de aire, hasta llegar a un pH mayor a 7 después de los 30 dias de activacion.
Segun estos autores, en procesos anaerobicos (tapa hermética para evitar entrada de aire) el
pH disminuye a valores menores a 4 y la acidez comienza a disminuir a partir de los 40 dias
de activacion, pero cuando hay condiciones semiaerdbicas se controla la acidificacion del
proceso.

En este sentido, el tratamiento MM1, al obtener mayor pH, favorecié el crecimiento de las
poblaciones de microorganismos, principalmente las BAL, puesto que el pH inferior a 4 inhibe
el crecimiento de estas (op. cit.). Por el contrario, en el caso del tratamiento MM2 se detectd
menor diversidad de poblaciones microbianas, lo que coincide con los autores mencionados,
guienes mostraron que una menor presencia de oxigeno, si bien, puede beneficiar el
crecimiento de BAL, puede afectar el crecimiento de bacterias fijadoras de nitrégeno y
solubilizadores de fésforo. Por otro lado, la conductividad eléctrica puede afectar el crecimiento
de los consorcios microbianos (Yana et al., 2015). Generalmente, los EM se aplican con una
fuente de carbono o energia, como la melaza (Daly y Stewart, 1999); sin embargo, utilizar
menor cantidad de melaza en la activacion permite un mejor desarrollo de las poblaciones de
levaduras y lactobacilos (Castro-Barquero y Gonzalez-Acufia, 2021). Asi también, Castro et al.
(2015) obtuvieron valores similares de P y Fe en MMz y MMs.

De acuerdo con estos estudios, las condiciones de elaboracién pueden inferir en la dinamica
de las comunidades microbianas de los MM, por ejemplo, la disponibilidad de aireacion puede
reducir el tiempo de fermentacion, asi como la acidez del MM activado; ademas, pueden ser
utilizados como fuente de nutrientes al ser reforzados con otros nutrientes, como roca fosfoérica
o K (Castro-Barquero y Gonzéalez-Acufia, 2021).

4.3 Caracterizacion fisicoquimica de los suelos

En el Cuadro 5 se presentan los resultados obtenidos de dos muestreos realizados en los tres
sistemas de manejo y las determinaciones se dividen en tres componentes, es decir, los
resultados obtenidos antes del establecimiento del experimento (primer muestreo) y los
alcanzados después del experimento (segundo muestreo). Estos ultimos se dividen en dos
muestras representativas, las UE con aplicacion de MM y aquellas donde no se aplic6 MM en
el sitio de estudio como testigo (T).
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Cuadro 4. Caracteristicas fisicoquimicas de los microorganismos de montafia (MM) a 30

dias de activacion

Microorganismos de Montafia (MM)

. . . Sepultura Frailescana Nambiyugua
Variable Método Unidad MM, MM, MM,
pH NMX-FF-109-SCFI-2007 - 4.86 3.55 4.01
CE NMX-FF-109-SCFI-2007 dStm 10.9 10 10.5
Materia organica Calcinacion % 2.04 3.95 3.41
p Digestion elncrlr;icroondas/ % 0.0061 0.01 0.01
K Digestion elncnpwicroondas/ % 0.41 0.39 0.49
Ca Digestion eInCrlr;icroondas/ % 0.11 0.09 0.13
Mg Digestion elncrlr;icroondas/ % 0.07 0.07 0.08

Na Pigestion en microondas % 0.0085 0.0084 0.0098
Fe Digestion eInCrlr;icroondas/ ppm 122 405 31.2
7n Digestion elncrlr;icroondas/ ppm 1.02 1.55 1.42
Mn Digestion elncrsicroondas/ ppm 30.7 539 4.09
Digestion en microondas /
Cu ICP ppm 0.005 0.04 0.08
B Digestion elncrlr;icroondas/ ppm 0.56 0.47 0.82
S Digesfli_()n en microF)ndas/ % 0.1 0.09 0.1
urbidiometria

Humedad Método gravimétrico % 96.9 95 95.4
Cenizas Calcinacién % 1.08 1.05 1.17
Relaciéon C/N Base seca 13.9 22.8 21.8
Carbono orgénico Calcinacion % 1.18 2.29 1.98

CE = conductividad eléctrica
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Cuadro 5. Propiedades fisicoquimicas del suelo de las parcelas experimentales.

Agroecolégico Convencional Mixto

Variable Unidad  Antes Mli/?SDUéST Antes MI\DAespué_l.':: Antes MDl\/TSpUé?
pH 52 553 525 504 558 592 52 553 525
apzree”rfti:?ga) gem* 139 135 141 129 1.26 1.38 125 135 136
M.O. % 145 141 237 15 086 116 105 154 134

P-Bray ppm 103 495 402 364 359 253 351 334 12
K cmol+kg* 92.1 724 343 948 38 472 90.7 60.2 512
Ca cmol+kg* 604 1014 350 1160 521 1109 944 892 1379
Mg cmol+kg* 62.8 212 47.7 183 879 182 180 160 255
Na cmol+kgt 7.29 21.7 22 11 143 185 189 228 28.6
Fe ppm 723 753 714 66 664 47 631 493 332
Zn ppm 192 031 011 23 031 015 228 01 0.21
Mn ppm 149 326 473 36.7 198 181 16 22.2 16.8
Cu ppm 042 045 018 034 041 032 048 04 0.25
B ppm 011 01 012 012 0.2 0.11 0.11 01 0.13
Al ppm 44 115 118 152 254 36.7 20 98 36.7
S ppm 158 146 146 158 146 146 158 146 36.7
N-NOs ppm 81 697 337 146 831 653 129 49 223
CIC cmol+kg* 4.5  8.88 2.46 10 385 7.73 6.72 7.61 9.83

Clase textural

Franco arenoso

Franco arenoso

Franco arenoso

Antes = primer muestreo; Después = segundo muestreo; MM = con Microorganismos de
Montafia; T = testigo (sin MM); CIC = capacidad de intercambio cationico
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A partir del analisis de escalamiento multidimensional y SIMPROF (similaridad) en las
propiedades fisicoquimicas del suelo correspondientes a los diferentes tipos de manejo
agronémico (Figura 10), se puede deducir que, dentro de los agrupamientos, existe mayor
similitud entre los sistemas MX y AG. Esto puede ser debido a que en ambos sistemas los
productores enfatizan su manejo hacia una mejor conservacion del suelo, por ejemplo, no se
realiza la quemay se conserva hasta un 30% del rastrojo anterior de la cosecha para mantener
cubierto el suelo.

Non-metric MDS

Standardise Variables by Total
Normalise
Resemblance: D1 Euclidean distance
. 2Dstress 009 || Distance
: Convencional 1.5
()| 2.9
Agroecalégico Mixto ——T
SRR A “ ‘ tiempos
o A Antes
Agro?cojg\)gmo v Despues
V Despues T
— | Mixto
Agroecolégico ‘1 VAR 2N
L \ ‘ \. . \:
Nl Convencional
Convencional
(\ v /} T
T 7 Mixto .
()
Figura 10. Andlisis de escalamiento multidimensional y SIMPER (similaridad) de las

propiedades fisicoquimicas del suelo correspondientes a los diferentes tipos de manejo
agronomico con base en la distancia euclidiana.

El analisis puede sugerir que, después del establecimiento del cultivo, es decir, posterior a la
toma de nutrientes por parte de la planta, se puede observar que en el sistema MX (segundo
muestreo), el contenido de nutrientes en el suelo quedd similar al suelo testigo del sistema CN.
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4.3.1 pH del suelo

Los valores de pH en el suelo indican una acidez con valores de 5.2 (Cuadro 5); sin embargo,
en los suelos en donde se aplicé los MM, muestran un aumento del pH de 5.5. Con base en la
NOM-021-SEMARNAT-2000, los suelos de las UE se mantuvieron en un nivel moderadamente
acido, esto demostré una acidez generalizada en los suelos cultivados con maiz en la Frailesca
de acuerdo con otros autores (LOpez et al., 2019; Martinez-Aguilar et al., 2020). Estos
resultados coinciden con Castro et al. (2015) en donde encontraron un comportamiento similar
con MM aplicados al suelo en un sistema de rotacion de soya-tomate.

Como se ha mencionado, los suelos de la regién son &cidos y esta propiedad puede
incrementar o disminuir de acuerdo al tipo de cultivo y a las condiciones de manejo. La acidez
de los suelos puede aumentar, en parte, por accion de las raices de las plantas al absorber
nutrientes, por la lixiviacién que produce el movimiento de cationes a capas inferiores con el
arrastre del agua (Espinosa y Molina, 1999) y, por otra parte, por el uso indiscriminado de
agroquimicos (Estrada, 2014), como los fertilizantes nitrogenados, particularmente, los
amoniacales. A través del proceso de nitrificacion se produce un exceso de hidrégeno (H*) en
el suelo, este proceso puede darse naturalmente en un suelo bien aireado a manera que las
plantas tomen nitrato (NO3") para su nutricion (Espinosa y Molina, 1999).

Los suelos acidos se caracterizan por presentar toxicidad por Al*3 y Mg*? y deficiencia de Ca*?
0 Mg*? (Tasistro, 2012), particularmente, la presencia de aluminio (Al*3) en la solucién del suelo
ocurre cuando el pH es menor de 5.3 (Espinosa y Molina, 1999). En conjunto, estos elementos
afectan los rendimientos de maiz lo que conlleva a elevadas aplicaciones de fertilizantes
nitrogenados Yy, por lo tanto, los costos de produccion (Pizafia et al., 2019). En el 2007 se
reportd que el 40% de la superficie de la regidon Frailesca afectada por la acidez provocé
pérdidas entre 800-1400 kg en el rendimiento de grano de maiz (Mendoza et al., 2007).

4.3.2 Clase textural

La textura franco-arenosa que presentan los tres sitios de estudio son tipicos de suelos
tropicales; sin embargo, entre mas arenoso sea un suelo menor sera su capacidad de retencion
de agua (Camas et al.,, 2012). La textura del suelo determina otras caracteristicas como
densidad aparente, espacio poroso, capacidad de retencion y humedad del suelo. En ese
sentido, las particulas de arcilla junto con el humus son los ingredientes activos del suelo, ya
gue forman el esqueleto del mismo. Los suelos que presentan las mejores condiciones tanto
fisicas como quimicas para un buen crecimiento, desarrollo y produccion de las plantas son
los de texturas mas finas (Ortiz y Ortiz, 1990). Ademas, si no realizan practicas de conservacion
del suelo para disminuir la degradacion, en poco tiempo el suelo perdera su capacidad
productiva (Martinez et al., 2019). Sin embargo, estas clases texturales tienen condiciones
apropiadas para el crecimiento del cultivo de maiz (L6pez et al., 2019).
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4.3.3 Densidad aparente

En el segundo muestreo de suelos, se presentdé un aumento de la densidad aparente (Da) en
los suelos testigo de los tres sistemas y un descenso en aquellos con aplicacion de MM en los
sistemas AG y CN. La Da oscilé entre 1.29 y 1.41 g cm3, estos resultados estan asociados a
los suelos franco arenosos, propios de los sitios de estudio.

Doran y Parkin (1994) mencionaron que la Da del suelo es un buen indicador de propiedades
importantes como la compactacion, porosidad, grado de aireacion y capacidad de infiltracion,
lo que condiciona la circulacion de agua y aire en el suelo, los procesos de establecimiento de
las plantas (emergencia, enraizamiento) y el manejo del suelo, caracteristicas que se deben
considerar para el establecimiento de cultivos basicos, como el maiz, frijol y calabaza en las
regiones tropicales (Aguilar, 1991). De acuerdo con Lopez et al. (2018), en funcion de la
interaccién entre la clase textural y la Da, la clase de compactacion de estos sitios es
considerada “sin problema” al presentar valores de Da <1.4 en suelos franco arenosos, es
decir, son apropiados para el crecimiento adecuado de las raices del cultivo.

Esta propiedad varia con la condicién estructural del suelo y puede ser afectada por el cambio
de uso de suelo, la maquinaria agricola, la compactacion por la ganaderia y el clima. Por
ejemplo, Lorofia et al. (2018) encontraron baja eficiencia de biorremedacion en suelos franco-
arenosos con el uso de microorganismos eficaces (EM) y encontraron que la remocién de
hidrocarburos fue menor con el aumento de la densidad aparente en diferentes tipos de uso
de suelo. El aumento de la densidad aparente se debe a la compactacion provocada por la
rotura de los agregados del suelo (Montagnini y Jordan, 2002). Asi mismo, Qin et al. (2004)
sefialaron que en suelos franco arenosos el sistema de labranza convencional permitié un
mayor desarrollo radicular en comparacion a una labranza minima y que con esta Ultima
practica la densidad aparente fue superior en la capa de 0-25 cm.

4.3.4 Materia organica

Segun las determinaciones de la NOM-021-SEMARNAT-2000, antes de la aplicacién de MM
en el sistema MX se encontrd un nivel bajo de materia organica y, posteriormente, aumentoé a
un nivel moderado, asi como para el caso del testigo. Martinez-Aguilar et al. (2020)
encontraron que los sistemas AG, CN y MX contienen en promedio 3.5%, 2.58% y 3.45% de
materia orgénica, respectivamente. Sin embargo, so6lo en el sistema MX se percibié un
aumento de 0.5% de materia organica después de la aplicacion de los MM, similar a lo
reportado por Campo-Martinez et al. (2014), quienes encontraron un aumento de la materia
organica con la aplicacion de MM al suelo en la produccion de acelga.

Un mecanismo por el cual los EM incrementan el crecimiento vegetal es a través del aumento
del porcentaje de la mineralizacion de la materia organica (Daly y Stewart, 1999; Pedraza et
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al., 2010). Esta dinamica de transformacion de la materia organica se traduce en una mayor o
menor disponibilidad de nutrientes y sustancias bioactivas para cubrir las necesidades del
cultivo (Labrador et al., 2002), y promueve la estabilizacion de los residuos recalcitrantes en
humus.

De acuerdo con Martinez-Aguilar et al. (2020) el manejo AG esta asociado con los acidos
hamicos que, al ser polimeros de estructura compleja, se relacionan con procesos de
degradacion y humificacion lentos. Incorporar el rastrojo de la cosecha anterior y mantener una
cubierta permanente en el suelo, como en los sistemas AG y MX, suministra la principal fuente
de carbono para los microorganismos que transforman la materia organica en elementos
solubles y sustancias humicas aprovechables para las plantas (Labrador et al., 2002), lo que
influye en el desarrollo vegetal y produccién de biomasa.

De acuerdo con lo reportado, después de la aplicacion de EM existe un incremento de
microorganismos del suelo que son benéficos para el crecimiento de las plantas y da lugar a
una mayor mineralizacion de la materia organica; la supresion de patdgenos del suelo, y el
incremento del rendimiento y calidad de los cultivos (Asia-Pacific Natural Agriculture Network,
1995; Pedraza et al., 2010). En cambio, la baja materia organica que presenté el sistema CN
puede estar relacionado con la aireacion del suelo y remocion de la fraccion organica derivados
del manejo agronémico, como el arado y la rastra, que permiten acelerar la descomposicion
de la materia organica por accién de los microorganismos (Primavesi, 1984; Ledn-Najera et
al., 2006).

Cabe destacar que en el sistema CN el primer muestreo se realiz6 antes de comenzar con la
preparacion del suelo y fue el Unico sistema donde se realizé una quema por lo que los niveles
de materia organica fueron mas bajos en el segundo muestreo. Estas practicas, incluyendo la
no incorporacion de otras fuente de materia organica, generan un reciclaje insuficiente de
residuos organicos, que ha traido como consecuencia, un deterioro progresivo del suelo que
evidencia una gestion insostenible de la tierra, en virtud que la MO se relaciona con todos los
aspectos del suelo, como estabilidad de la estructura, capacidad de retener agua, aireacion,
contenido y disponibilidad de nutrientes, pH, capacidad de intercambio catiénico (Benzing,
2001; Carter, 2002; Lopez et al., 2019).

El uso eficiente de los microorganismos involucra no soélo la cantidad de ellos presente en el
suelo, sino la participacién activa en la dinAmica de la transformacion de los elementos en
nutrientes necesarios para la funcionalidad del agroecosistema (Roling, 2007). La actividad
metabdlica depende, en parte, de la concentracién y disponibilidad de los compuestos a
utilizar, asi como de las condiciones de la rizésfera, determinada por las propiedades
fisicoquimicas y bioldgicas del suelo (Pedraza et al., 2010).
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4.3.5 Fésforo

Con base en la interpretacion de la NOM-021-SEMARNAT-2000, en el sistema AG los suelos
contienen niveles bajos de P, pero con la aplicacion de los MM se obtuvieron niveles altos con
un aumento de 380%. Por otro lado, en los sistemas CN y MX la disponibilidad de P disminuyo
en un 2-5%, pero en los suelos testigo se observdé una reduccion del 31% y 65%,
respectivamente. Chaudhary et al. (2021) encontraron un aumento en la disponibilidad de P
en la rizésfera de maiz bajo el efecto de Bacillus sp. como bioinoculante. Destaca que en el
sistema MX se encontr6 niveles altos de P excepto en el testigo correspondiente al segundo
muestreo. Similar a los reportado por Piyadasa et al. (1995), quienes indicaron un incremento
en las concentraciones de N y P como resultado de la aplicaciéon de EM en comparacion con
el testigo.

Lo anterior sugiere que la respuesta del P en el suelo a la aplicacion de los MM se puede
atribuir a la presencia de microorganismos solubilizadores de P en los consorcios microbianos;
o bien, la incorporacién de los MM y la interaccion con el suelo y demas microbiotas presentes,
favorecen la presencia y el aumento de los microorganismos solubilizadores de P, por lo que
el uso de los MM tiene un impacto positivo para el P biodisponible. Este elemento es uno de
los nutrientes indispensables para el buen desarrollo de los cultivos, sin embargo, sélo el 0.1%
del P en el suelo esta disponible para las plantas (Zhu et al., 2011).

Al respecto, Castro et al. (2015) observaron que el uso de activados liquidos de MM al suelo
incremento las concentraciones de P en la solucion del suelo. Por otro lado, los niveles altos
de P pueden favorecer la actividad de solubilizadores de P nativos de los suelos, como
Rhizobium y Agrobacterium (Paredes-Mendoza y Espinosa-Victoria, 2010). El mecanismo mas
comun entre los solubilizadores de fosfatos es la sintetizacion de acidos organicos y liberacion
de aniones y enzimas (Wan y Wong, 2004; Tarafdar y Taday, 2011).

4.3.6 Capacidad de intercambio catiénico

La capacidad de intercambio cationico (CIC) es baja para los tres sistemas de manejo, el valor
de 10 es el mas alto en el sistema CN. En este ultimo, hay una disminucién de CIC después
de la aplicacion de MM, similar a lo obtenido por Laruta y Fuentes (2021) en altas dosis de
concentracion de MM, lo que puede indicar un alto grado de mineralizacion de la MO y que los
cationes de cambio (Ca, Mg, Ky Na) fueron absorbidos por la planta, lixiviados o, en su defecto,
por los mismos microorganismos presentes en los MM para su nutricion. De acuerdo a Chilon
(2014), los valores de 10 - 12 meqg/100 g se encuentran dentro de un rango de calificacion
media. A su vez Diaz et al. (2009), obtuvieron similares resultados sobre la CIC al cuarto mes,
al evaluar la accion de los microorganismos eficientes en dosis de 5% de concentracion,
usando compost y mulch para la recuperacién de suelos en plantulas de acacia; sin embargo,
en la aplicacion de EM sin la combinacién de estos abonos no hubo aumento de CIC.
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Con esta propiedad quimica se puede inferir el tipo de arcilla presente (DOF, 2002) y depende
directamente de su complejo absorbente, como sustancias humicas y arcillas (Labrador et al.,
2002). Generalmente en los suelos tropicales, pobres en cationes, con lixiviacién fuerte y en
presencia de alta solubilidad de los silicatos e hidroxidos de Fe y Al, se forman caolinitas. En
suelos acidos, el débil reabastecimiento de la solucion de suelos arcillosos y arenosos con
nutrientes se debe al complejo de cambio reducido (Primavesi, 1984).

Esto provoca que los fertilizantes quimicos aplicados por el productor para aportar nutrientes
no sean eficientes puesto que no hay suficientes aniones para retener los cationes debido a la
lixiviaciobn predominante (Martinez-Aguilar et al., 2020). Por lo que recuperar la calidad del
suelo a través del ciclado de nutrientes mediante procesos biolégicos resulta importante en los
suelos tropicales, donde la mayoria de las veces solamente el 50% del fertilizante es
aprovechado por las plantas y el resto representa pérdidas econdmicas y contaminacion
ambiental (Saikia y Vanita, 2007).

4.3.7 Los cationes basicos (K, Ca, Mg)

Los tres sistemas de manejo son pobres en micronutrientes y deficientes en K (DOF, 2002).
Ning et al. (2017) reportaron que a mayor aplicacion de fertilizante quimico (NPK, 15:15:15)
disminuyo la disponibilidad de K en el suelo; sin embargo, con la combinacion de fertilizante
quimico y organico la pérdida de K es menor, lo cual es importante a considerar debido a que
este elemento, en el proceso de intercambio catiénico a nivel coloidal, es un activador de
enzimas y se ubica en el sexto lugar de importancia en la composicion de la materia seca en
maiz con 9.2 kg Mg (Morén et al., 1996; Martinez-Aguilar et al., 2020).

Destaca que la disponibilidad de Mg aument6 a un nivel alto después de la aplicacion de los
MM en el sistema AG y nivel medio en el sistema MX. Diaz et al. (2009) observaron que la
combinacion de EM con gallinaza aporta mayor contenido de Mg en el suelo, y por si solos no
funcionaron. Los niveles de Ca** alcanzaron niveles moderados en los tres sistemas; su
presencia puede aportar hasta 2.3 kg en una tonelada de biomasa seca de maiz (Alcantar et
al., 2016; Martinez-Aguilar et al., 2020). Debido a las caracteristicas de la arcilla caolinitica
caracteristica de los suelos acidos tropicales, la capacidad de intercambio catiénico, como K*,
Ca**, Mg*"y Na, es muy reducida (Primavesi, 1984). La abundancia de un solo elemento puede
influir en la de otros cationes por competencia de intercambio o absorcién catidnica de la
planta. Ademas, la aplicacién constante de fertilizantes nitrogenados influye en la disminucion
de los cationes basicos del suelo.

4.3.8 Nitrégeno

El N-NOs se refiere a la concentracion del N de los iones de NOgs™ presentes en la muestra. Se
encontré un incremento de esta concentracion en el suelo testigo del sistema AG. A pesar de
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gue puedan darse cambios en las cantidades de N a corto plazo, Hartemink (2003) considera
gue estos niveles deben ser continuos por al menos 10 afios para considerarse estables. Se
ha reportado que la aplicacion prolongada de enmiendas organicas puede mejorar la
disponibilidad de K, P extraible y contenido de carbono orgénico, pero resulta diferente para el
caso de N (Diacono y Montemurro, 2010). Ning et al. (2017) encontraron que la aplicacion de
un fertilizante quimico (nitrogenado) y organico no tuvieron efectos significativos sobre el N
disponible del suelo, pero redujo la disponibilidad de P y K, en comparacion con una aplicacion
100% de fertilizante quimico, esto se puede explicar con los bajos contenidos de nutrientes de
los MM.

Al respecto, Cristébal-Acevedo et al. (2011) encontraron, después de ocho ciclos de cultivo de
maiz, una mejora en la capa superficial del suelo (0-30 cm) en un sistema de manejo organico
donde las reservas de N total incrementaron 40%, de las cuales 95% corresponden a las
reservas de N inorganico. En este mismo estudio, el sistema con manejo CN presentd una
mayor disponibilidad de NOs, amonio (NH4) y N mineral a una profundidad de 0-30 cm en el
mismo periodo. Otras investigaciones sefialan que el aporte de N a través de los residuos de
cosechay su incorporacion en el suelo dentro del manejo organico puede reflejarse en 4 afos,
con menor acumulacién de NOs y bajas pérdidas por lixiviacién (Stopes et al., 2002; Miller et
al., 2008); esto ultimo debido a que, aunque los NOs son una de las formas disponibles para
las plantas junto con el NHas, pueden ser facilmente lixiviados por escorrentias lo que tiene
efectos negativos en los mantos acuiferos, como la eutrofizacion (Velazco et al., 2009).

Las concentraciones en el suelo de N dependen de la actividad biologica por lo que pueden
variar con los cambios de humedad y temperatura. Las diferencias en la humedad y la
vegetacion por cambios en los patrones de precipitacion pueden dar lugar a resultados
contrastantes con respecto a las respuestas de las comunidades microbianas (Jansson y
Hofmockel, 2020).

En el escenario del cambio climético, se prevé que se produzcan mayores precipitaciones
intensas en las regiones tropicales humedas (IPCC®, 2015). A medida que aumenta la
humedad del suelo, los poros del suelo comienzan a llenarse de agua y condiciones
anaerobicas, lo que genera condiciones propicias para la metanogénesis y la desnitrificacion,
y la potencial liberacién de metano (CHa) y 6xido nitroso (N20), ambos potentes GEI (Jansson
y Hofmockel, 2020). Recientemente, se ha descubierto que algunos microorganismos pueden
oxidar amoniaco (NH3) a NOs sin la generaciéon de N2O como subproducto (Xia et al., 2018).
Por lo anterior, resulta un reto importante entender los procesos metabdlicos microbianos para

5 Intergovernmental Panel on Climate Change
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el manejo de las emisiones de GEI debido a la complejidad de estas comunidades dentro de
las variaciones del suelo y el impacto del cambio climético.

4.4 Crecimiento y desarrollo vegetativo

4.4.1 Altura de planta

Se encontraron diferencias estadisticas significativas sobre la variable altura de planta (Cuadro
6) en el sistema AG, alos 35y 60 DDS, y en el CN a los 90 DDS por efecto del tratamiento
MMs. Estas medidas son comparables con lo reportado por Afanador-Barajas et al. (2021)
guienes obtuvieron una altura de planta de 38.2 cm a los 44 dds con la aplicacion de un
consorcio con bacterias acido lacticas en un campo de México con el hibrido Eagle® 215w.
Por otro lado, Martinez et al. (2018) reportaron una altura de planta que oscil6 entre 190 a 232
cm en la Frailesca bajo un sistema CN. Este efecto se puede atribuir a la presencia de
lactobacilos en los consorcios, estos pueden estimular el crecimiento de la planta al producir
fitohormonas, como auxinas y citoquinas, que pueden estimular el elongamiento del tallo
(Gonzélez y Fuentes, 2017).

4.4.2 Didmetro de tallo

El sistema AG obtuvo mejor respuesta ante el efecto de los tratamientos; se encontraron
diferencias estadisticas significativas durante las tres mediciones y destaco el consorcio MM3
con los valores mas altos de diametro de tallo (Cuadro 7). Esto se puede explicar por un posible
incremento de actividad bioldgica del suelo lo cual incide en un mayor contenido de materia
organica y de absorcion de nutrientes (Nafiez, 2000), lo que coincide con Lépez et al. (2008)
quienes evaluaron el efecto de cepas fijadoras de nitrégeno (N2) y solubilizadoras de P sobre
el crecimiento de maiz y encontraron valores entre 1.99 y 2.08 cm a los 60 dds. Esto indica
gue los valores reportados entre los consorcios son 6ptimos en los tres sistemas.

4.4.3 Area foliar

En el Cuadro 8 se observa que los tratamientos fueron estadisticamente significativos,
particularmente, en los sistemas AG y CN. Nuevamente, MM3 sobresale entre los consorcios;
sin embargo, existe una amplia brecha comparado con los valores del T en los tres sistemas
de maiz. Esto puede ser debido a las diferencias entre densidad de siembra ya que la evolucion
del indice del area foliar (IAF) es la que define la dindmica de intercepcién de radiacién solar
por el cultivo. De existir variaciones del IAF se puede influir sobre la tasa de aparicion y el
tamafo de las hojas. Ademas, la tasa de expansiéon de las hojas depende sustancialmente de
los nutrientes disponibles para la planta y del recurso hidrico (Martinez, 2015). Por otro lado,
bajo la inoculacion de la bacteria endofita Acetobacter diazotrophicus se reportaron efectos
benéficos sobre indicadores de crecimiento y desarrollo de plantas en malanga y yuca (Dibut
et al., 2009).
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Cuadro 6. Altura (cm) de la planta de maiz

35DDS 60 DDS 90 DDS
Tratamiento , .
Media EE Media EE Media (cm) EE
(cm) (cm)
MM 26.96 b 1.341 57.13b 3.065 21412 11.85
MM2  26.86b 1.341 58.90 b 3.065 22475 11.85
AG
MM;  32.72a 1.341 72.60 a 3.065 229.50 11.85
T 29.43 ab 1.341 67.73 a 3.065 220.75 11.85
Significancia 0.00671 0.00098 NS
MM 28.96 2.36 99.50 b 7.46 292.5 12.83
MM; 26.89 2.36 94.68 b 7.46 267.5 12.83
CN
MM; 29.43 2.36 96.44 b 7.46 282.7 12.83
T 33.16 2.36 124.352a 7.46 303.2 12.83
Significancia NS 0.06272 NS

MM 24.99b 2.62 65.70 be 477 213.63b 9.88

MM2 2438 D 2.62 62.58 be 477 22313 b 9.88
MX
MMs  28.80b 2.62 79.38 b 477 256.63 a 9.88
T 39.73 a 2.62 12460 a 477 282.00 a 9.88
Significancia 0.00997 0.00002 0.00305

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (Duncan, p < 0.05). NS = No significativo.
EE = error estandar. AG = agroecoldgico; CN = convencional; MX = mixto. DDS = Dias después de siembra. MM1
= La Frailescana; MM2 = REBISE; MM3 = Nambiyugu4; T = testigo.
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Cuadro 7.Diametro de tallo (cm) de la planta de maiz

15 DDS 35 DDS 60 DDS
Tratamiento
Media (cm) EE Media (cm) EE Media (cm) EE
MM; 111 ab 0.040 1.72b 0.048 1.89b 0.053
MM 1.03b 0.040 1.76 b 0.048 1.99 ab 0.053
AG
MM 120 a 0.040 1.82 ab 0.048 2.03 ab 0.053
T 1.07b 0.040 195a 0.048 2.08a 0.053
Significancia 0.02809 0.00645 0.07713
MM; 0.59 0.05 2.01 0.10 240 0.08
MM 0.63 0.05 2.03 0.10 2.45 0.08
CN
MM 0.71 0.05 212 0.10 2.50 0.08
T 0.73 0.05 2.25 0.10 2.60 0.08
Significancia NS NS NS
MM; 1.07 0.13 1.84b 0.14 1.88 0.27
MM 1.17 0.13 1.62b 0.14 247 0.27
MX
MM 1.22 0.13 1.79b 0.14 1.89 0.27
T 1.52 0.13 2.35a 0.14 249 0.27
Significancia NS 0.02284 NS

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (Duncan, p < 0.05). NS = No significativo;
EE = error estandar; AG = agroecolégico; CN = convencional; MX = mixto; DDS = dias después de siembra; MM
= La Frailescana; MMz = REBISE; MMz = Nambiyugu4; T = testigo.

39



Cuadro 8. Area foliar (cm?) de la planta de maiz

15 DDS 35DDS 60 DDS
Tratamient
R T Weda . Meda . Meda e
(cm?) (cm?) (cm?)
MM 84.32 a 3.625 17546b  10.045  265.48c 11.154
MM 67.47b 3.625 178.57b  10.045  289.95bc 11.154
AG
MM3 73.31b 3.625 226.77a  10.045 313.01ab 11.154
T 7144 Db 3.625 190.74b  10.045  33440a 11.154
Significancia 0.00942 0.00131 0.00017
MM 27.21 ab 1.13 179.54 b 9.05 531.96 ab 14.53
MM 24.34b 1.19 181.60 b 9.55 514.31 ab 15.34
CN
MM3 26.67 ab 1.13 193.60 ab 9.05 502.93 b 14.53
T 30.35a 1.14 21414 a 9.16 560.32 a 14.72
Significancia 0.00475 0.03334 0.03764
MM 92.92b 5.01 192.73 9.68 297.71 15.90
MM 82.85b 5.01 195.90 9.68 290.40 15.90
MX
MM3 117.05a 5.01 240.10 9.68 326.77 15.90
T 93.42b 5.01 320.87 9.68 481.57 15.90
Significancia 0.00003 NS NS

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (Duncan, p < 0.05). NS = No significativo;
EE = error estandar; AG = agroecoldgico; CN = convencional; MX = mixto; DDS = dias después de siembra; MM1

= La Frailescana; MMz = REBISE; MMz = Nambiyugua; T = testigo.
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4.5 Componentes de biomasa

45.1 Biomasa fresca

En el Cuadro 9 se presentan diferencias significativas para los sistemas CN y MX con los
valores mas altos en el T, particularmente, en el peso fresco de tallo por efecto de los
consorcios MM1y MMs. Un potencial incremento en el desarrollo de la planta puede ser debido
a la actividad de los microorganismos que se aplicaron y la combinacion de los nutrientes
presentes en los biofertilizantes (Afanador-Barajas et al., 2021). De acuerdo a Javaid y Bajwa
(2011) quienes reportaron que el desarrollo de biomasa de una leguminosa fue 70 y 50% mayor
en las etapas de floracion y madurez, respectivamente, con el uso de EM.

Sin embargo, las caracteristicas fisicoquimicas de los biofertilizantes (Cuadro 4) indican bajo
contenido en nutrientes por lo que no se puede atribuir los efectos positivos a un suministro
adecuado de nutrientes a la planta por parte de los MM. Lo anterior sugiere considerar futuras
investigaciones en la evaluacion de la respuesta del maiz al contenido de nutrientes de la
planta, como en otros estudios (Das et al., 2007) e, incluso, el analisis de antagonismos entre
microorganismos para determinar si alguno puede presentar inhibicion dentro de los
CONSOrcios.

La importancia de esta variable radica en el aprovechamiento de los productores para su uso
potencial en alimentacion para el ganado; Cusicanqui y Lauer (1999) mencionaron que el
rendimiento de forraje de maiz depende de los genotipos y densidad de poblacién; aunque al
aumentar esta ultima disminuyen la digestibilidad y la cantidad de proteina (Ayvar et al., 2020).

Incrementar las densidades de siembra o una distribucion espacial uniforme puede permitir
gue los cultivos tengan una cobertura del entresurco en menor tiempo, por lo que habra mayor
intercepcién de la radiacién solar, por lo tanto, mayor produccion de biomasa, mientras no haya
limitacion nutricional o hidrica (Martinez, 2015).

En la Figura 9 se ilustra el peso total de biomasa fresca, sin embargo, no se encontraron

diferencias estadisticas significativas entre los consorcios, pero hay una tendencia que indica
gue se obtuvo mayor peso con el tratamiento MMs.
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Cuadro 9.Peso de biomasa fresca a los 90 dias después de siembra

Hojas (g) Tallo (g) Mazorca (g) Raiz (g)
Tratamiento
Media EE Media EE Media EE Media EE
MM1 93.25 8.69 222.87 18.13 200.12 23.18 89.37 17.97
MMz 88.00 8.69 167.87 18.13 158.62 23.18 66.62 17.97
A
G
MMs 99.50 8.69 223.12 18.13 214.37 23.18 90. 43 17.97
T 89.87 8.69 187.62 18.13 194.87 23.18 77.75 17.97
Significancia NS NS NS NS
MM 138.38 12.06 418.50ab 32.71 327.63 37.82 154.38 63
c MMz 124 12.06 295.75b 32,71 286.50 37.82 74.13 63
N
MMs3 135.63 12.06 364.25ab 32.71 252.38 37.82 232.50 63
T 162.38 12.06 433.25a 3271 382.13 37.82 227.13 63
Significancia NS 0.05789 NS NS
MM 90.88b  13.23 232.38ab 37.37 201.88 44.7 78.1b 23.15
MM2 75.88b  13.23 171.88b 37.37 212.00 447 72.8b 23.15
M
X
MMs3 114.38b 13.23 228.38ab 37.37 24750 447 102.8ab 23.15
T 172.63a 13.23 353.13a  37.37 340.25 447 171.00a 23.15
Significancia 0.00284 0.04156 NS 0.05198

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (Duncan, p < 0.05). NS = No significativo;
EE = error estandar; AG = agroecoldgico; CN = convencional; MX = mixto; DDS = dias después de siembra; MM1
= La Frailescana; MMz = REBISE; MMz = Nambiyugu4; T = testigo.
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Tratamientos; Medias de cuadrados minimos
Wilks lambda=.05894, F(9, 17.187)=4.2022, p=00517
Barras verticales denotan intervalos de confianza de 0.95
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Figura 11. Peso total de biomasa fresca (BF) en los diferentes sistemas de manejo (AG =

agroecologico; CN = convencional; MX = mixto)

452 Biomasa seca

En el sistema AG la biomasa seca (Cuadro 10) no presenté diferencias significativas entre
tratamientos, sin embargo, se observo una tendencia que el tratamiento MMs aporté una mayor
cantidad de biomasa seca de follaje y raiz. En el sistema CN el tratamiento MMz fue altamente
significativo respecto al peso de hojas, tallo y mazorca, seguido del tratamiento MMs en peso
de hojas y tallo. Pérez-Luna et al. (2012) encontraron resultados similares en maiz amarillo
con la aplicacién de Humus y Azospirillum en Teopisca, Chiapas.

El maiz tiene una alta capacidad en produccion de biomasa y elevado indice de cosecha;
alrededor de la mitad de su peso seco en biomasa aérea corresponde a érganos reproductivos.
Esto se debe a una elevada tasa fotosintética y a una adecuada estructura del cultivo
(Martinez, 2015).
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Cuadro 10. Peso de biomasa seca a los 90 dias después de siembra

Hojas (g) Tallo (g) Mazorca () Raiz (g)
Tratamiento

Media EE Media EE Media EE Media EE

MM 2645  2.65 55.51 510 8942 17147  34.07 7.80

MM; 23.75  2.65 39.79 510 7122 1747 24.62 7.80

" MM 27.36  2.65 50.38 510 10041 1717  34.01 7.80
T 23.63 265 4343 510 9645 1717 2384  7.80
Significancia NS NS NS NS
MMi  47.95a 255 112 a 958 195.71a 2159 8595 1347
MM,  37.96b 255 7214b 958 12584b 2159 3595 1347
. MMs  4148ab 255 96.25ab 9.58 99.95b 2159 6209 1347
T 4831a 255 103.59ab 9.58 19849a 2159 8160 1347
Significancia 0.04762 0.07629 0.02212 NS
MMy 26.10b 330 51.17b 292 8998c 504 2942b 944
MMz  17.72b 330 4342b 292 59.36d 504 2356b 944
" MM;  2811b 330 4825b 292 10954b 504 37.85b 944
T 40a 30 7485a 292 130.32a 504 7343a 944
Significancia 0.00731 0.00015 0.00002 0.01899

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (Duncan, p < 0.05). NS = No significativo;
EE = error estandar; AG = agroecolégico; CN = convencional; MX = mixto; DDS = dias después de siembra; MM1
= La Frailescana; MMz = REBISE; MMz = Nambiyugua; T = testigo.
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En la Figura 10 se observa un mayor volumen de peso total de biomasa seca en el sistema
CN, donde el consorcio MM1 sobresalié con una diferencia estadistica significativa, aun por
encima del T.

Tratamientos; Medias de minimos cuadrados
Wilks lambda=.01065, F(S, 17.187)=10.437. p=.00002

Barras verticales denotan intervalos de confianza de 0.95
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Tratamientos == BS_MX

Figura 12. Peso total de biomasa seca (BS) en los diferentes sistemas de manejo (AG =
agroecologico; CN = convencional; MX = mixto)

Con base en los resultados del analisis de secuenciacion, se sabe que en la estructura de la
comunidad bacteriana en los biofertilizantes predominaron diferentes géneros tal como
Lactobacillus y Acetobacter. Se ha documentado la capacidad de ambos géneros para
estimular el crecimiento vegetal en gramineas, frutales y hortalizas (Dibut et al., 2009; Jogaiah
et a., 2010; Prabudoss, 2011); ademas, las BAL tienen un amplio espectro para producir acido
indol-3-acético (IAA) (Mohite, 2013; Lamont et al., 2017). Javaid (2011) aplicé un biofertilizante
con BAL, a un suelo con enmienda de estiércol de corral, que mejoré el crecimiento de raices
y la biomasa aérea en arroz (Oriza sativa L.). Varios autores reportaron que la aplicacion de
Lactobacillus plantarum increment6 el largo de las raices y la altura de la planta como el
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Lycopersicon esculentum (Limanska et al., 2013) e indujo la germinacién de cereales y el
crecimiento vegetal (Quattrini et al., 2018).

Es dificil apuntar a un factor en especifico que pueda estimular el crecimiento de la planta
cuando un biofertilizante se aplica al suelo. Por ejemplo, aunque se ha demostrado que
Lactobacillus es un bioestimulante para el desarrollo vegetativo sus mecanismos permanecen
inciertos (Lamont et al., 2017). De un cultivo de estas BAL sélo algunas tienen propiedades
para mejorar los cultivos (Lutz et al., 2012) y en la misma planta se pueden producir cambios
morfolégicos diferentes (Rzhevskaya et al., 2014).

El éxito de los biofertilizantes en diferentes agroecosistemas puede estar influenciado de
diferentes factores, como los que se estudian en esta investigacion, ademas de otros como la
composicién de exudados de raices, la microbiota nativa, las condiciones climaticas, etc.
(Santos y Parra, 2020). Para los productores, la produccion de biomasa seca es importante
porque representa un insumo que se puede producir dentro de la parcela y un porcentaje puede
ser utilizado como alimento para el ganado, con contenidos reducidos de aceites y proteina y
un alto porcentaje de carbono que lo hace mas econémico en cuanto a la energia necesaria
para producir su materia seca, en comparacion con otros cultivos como la soya o el girasol
(Martinez, 2015). El resto de los residuos de cosecha puede ser incorporado al suelo como un
aportador de carbono por excelencia, al tiempo que protege al suelo de la erosion e incrementa
la actividad bioldgica.

Tanto la biomasa total fresca como la seca, ofrecen una tendencia de los resultados que los
productores pueden obtener en el rendimiento final del maiz, tal es el caso de los tratamientos
MM1y MMs que demostraron mejores efectos sobre la produccion de biomasa en el cultivo.

4.6 Rendimiento de grano

La Frailesca destaca con un rendimiento promedio de 3.44 t hal, por encima de la media
estatal de 1.66 t hat. En el Cuadro 11 se observan rendimientos superiores a la media regional
y estatal. La fertilizacién quimica aporta los requerimientos nutricionales necesarios de N para
la planta, por lo tanto, el tratamiento testigo obtuvo mayores rendimientos dentro de los tres
sistemas de manejo y fue estadisticamente diferente en los sistemas AG y MX. Martinez et al.
(2018) encontraron rendimientos de 5.9 t ha con una combinacién de fertilizacién quimica y
biofertilizacion de Azospirillum brasilense.

Sin embargo, entre los consorcios, hay una tendencia que indica que MM1 y MMs tienen
mejores efectos sobre el cultivo, particularmente, en el sistema AG. Este efecto puede
atribuirse a un mayor crecimiento de las raices y a una mayor produccion de biomasa aérea
por la estimulacién de los microorganismos benéficos, de acuerdo con los resultados obtenidos
en esta investigacion. Para futuras investigaciones, se puede sugerir el uso de los MM en

46



combinaciéon con abonos organicos, por ejemplo, Khalig et al. (2006) encontraron un
incremento en el rendimiento del algodon en un 23% en comparacion con tratamientos con
abonos sin EM.

Cuadro 11. Rendimiento del cultivo de maiz (t hal)
Tratamient Sistema AG Sistema CN Sistema MX
aamene T Media  EE Media EE Media EE
MM 8.69 ab 0.83 1.47 0.43 8.15Db 0.27
MM 8.54 b 0.83 7.21 0.43 717¢c 0.27
MM3 9.06 ab 0.83 8.26 0.43 7.99 be 0.27
T 9.78a 0.83 8.07 0.43 998 a 0.27
Significancia 0.10979 NS 0.00031

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (Duncan, p < 0.05). NS = No significativo;
EE = error estandar; AG = agroecolégico; CN = convencional; MX = mixto; DDS = dias después de siembra; MM1
= La Frailescana; MM2 = REBISE; MM3s = Nambiyugua; T = testigo.

Varios estudios demuestran que el uso de consorcios microbianos permite incrementar el
rendimiento de grano. Al respecto, Caballero-Medano (2014) encontré un aumento entre 5 —
30% y, en promedio, para México un incremento de 26% bajo diferentes tipos de suelo, clima
y variedad de cultivo. Asi también, se ha encontrado que la inoculacion al suelo y foliar de
Acetobacter diazotrophus en cultivos de camote logré un incremento de 48-51% en el
rendimiento agricola (Dubati et al., 2009).

Cabe mencionar que la estructura de las comunidades microbianas de los MM es similar a los

EM comerciales, los cuales tienen potencial para mejorar la productividad de los cultivos. Hu y

Qi (2013) reportaron que los rendimientos de trigo en parcelas bajo el efecto de EM fueron de

3.9% y 14.04% mayores que en parcelas tratadas con composta y fertilizantes de N y P,

respectivamente; y sugieren que la aplicacion a largo plazo de estos microorganismos puede
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inferir en la estructura de las comunidades de los nematodos, cuyo aumento de poblacion en
el suelo se correlaciona con el rendimiento de granos y la produccion de biomasa. Otros
estudios han reportado que el uso de EM mejoraron el rendimiento de cultivos, hasta 29% en
cebolla, 31% en frijoles y 23% en maiz (Daly y Stewart, 1999).

4.7 Reflexiones finales

De acuerdo a los resultados de la investigacion se observaron diferentes respuestas sobre el
suelo y el maiz entre los diferentes tipos de agroecosistemas. Es muy dificil predecir el
comportamiento de una especie en particular y que incluso se vuelva predominante en un
ambiente altamente competitivo como el suelo, las condiciones del ambiente son factores que
determinan la dinamica de los ecosistemas hacia un equilibrio ecolégico.

Dentro de los tratamientos, MM1 y MM3s presentaron mejores efectos sobre el rendimiento final
del maiz en los sistemas AG y MX; sin embargo, sobresalieron los valores en el testigo. Esto
puede estar relacionado a una mayor capacidad de adaptacién de las estructuras microbianas
en suelos con mayor cantidad de materia organica, donde se propicia la liberacion de
secreciones bacterianas, micelios y actividad enzimatica microbiana para la formacién de
agregados en el suelo; y que, a su vez, contribuye a una microbiota saludable, la cual es vital
para que sucedan los procesos biogeoquimicos, como la formacion de suelo, la fertilidad del
suelo y el almacenamiento de carbono (Bardgett y van der Putten, 2014). Sin embargo, la
conversion de sistemas de produccién con manejo convencional a agroecolégico requiere de
la diversificacién de especies y el manejo organico del suelo (Altieri y Nicholls, 2007).

Por ello, resulta indispensable implementar practicas de manejo agroecolbgicas, como la
rotacién de gramineas con leguminosas, que garanticen un balance positivo de nutrientes y el
uso eficiente de los recursos del sistema suelo-planta, disminuyendo la degradacion de la
materia organica (Grandy et al., 2006; Sisti et al., 2004). Por ejemplo, mantener una cubierta
de materia organica sobre el suelo, como la practica de incorporacion de rastrojo, provee la
principal fuente de carbono Iabil de la cual los microorganismos obtienen la mayor parte de su
energia (Pedraza et al., 2010). Asi como los disefios espaciales y temporales que promuevan
las sinergias entre la biodiversidad arriba y debajo del suelo (Altieri y Nicholls, 2007).

En este sentido, combinar abonos organicos con MM puede acelerar la asimilacién de
nutrientes desde las raices. A largo plazo, los procesos microbianos pueden contribuir a
mejorar la calidad del suelo que, ademas de sostener la productividad agricola y prevenir la
contaminacion del agua y el aire, podria presentar valores superiores a los encontrados en el
testigo donde hubo aplicacion de fertilizantes y abonos organicos, como en el caso del sistema
AG.
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Por ejemplo, Prabudoss (2011) reportd que al combinar la fertilizacion quimica (NPK) con la
inoculacién de Acetobacter (Gluconacetobacter diazotrophicus) aumento significativamente los
parametros de crecimiento y rendimiento en gramineas, como la cafia de azlcar y otros
cultivos ricos en azucares. Con base en lo anterior, es posible reducir la aplicacién entre un
25-50% de fertilizantes quimicos, asi como la reduccion de costos de produccion que conlleva
su utilizacion.

Una vez que se elimine progresivamente la utilizacion de insumos quimicos y se sustituyan por
alternativas ecoldgicas y estrategias de manejo integral de los componentes del ecosistema,
se puede avanzar al redisefio de los agroecosistemas (Gliessman, 1998) de tal forma que el
reciclaje de energia se mueva dentro del sistema dejando a un lado el modo de produccion
agroextractivista, centrada en el productivismo. Si bien, los resultados obtenidos con la
aplicacion de los tratamientos no demuestran ser contundentes, es ampliamente
recomendable continuar con evaluaciones posteriores en el uso de MM en el cultivo de maiz.

También se pueden considerar otros estudios, como los de Castro-Barquero y Gonzélez-
Acufa (2021) quienes evaluaron los factores clave que afectan la calidad de la fase liquida de
MM, tales como el tiempo de activacion, aireacion, presencia de nutrientes, entre otros. Esto
con el fin de optimizar la calidad de los consorcios microbianos y adecuar las proporciones
mas eficientes para un mejor aprovechamiento de los mismos.
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5. CONCLUSIONES

Dentro de los biofertilizantes de MM se encontré bacterias del género Acetobacter y
Lentilactobacillus que pueden estar asociadas a efectos positivos sobre el desarrollo del cultivo
de maiz y el rendimiento agricola.

Los MM aplicados al suelo no presentaron mejoras significativas sobre las propiedades
fisicoquimicas en un ciclo de cultivo. Es necesario evaluar el efecto sobre el suelo en un
periodo de tiempo mayor a cinco afos para observar una tendencia en el comportamiento de
los MM sobre el suelo.

Los consorcios microbianos mejoraron el crecimiento y la produccion de biomasa del cultivo
de maiz, de los cuales MMi1 y MMs fueron los que obtuvieron los mayores efectos
estadisticamente significativos entre los tratamientos, los cuales podrian adaptarse mejor a las
condiciones de los sistemas de cultivo o compartir caracteristicas similares con las poblaciones
presentes en estos sistemas.
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7. ANEXOS

7.1 Entrevistas semiestructuradas a productores

Sistemas de produccion de maiz en la Region Frailesca, Chiapas

l. Datos Generales
Municipio:
Ejido:
Direccion:

Nombre del productor/a:
Edad:

1. Nivel de escolaridad alcanzado:
1) Primaria
2) Secundaria
3) Preparatoria
4) Licenciatura
5) Maestria

Il. Caracteristicas y evolucién del sistema de produccién de maiz
2. Tipo de tenencia

1) Ejidal

2) Comunal

3) Pequeiia propiedad
4) Rentada

5) Otro

3. Superficie dedicada a la ganaderia (ha):
De esta dedica a:

1) Potreros o agostaderos (ha)

2) Corraletas por numero de vacas (m?2)

3) Otros (ha):

4. Superficie dedicada al monte (forestal) (ha):

5. Superficie dedicada a la agricultura

1) Maiz
2) Frijol
3) Otros
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6. ¢Cuantos afnos lleva sembrando maiz?

7. ¢Qué superficie ha sembrado de maiz en los ultimos 5 afios (ha)?
2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019

8. ¢Qué produccion ha logrado de maiz en los ultimos 5 afios (toneladas)?

2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019

9. ¢Qué tipo de semilla usa para sembrar maiz?

1) Criolla: ¢,Cuales variedades?:

2) Mejorada: ¢, Cuales variedades?:

10.¢,Cbmo realiza la siembra?
1) Manual
2) Mecanizada

11.Desde que siembra maiz, ¢ha usado la misma técnica para sembrarlo?
1) Si
2) No. ¢En qué cambid?

12.¢Qué técnica realiza para sembrar el maiz?
1) Espeque

2) Mecanizada

3) Traccién animal

13.La pendiente de su parcela es:
1) Ladera

2) Llana

3) Mixta

Informacidn general de la produccidn agricola

14. ¢ Qué productos obtiene de su cultivo y qué uso le da?
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¢ CUANTO OBTIENE? | ¢QUE HACE CON SU PRODUCTO?
PRODUCTOS
Tha | Costesita | Y0 | vena | Comustble | Moldo para mento | Agrutura e
Grano
Elote
Rastrojo
Olote

15.¢A quién vende y a qué precio?

¢A QUIEN VENDE?
PRODUCTO CANTIDAD | PRECIO DE VENTA

Con unvecino | Con intermediario | Con productor
(comercializador) | ganadero
Grano $
Elote $
Rastrojo $
Olote $

16.¢Qué uso le da al grano de maiz?

USOS CANTIDAD PRECIO DE PRECIO DE OTROS USOS
COMPRA VENTA

Alimento familiar

Alimentaciéon de animales

Subproductos que elabora
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17.¢Cudl es su sistema de produccion y cdmo es el manejo?

SISTEMA DE
PRODUCCION

Manejo

Epoca de
siembra

Forma de siembra

Orografia del terreno

Espeque

Mecanizada

Traccidon

. Plano
animal

Ladera

Ladera
y plano

Preparacidén
de suelo

Fecha
de
siembra

Agroecoldgico

Riego

Temporal

Humedad
residual

Convencional

Riego

Temporal

Humedad
residual

Mixto

Riego

Temporal

Humedad
residual




18. ¢Qué actividades del cultivo de maiz hace y en que fechas lo realiza?

ACTIVIDADES E F M A M J J A S

Ronda (guarda raya)

Quema

Rastreo con residuos de
cosecha anterior

Rastreo sin residuos de
cosecha anterior (AC)

Chaporreo

Adquisicién de semillas
(criolla/ mejorada)

Aradura

Riegos

Siembra y surcado

Control de malezas

12 fertilizacion

Control de plagas

22 Fertilizacion

Cosecha

Empacado del rastrojo
Pastoreo Propio
sobre

rastrojo: Venta
Alimentacion Pacas
con: Olote
Desgrane

Acarreo de grano

Venta de grano

Colecta del Propio
olote para

Venta
uso:




19.¢Cbomo realiza cada una de las actividades de su cultivo de maiz?

DESCRIPCION DE ACTIVIDADES — CULTIVO DE MAIZ

ACTIVIDADES

FORMA DE HACERLO

Ronda (guarda raya)

Quema

Rastreo con residuos de
cosecha anterior

Rastreo sin residuos de
cosecha anterior (AC)

Chaporreo

Adquisicion de semillas
(criolla/ mejorada)

Aradura

ACTIVIDADES

FORMA DE HACERLO

Riegos

Siembra y surcado

Control de malezas

1° Fertilizacidn

Control de plagas

2° Fertilizacion

Cosecha

ACTIVIDADES FORMA DE HACERLO
Empacado

Pastoreo sobre | Propio

rastrojo Venta

Alimentacion Pacas

con: Olote

Desgrane

Acarreo de grano

Venta de grano

Colecta del Uso propio

olote para: Venta




20. ¢ Cual es el costo de produccion de su cultivo de maiz?

COSTOS
MATERIALES E INSUMOS MANO DE OBRA (jornal)
ACTIVIDAD CONCEPTO
UNIDAD COSTO COSTO GRANTOTAL
CANTIDAD SUBTOTAL CANT SUBTOTAL
MEDIDA UNITARIO UNITARIO
Ronda (guarda raya)
Quema
Rastreo con residuos
de cosecha anterior
Rastreo sin residuos
de cosecha anterior
Chaporreo
Adquisicion de
semillas
Aradura
Riegos
COSTOS
ACTIVIDAD CONCEPTO MATERIALES E INSUMOS MANO DE OBRA (jornal)
GRAN TOTAL
COSTO COSTO
UNIDAD MEDIDA CANT SUBTOTAL CANT SUBTOTAL
UNITARIO UNITARIO

Siembra y surcado

Control de malezas

1° Fertilizacion

Control de plagas

2° Fertilizacion

Cosecha

Empacado




21. ¢ Utiliza algun tipo de tecnologia o practica agroecoldgica para conservar el
suelo?
1) Si
2) No

22.Si la respuesta anterior es si, ¢ qué préactica utiliza?
1) Labranza cero

2) Labranza minima

3) Labranza tradicional

4) Rotacion de cultivos

5) Incorporacion de rastrojo o residuos de cultivos

6) Cultivos de cobertura

7) Abonos organicos

8) Microorganismos benéficos (biofertilizantes)

9) Agroforesteria
10)Otra (s), ¢ cuales?

23. ¢ Ha elaborado su propio abono organico?
1) Si
2) No

24.Si la respuesta anterior es si, ¢donde aprendi6 a elaborarlo?
1) Me ensefaron los técnicos

2) En mi parcela

3) En la parcela de otro productor

4) Otro:

25. ¢, Sobre qué aspectos considera que impacta mas el utilizar un abono
organico?

1) Produccién

2) Rendimiento

3) Conservacion del suelo

4) Ingresos econdmicos

5) Otro

26. ¢ En qué sentido considera que el uso de abonos organicos cambiaria la
forma de cultivar el maiz?

27.Mencione algunas practicas que usted considere innovadora en su sistema
de producciéon de maiz




