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Resumen

Los agroecosistemas son nichos humanos en constante evolucion que muchas veces no se
manejan de la manera adecuada, dando como resultado problemas ambientales que necesitan
abordarse con cautela y conocimiento. Muchos sistemas agricolas presentan perturbaciones
en los suelos que derivan en poca fertilidad, baja actividad de microorganismos benéficos y
alteraciones de los ciclos biogeoquimicos. Una de las soluciones planteadas para que los
agricultores puedan atender estos problemas del suelo en sus parcelas es integrar en el manejo
consorcios de microorganismos benéficos Ilamados también fertilizantes bioldgicos,
microorganismos eficientes 0 microorganismos de montafia. Durante décadas se ha buscado
popularizar estos cultivos microbianos sin mucho éxito, especialmente por la dificultad que

representa obtener los resultados deseados en los cultivos.

Debido a la dificultad que representa el estudio de los microorganismos derivada,
principalmente, de su naturaleza, es pertinente realizar investigaciones en distintas
condiciones (controladas y no controladas) y con diversos cultivos agricolas para poder

validar si estos consorcios preparados de forma casera funcionan y son seguros para usarse.

Este proyecto estuvo encaminado a responder la siguiente pregunta de investigacion.
¢Cudles son los efectos de los microorganismos de montafia en el crecimiento del maiz
durante su etapa vegetativa involucrando diferentes practicas de fertilizacion en condiciones

de invernadero?

Los resultados obtenidos mostraron que la aplicacién directa de los indculos de
microorganismos no beneficid el crecimiento de las plantas en su etapa vegetativa y
mostraron consecuencias negativas que se observaron en la apariencia del maiz a lo largo de
la etapa experimental. Los resultados también resaltaron los beneficios que proporciona el
estiércol de vaca, ya que por su aporte de materia organica, nutrientes y microbiota benefica,
amortiguo ligeramente los efectos negativos en algunos tratamientos con microorganismos

de montafia y microorganismos de parcela.



Abstract

Agroecosystems represent human niches that are constantly evolving and are often not
managed adequately, resulting in environmental problems that need to be addressed with
caution and knowledge. Many agricultural systems present soil disturbances that result in
low fertility, low activity of beneficial microorganisms and disturbances of biogeochemical
cycles. One of the solutions proposed for farmers to address these soil problems is to integrate
beneficial microorganism consortia, also known as biological fertilizers, efficient
microorganisms, or mountain microorganisms, into the management plans of their plots. For
decades, the popularization of these microbial cultures has been sought without much

success, especially because obtaining the desired results in crops is quite complicated.

Due to the difficulty in studying microorganisms derived mainly from nature, it is
pertinent to conduct research under several conditions (controlled and uncontrolled) and with
various agricultural crops to validate whether these home-made consortia work and are safe

o use.

This project aimed to answer the following research question: What are the effects of
mountain microorganisms on the growth of maize during its vegetative stage involving

various fertilization practices under greenhouse conditions?

The results obtained showed that the direct application of the microbial cultures did
not benefit the growth of the plants in their vegetative stage and showed negative
consequences that were observed in the appearance of maize throughout the experimental
stage. The results also highlighted the benefits provided by cow manure, due to its
contribution of organic matter, nutrients, and beneficial microbiota, which slightly buffered
the negative effects in some treatments with mountain microorganisms and parcel

microorganisms.



Introduccion

Como seres humanos algo que nos ha caracterizado y diferenciado de otros seres
vivos, es la cultura, a través de la cual sostenemos nuestras relaciones materiales con los
ecosistemas (Durand, 2002). A pesar de que en un inicio estas relaciones eran basicamente
extractivas, fueron evolucionando hasta que se convirtieron en una de las mayores

intervenciones humano-naturaleza, la agricultura (Le6n, 2009).

La agricultura fue y sigue siendo la actividad fundamental en el desarrollo de las
sociedades sedentarias humanas. Esta actividad modifica las condiciones de los ecosistemas
en escalas que van desde un nivel microscopico hasta un nivel paisajistico (De la Fuente y
Suérez, 2008). Todos estos cambios infringidos en el medio van dirigidos a la construccion
del nicho humano conocidos como “el agroecosistema”. Desafortunadamente estos sistemas
no siempre son manejados ni estudiados de manera adecuada Yy, en su lugar son abordados
con una interpretacion simplista que emerge de “La Revolucion Verde”, dando como
resultado numerosos problemas ambientales (Jardén, 2018). Algunos de estos problemas son
la perturbacion de los ciclos biogeoquimicos, la reduccion de ecosistemas naturales por el
cambio de uso de suelo, la disminucion de la biodiversidad global y finalmente, la reduccion
de la biota (De la Fuente y Suarez, 2008). Para hacer frente a estos y otros problemas
ambientales de los agroecosistemas, existe la Agroecologia, ciencia ambiental que suma a
sus propositos hacer hincapié en las relaciones ecolégicas complejas que suceden entre 1os

humanos y otras expresiones de vida (Ledn, 2009).

El proyecto que a continuacion se presenta, esté relacionado con las perturbaciones
generadas en los suelos de caracter agricola con un manejo convencional y dentro del marco
agroecoldgico busca estudiar el efecto de un indculo de microorganismos de montafia, que
se ha promovido como remediador de suelos y facilitador del crecimiento de las plantas. Los
estudios relacionados al tema son escasos y sus resultados y conclusiones concuerdan en que
el crecimiento de las plantas con el uso de estos microorganismos y otros biofertilizantes
similares es muy variado y dificil de estandarizar, por lo que es importante seguir estudiando

los efectos relacionados al desarrollo de cultivos.



Antecedentes

El grupo de los microorganismos es uno de los mas extensos, diversos y a la vez
menos estudiados (Moldenke et al.,, 2000; Duwadi, 2020). Es dificil decir cuanto
desconocemos del mundo microscopico del suelo, por lo tanto, es igual de complicado definir
especificamente qué funciones tienen los microorganismos en este ecosistema y en qué
condiciones (Toro, 2004). Esta afirmacién no exime a los microorganismos de montafia
(MM), los cuales se desarrollaron a partir de los microorganismos efectivos o eficientes
(ME), que fueron elaborados por primera vez por el Dr. Teruo Higa (Higa y Parr, 1994).
Ambos cultivos de microorganismos (ME y MM) son considerados como biofertilizantes,
que, si bien no son directamente una fuente de nutrientes, al afadirse al suelo favorecen la
mineralizacion de la materia organica a lo largo del tiempo (Sanclemente et al., 2011) y tienen
la capacidad de sustituir parcial o totalmente el uso de fertilizantes sintéticos y reducir asi la
contaminacion asociada al uso de agroquimicos (Armenta-Bojérquez et al., 2010). Se ha
registrado que los MM contienen bacterias fotosintéticas y productoras de éacido lactico,
actinomicetos, hongos filamentosos y levaduras. Sin embargo, siguen existiendo pocos

estudios que respalden sus efectos en la produccién de cultivos (Castro et al., 2015).

La dificultad de las investigaciones relacionadas a los productos elaborados con
microorganismos Yy el estudio de su eficiencia, se debe a la complejidad del contexto que los
rodea, dada por: 1) el tipo de cultivo, 2) el suelo presente en la parcela, 3) el método seguido
para la produccion y manejo del inoculante, y 4) el uso de los recursos por el productor en su
parcela. También es importante tomar en cuenta la especificidad que puede existir entre las
interacciones planta-hospedante y cultivo microbiano, al igual que las condiciones
ambientales presentes (Creus, 2017). A escalas grandes y pequefias, el suelo se comporta
como un ecosistema complejo, en el que los microorganismos se enfrentan para encontrar su
nicho en la rizésfera, ademas, al tratarse de microorganismos inoculados, la depredaciony la

competencia con las especies nativas siempre esté presente (Correa, 2013).

En la primera década del siglo XXI, investigadores del INIFAP buscaron la manera
de introducir al mercado mexicano los fertilizantes bioldgicos sin tener mucho éxito, porque

para ese entonces ya existia cierta desconfianza por parte de los productores hacia estos



productos, derivada de la dificultad para conseguir los resultados deseados (Armenta-

Bojorquez et al., 2010).

Hasta la fecha no ha sido posible estandarizar los resultados que pueden obtenerse
utilizando indculos microbianos. Mientras hay estudios que sefialan que la diversidad del
inéculo promueve el desarrollo de las plantas, también se han presentado resultados
contrarios (Correa, 2013). Por ejemplo: en un estudio, al probarse la combinacion de
Azotobacter sp., Bacillus pumilus y Bacillus licheniformis en un mismo inéculo en un cultivo
de rabano, resulto ser el tratamiento menos efectivo comparado con otros tratamientos que
contenian los mismos microorganismos por separado (Sotelo et al., 2012). Por otro lado, en
Brasil se han hecho investigaciones en las que se ha observado que los inoculantes mixtos de
diversas bacterias, hongos y algas presentaban una gran variedad de beneficios y ayudaban a

generar una mayor tolerancia a condiciones ambientales en las plantas (Correa, 2013).

El origen del indculo es importante. Un estudio que comparé el efecto de
microorganismos eficientes (EM®) y tres indculos microbianos provenientes de distintas
ubicaciones, sobre el cultivo de tomate, mostrd que, a pesar de las similitudes en la
preparacion de los cultivos microbianos cada uno produjo resultados distintos en algunas de
las variables medidas y, que la mayoria de los tratamientos aplicados fueron mas eficientes
que en el gue se usaron los EM®. Este estudio también mostrd que, al pasar el tiempo, la
eficacia de cada indculo cambia. El primer indculo fue mas eficaz al usarse con una semana
de activacion; mientras que el indculo dos tuvo un comportamiento erratico al ser menos
efectivo en su segunda semana de activacion, pero mas efectivo en su primera y tercera
semana; finalmente, el in6culo nimero tres dio mejores resultados en su tercera semana de

activacion (Acosta, 2012).

Por otro lado, un analisis realizado en 2017 caracterizo los MM en tres fases segun la
predominancia del tipo de microorganismos presentes a lo largo del tiempo de activacion
liquida. En la primera fase (de los cinco a los nueve dias de activacion liquida), predominaron
las bacterias benéficas; en la segunda fase (de los diez a los catorce dias de activacion
liquida), destacaron los hongos benéficos; finalmente, en la tercera fase (de los quince a los

veinte dias de activacion): se encontraron mas levaduras. Al ser comparadas, la fase de



activacion que resultd mas efectiva en cuanto al crecimiento de las plantas fue aquella en la

que sobresalieron los hongos benéficos (Umafa et al., 2017).

Marco Tedrico

El Papel de la Agricultura en la Degradacion del Suelo

La degradacion del suelo es un fendbmeno que puede tener diversos origenes:
deforestacion, mineria, cambio de uso de suelo, entre otros. Podemos entenderla como el
resultado de diversos factores, como pueden ser antrépicos y biofisicos que originan cambios
fisicos, quimicos y biologicos en las caracteristicas y cualidades de los suelos (Villareal-
Nufiez et al., 2012). Para el presente proyecto se tomd en cuenta la degradacién del suelo
causada por algunas précticas llevadas a cabo en el sector agricola, especificamente las
ubicadas dentro de lo que Altieri (2009) nombra “sistema agricola intensivo de capital y
tecnologia”, o dicho de otra manera: sistemas de produccion de monocultivos (generalmente)
que abarcan grandes areas, dependen en gran medida de la tecnologia (mecanizacion,
mejoramiento genético de semillas y agroquimicos) y de gran capital econémico para poder
ser mantenidos. Estos sistemas convencionales pertenecen al modelo industrial de la
agricultura, el cual genera fuertes presiones y modificaciones en los ecosistemas que no
permiten la resiliencia y que al paso del tiempo reducen las contribuciones de la naturaleza
al bienestar humano (Altieri y Nicholls, 2010), cobrando una larga factura econémica, social
y ambiental (Altieri, 2009). Para lograr una transicion eficaz de sistemas convencionales a
cultivos manejados mediante una agricultura mas amigable con el ambiente, hay que

enfatizar el cuidado de los suelos agricolas (Higa y Parr, 1994).
Los Suelos y su Fertilidad

El suelo constituye una delgada capa ubicada entre la atmosfera y la corteza terrestre,
crucial para el mantenimiento de la vida en la tierra y que en los proximos afios se volvera
mas relevante para la humanidad debido a: 1) el aumento de la poblacion y a la escasez de
superficies cultivables; 2) que los suelos estan degradados; 3) que las tierras son asignadas
para usos no agricolas (como la cimentacion, recreacion, vertederos de basura, etc.); y 4)
porque manejar algunas superficies para producir alimentos generaria efectos ambientales

negativos (por ejemplo, areas naturales protegidas) (Plaster, 2000).



A pesar de su relevancia, los suelos no son igualmente reconocidos como otros
recursos que tienen un uso directo o pueden ser facilmente aprovechados, por ejemplo: los
bosques, los yacimientos de minerales, el agua, etc. (Zinck, 2005). Sin embargo, son un
recurso no renovable porque el tiempo que se requiere para que el proceso de renovacion
suceda naturalmente, supera las escalas temporales que necesita una generacion humana

entera para contemplarlo (Plaster, 2000; Zinck, 2005).

El suelo es un sistema complejo dificil de definir (Thompson y Troeh, 1988) que se
comporta como un cumulo de unidades heterogéneas que forman un solo ente; es un
ecosistema sin fronteras, desordenado y organizado a la vez, que se auto regula y al mismo
tiempo intercambia energia con otros sistemas; es un sistema azaroso que no se explica desde
una sola trinchera porque ademas es dindmico (Morin, 1994). Es por esto por lo que su
definicién depende de la perspectiva de aquel quien lo define (Thompson y Troeh, 1988;
Pierzynski et al., 2005). Para fines de este proyecto se usara la definicion de Brady y Weil
(2008), en la que el suelo es un cuerpo natural y dindmico compuesto por minerales, sélidos
organicos, gases, liquidos y organismos vivos; que sirve como un medio para el crecimiento
de las plantas y que cuenta con propiedades emergentes de su interaccion con el climay los

organismos Vivos.

Entonces, ¢qué es lo que otorga a este sustrato su capacidad de promover la vida
vegetal que sustenta la del ser humano? De una manera detallada la planta requiere del suelo
porque necesita de su anclaje, oxigeno, nutrientes y agua que éste le proporciona (Plaster,
2000). Hay tres aspectos de la fertilidad relacionados con estas caracteristicas: la fertilidad

fisica, quimica y bioldgica (Juarez et al., 2004).
Fertilidad Fisica

Se trata de un concepto relacionado con la capacidad del suelo para fungir como
soporte de las raices de la planta, pero también a aquella que la convierte en un almacén de
agua y gases (Juarez et al., 2004). Al hablar de las propiedades fisicas de los suelos es
importante estar consciente de que algunas se mantienen estaticas y no cambian a lo largo de
muchos afos, por lo que no tienen efectos repentinos en el desarrollo de cultivos, por

ejemplo: la textura y la estructura. Sin embargo, caracteristicas como la densidad aparente,



la porosidad y el contenido de humedad, si pueden verse modificadas gracias a factores
externos generados por el modelo industrial de la agricultura, de los cuales el mas importante
es la compactacion (Casanova y Lobo, 2007). La compactacién es un fenémeno de alcance
mundial, altamente perjudicial para la agricultura que disminuye el rendimiento de los suelos
y eleva los costos de produccion, ya que necesita mas energia para la labranza y mas insumos
externos (Cueto et al., 2009).

Fertilidad Quimica

Lo referente a la fertilidad quimica del suelo esta relacionado con los nutrientes que
necesitan las plantas y las condiciones fisicoquimicas del suelo (Juarez et al., 2004). Las
plantas absorben varios tipos de nutrientes. Algunos no son requeridos directamente por ella,
pero si son utilizados por la microbiota (Kirkby y Rémheld, 2008) y los animales que las
comen (Plaster, 2000). Por otro lado, para su desarrollo adecuado, la planta necesita macroy

micronutrientes que pueden identificarse a partir de las siguientes pautas:

1. La planta se puede ver afectada en su etapa de crecimiento o de reproduccién debido
a la deficiencia de algin elemento esencial, ademas, ningin nutriente se puede
reemplazar (Plaster, 2000).

2. Los nutrientes esenciales son aquellos que se ha comprobado que son necesarios para
varias especies de distintos géneros y familias, sin importar su ubicacion (Bonadeo et
al., 2017).

3. A pesar de que la planta se nutre con ellos, es posible que no los encontremos en sus
tejidos (Plaster, 2000).

4. La necesidad de la planta por dicho nutriente debe ser directa y no relacionarse con

una respuesta indirecta vinculada a un efecto toxico (Bonadeo et al., 2017).

En la Tabla 1, podemos observar los macro y micronutrientes que las plantas obtienen
de la solucion del suelo, al igual que la forma especifica que estos deben tener para poder ser

absorbidos.

Tabla 1

Macro y micronutrientes necesarios para las plantas y su forma disponible



Macronutrientes 2 Forma (s) disponible (s) ° Micronutrientes @ Forma (s) disponible (s) °
_ » ) H3BOsy H2BOs (acido borico
Calcio (Ca) Ca*? (cation calcio) Boro (B) o
y dihidrogenoborato)
Magnesio (Mg)  Mg*? (catién magnesio) Cobre (Cu) Cu*?(cation cobre)
o NH4"y NO3z™ (amonio y B
Nitrégeno (N) ] Cloro (CI) CI" (anion cloro)
nitratos)

H2PO4~ y HPO, 2 y ]
Fe*?y Fe* (cation de fierro I

Fosforo (P) (ortofosfatos primarios y Hierro (Fe)
secundarios) y i
Potasio (K) K™ (cation potasio) Manganeso (Mn) Mn*2 (catién manganeso)
Azufre (S) S04 (sulfato) Molibdeno (Mo) MoO42 (molibdato)
Zinc (Zn) Zn*? (cation zinc)

Nota: *Ramage y Williams (2002) ® Sathya et al., (2016).

También el oxigeno (O), hidrégeno (H) y carbono (C) son macronutrientes necesarios
para el desarrollo de las especies vegetales, sin embargo, son recuperados en su mayoria por
medio del agua y el aire (Plaster, 2000; Sathya et al., 2016). Cada nutriente esencial tiene una

funcién en la planta, las cuales se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2

Funcion de los macronutrientes y los micronutrientes esenciales para las plantas

Macro Funcién @ Micro Funcion P
Relevante en la estructura y permeabilidad
Fe, Mn, Cu ) .
Ca de las membranas. Compone la pared i Constituyen las enzimas.
y Ni

celular.

Funge como activador de enzimas y ) ]
Mg ) ] Mny Zn Activan las enzimas.
constituye la clorofila.

Componente de todas las proteinas, )
) ) ) ) Fe, CuMn Intervienen en el transporte de
N clorofila, acidos nucleicos. Necesario a lo o
y Cl electrones durante la fotosintesis.
largo de todo el desarrollo de la planta.
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Primordial para la transmision de energia.

Activa las raices. Relevante en la Mn, Zn ) ]
y . L Involucrados en la tolerancia al estres.
floracion, fecundacion, fructificacion y y Mo
maduracion.

Actua durante la fotosintesis, traslocacion
de carbohidratos y sintesis de proteinas.
Reduce la transpiracion, regula el aguaen Cu, Mn, Zn Intervienen durante la etapa
la planta y aumenta la resistencia durante yB reproductiva.
sequias, heladas y ante enfermedades

generadas por hongos.

Forma las proteinas e interviene en By 7 Constituyen las paredes y membranas
. - y £n
procesos de oxi-reduccion. celulares.

Nota: La Manna et al., (2011) *Kirkby y Romheld (2008).

El potencial de hidrégeno (pH) es una propiedad quimica relacionada con la
disponibilidad de nutrientes, la concentracion de metales que pueden ser toxicos para las
plantas (como el Al y el Cu) y; la actividad microbiana (Plaster, 2000). Esta propiedad nos
muestra qué tan acida o alcalina es la solucion del suelo y se mide con una escala que va del
0 al 14. Los valores mas bajos en la escala del pH representan un potencial de hidrégeno
acido, los valores medios representan un pH neutro y los valores altos, un pH alcalino (Tabla
3). Cuando el pH se encuentra en los extremos de la escala, los nutrientes se vuelven poco

disponibles y el suelo se vuelve poco apto para sostener la vida en general (Osorio, 2012).

Tabla 3

Clasificacion de los suelos con base en su pH

pH Clasificacion
<45 Extremadamente &cido
4.6-5.0 Muy fuertemente acido
51-55 Fuertemente acido
56-6.0 Moderadamente acido

6.1-6.5 Levemente acido
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6.6 -6.9 Muy levemente acido
7 Neutro
71-7.3 Muy levemente alcalino
74-78 Levemente alcalino
79-84 Moderadamente alcalino
85-9.0 Fuertemente alcalino
>900 Muy fuertemente alcalino

Nota: Tomado de Cremona y Enriquez, 2020.

Otra propiedad quimica importante para el suelo es la salinidad. Los suelos contienen
sales de manera natural, sin embargo, hay diversos factores que afectan su cantidad hasta un
nivel perjudicial para las plantas y los microorganismos del suelo; por ejemplo: el uso
excesivo de algunos fertilizantes o un mal manejo del riego (Cremona y Enriquez, 2020). La
verificacion de la cantidad de sales en los suelos se hace mediante la medicion de la
conductividad eléctrica (CE) que se basa en el siguiente principio: mientras mas rapido pasa
una corriente eléctrica a través de una solucidn salina, mas concentracion de sales hay en esta
(Soriano, 2018). Cuando la cantidad de sales disueltas en el suelo es elevada, las cargas
positivas y negativas de las sales tienen la capacidad de retener las moléculas del agua,
generando una reduccion significativa en su disponibilidad para las plantas (Cremona y
Enriquez, 2020).

Fertilidad Bioldgica

La fertilidad biol6gica es determinante para la reserva organica, la abundancia y el
movimiento de la biomasa del suelo (Juarez et al., 2004). Puede definirse como la capacidad
de los habitantes del suelo y las raices para mantener a lo largo del tiempo procesos bioldgicos
que tienen un efecto positivo sobre la fertilidad fisica y quimica de este. A la par, los
organismos del suelo aportan al bienestar humano y animal gracias a su participacion en la

nutricion de las plantas y animales de forrajeo (Abbott y Murphy, 2007).

Entre los habitantes del suelo podemos encontrar una gran diversidad de vida en una
escala que va desde lo macroscopico hasta lo microscopico. Todos estos organismos aportan

para que el ecosistema suelo funcione de manera adecuada, formando en conjunto una
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delicada red tréfica que facilita la descomposicion de materia organica y la disponibilidad de
nutrientes para las plantas (Moldenke et al., 2000; Dominguez et al., 2009).

Animales como las ardillas, los topos, las tuzas, entre otros, forman parte del grupo
de mamiferos que habitan el suelo. Generalmente, estos animales hacen sus madrigueras
formando taneles que permiten la aireacion del sistema, pero mas importante, mezclan los
horizontes del suelo permitiendo que el mismo rejuvenezca y forman parte del ciclo del N al
reincorporar sus desechos en los ecosistemas (Plaster, 2000) y proveer nichos para el
desarrollo de ciertos microorganismos en sus intestinos y excretas (Swift et al., 2012). Otros
de los habitantes del suelo se clasifican como artrépodos, que en su mayoria se dedican a
triturar y digerir la materia organica haciendo los nutrientes mas accesibles para los
microorganismos. También son depredadores y facilitan la reincorporacion de los nutrientes
que han sido inmovilizados, ademas, fungen como dispersores de algunas bacterias y hongos
(Moldenke et al., 2000). Los artropodos mas comunes del sistema suelo son &caros, ciempies,
milpiés y miriapodos (Plaster, 2000).

En esta red trofica también participan las lombrices de tierra, las cuales son
invertebrados macroscépicos que en ecosistemas templados pueden llegar a representar la
mayor biomasa animal y su intervencién en el ecosistema suelo repercute en la fertilidad
fisica, quimica y biolégica (Dominguez et al., 2009). Entre sus funciones se encuentran: 1)
la creacion de tuneles que permiten la aireacion (Plaster, 2000; Moldenke et al., 2000); 2) la
descomposicion fisica de materia organica que le facilita a los microorganismos la
descomposicion bioquimica de la misma; y 3) su influencia directa en la microbiota a través

de su movimiento y dispersion (Dominguez et al., 2009).

Los microorganismos son los seres mas abundantes y primitivos que habitan el
planeta y los podemos encontrar en los suelos, el aire y el agua. Deben su nombre a su
pequerio tamafio (Plaster, 2000). Sus interacciones individuales y ecosistémicas son de gran
relevancia, pues son contribuciones de la naturaleza al bienestar humano que estan
relacionados con aspectos que abarcan desde la medicina (Montafio et al., 2010), hasta la
regulacién del ecosistema suelo (Castro et al., 2015). El estudio de la microbiota en la

rizosfera ha sido muy importante en los Gltimos afios; la rizésfera es el habitat del suelo en
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donde se da la mayor cantidad de interacciones entre los microorganismos, el suelo y las
raices de las plantas (Pedraza et al., 2010); por ende, es el lugar clave en el que deben
concentrarse los estudios realizados con microorganismos benéficos para las plantas (Singh
et al., 2017). A continuacidn, una descripcion general de la microbiota benéfica que habita

en los suelos:
Microbiota

Dentro de esta categoria, se puede distinguir entre la microfauna y la microflora. De
manera general, la microfauna es representada por protozoos, nematodos, acaros pequefios y
rotiferos. Con excepcion de los &caros, estos microorganismos viven en las peliculas y
particulas de agua por lo que su presencia y actividad depende de este liquido vital.
Intervienen tanto en la estructura de los agregados del suelo mediante su interaccion con la
microfloray en el ciclado de nutrientes regulando poblaciones de bacterias y hongos (Zerbino
y Altier, 2008).

En cuanto a la microflora, podemos encontrar bacterias, hongos, algas, etc. Las
bacterias son los descomponedores de materia organica mas numerosos en el suelo, ya que
en un solo gramo de este pueden habitar hasta 100 millones de individuos unicelulares
(Crespo, 2013). Estos organismos se pueden encontrar en mayor proporcion en un pH basico.
Pueden ser autotrofos o heterdtrofos y vivir en condiciones anaerobicas y aerobicas. Existen
bacterias de vida libre y otras que viven en simbiosis (interdependencia) con la planta
(Plaster, 2000). Estas ultimas son las que mas interesan a los agricultores, porque son aquellas
que hacen disponibles (mineralizan) los nutrientes que se encuentran en la materia organica
y en los minerales del suelo, de manera directa para las plantas; aunque también las bacterias

de vida libre tienen la facultad de mineralizar nutrientes (Plaster, 2000; Crespo, 2013).

Aungue tienen un gran parecido a los hongos, dentro del grupo de las bacterias se
encuentran los actinomicetos que combaten patégenos en las plantas y son llamados

microorganismos antagénicos (Plaster, 2000).

Los hongos son seres completamente heterotrofos y aerébicos que se componen de
hifas (delgados filamentos que se asemejan a una bola de hilos enredados). En comparacion

con las bacterias, los hongos son menos numerosos. En aproximadamente 4.5 cm? de suelo,
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s6lo encontramos alrededor de 450,000 hongos, pero a pesar de esto, se consideran la masa
microbiana mas grande del ecosistema suelo. Al igual que las bacterias, estos organismos
son descomponedores de materia organica y muchas veces resultan ser mas eficientes porque

las hifas pueden crecer dentro de la materia en descomposicion (Plaster, 2000).

Entre los hongos mas estudiados estan los hongos micorrizicos arbusculares, los
cuales generan asociaciones simbidticas con las plantas para aprovechar el carbono generado
por las mismas. A cambio, estos hongos alargan las raices y favorecen la absorcién de agua
y diversos nutrientes, principalmente fosforo (Montafio et al., 2010; Armenta-Bojorquez et
al., 2010; Crespo, 2013).

Dentro del reino Fungi también estan incluidas las levaduras (Viteri et al., 2008). En
los suelos existen gran variedad de levaduras formando comunidades sumamente
heterogéneas (Yurkov et al., 2016); sin embargo, su papel en el suelo no ha sido tan estudiado
como el papel de otros microorganismos, debido a: 1) se presentan en menor numero que
otros hongos y bacterias, 2) tienen morfologias similares a algunas bacterias lo que dificulta
diferenciarlas, y 3) pueden verse opacadas por otros microorganismos de crecimiento mas
acelerado (Botha, 2006; Mestre et al., 2009).

En ciertos estudios, se pudo vincular la presencia de levaduras con la solubilizacion
de fosforo (Viteri et al., 2008). También es sabido que, en suelos ricos en nutrientes, del 25%
al 50% de la poblacién de levaduras existentes son capaces de fermentar los carbohidratos,
por lo que es altamente probable encontrar grandes poblaciones de levaduras debajo de
arboles frutales (Botha, 2006). Por otro lado, se ha encontrado una relacion positiva entre la
presencia de levaduras y el crecimiento de hongos micorrizicos arbusculares (Ravnskov et
al., 1999).

Ademas de clasificar a los microorganismos basandonos en sus relaciones
especificas, también es posible agruparlos por sus atributos conductuales, morfologicos,
fisioldgicos, de su historia de vida, por sus respuestas a los disturbios o por ejercer papeles
ecologicos parecidos. Estas categorias reciben el nombre de grupos funcionales (Martinez,
2008). Entre estos grupos funcionales se han identificado algunos que afectan la
productividad de las especies vegetales (Olalde y Aguilera, 1998), entre los que se
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encuentran: a) aquellos que degradan materia orgénica, b) los promotores del crecimiento
vegetal, ¢) los que participan en la fijacion, mineralizacion y/o solubilizacion de nutrientes y
d) microorganismos que combaten patogenos (Olalde y Aguilera, 1998; Pedraza et al., 2010).
Todas estas actividades microbioldgicas son esenciales para la estabilidad y productividad
de los ecosistemas y agroecosistemas y su espacio de accion es la rizosfera: ambiente
dinamico en el que interviene la accion de las raices, microorganismos y el suelo (Pedraza et
al., 2010).

Los Microorganismos de Montafia

Los Microorganismos de Montafia (MM) son un preparado de forma casera o
artesanal barato, que prescinde del uso de medios de cultivo especificos y de dificil acceso
para su fabricacion, en el que se emplea microbiota de suelos boscosos de zonas cercanas al
sitio de aplicacion, aprovechando su diversidad taxondmica y funcional para aplicarla en
distintos cultivos (Castro et al., 2015). Los MM tienen dos fases de elaboracion: sélida y
liquida. Los ingredientes utilizados para cada fase consisten en:

Fase solida

- In6culo microbiano: mantillo y suelo de algin bosque cercano al agroecosistema
- Fuente de proteina y energia: arroz, trigo o maiz

- Otra fuente de energia: melaza, piloncillo o azlcar
Fase liquida

- MM de la fase sélida
- Melaza, piloncillo o azlcar

- Agua limpia
Planteamiento del Problema

Pregunta de Investigacion

¢Cuéles son los efectos de los microorganismos de montafia en el crecimiento del
maiz durante su etapa vegetativa involucrando diferentes practicas de fertilizacion en

condiciones de invernadero?
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Hipotesis
Los microorganismos de montafia tendran un efecto positivo en el desarrollo de la

etapa vegetativa del maiz en condiciones de invernadero.
Objetivo General

Evaluar la efectividad del uso de los microorganismos de montafia en la etapa

vegetativa del maiz, con diferentes practicas de fertilizacion en condiciones de invernadero.
Objetivos Particulares

1. Analizar el efecto de los microorganismos de montafia y las distintas practicas de
fertilizacion sobre la biomasa de la planta de maiz.

2. Evaluar el efecto de los tratamientos en la obtencion de nutrientes en la planta de
maiz.

3. Analizar el efecto de la aplicacion de los microorganismos de montafia sobre las
caracteristicas fisicoquimicas del suelo.

4. Evaluar el efecto de la aplicacion de los microorganismos de montafia sobre las

comunidades microbianas del suelo.

Materiales y Métodos

El experimento se llevo a cabo en el invernadero del Laboratorio de Agroecologia del
Instituto de Investigaciones en Ecosistemas y Sustentabilidad de la UNAM campus Morelia,

durante el periodo comprendido entre el 2 de julio y el 13 de septiembre del 2019.
Origen del Suelo y Hojarasca

El suelo y la hojarasca utilizados para la siembra de las unidades experimentales y la
preparacion de los Microorganismos de Parcela (MP) se obtuvieron de una parcela ubicada
en Santiago Undameo en las coordenadas geograficas 19° 34’ 19.0” Ny 101° 17 34.0” W.
En esta parcela se habia cultivado maiz y avena siguiendo las pautas de la agricultura

convencional.

Gracias a un estudio desarrollado en el 2018 por cientificos del Laboratorio

Universitario de Geofisica Ambiental, liderado por el Dr. Francisco Bautista, se sabe que esta
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area cuenta con un suelo Stagnic Luvisol, lo cual significa que son suelos de agua estancada
que al ser drenados son muy fértiles, ya que en ellos los nutrientes dificilmente se lixivian.
El suelo de la parcela de Santiago Undameo tiene una capa de compactacion artificial debida
al arado persistente, lo que dificulta la penetracion de las raices de los cultivos. Por otro lado,
analisis fisicoquimicos realizados por el Laboratorio Nacional de Fertilidad de Suelos y
Nutricién Vegetal del INIFAP en 2017, muestran que se trata de un suelo franco arcillo
arenoso, con un pH moderadamente acido (5.73), con deficiencia de fosforo (P) y exceso de

hierro (Fe) y manganeso (Mn). Los estudios completos se pueden encontrar en el Anexo 1.

La hojarasca empleada en la elaboracion de los MM se obtuvo de una zona de bosque
de encino-pino ubicado a una distancia aproximada de 4.6 km a la parcela agricola en
cuestion, en las coordenadas 19° 32” 58.0” Ny 101° 15” 42.1” W.

Disefio Experimental
Se llevé a cabo un disefio multi factorial completamente al azar. Los factores fueron:

1. Cultivos de microorganismos: los microorganismos de montafia (MM), los
microorganismos de parcela (MP) y sin microorganismos (SM).

2. Suelo: en su forma estéril y no estéril.

3. Fertilizacion: estiércol de vaca (EV), fertilizante mineral con contenido de macro y

micronutrientes® (FM) y sin fertilizacion (SF).
Las variables respuesta estudiadas fueron las siguientes:

1. Biomasa

2. Andlisis de N y P totales en material vegetal y suelo

3. Analisis de nitratos (NOz-) y amonio (NHa+) en el suelo
4

Determinacion de acidos grasos en el suelo

Experimento:

! La formula utilizada para la preparacion del fertilizante mineral utilizado en el experimento se encuentra en
la Tabla 4.
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Se prepararon 18 tratamientos con 5 réplicas, lo que result6 en un total de 90 unidades

experimentales (Fig. 1).

Figura 1

Esquema de los tratamientos resultantes de las combinaciones de los factores que se
evaluaron en el experimento llevado a cabo en invernadero con plantas de maiz en su etapa
vegetativa (6 semanas).

o { NN
EV EV

<-

o

Nota: Significado de las siglas: MM (microorganismos de montafia), MP (microorganismos
de parcela), SM (sin microorganismos), EV (estiércol de vaca), FM (fertilizante mineral con

macro y micronutrientes), SF (sin fertilizacion).

La especie utilizada para el experimento fue el hibrido de maiz (Zea mays L.) H-318.
Dicha variedad ha sido utilizada en experimentos previos en el Laboratorio de Agroecologia
del Instituto de Investigaciones en Ecosistemas y Sustentabilidad de la UNAM, porque se
trata de una variedad popular entre muchos agricultores; ademas, al tratarse de un hibrido
tiene poca variacion genética, lo cual también reduce la variacion en el experimento, dando
buenos resultados como planta modelo. Las plantas se dejaron crecer solamente dentro de su

etapa vegetativa a lo largo de seis semanas.
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Elaboracion y Activacion de Microorganismos de Montafia (MM) y Microorganismos
de Parcela (MP)

La produccion de ambos indculos no se llevo a cabo de manera simultanea, primero
se elaboraron los MM y después los MP, con un mes de diferencia entre la preparacion de
cada lote. Es importante resaltar que ambos lotes contienen las mismas proporciones de cada

ingrediente. Dichas proporciones fueron:

- 46% pulimento de arroz
- 37%suelo
- 12% melaza esterilizada

- 5% cascarilla de arroz

No se tomo en cuenta el porcentaje de agua utilizada ya que simplemente se afiadid

la necesaria hasta lograr la humedad requerida.

Primero se mezclaron todos los ingredientes secos (pulimento, mantillo y cascarilla)
y después se afiadio poco a poco la melaza diluida en el agua. La masa resultante se afiadio
en capas dentro de un tambo o bote con sello hermético. Cada capa se comprimi6 antes de

agregar la siguiente.

Se dejo pasar un minimo de treinta dias antes de continuar con el proceso de
activacion para la elaboracion del inoculo final. Para activar los MM y los MP se utilizaron

los siguientes insumos:

- 90% agua
- 5% MM y MP solidos

- 5% melaza estéril
Preparacion:

- Seagrego la cantidad de microorganismos requerida en una bolsa de tela, simulando
una bolsita de té, para separar la materia organica.
- Severtio el agua necesariay se introdujeron los microorganismos sélidos y la melaza.

- Se dejo reposar durante once dias
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Suelo

El suelo utilizado en las unidades experimentales se pasd por un tamiz de 2 mm.
Durante dos horas se esterilizd el 50% del total del suelo en una autoclave vertical manual
marca NOVATECH®, a una temperatura y presion constantes de 120°C y 0.5 kg/cm?

respectivamente. Este método se repitié para asegurar una correcta esterilizacion.

Durante el mismo periodo, se llevé a cabo la determinacion de la capacidad de campo
del suelo. Se saturé una maceta preparada con el sustrato a utilizar, compuesto por 50% de
suelo tamizado y 50% de arena. Luego de 24 horas se quitd la capa superficial de suelo y se
tomd una muestra de 5gr que se introdujo en una termobalanza marca SARTORIUS, modelo
MA37-1.

Dado que el estiércol de vaca absorbe mucha humedad, el procedimiento para
determinar la capacidad de campo se repitié con una maceta que contenia 85% de sustrato

(42.5% de suelo tamizado, 42.5% de arena) y 15% de estiércol de vaca.

Los porcentajes utilizados para los sustratos de los diferentes tratamientos se tomaron
de los materiales y métodos del articulo escrito por Aguilar et al., (2017)

Preparacion del Experimento

Los tratamientos se montaron en macetas con capacidad de 2 |, las cuales se llenaron
con el sustrato correspondiente a cada tratamiento: sustrato estéril y no estéril (50% suelo,
50% arena v/v) y sustrato estéril y no estéril con 15% de estiércol de vaca adicionado.

Todas las macetas con suelo no estéril (con y sin estiércol de vaca) y las de suelo
estéril con estiércol de vaca, se regaron durante todo un mes antes de la siembra, con la
intencidn de activar la microbiota presente y que el estiércol de vaca pasara por un proceso

de descomposicion.

La solucion de fertilizante mineral se agregd en los tratamientos correspondientes un
dia antes de la siembra. Es importante mencionar que este mismo dia se colocaron unos platos
hondos debajo de cada unidad experimental para evitar la pérdida de humedad y la lixiviacion

de los nutrientes y los inoculos. Estos platos solo se mantuvieron puestos dos dias despues
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de la primera aplicacion del indculo microbiano, esto debido a que se notd encharcamiento

en los tratamientos, principalmente en las unidades experimentales con MM y MP.
Germinacion y Siembra

La germinacion de las semillas de maiz se llevo a cabo en una incubadora de baja
temperatura marca FELISA® para asegurar la mayor cantidad de brotes y que cada individuo
tuviera el mismo tiempo de germinacion. Se dejaron en la incubadora a 26 °C con humedad

suficiente, durante tres dias.

Posteriormente, se realizo la siembra. Con la ayuda de un palito, se hicieron pequefios
pozos con la profundidad necesaria para la raiz, y con mucho cuidado se acomodaron y

cubrieron las semillas. Se colocaron tres semillas germinadas por maceta.
Preparacion del Fertilizante Mineral (FM)

La solucion de FM se prepar6 dentro del laboratorio. Se utilizaron insumos de las
marcas BAKER ANALYZED® y MEYER®. En la Tabla 4 se mencionan las proporciones
de los compuestos utilizados en un litro de agua, de acuerdo con las necesidades nutricionales

de las plantas:

Tabla 4
Proporcion de los compuestos empleados en la elaboracién del fertilizante mineral (FM)
aplicado en las plantas de maiz en su etapa vegetativa. Para méas detalles sobre el disefio y

las condiciones experimentales, consultar la seccion de materiales y métodos.

Compuesto Cantidad (g) por Litro de Agua
K2SO4 61.72
CaClz x 2H20 25
MnSO4 x H20 3.5
ZnS0O4 X 7TH20 1.8
CuSO4 X 5H20 0.7
Na:MoOs4 x 2H.0 0.06

NHsNOs3 95.24
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KH2PO4 43.93
MgSO4 x 7TH20 135.14

La solucion se agregd en surcos marcados previamente en el suelo de cada maceta
utilizando pipetas graduadas. Esto se llevd a cabo dos veces a lo largo del procedimiento para
asegurarnos de que las unidades experimentales tuvieran suficiente fertilizante durante el

experimento.
Riego, Raleo y Cosecha

Las primeras dos semanas, las unidades experimentales se regaron con agua cada
tercer dia a un 70% de la capacidad de campo para mantener una humedad constante. El resto
del tiempo que dur6 el experimento, las plantas se regaron de acuerdo con su requerimiento
individual. Esto se debio a que, dependiendo del tratamiento, algunas plantas crecieron mas
que otras y por lo tanto tuvieron mas demanda de agua. El riego con el indculo activo de MM

y MP se realizd una vez a la semana durante cinco semanas simultaneas.

Once dias después de la siembra se dejé una sola planta por maceta considerando las

que presentaban un tamafio similar.

Finalmente, la cosecha se llevd a cabo seis semanas después de la siembra. El

procedimiento fue el siguiente:

- Se hizo el corte de la parte aérea de la planta y se almacen6 en bolsas de papel
previamente marcadas para introducirlas en el horno y secarlas.

- Se separ0 el suelo de las raices y se tomd una porcion homogénea por unidad
experimental que se almaceno en bolsas de plastico previamente marcadas.

- Las raices se lavaron lo mejor posible para separar el suelo adherido, y se
almacenaron en bolsas pléasticas.

- Tanto el suelo como las raices se metieron a congelar a una temperatura de entre -
4°Cy -6°C.

En el Anexo 2 se pueden encontrar figuras que muestran a las plantas de cada

tratamiento justo antes de la cosecha.
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Determinacién de Biomasa

La determinacion de biomasa se hizo en dos partes. El peso seco de la parte aérea de
las plantas se determiné cuatro dias después de la cosecha, mientras que el peso seco de la
parte radical se obtuvo hasta marzo del 2021. Tanto la parte aérea de las plantas como la
radical, se introdujeron en bolsas de papel marcadas con el codigo de la unidad experimental
y se dejaron dentro del horno secador marca Fisher Scientific (Modelo 6905), durante tres
dias a una temperatura continua de 80°C. La medicion del peso seco se hizo con una balanza
analitica marca SARTORIUS, modelo AZ214, en el Laboratorio de Quimica Analitica y
Metabolémica (LQUAM) del IIES.

Determinacion de Concentraciones de Nutrientes en Material Vegetal

El N y P totales se determinaron por medio del método micro-Kjeldahl (Murphy y
Riley, 1962). La cuantificacion colorimétrica se hizo por medio de un autoanalizador bicanal,
modelo AACE3, marca Bran-Luebbe.

Mediciones de pH y Conductividad Eléctrica (CE)

La primera medicion de pH del suelo que se llevd a cabo fue de una unidad
experimental que murié dos semanas después de iniciado el experimento. Las siguientes
mediciones de pH y las de CE se realizaron al terminar la etapa experimental. EI método
utilizado para todas las mediciones fue el siguiente. Se dejaron secar las muestras de suelo a
temperatura ambiente y después se pasaron por un tamiz de 2 mm. Se pesaron 5 g que se
pusieron dentro de un vaso con tapa con 50 ml de agua desionizada. Posteriormente se
agitaron las muestras durante 30 minutos a velocidad lenta. Después de este tiempo se
hicieron las lecturas de pH y CE, asegurandonos de que las muestras siguieran agitadas. Las
mediciones se llevaron a cabo con el potenciémetro Horiba LAQUA F-74, previamente

calibrado.
Determinacion de Acidos Grasos en el Suelo y en los Cultivos de Microorganismos

Para la extraccion e identificacion de los acidos grasos se utilizé el método descrito
por Sasser (2006) con las modificaciones detalladas a continuacion. En lugar de hacer

cultivos en placas Petri como se hace en el primer paso, se liofilizaron las muestras de suelo
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y se coloco 1g de suelo por muestra, en tubos. El resto del procedimiento se siguié como el
descrito por Sasser (2006).

Uno de los métodos que se buscaba llevar a cabo fue la extraccion de acidos grasos
de los MM y MP, para identificar los biomarcadores presentes en el preparado y poder hacer
comparaciones con los biomarcadores de los acidos grasos del suelo; sin embargo, no fue
posible terminar con el procedimiento debido, probablemente, a un error durante la toma de
las muestras. La informacion sobre el método empleado pero inconcluso se encuentra en el

Anexo 3.
Andlisis de Datos

Los datos de biomasa, pH, CE y acidos grasos fueron analizados mediante un Modelo
Lineal Generalizado (GLM por sus siglas en inglés). EI GLM fue elegido para interpretar los
resultados ya que era el modelo que mejor se adecuaba a los datos recopilados, los cuales no
se encontraban dentro de la normalidad. EI Modelo Lineal Generalizado nos muestra si hay
diferencias entre las medias de los tratamientos. Finalmente, se realizd un analisis de post
hoc de Tukey el cual nos dio los valores de p que son una referencia para conocer si los
resultados de los andlisis estadisticos son significativos.

Para la elaboracion de las figuras de acidos grasos se separaron los datos por
biomarcadores. Aquellos biomarcadores que pertenecian a bacterias gram positivas se
agruparon. Se hizo lo mismo con las bacterias gram negativas y los hongos. En el caso de los
hongos, solo se elabord una figura que englobara todos los biomarcadores de hongos. En

todas las figuras se manejaron promedios y se incluyeron las barras de error.

En cuanto a los datos de los andlisis de nutrientes, es importante dejar en claro que
los resultados se obtuvieron a partir del analisis de muestras compuestas, es decir, s6lo se
analiz6 una muestra que contenia todas las repeticiones disponibles de cada tratamiento. En
total se analizaron 18 muestras, una por tratamiento. Por lo tanto, no fue posible realizar

analisis estadisticos con estos datos.

Tomando en cuenta las limitaciones resultantes de la cantidad de muestras

disponibles, se hicieron varias comparaciones. Primero se separaron los datos en dos grandes
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grupos, los tratamientos con suelo estéril (SE) y aquellos con suelo no estéril (SNE). Se saco
un promedio de la biomasa y de la concentracion de N y P en la materia vegetal para cada
grupo Y, se prosiguié multiplicando ambos valores para obtener la cantidad total de Ny P

contenida en el grupo de tratamientos con SE y en el grupo de tratamientos con SNE.

La segunda comparacion se hizo tomando en cuenta el factor de aplicacion de
microorganismos, asi que se separaron los tratamientos en tres grupos: aquellos sin
microorganismos (SM), con microorganismos de montafia (MM) y con microorganismos de
parcela (MP). Se prosiguio a calcular la cantidad total de N y P contenida en cada grupo de

tratamientos.

La terceray Ultima comparacion se hizo con el factor de aplicacion de fertilizante, asi
que los tratamientos se separaron en los siguientes grupos: sin fertilizante (SF), con estiércol
de vaca (EV), y con fertilizante mineral (FM). De igual manera, se calcul6 la cantidad total

de N y P contenida en cada grupo de tratamientos.

Todos los datos obtenidos se graficaron para poder ver mejor los patrones que

aparecieron en ellos.

Resultados

Biomasa

Tabla 5
Diferencias significativas de la biomasa del maiz en su etapa vegetativa correspondientes a
cada factor y sus combinaciones. Para mas informacion sobre el disefio y las condiciones

experimentales, consultar la seccion de materiales y métodos.

Biomasa
Aérea Radical Total
S *** *** ***k
M * k% * k% * k%
F * k% 048 * k%

S:M 0.36 0.38 0.76
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S:F *kk 0.26 *%k
M: F *kk *kk *Ak
S:M: F * 0.09 0.17

S =suelo; M = microorganismos; F = fertilizacion.
Codigos de significancia: 0 ¢***> (0,001 ‘*** 0.01 **’ 0.05

En la Tabla 5, podemos observar los resultados de la prueba post hoc de la biomasa.

En las siguientes figuras se representan los resultados estadisticamente significativos

de las interacciones entre los factores que tuvieron un impacto en la biomasa.

Figura 2
Efecto de la interaccion de los distintos factores en el peso seco aéreo por tratamiento de las
plantas de maiz cultivadas en su etapa vegetativa. Para mas informacién sobre el disefio y

las condiciones experimentales, consultar la seccion de materiales y métodos.
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Nota: Diferentes letras representan diferencias significativas entre los tratamientos
(p=<0.05). SM = MM =

microorganismos de montafia; MP = microorganismos de parcela; SF = sin fertilizacion; EV

Significados de abreviaturas: sin  microorganismos;

= estiércol de vaca; FM = fertilizante mineral.
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Peso Seco Aéreo

En la Figura 2 podemos apreciar la media del peso seco aéreo por tratamiento. En la
primera seccion de la figura, donde aparecen todos los tratamientos SM, se observan
diferencias significativas entre aquellos tratamientos con suelo estéril y suelo no estéril. El
promedio mas bajo corresponde a los tratamientos con suelo no estéril sin fertilizacion,

mientras que el mayor promedio corresponde a los tratamientos de suelo estéril con FM.

En la segunda seccion de la figura se encuentran representados los tratamientos a los
que se les aplicaron MM. Entre estos tratamientos sélo existen diferencias significativas entre
aquellos SF (independientemente del factor de esterilizacion), con el valor méas bajo y, aquel
de suelo no estéril con EV, con el valor més alto.

En la tercera seccion, aparecen los tratamientos con MP. Las diferencias
significativas se encuentran entre los tratamientos SF, los tratamientos con EV
(independientemente del factor de la esterilizacion), y el tratamiento de suelo estéril con FM;

siendo los tratamientos SF los de promedio mas bajo.

Finalmente, al hacer un andlisis conjunto de las secciones de la Figura 2, podemos
resaltar que, entre los tratamientos inoculados con microorganismos, aquellos con MP,
fertilizados con estiércol de vaca y, los de suelo estéril fertilizado con fertilizante mineral;
son significativamente mayores respecto a los tratamientos con MM sin fertilizacion. En
general, los tratamientos que son significativamente mayores son los que no fueron
inoculados con microorganismos, con excepcion del tratamiento con suelo no estéril sin
fertilizacion, el cual no tiene diferencias significativas con algunos tratamientos inoculados
con MMy MP.

Para apreciar mejor las diferencias entre tratamientos se pueden observar las Figuras

11,12, 13y 14 que se encuentran en el Anexo 2.

Figura 3
Efecto de la interaccion de los indculos microbianos y la fertilizacién en el peso seco radical
de las plantas de maiz en su etapa vegetativa. Para mas detalles sobre el disefio y las

condiciones experimentales, consultar la seccion de materiales y métodos.
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ESF mEV °FM

PESO SECO RADICAL (g)
=

M MM MP

Nota: Diferentes letras representan diferencias significativas entre los tratamientos
(p=<0.001). SM = sin microorganismos; MM = microorganismos de montafia; MP =
microorganismos de parcela; SF = sin fertilizacion; EV = estiércol de vaca; FM = fertilizante

mineral.
Peso Seco Radical

Se puede inferir que, independientemente de la aplicacion de fertilizante, el factor
determinante para el desarrollo radical de las unidades experimentales fue la aplicacion de
microorganismos. Aquellos tratamientos que no tuvieron ninguna aplicacion de
microorganismos mostraron un mayor desarrollo de la masa radical que los tratamientos que
si fueron sometidos a la aplicacion de microorganismos. Las diferencias significativas mas
apreciables se encuentran entre los tratamientos SM y los tratamientos con aplicacion de
MM. También se puede resaltar que entre los tratamientos con MP y EV, no existen

diferencias significativas con aquellos SM.

Figura 4
Biomasa total de las plantas de maiz cultivadas hasta su etapa vegetativa en invernadero.
Para mas informacion sobre el disefio experimental, consultar la seccién de materiales y

métodos.
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Nota: (a) Efecto de la interaccién entre la esterilizacion y la fertilizacion en la
biomasa de las plantas de maiz; (b) efecto de la interaccion de la aplicacion de
microorganismos y la fertilizacion en la biomasa de las plantas de maiz. Diferentes letras
representan diferencias significativas entre los tratamientos: (a) = (p=<0.01) y (b) >

(p=<0.001). Significado de las abreviaturas: SF = sin fertilizacion; EV = estiércol de vaca;
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FM = fertilizante mineral; SM = sin microorganismos; MM = microorganismos de montafia;

MP = microorganismos de parcela.
Biomasa Total

La biomasa total del tratamiento con suelo no estéril sin fertilizacién fue

significativamente menor que los demas tratamientos (Fig. 4 a).

La aplicacion de los MM y MP tuvo un efecto negativo en el desarrollo de las plantas,
expresado en la biomasa total. Los tratamientos SM fueron significativamente mayores a
aquellos con MM y MP, a excepcidn del tratamiento de MP con EV (Fig. 4 b).

Nutricién
Figura 5
Contenido de N y P total en las muestras compuestas por el tejido vegetal de cada

tratamiento (n=1). Para més informacion sobre el disefio experimental, revisar las seccion

de materiales y métodos.
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Nota: Significado de las abreviaturas: SF = sin fertilizacién; EV = estiércol de vaca; FM =
fertilizante mineral; SM = sin microorganismos; MM = microorganismos de montafia; MP =

microorganismos de parcela.

La figura que muestra los valores de la cantidad total de N en la biomasa de los
tratamientos, nos indica que entre los tratamientos SM, la combinacidon que reflejé una mayor
asimilacion de este nutriente en las plantas fue la de FM con suelo estéril, seguida de la

combinacion de FM con suelo no estéril. De igual manera, es posible ver que
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independientemente del factor fertilizacion, cada tratamiento con suelo estéril SM, tuvo

valores mayores que su contraparte con suelo no estéril (Fig. 5 a).

Todos los tratamientos con MM tuvieron cantidades muy bajas de N en el tejido
vegetal. Se notan ligeras diferencias entre el tratamiento sin fertilizacion y con suelo no estéril
(con la menor cantidad de N en su biomasa) y el tratamiento de EV y suelo estéril (que

muestra el valor méas grande entre estos tratamientos) (Fig. 5 a).

Los tratamientos con MP mostraron una mayor variacion entre las cantidades de N
que la que mostraron los tratamientos con MM, siendo el tratamiento con EV y suelo estéril
el que tuvo mayor cantidad de N en su biomasa. Algo que resalta es que el tratamiento SF
con suelo no estéril, tuvo mayor cantidad de N que el tratamiento SF con suelo estéril (Fig.
5 a).

Tomando en cuenta la combinacion de todos los factores (suelo, fertilizacion y
microorganismos). Podemos observar que los tratamientos sin microorganismos tienen mas
mg de N por biomasa cuando fueron fertilizados (con EV o FM), independientemente de si

el suelo estaba estéril o no (Fig. 5 a).

Al observar la seccion de la figura que corresponde a la figura del contenido de P en
la biomasa de los tratamientos, en la parte donde se grafican los tratamientos SM, podemos

ver que cuando se aplicé EV, el P total en la biomasa de las plantas, fue mayor (Fig. 5 b).

Cuando se aplicaron MM, los contenidos de P fueron sumamente bajos y es dificil
observar diferencias entre los tratamientos. Por otro lado, cuando se aplicaron MP, los
tratamientos que mostraron una mayor asimilacion de P fueron los que contenian EV (Fig. 5
b).

Finalmente, podemos resaltar que cuando se traté de N, el fertilizante que mas
favorecio la concentracion total de este nutriente fue el FM siempre y cuando no hubiera
aplicacion de microorganismos, mientras que, al tratarse del P total, el fertilizante que mas

favorecio su concentracion fue el EV.
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Potencial de Hidrégeno (pH) y Conductividad Eléctrica (CE)

Las mediciones de pH hechas al suelo de la planta que murié primero al inicio del
experimento, dieron un resultado promedio de 5.45 en la escala de pH.

Figura 6
Potencial de hidrogeno y conductividad eléctrica del suelo después del experimento. Para
mas informacion sobre los tratamientos y procedimientos utilizados, revisar la seccion de

materiales y métodos.
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mineral.



35

En la Figura 6 (a), podemos observar el efecto de cada tratamiento en el pH del suelo.
En los tratamientos sin microorganismos afiadidos, solo se aprecian diferencias significativas
entre aquellos con estiércol de vaca (independientemente de la esterilizacion del suelo) y, el
tratamiento con FM y suelo no estéril. Cuando se aplicaron MM, s6lo se observan diferencias
significativas entre los tratamientos con EV y suelo estéril y, con FM y suelo no esteéril. Por
otro lado, entre los tratamientos con aplicacion de MP, no se encontraron diferencias
significativas. Finalmente, al comparar todos los tratamientos podemos notar que los valores
mas elevados en la escala de pH son de los tratamientos sin microorganismos afiadidos v,

aquellos con los valores menores son los tratamientos que tuvieron MP.

En la Figura 6 (b), se observa el efecto de cada tratamiento en la CE del suelo. En los
tratamientos sin microorganismos afiadidos existen diferencias significativas entre los
distintos tipos de fertilizacion independientemente de si el suelo se esterilizé o no; solamente
no hubo diferencias significativas entre los tratamientos con FM sin esterilizacion y los
tratamientos con EV. Entre los tratamientos con aplicacion de MM, sélo hay diferencias
significativas entre el tratamiento con FM sin esterilizacion y el tratamiento sin fertilizacion
con suelo estéril. En cuanto a los tratamientos con MP, s6lo hay diferencias significativas
entre el tratamiento sin fertilizacion con suelo estéril, siendo este el de menor CE. Por ultimo,
al comparar todos los tratamientos podemos ver que las diferencias mas notorias se observan

entre los tratamientos SM, que son aquellos que tienen la CE mas baja.

En la mayoria de los casos podemos apreciar una correlacion inversamente
proporcional entre los valores de pH y los valores de CE, donde un valor de pH alto

corresponde a un valor de CE bajo y viceversa.
Acidos Grasos

Figura 7
Diferencias entre las concentraciones de los biomarcadores de bacterias y hongos
contenidos en el suelo antes y después del experimento. Para mas detalles sobre el disefio

experimental revisar la seccion de materiales y métodos.
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Al observar la Figura 7, notamos que las concentraciones de todos los biomarcadores
se modificaron a lo largo del experimento. Todas las concentraciones de bacterias (GRAM-,
GRAM+ vy, por ende, bacterias totales), mostraron un incremento durante el experimento;

mientras que las cantidades de biomarcadores de hongos disminuyeron.

Tabla 6
Diferencias significativas de los acidos grasos correspondientes a cada factor y sus
combinaciones. Para mas detalles sobre el disefio y las condiciones experimentales,

consultar la seccion de materiales y métodos.

Acidos Grasos

Bacterias Hongos
Gram- Gram+
Totales Totales
S 006 *kk **k*k **kk
**kk *kk **k*k 007
F **k*k * * )k 09

SIM 0.3 * 0.06 e
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S:F * = o 0.38
M: F * * * 0.29
SSM:F 0.052 0.23 0.6 ek

S =suelo; M = microorganismos; F = fertilizacion.

Codigos de significancia: 0 ¢***> (0,001 ‘*** 0.01 **’ 0.05

En la Tabla 6, podemos observar los valores de p para los resultados de los andlisis
de acidos grasos, que nos indican cuales son las interacciones entre factores que son
estadisticamente significativas. En las siguientes figuras se muestran los biomarcadores de

bacterias gram negativas y positivas, bacterias y hongos totales.

Figura 8
Efecto de las interacciones de los factores del experimento en los biomarcadores de las
bacterias Gram negativas. Para méas detalles sobre el disefio y las condiciones

experimentales, consultar la seccion de materiales y métodos.
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Nota: (a) Interaccion entre el factor suelo (estéril y no estéril) y el factor de fertilizacién, y
su impacto en la presencia de bacterias Gram negativas (p=<0.05). (b) Efectos de la

interaccion de los microorganismos aplicados y los fertilizantes utilizados en la presencia de
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bacterias Gram negativas (p=<0.05). Diferentes letras representan diferencias significativas
entre los tratamientos. Significados de abreviaturas: SF = sin fertilizacion; EV = estiércol de
vaca; FM = fertilizante mineral; SM = sin microorganismos; MM = microorganismos de

montafia; MP = microorganismos de parcela.

Gram Negativas

En la Figura 8 (a), se observa el efecto de la interaccion de la fertilizacion y la
esterilizacion del suelo en la poblacion de bacterias Gram negativas (G-). Podemos destacar

los siguientes tratamientos:

e Suelo estéril con estiércol de vaca, con el mayor promedio.

e Suelo no estéril con FM, con el menor promedio.

En esta figura también salta a la vista el hecho de que los tratamientos con suelo
estéril son los que cuentan con promedios mas altos. Sin embargo, sélo en los resultados de
los tratamientos fertilizados con FM existen diferencias significativas entre aquellos con

suelo estéril y no estéril.

En la Figura 8 (b), observamos el efecto en las bacterias Gram negativas dado por la
interaccion entre los factores de aplicacién de microorganismos y fertilizacion. En esta
ocasion los promedios mas altos corresponden a los tratamientos fertilizados con EV que
también fueron inoculados con MM y MP, sin embargo, los siguientes tratamientos son
estadisticamente similares: 1) sin microorganismos fertilizado con estiércol de vaca; 2) MM
sin fertilizante; 3) MM con FM; 4) MP sin fertilizante y 5) MP con FM. El promedio mas
bajo corresponde al tratamiento sin microorganismos y sin fertilizacion, el cual es
estadisticamente similar a los tratamientos: 1) sin microorganismos con FM y 2) con MP sin

fertilizacion.

Figura 9
Efecto de las interacciones de los factores del experimento en los biomarcadores de las
bacterias Gram positivas. Para méas detalles sobre el disefio y las condiciones

experimentales, consultar la seccion de materiales y métodos.
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Nota: (a) Efecto sobre las bacterias Gram positivas generado por la interaccion entre los
factores: fertilizacion y suelo (p=<0.01). (b) Efecto en las bacterias Gram positivas por la

interaccion de la aplicacion de microorganismos y la fertilizacion (p=<0.05). Diferentes
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letras representan diferencias significativas entre los tratamientos. Significados de
abreviaturas: SM = sin microorganismos; MM = microorganismos de montafia; MP =
microorganismos de parcela; SF = sin fertilizacion; EV = estiércol de vaca; FM = fertilizante

mineral.

Gram Positivas

En la Figura 9 (a) se observa el efecto que tiene la interaccién de los factores
fertilizacion y esterilizacion del suelo, en la presencia de bacterias Gram positivas (G+).
Todos los tratamientos que no se fertilizaron y aquellos fertilizados con FM, presentaron
diferencias significativas en suelo estéril y no estéril. Los promedios més altos en cuanto a la
concentracion de biomarcadores de bacterias G+ los tuvieron los tratamientos con suelo
estéril sin importar el tipo de fertilizacion, aunados a los tratamientos con estiércol de vaca 'y
suelo no esteéril. Los tratamientos que mostraron menor concentracion de bacterias G+ fueron
aquellos de suelo no estéril sin fertilizacion y suelo no estéril fertilizados con FM. Sin
embargo, los tratamientos de suelo no estéril con FM fueron estadisticamente similares a

aquellos de suelo no estéril con estiércol de vaca.

En la parte (b) de la Figura 9, podemos observar el efecto sobre las bacterias G+ dado
por la interaccion entre la aplicacion de cultivos de microorganismos y fertilizante. De esta

figura se pueden destacar los tratamientos:

e Aplicacion de MM y fertilizacion con EV, con la mayor concentracion de G+.

e Sin microorganismos y sin fertilizacion, con el menor promedio.

Figura 10
Efecto de las interacciones de los factores del experimento en los biomarcadores de las
bacterias totales. Para mas detalles sobre el disefio y las condiciones experimentales,

consultar la seccion de materiales y métodos.
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Nota: (a) Efectos de la interaccion de los factores fertilizacion y esterilizacion del suelo en
la presencia de bacterias totales (p=<0.01). (b) Efecto en las bacterias totales dado por la
interaccion entre fertilizacion y aplicacion de microorganismos (p=<0.05). Diferentes letras

representan diferencias significativas entre los tratamientos. Significados de abreviaturas:
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SM = sin microorganismos; MM = microorganismos de montafia; MP = microorganismos de

parcela; SF = sin fertilizacion; EV = estiércol de vaca; FM = fertilizante mineral.
Bacterias totales

La Figura 10 (a) muestra la relacion entre los factores de la fertilizacién con la
esterilizacion del suelo para mostrar su efecto sobre las bacterias totales. En general, se puede
apreciar que en los tratamientos con suelo estéril se desarrollaron mas bacterias, con
excepcion del tratamiento de suelo no estéril con estiércol de vaca. Los tratamientos de suelo
no estéril sin fertilizacion y con FM obtuvieron los valores mas bajos y difieren

estadisticamente de todos los demas.

Por otro lado, en la Figura 10 (b), se reflejan los resultados obtenidos de la interaccion
entre dos factores: el uso de fertilizante y la aplicacién de microorganismos, sobre la
presencia de bacterias de todo tipo. En esta interaccion no se aprecian muchas diferencias
significativas. Los resultados para los tratamientos con aplicacién de MM y de MP son muy
similares entre si, sin tomar en cuenta el tipo de fertilizacion. Los tratamientos que no
recibieron la aplicacion de ningln cultivo de microorganismos obtuvieron los valores més
bajos. El tratamiento sin microorganismos y sin fertilizacion es aquel con el valor méas bajo,
estadisticamente distinto a los tratamientos con valor més alto, que son: a) aplicacion de MM

y fertilizacion con estiércol de vaca y b) aplicacion de MP con fertilizante mineral.

Figura 11
Efecto de las interacciones de los factores del experimento en los biomarcadores de hongos
totales. Para méas detalles sobre el disefio y las condiciones experimentales, consultar la

seccion de materiales y métodos.
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Nota: Diferentes letras representan diferencias significativas entre los tratamientos
(p=<0.001). Significados de abreviaturas: SM = sin microorganismos; MM =
microorganismos de montafia; MP = microorganismos de parcela; SF = sin fertilizacion; EV

= estiércol de vaca; FM = fertilizante mineral.

Hongos

En la Figura 11, podemos observar el efecto que cada tratamiento tuvo en los
biomarcadores correspondientes a los hongos en general. Entre los tratamientos sin
microorganismos no existen diferencias significativas, sin embargo, el tratamiento con EV y
suelo estéril mostrd ligeramente una mayor presencia de hongos. Ninguno de los tratamientos

con aplicacion de MM mostr6 diferencias significativas.

Entre los tratamientos con MP si se observan diferencias significativas; el tratamiento
SF y con suelo no esteéril es el que tiene menor contenido de biomarcadores para hongos
mientras que el tratamiento con FM y suelo estéril es el que mas biomarcadores para hongos

mostro.

Solamente existieron diferencias significativas entre los siguientes tratamientos:
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e Suelo no estéril con microorganismos de parcela sin fertilizante, el cual
obtuvo el valor mas bajo en cuanto a presencia de hongos.

e Suelo estéril sin microorganismos y fertilizado con estiércol de vaca, junto
con el tratamiento de suelo estéril con MP y fertilizante mineral (FM), que

obtuvieron los valores mas altos.
Discusién
Biomasa

Los resultados de los analisis de biomasa muestran que no en todos los casos, las
interacciones entre los tres factores evaluados (esterilizacion del suelo, aplicacion de
fertilizante y aplicacion de microorganismos) tuvieron efectos significativos en la biomasa
de las unidades experimentales. S6lo en el caso del peso seco aéreo, la interaccion entre los
tres factores se mostré significativa. Tomando en cuenta estos aspectos, podemos apreciar en
las figuras que la esterilizacion del suelo tuvo un efecto positivo en la biomasa de las plantas,
lo cual estd ampliamente documentado y se atribuye a que la esterilizacion elimina la
microbiota del suelo, incluyendo a los patdgenos, permitiendo que las plantas intervengan en
la recolonizacion de microorganismos en el suelo, generando una rizosfera benéfica para su
crecimiento (Li et al., 2019). Igualmente, los resultados pueden atribuirse a que en el suelo
estéril los microorganismos asociados a la raiz de la planta no tuvieron competencia en su
desarrollo y pudieron acceder a los nutrientes disponibles por la esterilizacion, pero al mismo
tiempo, liberar aquellos que el suelo ya contenia. También en los tratamientos sin
fertilizacion, cuando no hubo aplicacién de microorganismos, se observo un mejor desarrollo
en suelo estéril. Esto puede deberse a que la esterilizacion del suelo libera nutrientes
disponibles en la biomasa microbiana (Zhang et al., 2011). Por otro lado, es importante tomar
en cuenta que, aunque las asociaciones entre microorganismos y planta tienen multiples
beneficios, también implican una inversion extra de energia para la planta, la cual se encarga
de producir los compuestos de carbono que promueven el desarrollo de los microrganismos
en las raices (Morgan et al., 2005). Ademas, un estudio mostro que, al esterilizar el suelo, se
incrementaron los efectos positivos en todos sus tratamientos (Zhang et al., 2011). Sin

embargo, esto no significa que la esterilizacion del suelo es la solucion a todos los problemas
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en las parcelas productivas, labor que, ademas, no es del todo posible. Es importante siempre
tener en cuenta que los microorganismos intervienen en procesos que promueven funciones
béasicas de los ecosistemas como la descomposicion de la materia organica y el ciclaje de

nutrientes (Montafio et al., 2010).

En cuanto al desarrollo de las raices, los resultados muestran que cuando no hubo
aplicacion de microorganismos, con o sin fertilizacion, las raices representaron una mayor
biomasa, ademas al momento de la cosecha, se distinguian del resto de las raices por tener
una apariencia sana. Este hecho puede estar relacionado con el estancamiento del suelo que
se presentd al inicio del experimento (causado por los platos que se colocaron debajo de las
macetas), pero que se mantuvo la mayor parte del tiempo en los tratamientos con MM y MP,
debido a que los in6culos microbianos en su estado liquido tenian cierta densidad o espesura,
lo cual pudo haber generado un estado prolongado de hipoxia e inclusive de anoxia, en estos
tratamientos. Ademas, la falta de oxigeno en el suelo genera sustancias toxicas como el

etileno, que inhibe el crecimiento de las raices (Pardos, 2004).

Finalmente, en los resultados de la biomasa total, observamos una vez méas que la
esterilizacion del suelo al inicio del experimento fue positiva para el desarrollo de las plantas
y que la aplicaciéon de MM y MP tuvo un efecto negativo sobre la biomasa e incluso, es
posible que, debido a la frecuencia de aplicacion, los indculos de microorganismos hayan
actuado como contaminantes del suelo. Aunque todavia no existen estudios que hablen
especificamente de las consecuencias en el suelo y las plantas derivadas de la aplicacion y
uso excesivo de cultivos de microorganismos, se sabe que en la rizésfera se mantiene una
constante competencia por espacio y nutrientes y que la limitacion de cualquiera de estos
factores puede generar efectos derivados de las interacciones entre microorganismos y planta,
nulos o antagoénicos (Cano, 2011). Ademas, factores enddgenos y exdgenos pueden ocasionar
que las interacciones simbidticas se alternen entre mutualismo y parasitismo (Neuhauser y
Fargione, 2004).

Un aspecto interesante que salta a la vista en los resultados es que aquellos
tratamientos con EV, inoculados con MM y MP, presentan un ligero incremento en su

biomasa, en comparacion a los demas tratamientos inoculados. Aunque estas diferencias no
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son significativas, podrian deberse a alguna caracteristica fisica o bioldgica que el EV aport6
al suelo, como mayor porcentaje de aireacion o un consorcio de microorganismos benéficos
que contrarrestd en cierta medida el efecto negativo de la aplicacion de los inoculos
microbianos concentrados. En un experimento realizado con estiércol de vaca como
enmienda de suelo, se encontrd que este material organico tiene la capacidad de mejorar las
cualidades fisicas del suelo, incrementando la porosidad, el porcentaje de humedad y la tasa
de infiltracion, al mismo tiempo que reduce la densidad aparente, la temperatura y la tasa de
dispersion (directamente relacionada a la erosion), favoreciendo el crecimiento de plantas de
maiz (Adekiya et al., 2016). Ademas, también se ha encontrado que el EV contribuye con la
fitorremediacion (Njoku et al., 2012) y en general es uno de los mejores aditivos naturales

para la biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos (Neethu et al., 2019).

Por otro lado, recientemente se hicieron experimentos empleando los mismos MM
utilizados en este proyecto, pero en su estado sélido, mezclado con suelo al 10%, para cultivar
plantas de jitomate (variedad Seminis DRD 8551). El investigador encargado de la
coordinacion del experimento, sugiere una alta probabilidad de que las semillas utilizadas
hayan estado previamente infectadas con Phytophthora infestans, ya que las plantas
mostraron sintomas de tizén tardio, enfermedad causada por este patdgeno, sin embargo, dijo
que los resultados preliminares muestran que el sustrato utilizado favorecié el crecimiento
de las plantas de jitomate, ya que mostraron un mejor desarrollo en comparacion con plantas
cultivadas en campo, pero ademas, la enfermedad tardd de dos a tres meses en desarrollarse,
cuando normalmente las plantas infectadas pueden morir en cuestion de dias; por ello
propone que los MM limitaron la agresividad de la enfermedad (A. Reyes, comunicacion
personal, 28 de febrero de 2023).

Concentraciones de Ny P en la Biomasa Aérea de las Plantas

Los analisis de nutrientes realizados después del experimento se llevaron a cabo con
muestras compuestas, ya que en algunos casos no se contaba con la cantidad minima de
materia vegetal por unidad experimental. Debido a esto, no se pudieron realizar analisis
estadisticos por falta de repeticiones, sin embargo, los datos obtenidos de estos analisis de
nutrientes pueden interpretarse a grandes rasgos para obtener un panorama del N y P totales
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que las plantas de los distintos tratamientos absorbieron y retuvieron en su tejido vegetal.
Aunque la informacion obtenida s6lo nos muestra una fotografia del estado de los nutrientes
en el tejido vegetal en el momento en el que se hicieron los analisis, gracias a las figuras

podemos encontrar algunos patrones que también se observaron en los resultados de biomasa.

Los tratamientos con suelo estéril tuvieron mayores concentraciones de N y P que los
de suelo no estéril, esto puede deberse a que la esterilizacion favorecio la liberacion de
nutrientes contenida en la biomasa microbiana presente en el suelo de origen, ademaés de

reducir la competencia por los nutrientes entre plantas y microrganismos (Zhang et al., 2011).

Todos los tratamientos inoculados con microorganismos presentaron los contenidos
mas bajos de N y P, principalmente aquellos inoculados con MM, que son los que tuvieron
el menor contenido de ambos nutrientes. Lo anterior puede deberse al pobre desarrollo que
presentaron estas plantas desde las etapas iniciales y en este caso, podemos inferir que el
contenido de nutrientes en la materia vegetal de las plantas es directamente proporcional a su
desarrollo (Mengel y Kirkby, 2000).

Otro patron visible en estas figuras es que cuando no se afiadieron microorganismos,
existié una relacion entre el contenido de nutrientes y el tipo fertilizante utilizado,
mostrandose un mayor contenido de N en la biomasa cuando se aplicé fertilizante mineral y
mayor contenido de P al aplicarse EV. Lo interesante es que este patron no se cumple cuando
hubo MM y MP de por medio, en estos casos los tratamientos con EV fueron los que
presentaron el mayor contenido de nutrientes, tanto de N como de P. Una vez mas, podemos
suponer que esto se debe a que el EV mejora las cualidades fisicas del suelo (Adekiya et al.,
2016) y, que contribuye con la fitorremediacion (Njoku et al., 2012), lo cual repercute en la

microbiota y las plantas.

Es importante recordar la etapa de anegacion provocada accidentalmente al inicio del
experimento, donde se vieron afectadas principalmente las unidades experimentales a las que
se les agregaron MM y MP. Aunque los platos fueron retirados después de dos dias, es
posible que el encharcamiento haya provocado un dafio irreversible en las plantas de maiz de
los tratamientos con indculos microbianos y esto influyera en la capacidad de absorcion de

nutrientes y, por lo tanto, en su crecimiento. Los efectos en las plantas derivados del
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encharcamiento son diversos y dependen de la especie en cuestion, la etapa de crecimiento y
la duracién del periodo de anegacion (Pardos, 2004). En el caso del maiz, un suelo bien
drenado es crucial, si la planta se ve afectada por el encharcamiento desde su siembra hasta
los 15 a 20 dias de su desarrollo, durante mas de un dia y a altas temperaturas, el cultivo se
puede dafiar (Deras, 2020). Un suelo encharcado sufre alteraciones quimicas; las reservas de
oxigeno que en él se encuentran se reducen e incluso se terminan, pero se acumula el didxido
de carbono (CO2); gracias al cambio de los gases en suelo, que también genera cambios en
el pH, los nutrientes comienzan a verse afectados lo cual genera que algunos dejen de estar
disponibles (como el nitrégeno) y otros sean mucho mas solubles (como el hierro) (Lopes et
al., 1988).

Potencial de Hidrogeno (pH) y Conductividad Eléctrica (CE) del Suelo

La medicion de pH hecha al suelo de la planta que muridé primero al inicio del
experimento?, confirmo que después de dos semanas de haber iniciado el experimento no
existia una gran diferencia con el pH del suelo registrado antes del experimento® (Anexo 1).
Sin embargo, si comparamos el pH inicial con el pH final, podemos notar un cambio
importante, de un suelo acido a uno alcalino. Probablemente este cambio se debi¢ al efecto
del encharcamiento que sufrieron los tratamientos al inicio del experimento. Se ha visto que
después de periodos de anegacién, el pH en los suelos &cidos puede aumentar debido a la
liberacion de hidroxilos (OH) por la reduccion de los 6xidos de hierro, dando como resultado
suelos neutros o basicos (Lopes et al., 1988). Por otro lado, este aumento en los valores de
pH parece no haber afectado a las plantas de maiz, ya que aquellas con mayor biomasa (las
plantas sin aplicacion de microorganismos), presentaron los valores mas altos de pH y la

apariencia mas sana.

Por otro lado, los valores de CE son més altos en todos los tratamientos con aplicacion
de MM y MP, lo cual puede estar relacionado con la saturacion constante del suelo de estas
unidades experimentales. Se ha visto que en encharcamientos prolongados, la CE aumenta

proporcionalmente al tiempo de encharcamiento, lo cual es causado por la reduccion de

2 pH de 5.45, correspondiente a un suelo fuertemente acido (Tabla 3).
3 pH de 5.73, correspondiente a un suelo moderadamente &cido (Tabla 3).
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compuestos y el potencial de solubilizacion del diéxido de carbono que incrementa la
concentracion de iones en la solucién del suelo (Lopes et al., 1988).

Acidos Grasos del Suelo

Al observar la comparacion de las concentraciones de biomarcadores de bacterias y
hongos antes del experimento y concluido el experimento, podemos darnos cuenta de que
antes de la siembra habia mas hongos y después de la cosecha se encontraron més bacterias.
Las bacterias Gram negativas incrementaron en mayor proporcion que las bacterias Gram
positivas (228% y 53% respectivamente). Esto puede estar relacionado con los
microorganismos asociados a la rizosfera del maiz. Un estudio llevado a cabo en distintos
suelos logro identificar cinco géneros de bacterias relacionados a la rizésfera del maiz, de los
cuales, los que se encontraron en mayores concentraciones fueron Pseudomonas,
Azospirillum y Azotobacter, todos géneros de bacterias Gram negativas (Hernandez et al.,
2003). Por otro lado, gracias a los datos arrojados en los andlisis estadisticos de acidos grasos,
se puede decir que los cambios en las concentraciones de biomarcadores de bacterias estan
principalmente relacionados con la aplicacion de MM y MP. En cuanto a los hongos, se
encontré una disminucién del 17% de los biomarcadores de hongos. Sin embargo, se puede
decir a grandes rasgos que la esterilizacion del suelo favorecié su desarrollo en los
tratamientos, lo cual pudo haberse debido a que algunas esporas resistieron la esterilizacion
del suelo (Aguilar-Ulloa et al., 2016).

Conclusiones y reflexiones

Es importante que nuestros esfuerzos para mejorar las condiciones del suelo de una
parcela estén respaldados por andlisis que demuestren qué necesita ese suelo en particular, o
mejor aun, llevar a cabo una evaluacion holistica del terreno. La historia de la parcela también
puede ser un factor importante para tomar en consideracién. Tanto el manejo que se le haya
dado a la parcela a lo largo del tiempo, como las especies que se hayan cultivado en ella, le
confieren al suelo caracteristicas especificas que hay que considerar en nuestra evaluacion
previa, por ejemplo, los microorganismos asociados a los cultivos (benéficos o paréasitos).
Tomar en consideracion estos detalles puede darnos informacion mas completa que

solamente un analisis de caracteristicas fisicoquimicas del suelo.
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No es posible estandarizar la produccién de microorganismos de montafia para que
siempre nos den el mismo resultado al aplicarse, sin embargo, es posible estandarizar las
condiciones que se proveen al suelo y a la planta (por ejemplo, cantidades adecuadas de
humedad, materia organica y nutrientes) para lograr que los microorganismos que se
introducen al sistema, se desenvuelvan de la mejor manera para promover relaciones
mutualistas benéficas para el desarrollo de las plantas. Sin embargo, no se debe tomar a la
ligera el empleo de los biofertilizantes en la agricultura, ya que adn se desconoce mucho de
las interacciones que puedan tener en el sistema. Ademas, siempre podemos optar por
favorecer las condiciones del espacio que intervenimos con practicas agricolas sustentables
(intercalando cultivos, incorporando materia organica y abonos verdes, barbechando, etc.),

para que paulatinamente se restaure el equilibrio del ecosistema suelo.

Es importante llevar a cabo estudios prolongados en el tiempo sobre el uso de
biofertilizantes como los microorganismos de montafia, principalmente porque los
microorganismos pueden tardar en adaptarse a las condiciones del suelo al que se introducen
y a los cultivos. Ademas, los microorganismos de montafia como biotecnologia de facil
alcance, esta dirigida a productores, por lo tanto, lo mas adecuado es llevar a cabo los estudios
pertinentes en una parcela en lugar de realizarlos bajo condiciones de invernadero. Aunado
a lo anterior, antes de introducir microorganismos ajenos al suelo de la parcela, hay que tener
claridad en la cantidad del in6culo que se va a utilizar, la frecuencia con la que se va a aplicar

y no pensar en su uso como la solucion a todos los problemas del suelo.

Se han llevado a cabo algunos estudios que hablan de abundantes beneficios para los
cultivos al incorporar consorcios de microorganismos, sin embargo, es importante tomar en
cuenta que dificilmente podemos atribuir todos los beneficios resultantes sélo a la actividad
de esta microbiota aplicada. Los resultados obtenidos en esta investigacién demuestran que
es muy facil cometer una serie de errores al utilizar biopreparados que pueden generar serias
consecuencias en el suelo y en los cultivos. Es importante generar mas conocimiento en torno
al correcto uso y aplicacion de los cultivos de microorganismos, de igual manera, visibilizar

los riesgos y las consecuencias que pueden derivarse de su empleo excesivo.
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Anexos

Analisis completos del suelo extraido de Santiago Undameo, utilizado para el experimento
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Anexo 2

Figuras del crecimiento de cada tratamiento antes de ser cosechado
Figura 12
Plantas de maiz de los tratamientos con aplicacion de MM antes de la cosecha. Para mas

detalles sobre el disefio y las condiciones experimentales, consultar la seccién de materiales

y métodos.

Nota: En la figura se aprecian las plantas de maiz con aplicacion de MM. Se puede observar
que tuvieron muy poco desarrollo a lo largo de las seis semanas que durd del periodo
experimental antes de la cosecha. De izquierda a derecha se encuentran los siguientes
tratamientos: a) suelo no estéril, con microorganismos de montafa, sin fertilizacion; b) suelo
no estéril, con microorganismos de montafia, con FM; c) suelo no estéril, con
microorganismos de montafia, con estiércol de vaca; d) suelo estéril, con microorganismos
de montafa, sin fertilizante; e) suelo estéril, con microorganismos de montafia, con FM y; f)
suelo estéril, con microorganismos de montafia, con estiércol de vaca. Dentro de los
tratamientos sefialados como a, b y d, hubo plantas que murieron en algin momento del

experimento, lo cual s6lo sucedio con los tratamientos que contenian MM.
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Figura 13
Plantas de maiz de los tratamientos con aplicacion de MP antes de la cosecha. Para més

detalles sobre el disefio y las condiciones experimentales, consultar la seccion de materiales

y métodos.

Nota: En la imagen se aprecian las plantas de maiz con aplicacién de microorganismos de
parcela. En comparacion al tratamiento con aplicacion de microorganismos de montafia, las
plantas estan visiblemente mas grandes y no hubo ninguna unidad experimental que muriera.
De izquierda a derecha se encuentran los siguientes tratamientos: a) suelo no estéril, con
microorganismos de parcela, sin fertilizacion; b) suelo no estéril, con microorganismos de
parcela, con FM; c) suelo no estéril, con microorganismos de parcela, con estiércol de vaca;
d) suelo estéril, con microorganismos de parcela, sin fertilizante; e) suelo estéril, con
microorganismos de parcela, con FM y; f) suelo estéril, con microorganismos de parcela, con

estiércol de vaca.

Figura 14
Plantas de maiz de los tratamientos sin aplicacion de microorganismos antes de la cosecha.
Para mas detalles sobre el disefio y las condiciones experimentales, consultar la seccion de

materiales y métodos.
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Nota: En esta fotografia podemos apreciar las diferencias marcadas entre los tratamientos sin
fertilizacion con suelo no estéril (1ra columna) y aquellos con suelo estéril (4ta columna).
Ademas, es evidente la diferencia de tamafios entre estos tratamientos y los que contenian
MM y MP. De izquierda a derecha se encuentran los siguientes tratamientos: a) suelo no
estéril, sin microorganismos, sin fertilizacion; b) suelo no estéril, sin microorganismos, con
FM; ¢) suelo no estéril, sin microorganismos, con estiércol de vaca; d) suelo estéril, sin
microorganismos, sin fertilizante; e) suelo estéril, sin microorganismos, con FM y; f) suelo

estéril, sin microorganismos, con estiércol de vaca.

Figura 15
Plantas de maiz de los tratamientos antes de la cosecha. Para mas detalles sobre el disefio

y las condiciones experimentales, consultar la seccion de materiales y métodos.
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Anexo 3

Método utilizado para la extraccion de acidos grasos de MM y MP

Se realiz6 la toma de dos muestras por cada cultivo de microorganismos (MM y MP) en su
fase liquida, en tubos Falcon de 50 ml. Con cada muestra se llevd a cabo el siguiente

procedimiento:

1. Cada tubo se llevo a la centrifuga durante 15 minutos a 3,000 RPM.

2. Al terminar de centrifugarlos se retird el sobrenadante para dejar solamente el pellet
0 asiento.

3. A cada pellet se le agregd agua desionizada hasta llegar a la linea de los 50ml para

después agitarlo con el Vortex.

Los pasos 1. y 2. se repitieron en tres ocasiones y el paso 3. se realizd dos veces. La toma de
muestras se llevd a cabo cada semana momentos antes de efectuar el riego en los
tratamientos. En total se recabaron veinte muestras; diez muestras por cultivo de
microorganismos. Todas las muestras se mantuvieron en congelacion hasta que se pudieron

procesar todas.

Finalmente, se llevo a cabo el procedimiento descrito por Sasser (2006), con las mismas

modificaciones que se realizaron para obtener los acidos grasos del suelo.
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