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Resumen

Antecedentes: México es uno de los principales productores, exportadores
y consumidores de maiz en el mundo. Para el maximo rendimiento del
producto, se suministran fertilizantes nitrogenados como fuente principal de
nutrientes. Sin embargo, su uso desmedido estd creando una problematica
de contaminacién. Objetivo: El objetivo principal fue aislar y seleccionar
bacterias fijadoras de nitrogeno a partir de rizosfera y caulosfera de plantas
de maiz. Metodologia: Se eligieron plantas de maiz durante tres diferentes
periodos: crecimiento vegetativo, floracion y fecundacion, llenado de grano
y madurez. Se obtuvieron muestras de raiz y tallo de cada una de las plantas,
se desinfectaron superficialmente, se hicieron diluciones seriadas y fueron
sembradas en medio agar nutritivo parasuaislamiento. La capacidad de fijacion
de nitrégeno se evalud cualitativamente sobre un medio libre de nitrégeno y
cuantitativamente a través del método de valoracion indirecta del ion amonio.
Resultados: Se obtuvieron 70 aislados bacterianos, delos cuales 14 presentaron
actividad positiva de fijacion de nitrégeno in vitro. Solo los aislados RB14,
RC12, CB1 y CC3 presentaron concentraciones de iéon amonio cuantificables,
con valores de 1.081 mg/L, 0.546 mg/L, 0.54 mg/L y 0.163 mg/L de amonio
liberado, respectivamente. De acuerdo con las caracteristicas macroscopicas
y microscépicas observadas, los microorganismos que presentaron capacidad
fijadora de nitr6geno mostraron una similitud morfologica a los géneros
Bacillus sp, Pseudomonas sp y Azotobacter sp. Conclusiones: Estos
aislados pueden ser utilizados como una alternativa al uso de fertilizantes

quimicos ya que mostraron un alto potencial de fijacién de nitrégeno in vitro.

Palabras claves: : Bacillus spp, Pseudomonas spp, Azotobacter spp,
amonio, nitréogeno.

Abstract

Background: Mexico is one of the main producers, exporters and consumers
of corn in the world. For maximum yield of the product, nitrogen fertilizers
are supplied as the main source of nutrients. However, their excessive use
is creating a contamination problem. Objective: The main objective was
to isolate and select nitrogen-fixing bacteria from the rhizosphere and
caulosphere of corn plants. Methodology: Corn plants were selected during
three different periods: vegetative growth, flowering and fertilization, grain
filling and maturity. Root and stem samples were obtained from each of
the plants, they were superficially disinfected, serial dilutions were made
and they were planted in nutrient agar medium for isolation. The nitrogen-
fixing capacity was evaluated qualitatively on a nitrogen-free medium
and quantitatively through the indirect ammonium ion titration method.
Results: 70 bacterial isolates were obtained, of which 14 presented positive
nitrogen-fixing activity in vitro. Only isolates RB14, RC12, CB1 and CC3
presented quantifiable ammonium ion concentrations, with values of 1.081
mg/L, 0.546 mg/L, 0.54 mg/L and 0.163 mg/L of released ammonium,
respectively. According to the macroscopic and microscopic characteristics
observed, the microorganisms that presented nitrogen fixing capacity showed
a morphological similarity to the genera Bacillus sp, Pseudomonas sp and
Azotobacter sp. Conclusions: These isolates can be used as an alternative
to the use of chemical fertilizers since they showed a high nitrogen fixation
potential in vitro.

Keywords: Bacillus spp, Pseudomonas spp, Azotobacter spp,
ammonium, nitrogen.
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Introduccion

El maiz, es uno de los principales alimentos de consumo en el mundo, sobre todo en México que de forma tradicional se consume
como tortilla, tamales, atole, entre otros usos (Calleja-Pinedo y Valenzuela, 2016). Segtn el Servicio de Informacion Agroalimentaria y
Pesquera (SIAP) (2023) en el ciclo otofio-invierno 2023 se plantaron 1,157,911 hectareas, siendo un 12% mas que las del ciclo otofio-
invierno de 2022. Este cultivo depende en gran medida de una adecuada nutricion nitrogenada para alcanzar su maximo potencial de
rendimiento (Galeano-Lobos et al., 2022).

La rizésfera y la cauldsfera del maiz, zonas del suelo y del tejido de la planta adyacentes a las raices y el tallo respectivamente,
son habitats ricos en microorganismos que pueden influir en la salud y productividad de la planta (Dlamini et al., 2023; Zhu et al., 2022).
Entre los microorganismos mas conocidos, estan las especies pertenecientes a los géneros Rhizobium sp, Azotobacter sp, Pseudomonas sp,
y Azospirillum sp. Estos pueden encargarse de la solubilizacion de fosfatos, produccion de hormonas o fijacion del nitrégeno, los cuales
afectan positivamente el metabolismo de la planta incrementando la toma de agua y minerales (Gonzalez y Fuentes, 2017). Algunas de
las bacterias fijadoras de nitrégeno como Azospirillum o Azotobacter, establecen interacciones benéficas, ya que son capaces de obtener el
nitrogeno atmosférico transformandolo en amonio (NH4) para que las plantas lo puedan utilizar (Gastélum y Rocha, 2020). Este proceso
es llevado a cabo por el complejo enzimatico nitrogenasa el cual es propio de algunos tipos de bacterias, eso en conjunto con las relaciones
simbioticas con las plantas, crean el proceso de fijacion bioldgica del nitrégeno (Guzman-Duchen y Montero-Torres, 2021). Lara-Mantilla et
al. (2007) aislaron 21 microorganismos correspondientes al género Azotobacter y 15 al género Azospirillum a partir de rizoésfera de cultivos
de platano, pastos, maiz y de rastrojos.

Estos autores encontraron que, solo 8 aislados de Azotobacter sp y 6 de Azospirillum sp mostraron concentraciones de idbn amonio
(NH4+) cuantificables; y solo uno de los aislados de Azotobacter sp de la rizosfera de maiz mostr6é concentracion de i6n amonio (NH4+)
cuantificable. Otros autores como Richard et al. (2018) aislaron 11 bacterias del género Azospirillum sp. a partir de la rizésfera de plantas
de maiz (Zea mays L.) de las cuales solo 7 fueron capaces de fijar nitrogeno. Estos hallazgos indican que no todos los microorganismos
tienen la habilidad de producir el complejo enzimatico nitrogenasa, aunque se trate del mismo género y, de igual forma, no tienen la misma
capacidad de fijacion. Por todo lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue aislar y seleccionar bacterias fijadoras de nitrogeno a
partir de rizosfera y caulosfera de plantas de maiz.

Materiales y métodos
Ubicacion del estudio

El estudio se realizé en 3 zonas de cultivo de maiz en el municipio de Gomez Farias en el estado de Jalisco. La primera zona de
cultivo (I) se ubico en el “Complejo Gomez Farias del Centro Universitario Del Sur” situado a 19°48°14” latitud N y 103°28°40” Longitud
W a 1.80 km del municipio; la segunda zona (II) se ubico a 19°47°55” latitud N y 103°28°41” Longitud W a 1.52 km del municipio; la
tercera zona (III) se ubicd a 19°48°04” Latitud N y 103°28°42” longitud W. Estas zonas al encontrarse en el mismo municipio presentaron
caracteristicas similares las cuales son: superficies arcillosas, semipermeables y de alta retencion de humedad.

Muestreo

Se eligieron plantas de maiz en tres diferentes periodos: crecimiento vegetativo (A), floracion y fecundacion (B) y llenado de grano y
madurez (C) (Pedraza-Guevara et al.. 2017). Dado que este estudio forma parte de una investigacion piloto, para obtener una vision general,
se colectaron 5 plantas completas de forma aleatoria incluyendo raices para cada uno de los diferentes periodos en cada zona de cultivo.
Aislamiento de bacterias endofitas.

El procesado de las muestras se realizd6 mediante la metodologia descrita por Mascarua-Esparza et al. (1988). De cada planta se
separaron raiz y tallo, fueron lavados con agua de la llave; luego se esterilizaron de forma superficial mediante la inmersion en cloramina
T al 1% durante 5 minutos. A continuacion, las raices se enjuagaron con solucion estéril reguladora de fosfatos 0.025 M, pH 6.8 y cinco
lavados con agua estéril. Una vez terminado este proceso se procedi6 a realizar cortes de 3-6 cm a la raiz de cada planta, en el caso del tallo
primero se retir6 la capa que recubre su interior, ya teniendo el interior del tallo expuesto se realizaron cortes de 3 cm de ancho. Ambos tipos
de muestras fueron trituradas en una licuadora con agua estéril hasta formar una suspension (Pérez et al., 2010). Las muestras procesadas
fueron colocadas en tubos Falcon rotulados. El aislamiento de las bacterias endoéfitas se llevo a cabo de la siguiente forma: se hicieron
diluciones seriadas de cada uno de los tubos, se sembraron sobre caja petri con agar nutritivo y fueron incubadas a 30°C por un periodo de
3 dias. Se seleccionaron colonias que se distinguian en cuanto a forma, aspecto de la superficie, color y tamafio (Corral-Lugo et al., 2012).
La morfologia microscopica de las bacterias fue determinada por tincion de Gram. Los aislados seleccionados fueron propagados y
conservados en caldo nutritivo con glicerol al 50% a -20°C para su uso posterior en las pruebas cualitativa y cuantitativa de fijacion de
nitréogeno.
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Evaluacion de la capacidad de fijacion de nitrogeno

La capacidad de fijacion de nitrogeno se evalud cualitativamente utilizando la metodologia descrita por Stella y Suhaimi, (2010)
sobre medio agar libre de nitrogeno (20 g/L de manitol, 0.2 g/l de K2HPO4, 0.2 g/L de Mg2S04*7H20, 0.2 g/L de NaCl, 0.1 g/L de K2S04,
0.5 g/L de CaCO3 y 15 g/L de agar). Cada uno de los aislados fue sembrado por microgota de 5 uLL de forma directa sobre la superficie del
medio e incubados a 30°C por 3 dias. Después de este periodo, se seleccionaron aquellos aislados que fueron capaces de crecer en el medio,
lo cual es un indicativo de la presencia de bacterias con capacidad de reducir el nitrégeno atmosférico y metabolizarlo.

Determinacion de la concentracion de ion amonio

La capacidad fijadora de nitrégeno cuantitativa se evalud para cada uno de los aislados que fueron capaces de crecer en el medio
libre de nitrégeno. Para esto, se utilizé el método indirecto de valoracién del idn amonio mediante la técnica colorimétrica de Berthelot
(fenol-hipoclorito) con algunas modificaciones (Lara-Mantilla et al., 2007; Weatherburn, 1967). El procedimiento consisti6 en inocular cada
aislado en un medio de suelo al 10% (suelo extraidas a 10 cm de profundidad de la superficie) para posteriormente incubar a 29°C por 3
dias con agitacion constante a 100 rpm. Pasado dicho tiempo, se agregaron 25 ml de KCI 2M y se mantuvo una hora mas en agitacion, se
dejo reposar por 1 hora; se tomaron 10 mL del sobrenadante y se centrifugd a 2000 rpm durante 20 minutos. Después del proceso anterior,
se pasaron 2.5 ml de muestra a un tubo de ensayo y se agregé 0.1 ml de solucion fendlica al 10%, 0.1ml de nitroprusiato de sodio al 0.5% y
0.25 ml de solucion oxidante (preparada con: 2g de citrato de sodio, 0.1g NaOH y 1.25ml de hipoclorito al 10% en 10 mL de agua destilada)
pasando el tubo de ensayo por el vortex al menos 6 segundos cada que se agregaba un componente. Todos los experimentos se realizaron
por triplicado. Finalmente, las muestras se dejaron en reposo en un espacio sin luz (ya que esta es una reaccion fotosensible) durante 1
hora. Posteriormente, las muestras fueron leidas en un espectrofotometro a 640 nm. Como blanco se utilizé el medio de suelo al 10% estéril
pasando por los mismos procesos de la muestra, pero sin inocular.

Para la elaboracion de la curva tipo, se realizo el procedimiento descrito anteriormente, afiadiendo las mismas cantidades de solucion
fenol, nitroprusiato de sodio y solucion oxidante sustituyendo la muestra de suelo al 10% por concentraciones variadas de NH4Cl preparado
a 1 mg/L (Tabla 1).

Tabla 1. Concentraciones de amonio para curva tipo.

Tubo NH4Cl H=0 mg/L de

(mL) (mL) NH4Cl
0 0 2.5 0
1 0.5 2 0.2
2 1 1.5 0.4
3 1.5 1 0.6
4 2 0.5 0.8
5 2.5 0 1

Analisis estadistico

Se empled la prueba exacta de Fisher para evaluar la independencia del tipo de tejido y periodo de aislamiento con respecto a la
actividad fijadora de nitrégeno en funcion de ausencia y presencia con el programa STATGRAPHICS Centurion XVII. El analisis de
varianza se realiz6 por ANOVA simple, para determinar diferencias entre las concentraciones de amonio liberado (mg/L) en funcion de los
tipos de aislados bacterianos. Se utilizo la prueba de comparacion multiple de medias Tukey para determinar las diferencias significativas
entre las concentraciones de amonio liberado en mg/L con respecto al tipo de aislados. Los datos fueron analizados con el programa
estadistico GraphPad Prism, version 9.3. La diferencia entre datos fue considerada estadisticamente significativa al 95% de confiabilidad
o P<0.05.

Resultados y Discusion
Aislamiento y seleccion de bacterias de rizosfera y cauldsfera

Se aislaron un total de 70 bacterias, de las cuales 29 procedieron de la zona agricola II, 22 de la zona agricola Il y 19 de la zona
agricola I (Tabla 2). La mayoria de los aislados fueron obtenidos de la zona agricola II con un 42%, mientras que de las zonas IIl y I, se
aislaron el 31% y 27%, respectivamente. Aunado a esto, el mayor porcentaje de aislamientos se obtuvo en la rizosfera, con un 79%, mientras
que de caulosfera solo se aislo el 21%.

Por otro lado, se observo que para las zonas agricolas I y 111, la cantidad de aislados fue mayor en el periodo B, y no asi para el caso
de la zona I, donde se observo ligeramente que la mayor cantidad de aislados se obtuvo en el periodo C.

De acuerdo con Fisher et al. (1992) las bacterias endofiticas parecen localizarse preferentemente en la parte inferior del tallo, con
un gradiente decreciente que va desde la base hasta la parte superior. Esto sugiere que las bacterias se concentran en las raices y que desde
ahi pueden desplazarse hacia el tallo durante el desarrollo de la planta y que alternativamente, los microorganismos pueden entrar en los
tallos de las plantas de maiz con mas frecuencia en la base que en la punta. Ademas, Mclnroy y Kloepper (1995) observaron que el nimero
de géneros bacterianos encontrados en los tallos de maiz disminuia con la edad de la planta y que, en la madurez de la planta, los géneros
Pseudomonas y Bacillus eran dominantes.
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Por otro lado, Mandic et al. (2018) mencionan que el numero microbiano y su diversidad en la rizésfera y filosfera de plantas de maiz
dependen de los factores climaticos, de las fases fenoldgicas, entre otros. Las condiciones climaticas afectan a la poblaciéon microbiana,
mientras que las temperaturas bajas y la mayor disponibilidad de agua influyen en el mayor niimero de microorganismos. Por su lado,
Emmett et al. (2020) sugieren que la variacion en la comunidad microbiana se correlaciona con la especie vegetal y la variacion temporal de
la tasa de crecimiento relativo. Ademas, Kastovska et al. (2015) encontraron que la tasa de crecimiento relativo disminuye con el crecimiento
y desarrollo de la planta y coincide con la disminucion de la respiracion de la raiz y la rizosfera por unidad de biomasa en muchas especies
anuales. Li et al. (2023) mencionan que la mayoria de las interacciones suelo-planta-microorganismo se producen en el suelo de la rizosfera
a menos de un milimetro de la superficie de la raiz y que mediante la deposicion en la rizosfera, las plantas influyen en las especies de la
comunidad microbiana de la rizésfera, proporcionando asi compuestos de carbono y nitrégeno para el crecimiento de los microorganismos.

Tabla 2. Bacterias aisladas de cauldsfera y rizosfera de plantas de maiz en tres diferentes periodos de
crecimiento vegetal.

Zona Periodo Aislados en Aislados en Aislados
agricola caulosfera (UFC)* rizésfera (UFC) totales (UFC)

I A 1 5 6
B 2 4 6
C 1 6 7
11 A 2 3 5
B 3 15 18
C 1 5 6
11 A 1 3 4
B 2 9 11
C 2 5 7

*Unidades formadoras de colonias
Capacidad de fijacion de nitrégeno

De los 70 aislados bacterianos, 14 presentaron actividad positiva de fijacion bioldgica de nitréogeno in vitro (Figura 1). De acuerdo con
los resultados de la prueba exacta de Fisher, la presencia o ausencia de la capacidad fijadora de nitrégeno no tiene dependencia con el tipo
de tejido (P-bilateral = 1) y periodos de crecimiento vegetal (P-bilateral = 1). E1 79% de las bacterias que presentaron capacidad de fijacion
bioldgica de nitrogeno correspondi6 a las aisladas a partir de la rizosfera y el 21% a las bacterias aisladas a partir de la caulosfera. Mientras
que, el 50% de las bacterias que presentaron capacidad de fijacion bioldgica de nitrogeno fueron las aisladas a partir de las plantas de maiz
en su segundo periodo de crecimiento vegetal, floracion y fecundacion (Figura 2).

Figura 1. Capacidad ae mjacion piologica ae nitrogeno in virro ae bacterias aisladas ae rizosfera y caulosfera de
plantas de maiz (Zea mays L.).
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Figura 2. Presencia y ausencia de actividad fijadora de nitrégeno de bacterias aisladas de rizésfera y caulosfera de plantas de maiz con respecto

a periodos de crecimiento mediante prueba exacta de Fisher. Tejidos: R, rizdsfera; C, caulosfera. Periodos de crecimiento vegetal: A, By C.
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Como se puede observar en la Figura 2, solo el 20% de las bacterias aisladas presentaron la capacidad de fijar nitrogeno in vitro.
Lara-Mantilla et al. (2007) utilizaron medios selectivos libres de nitrégeno, para aislar microorganismos fijadores de nitrégeno a partir de
plantas de platano, pasto y maiz. Estos autores aislaron un total de 55 bacterias con caracteristicas macroscopicas y microscopicas que
pertenecen a los géneros Azotobacter y Azospirillum. Ademas, Ariza-Rodriguez et al. (2020) aislaron 23 bacterias fijadoras de nitrégeno con
caracteristicas morfologicas a los géneros Azotobacter 'y Azospirilum a partir de granos y raices de frijol, maiz, lechuga y tomate, utilizando
medios libres de nitrégeno. Algunos autores mencionan que la habilidad de los microorganismos de crecer en un medio libre de nitrogeno
es indicativo cualitativo de actividad nitrogenasa, ya que este medio es libre de nitrogeno y el hecho de que crezcan en él, significa que son
capaces de fijar nitrégeno atmosférico para su desarrollo y multiplicacion (Stella y Suhaimi, 2010).

Determinacion del ion amonio

Los resultados del analisis de varianza entre las concentraciones de amonio liberado en funcion de los tipos de aislados bacterianos
mostraron diferencias significativas (Tabla 3). De los 14 aislados bacterianos que presentaron capacidad de fijacion de nitrégeno positiva
en medio libre de nitrégeno, solo 4 presentaron concentraciones de ion amonio (NH4+) cuantificables. De acuerdo con la prueba de
comparaciones multiples para la concentracion de amonio liberado, el aislado RB14 present6 la mayor concentracion de amonio liberado
(1.081 mg/L) con respecto a los aislados RC12, CB1 y CC3, los cuales presentaron concentraciones de 0.546 mg/L, 0.54 mg/L y 0.163
mg/L de amonio liberado, respectivamente (Figura 3). De acuerdo con las caracteristicas macroscopicas y microscopicas observadas, los
microorganismos que mostraron concentraciones de ion amonio cuantificables presentaron una similitud morfologica a los géneros Bacillus
spp, Pseudomonas spp y Azotobacter spp. Bellenger et al. (2020) y Sun et al. (2021) mencionan que la fijacion biologica del nitrogeno es
llevada a cabo por los microorganismos, gracias al complejo de nitrogenasas (V-nitrogenasa, Mo-nitrogenasa y Fe-nitrogenasa), sistema
enzimatico que cataliza la reduccion de nitrogeno a amonio y que reacciona con iones hidrogeno (H+) para producir H2. Algunos autores
mencionan que un grupo reducido de bacterias conocido como diazétrofos son capaces de reducir el nitrégeno a amonio utilizando las
enzimas nitrogenasas y que dentro de este grupo se encuentran los géneros Azotobacter, Beijerinckia, Derxia, Azospirillum, Herbaspirillum,
Burkholderia, Gluconacetobacter, Azoarcus, Bacillus, Paenibacillus, Klebsiella, Enterobacter, Pantoea, Citrobacter y Serratia (Bloch et
al.. 2020; Hernandez-Rodriguez et al., 2014). Estos microorganismos usualmente son encontrados en la rizosfera, ya que existe una mayor
concentracion disponible de nutrientes en forma de compuestos organicos, estableciendo numerosas interacciones con la planta hospedera
(Sun et al., 2021).

Tabla 3. Analisis de varianza por ANOVA simple de las concentraciones de amonio liberado (mg/L) en
funcioén de los tipos de aislados bacterianos obtenidos a partir de rizosfera y cauldsfera de plantas de maiz.

Fuente Suma de cuadrados G.L Cuadrado medio Razon-F Valor-P*
Aislados 1.281 3 0.4271 148.5 0.0001
Residuos 0.02301 8 0.002876

Total 1.304 11

*Diferencias significativas con un 95% de nivel de confianza.

=
=3}
i

e
'
[ 1

=
o
i

Amonio liberado (mg/L)

=
=
1

Aislados bacterianos

Figura 3. Produccién de amonio por aislados bacterianos de rizosfera y caulosfera de plantas de maiz en tres
diferentes periodos de crecimiento vegetal.
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Alcarraz-Curi et al. (2019) aislaron 12 cepas bacterianas de Azospirillum, Pseudomonas y Burkholderia de la rizosfera de plantas
de café, que registraron concentraciones de amonio valorado por el método de Berthelot, entre 0.9-2.75 mg/L. Estos valores son similares
con el obtenido por el aislado RB14 que present6 una concentracion dentro de ese intervalo. Otros autores, utilizando el mismo método
de valoracién indirecta del i6n amonio, aislaron 8 cepas del género Azotobacter y 6 del género Azospirillum a partir de la rizoésfera de
plantas de platano, pasto y maiz con concentraciones liberadas de amonio de 0.9 a 5.1 mg/L (Lara-Mantilla et al., 2007). Cabe mencionar
que la diferencia en la concentracion de amonio liberado de cada microorganismo depende de varios factores, entre estos, de la cepa, la
concentracion celular utilizada, la temperatura a la cual se llevo el proceso de produccion de amonio, entre otros. Valdovinos et al. (2017)
y Olveira y Gonzalez-Molero, (2016) mencionan que los beneficios que imparten algunas bacterias son especificos de cada cepa y no de la
especie o el género; y que ninguna cepa proporcionara todos los beneficios propuestos, ni siquiera cepas de la misma especie, y no todas las
cepas de la misma especie seran eficaces de la misma forma.

Conclusiones

Los tipos de tejidos (rizdsfera y cauldsfera) y los tres periodos de crecimiento vegetal (crecimiento vegetativo, floracion y fecundacion
y llenado de grano y madurez) de las plantas de maiz no presentaron relacion con la capacidad fijadora de nitrégeno de los aislados obtenidos.
La rizosfera de plantas de maiz (Zea mays L.) en los tres periodos de crecimiento vegetal es la que presentd el mayor nimero de aislados
bacterianos. El método indirecto de valoracion del i6n amonio mediante la técnica colorimétrica de Berthelot (fenol-hipoclorito) demostrd
que el aislado RB14 tiene mayor potencial de fijacion de nitrégeno sobre los otros aislados. Esto es importante dada la problematica que se
presenta actualmente sobre el uso excesivo de fertilizantes nitrogenados que afectan al medio ambiente. Por lo que, estos aislados podrian
ser utilizados como una alternativa al uso de fertilizantes quimicos, minimizando asi, el impacto en el ambiente.
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